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OZET

Ramalina farinacea (L.) Ach. VE Usnea intermedia (A.Massal.) Jatta
LIKENLERININ ANTIMIKROBIYAL AKTIiVITELERI UZERINE
ARASTIRMALAR

Neslihan SIRIN
Diizce Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dal1
Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Basaran DULGER
Haziran 2015, 66 sayfa

Bu ¢alismada Bursa-Uludag Milli Park civarindan toplanan Ramalina farinacea ve
Usnea intermedia likenlerinin Soxhlet cihazinda etanol ekstraksiyonlari yapildi. Bu
ekstrelerden 25uL, 50uL ve 75uL alinarak disk difiizyon yontemi ile Bacillus cereus
ATCC 7064, Bacillus licheniformis ATCC 14580, Citrobacter freundii ATCC 8090,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 25992, Klebsiella oxytoca
ATCC 8724, Listeria innocua ATCC 33090, Proteus vulgaris ATCC 8427,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella enteritidis ATCC 13076,
Salmonella typhimurium CCM 5445, Shigella flexneri ATCC 12022, Staphylococcus
aureus ATCC 6538P, Staphylococcus epidermidis ATCC 3699, Streptococcus pyogenes
ATCC 19615, Yersinia pestis ATCC 19428 bakteri tiirleri ve Candida albicans ATCC
90028, Candida glabrata ATCC 90030, Candida lipolytica ATCC 8660, Candida
parapsilosis ATCC 22019, Candida tropicalis ATCC 4563, Cryptococcus neoformans
ATCC 32045, Debaryomyces hansenii DSM 70238, Saccharomyces cerevisiae ATCC
9796 maya kiiltiirlerine kars1 antimikrobiyal aktiviteleri arastirildi. Sonuglar standart
antifungal ve antibakteriyel antibiyotiklerle karsilastirildi ve kontrol olarak sadece
¢ozilictiniin emdirildigi diskler kullanildi. Bulgulara gore; Ramalina farinacea likeninin
en yiiksek antimikrobiyal aktivitesi Salmonella enteritidis ATCC 13076 ve Candida
albicans ATCC 90028 tiirlerine kars1 bulundu. Usnea intermedia likeninin en yiiksek
antimikrobiyal aktivitesi Streptococcus pyogenes ATCC 19615 ve Candida albicans
ATCC 90028 tiirlerinde 6lgiildii. Liken tiirlerinin diger tiim mikroorganizmalara kars1
farkli seviyelerde antimikrobiyal aktivite gdsterdikleri saptandi.

Anahtar sozciikler: Antimikrobiyal aktivite, Ramalina farinacea, Usnea intermedia



ABSTRACT

THE STUDIES ON ANTIMICROBIAL ACTIVITIES OF THE LICHENS

Ramalina farinacea (L.) Ach. AND Usnea intermedia (A.Massal.) Jatta

Neslihan SIRIN
Duzce University
Graduate School of Natural and Applied Sciences, Department of Biology
Master of Science Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Basaran DULGER
June 2015, 66 pages

In this study Ramalina farinacea and Usnea intermedia lichens which were collected
from The National Park around Bursa-Uludag ethanol extractions were performed in the
Soxhlet. By taking 25uL, SOuL and 75uL of the lichen extracts were investigated
antimicrobial activity against the bacterial cultures; Bacillus cereus ATCC 7064,
Bacillus licheniformis ATCC 14580,Citrobacter freundii ATCC 8090, Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 25992, Klebsiella oxytoca ATCC 8724,
Listeria innocua ATCC 33090, Proteus vulgaris ATCC 8427, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Salmonella enteritidis ATCC 13076, Salmonella typhimurium CCM
5445, Shigella flexneri ATCC 12022, Staphylococcus aureus ATCC 6538P,
Staphylococcus epidermidis ATCC 3699, Streptococcus pyogenes ATCC 19615,
Yersinia pestis ATCC 19428 and the yeast cultures; Candida albicans ATCC 90028,
Candida glabrata ATCC 90030, Candida lipolytica ATCC 8660, Candida parapsilosis
ATCC 22019, Candida tropicalis ATCC 4563, Cryptococcus neoformans ATCC
32045, Debaryomyces hansenii DSM 70238, Saccharomyces cerevisiae ATCC 9796
with the disc diffusion method. The results were compared with standart antifungal and
antibacterial antibiotics and as control was used the only solvent impregnated discs.
According to the findings; the highest antimicrobial activity of Ramalina farinacea was
found against Salmonella enteritidis ATCC 13076 and Candida albicans ATCC 90028.
The highest antimicrobial activity of Usnea intermedia was evaluated against
Streptococcus pyogenes ATCC 19615 and Candida albicans ATCC 90028. Lichen
species were determined to show at different levels of antimicrobial activity against all
other microorganisms.

Keywords: Antimicrobial activity, Ramalina farinacea, Usnea intermedia



EXTENDED ABSTRACT

THE STUDIES ON ANTIMICROBIAL ACTIVITIES OF THE LICHENS

Ramalina farinacea (L.) Ach. AND Usnea intermedia (A.Massal.) Jatta

Neslihan SIRIN
Duzce University
Graduate School of Natural and Applied Sciences, Department of Biology
Master of Science Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Basaran DULGER
June 2015, 66 pages

1. INTRODUCTION:

Microorganisms are found and grown in all kinds natural enviroment are directly related
to human health and daily life. While most of microorganisms are helpful, some of them
are harmful and they cause various diseases in humans, animals and plants. In recent
years in the fight against these diseases, interest in the use of biactive natural products
has been increasing. Antimicrobial agent is a natural or synthetic chemical that kills or
inhibits the growth of microorganisms. Unlike bioactive natural products, when
synthetic drugs usage for long periods create resistant organisms as well as side effects.
Lichens are symbiotic organisms composed of a fungal partner (mycobiont) in
association with one or more photosynthtic partners (photobiont). About 20.000 lichen
species are distributed throughout the world and resistant to extreme conditions.
Because of marked antimicrobial activity of secondary metabolites, lichens attract great

attention of investigators as new significant sources of bioactive substances.

In this study there is an investigation of the antimicrobial spectrum of ethanol extracts
of Ramalina farinacea and Usnea intermedia that grow naturally in Turkey. Thus it is

aimed to shed light on pharmocological studies.
2. MATERIAL AND METHOD:

Sample of the lichens Ramalina farinacea and Usnea intermedia were collected by Dr.
Seyhan ORAN (Uludag University, Faculty of Arts and Sciences, Department of

Biology, Bursa) on Abies nordmanniana subsp. equi-trojani from Uludag Natural Park
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after 4 km, respectively at 1608 m [40°06'37.2"N, 29°05'43.4"E (06/05/2012)], at 1659
m [40°06'41.4"N, 29°06'12.3"E (11/07/2012)], Bursa, Turkey.

The microorganisms of test (Bacillus cereus ATCC 7064, Bacillus licheniformis ATCC
14580, Citrobacter freundii ATCC 8090, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Escherichia coli ATCC 25992, Klebsiella oxytoca ATCC 8724, Listeria innocua ATCC
33090, Proteus vulgaris ATCC 8427, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Salmonella enteritidis ATCC 13076, Salmonella typhimurium CCM 5445, Shigella
flexneri ATCC 12022, Staphylococcus aureus ATCC 6538P, Staphylococcus
epidermidis ATCC 3699, Streptococcus pyogenes ATCC 19615, Yersinia pestis ATCC
19428, Candida albicans ATCC 90028, Candida glabrata ATCC 90030, Candida
lipolytica ATCC 8660, Candida parapsilosis ATCC 22019, Candida tropicalis ATCC
4563, Cryptococcus neoformans ATCC 32045, Debaryomyces hansenii DSM 70238,
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9796) were provided from Duzce University, Faculty
of Arts and Sciences, Department of Biology, Bacteriology and Mycology Research

Laboratory.

Lichens were extracted with ethanol (%96) in soxhlet. Stock cultures were inoculated
and activated in liquid medium (Muller Hinton Broth). The 1 mL from activated
microorganisms were plated on solid agar medium (Muller Hinton Agar). 25 pL-50 pL-
75 pL concantrations of extract were impregnated to the blank discs of the 6 mm in
diameter and placed in petri dishes. The plates were incubated at 35-37 °C for 24-48 h
for bacteria, at 25-27 °C for 48-72 h for yeast. For control ethanol impregnated discs
were used. Antimicrobial activity was evaluated by measuring the zone of inhibition

against the test organisms. Each assay in this experiment was repeated three times.
3. RESULTS AND DISCUSSION:

The antimicrobial activity values of Ramalina farinacea were measured on the bacteria;
at 25 uL concentration from 10,0 mm to 18,6 mm, at 50 uL concentration from 10,3
mm to 23,0 mm, at 75 uL concentration from 10,0 mm to 29,6 mm, on the yeast; at 25
pL concentration from 19,6 mm to 24,0 mm, at 50 uL concentration from 22,0 mm to
27,0 mm, at 75 pL concentration from 19,3 mm to 28,3 mm. The antimicrobial activity
values of Usnea intermedia were measured on the bacteria; at 25 puL concentration from

8,6 mm to 26,3 mm, at 50 uL concentration from 10,0 mm to 24,3 mm, at 75 puL



concentration from 9,6 mm to 30,3 mm, on the yeast; at 25 pL concentration from 10,0
mm to 16,3 mm, at 50 pL concentration from 8,6 mm to 24, 0 mm, at 75 pL

concentration from 10,0 mm to 29,3 mm.

Generally, extracts showed greater antimicrobial effect on yeast rather than bacteria.
Compared with standart antibiotics, extracts of Ramalina farinacea were more effective
than antibiotics on the Candida albicans ATCC 90028, Candida glabrata ATCC 90030,
Candida parapsilosis ATCC 22019, Candida tropicalis ATCC 4563 and Cryptococcus
neoformans ATCC 32045. Usnea intermedia extracts in general were effective on
Candida albicans ATCC 90028. Similarities and differences in the experimental results
can arise from microorganisms, both solvent and different concentration of the solvent,

different methods, the test material growing in different habitats.
4. CONCLUSION AND OUTLOOK:

Whereas the highest antibacterial and antifungal effect of extracts of Ramalina
farinacea was against Salmonella enteritidis ATCC 13076 and Saccharomyces
cerevisiae ATCC 9796, extracts of Usnea intermedia was against Streptococcus
pyogenes ATCC 19615 and Candida albicans ATCC 90028.

The furter investigation and research of natural grown pharmaceutical raw materials
more will enable to reduce the drug problem burden of the next generation in the fight
against the disease. Making a more detailed study for the usage in this field of lichens

that we studied will do an impotant contribution to transition to the use of new drugs.



1.GIRIS

Mikroorganizmalar dogada toprak, su, hava, bitki, insan, hayvan, gida, yem vb. her
tiirlii ortamda bulunmakta ve gelismektedirler. Insan saghigi ve giinliik hayatimizla
dogrudan ilgili canlilar olan mikroorganizmalarin ¢ogu faydali az bir kism1 zararlidir.
Ekmek, yogurt, tursu, sirke vb. gidalar ile antibiyotikler, asilar, organik c¢oziiciiler,
alkollerin yapiminda ve iretiminde mikroorganizmalar kullanilmaktadir. Ayrica, atik
sularin  aritilmasinda  ve ¢Oplerin  bertaraf edilmesinde de bu canlilardan
yararlanilmaktadir. Bir kistm mikroorganizma ise besin ve yemleri bozmakta, su
borularini, ahsap yapilari, kumas vb. organik esyalari ¢iirlitmekte, insan, hayvan ve

bitkilerde cesitli hastaliklara sebep olmaktadir (Ozgelik 2009).

Son yillarda ¢esitli insan, hayvan ve bitki hastaliklarinin tedavisinde ve kontroliinde
kullanilmak iizere dogal kaynakli yeni preparatlara olan ilgi artmaktadir. Sentetik
ilaglarin uzun siire kullanimimin yan etkilere sahip oldugu ve en 6nemlisi bu ilaglarin
direnglilik olusturdugu bilinmektedir. Bu olumsuz etkiler, sentetik ilaglara alternatif
olarak sifali bitkilerin ¢esitli hastaliklarin tedavilerinde kullanilabilecegini ortaya

koymustur (Kiran ve dig. 2013).

Eskiden beri, hastaliklarin tedavisinde dekoksiyon ya da infiizyon olarak kullanimi
bilinen likenlerin, giliniimiizde mikroorganizmalarin sebep oldugu hastaliklara karsi
antibiyotik etki yapan sekonder metabolitlerinin {izerine arastirmalar yogunlagsmaktadir.
Likenlerin sahip oldugu bu antimikrobiyal etkilerin de, yapilarinda bulundurduklar asit
karakterdeki metabolitlerden kaynaklandig: tespit edilmektedir (Odabagoglu 2001).

Likenlerdeki sekonder metabolitlerin, enfeksiyona yol acan bocek, salyangoz, bakteri ve
funguslara kars1 genel biyosidler olarak veya zararli seviyedeki giines 1sinlarina karsi
koruyucu olarak rol aldig1 diisiiniilmektedir. Bir kismi1 antibiyotik ve kansorejen drog

olarak test edilmistir ve hala ¢aligmalara devam edilmektedir (Cobanoglu 2012).

Son 50-60 yil i¢inde kullanima giren antibiyotikler insan yasaminda en 6nemli katkiy1
saglayarak, oliimciil infeksiyon hastaliklarinin ¢ogunun basariyla tedavisini olanakli
kilmigtir. En Onemli buluslardan olan antibiyotikler, basta uygunsuz ve gereksiz

kullanimlar1 sonucu gelisen diren¢ nedeniyle etkilerini 6nemli oranda kaybetmistir.
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Mikroorganizmalar kendilerini yok etmek i¢in kullanilan antimikrobik maddelere er ya

da geg kars1 koyma giicii yani direng kazanmaktadir (Oztiirk 2002).

Kiiresel bir sorun haline gelen antibiyotik direnci yiiziinden yeni antibiyotiklere ihtiyag
duyulmaktadir. Kemotorapatiklerin basarisizlikla sonuglanmasi ve antibiyotik direncli
patojenik mikroorganizmalarin enfeksiyonlari, antimikrobiyal aktiviteleri bakimindan,
pek cok bitki ve liken sekonder metabolitinin arastirilmasina neden olmaktadir. Farkl
kaynaklardan temin edilen antimikrobiyal maddelerin antibiyotik etkisi, degisik

mikroorganizmalar tizerinde test edilerek belirlenmektedir (Aydin ve Kinalioglu 2010).

Cesitli kullanim alanlar1 bulunan ve geg¢misten beri tibbi dnemleri bilinen likenlerin
antimikrobiyal aktiviteleri lizerine ililkemizde yapilan ¢alismalar oldukc¢a yetersizdir. Bu
caligmada, iilkemizde dogal olarak gelisen Ramalina farinacea (L.) Ach. ve Usnea
intermedia (A.Massal.) Jatta liken tiirlerinden hazirlanan etanol ekstraktlarinin
antimikrobiyal spektrumu ¢esitli fungus ve bakterilere karsi saptanmaya g¢aligilmistir.
Kiiresel bir sorun haline gelen antibiyotiklere karsi diren¢ ve yan etkilerin fazlalig gibi
sorunlar diistiniildiigiinde liken metabolitlerinin 6nemi oldukga artacaktir. Bu ¢alisma
ile ilgili iki likenden elde edilen ekstraktin antagonistik etkisinin varliginin ortaya
cikarilmast ile ileride yapilacak daha detayli farmakolojik ¢aligsmalara bir 151k tutulmasi

hedeflenmistir.



2. GENEL OZELLIiKLER VE ONCEKI CALISMALAR

2.1. LIKENLERIN GENEL OZELLIKLERI

Likenler, mantarlarin alglerle bir araya gelerek meydana getirdikleri morfolojik ve
fizyolojik birlikler olarak tanimlanmaktadir. Likenler, mikobiyont (mantar) ile
fotobiyontun (fotosentetik yesil alg ve/veya siyanobakteri) olusturdugu kararli ve
stirekli ototrofik mutualistik birliklerdir. Liken birliklerinde mantar algi hayatta kalmak,
bliylimek ve iiremek icin gerekli olan karbon kaynagi olarak kullanmaktadir. Alg,
fotosentez icin gereken mineral ve suyu mantardan almakta ayrica yiiksek sicaklik,
zararli 1gmlar, yiiksek nem gibi olumsuz kosullara karst mantar tarafindan
korunmaktadir. Mantarlar bu birliktelikten daha fazla fayda saglamaktadir. Alg ise

serbest yasayan formlarina gore daha zayif gelismektedir (Ozenoglu ve dig. 2013).

Likenler, taksanomik diizende sporla iiremeleri bakimindan mantarlarla yakinlik
gosteren ve mantarlarin sonunda yer alan bir gruptur. Yeryiiziinde yaklagik 20 bin tiirii
bulunmakta, kutuplardan ¢o6llere kadar her yerde, 6zellikle havasi temiz habitatlarda
yasamaktadir. Ekstrem sartlara dayanikli ve uzun Omiirlii olmalarina karsin ¢ok yavas

biiyiimektedirler (Cobanoglu 2012).
2.1.1. Likenlerin Sekonder Metabolitleri

Likenler, liken maddeleri ad1 verilen ve pek ¢ogu likenlere 6zgii olan ¢esitli metabolitler
sentezlemektedirler. Yapilan aragtirmalar sonucunda yapist bilinen liken maddelerinin
sayist 1.000’e ulasmistir. Liken maddeleri aminoasit tiirevleri, seker alkolleri, alifatik
asitler, y, o- ve makrosiklik laktonlar, monosiklik aromatik bilesikler, kinonlar,
kromonlar, ksantonlar, dibenzofuranlar, depsidler, depsidonlar, depsonlar, terpenoidler,

steroidler ve karotenoidler vb. bilesikler icinde yer almaktadir (Ozenoglu ve dig. 2013).
2.1.2. Likenlerin Kullanim Alanlar:
2.1.2.1. Likenlerin Tibbi Alanda Kullanimi

Geleneksel ilaglar, daha ¢ok Cin’de tibbi amaclarla kullanilan ilaglar olmakla birlikte

onemli bir kismmi Usnea (Motyka) cinsi olusturmaktadir. Bu ilaglarin kullanildig
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alanlar ise; agiz, mide, bagirsak, aniis, vajina, burun, kulak ve deri mantarlari, ayrica
sistemik mantar enfeksiyonlaridir. Bunlarin disinda, saglari gliglendirmede, idrar yollari
sorunlarinda, kemik kiriklarinin tedavisinde kullanilmiglardir. Ayrica eski zamanlarda
likenlerden antibiyotik yapimi da baslamistir. Bryoria Brodo-D.Hawksw. cinsi eskiden
yeni dogmus bebeklerin gobegine enfeksiyon Onleyici olarak siiriiliirken giiniimiizde,
sarkma ve porsiimeye karst kullanilmaktadir. Sindirim sistemi bozukluklarina iyi
geldigi gerekcesiyle siskinliklerin iizerine uygulanmaktadir. Kanayan yaralari
durdurmak i¢in de kullanilabilmektedir. Letharia (Motyka) Krog cinsi tiirlerinden
Letharia vulpina (L.) Hue tiri kaynatilarak egzama ve derideki kirmizi dokiintiiler
tizerine stirilmektedir. Ayrica agrili doku zedelenmesinde, iltihap kurutmada ve
iltihaplanmay1  onlemede kullanilmaktadir. Ulser gibi mide rahatsizliklarinin
tedavisinde, ¢esitli i¢ hastaliklarin1 6nlemede kullanilmaktadir. Lobaria (Schreb.)
Hoffm. cinsi tiirlerinden Lobaria pulmonaria (L.) Hoffm. egzama tedavisinde ve tiiy
dokiicti olarak kullanilmaktadir. Akciger hastaliklarinin tedavisinde rol almaktadir.
Lobaria quercizans Michx. tiiberkiiloz tedavisinde, saglar1 gliglendirmede, astim gibi
akciger hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir. Mide agrilarina iyi gelmektedir.
Parmelia Ach. cinsine ait tiirler sicak, yumusak, nemli bir hamur halinde bobrek
bolgesine ve omurga civarina siiriilerek idrar yollarmi rahatlatmaktadir. Hindistan’da
bezir yag1 vb. bir yag ile karistirilarak ensedeki halkali kurt benzeri deri hastaliklarinda,
ayrica eldeki sigilleri gidermede kullanilmaktadir. Parmelia saxicola (L.) Ach. karin
agris1 tedavisinde kullanilmaktadir. Hindistan pazarlarinda Parmelia cinsi satilmakta ve
afrodizyak olarak kan ve kalp hastaliklari, mide diizensizlikleri (hazimsizlik), bronsit,
bogaz kurulugu, dis agrisi ve genel olarak biitiin agrilarda kullanilmaktadir. Peltigera
Willd.cinsi yaniklara uygulanmakta, aciyr azaltmaktadir. Bacaktaki g¢iiriiklere ve
eziklere siiriilmektedir. Kanamay1 durdurmakta, antiseptik olarak kullaniimaktadir.
Peltigera aphtosa (L.) Willd. siit i¢inde kaynatilarak agiz yaralarmin tedavisinde
kullanilmaktadir. Peltigera canina (L.) Willd. hidrofobiye iyi geldigi sanilmaktadir.
Ayrica karaciger bozukluklar1 ve sarilik tedavisinde rol oynamaktadir. Ozellikle kuduz
gibi hastaliklar1 onlemek i¢in yapilan ilaglarin hammaddesidir. Usnea cinsi yara
tedavisinde, yanik tedavisinde, burun kanamalarinda, saclar1 kuvvetlendirmede, sag
problemlerini  gidermede, deri  bozukluklarinda, spor  sakatlanmalarinda
kullanilmaktadir. Terlemeyi, bas donmesini, soguk alginligini, agriy1 ve balgam
olusumunu onlemede kullanilmaktadir. Yiiksek oranda antibakteriyel oldugu tespit

edilmistir. Giiniimiizde bogaz agrilari i¢in pastil ve hap iiretiminde kullaniimaktadir.
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Mide agrisinda taze olarak cignenmekte ve suyu emilmektedir. Ozellikle iilserin
tedavisinde kullanilmaktadir. Bazi kadin hastaliklarinin, ayrica ishal vb. bagirsak
bozukluklarmnin tedavisinde kullanilmaktadir. Oksiiriik surubu (ekspektorant) olarak,
akciger sorunlar1 ve astim hastaliginda tedavi edici olarak kullanilmaktadir. Cetraria
islandica (L.) Ach. tonik olarak, laksatif olarak, astim tedavisinde, diabet, nefrit, akciger
hastaliklari, bosaltim sistemi hastaliklar1 tedavisinde, Oksiiriik ve soguk alginliginda,
Izlanda iskorbiti hastaliginin tedavisinde kullanilmaktadir. Hypogymnia (Nyl.) Nyl.
cinsi kabizlig1 6nlemede kullanilmaktadir. Xanthoria (Fr.) Th.Fr. cinsi bobreklerle ilgili
bozukluklarda, dis agrilarinda, ayrica oksiiriikk surubu olarak kullanilmaktadir. Cladina
(Nyl.) Nyl. cinsi i¢ gogiis agrilarinda, bagirsak parazitlerinin temizlenmesinde, 6ksiiriik
tedavisinde ve ates diistiriicii olarak kullanilmaktadir. Parmotrema A.Massal. cinsi aci
dindirici, ates diisliriicii, kan akisin1 diizenleyici ilag olarak, dizanteride, bas agrisin
onlemede, kas gevsetmede, Uriner sistem bozukluklarinda, idrar soktiirlicii olarak
kullanilmaktadir. Xanthoparmelia (Vain.) Hale cinsi derinin dokiilmesiyle seyreden deri
hastaliklarinda, cinsel hastaliklarda (0zellikle frengi), yilan isiriklarinin tedavisinde
kullanilmaktadir. Roccella DC. cinsi ¢ocuklarin atesini diistirmek i¢in kullanilmaktadir.

Ayrica agrili ve yanikl bolgelere de uygulanabilmektedir (Dilsizoglu ve dig. 2004).
2.1.2.2. Likenlerin Diger Kullanim Alanlar

Beslenmede, hava kirliligi indikatorliigiinde, izolasyonu saglamada, konyak yapiminda,
parfiimeri, kozmetik ve boya sanayiinde (Ramalina sp.), mumyalama prosediiriinde
kokuyu engellemede, turnusol kagidi yapiminda, avcilar tarafindan barinak ve
tuzaklarin kolayca bulunmasinda, okun ucuna siiriilerek avlanmada ya da savunmada,
deri tabaklamada, celenk siislemelerinde, bazi tahilli ickilerin fermentasyonunda, silte,
corap, bandaj yapiminda, sigara yapiminda yanici madde olarak farkli 6zellikleri 6n

plana cikan c¢esitli likenler kullanilmaktadir (Dilsizoglu ve dig. 2004).

2.2. ANTIMIKROBIYAL MADDELERIN GENEL OZELLIKLERI

Antimikrobiyal maddeler, mikroorganizmalar1 6ldiiren ya da cogalmalarini durduran

dogal ya da sentetik kimyasallardir (Madigan ve dig. 2012).

Antibiyotikler, baz1 bakteri ve mantar cinsinden mikroorganizmalar tarafindan ¢ogalma

ortaminda olusturulmaktadir ve diger mikroorganizmalar i¢in mikrobiyostatik veya
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mikrobiyosidal etki gostermektedir. Her antibiyotigin tedavi edici dozlarda etkili
olabildigi mikroorganizma cinslerinin hepsine birden antibiyotigin etki spektrumu

denilmektedir. Bazilar1 dar bazilar1 genis spektrumlu etki gostermektedir (Giiven ve dig.
2009).

2.2.1. Antibakteriyel Maddeler

Prokaryotik ve dkaryotik hiicreler kimyasal olarak benzer yapidaki niikleik asit, protein,
lipid ve karbonhidratlar1 igermektedirler. Ancak besin maddelerini metabolize etmek
icin farkli reaksiyonlar kullanmakta, protein sentezlemekte ve enerji depo etmektedirler.
Bakteri tireme ortaminda c¢ok yogun konsantrasyonlarda bulunan antibakteriyel
maddeler; bakterisit etki, az yogun konsantrasyonlardakiler; bakteriyostatik etki

gostermektedir. Antibakteriyel maddelerin etki mekanizmalari su sekilde incelenebilir;

1- Hiicre duvar1 sentezine engel olanlar: Cogalmakta olan bakterilerle ayn1 ortamda
bulunan antibiyotikler, bakterilerin hiicre duvarlarinin yani peptidoglikan tabakalarinin
sentezlenmesine engel olmaktadirlar. Penisilin ve sefalosporinler peptidoglikanin
sentezinde gorev yapan transpeptidaz enziminin islevini inhibe etmektedir.
Peptidoglikan olusamadigi veya bozuldugu durumlarda, protoplast, sferoplast ortaya
cikmakta, bu yapida dayaniksiz oldugundan kolayca parcalanmakta hiicrenin 6liimiine
neden olmaktadir. Hiicre duvar1 sentezi gen¢ ve c¢ogalmakta olan bakterilerde
oldugundan bu tip antibiyotiklerin etkisi de aktif ¢ogalma donemi boyunca olmaktadir.
Memelilerin hiicrelerinde bakterilerinkine benzer hiicre duvart bulunmadigindan

bunlara antibiyotikler bu sekilde etkili olamamaktadirlar (Giiven ve dig. 2009).

2- Sitoplazmik membrani etkileyenler: Antibiyotikler, sitoplazmik membran {izerine
zar1 eritici ya da secici gecirgenligi bozucu etki yapmaktadirlar. Gida maddelerinin,
anyon ve katyonlarin, aktif ve pasif transportunda onemli gorev yapan membran,
etkinliginin 6nlenmesiyle bakterinin 6liimiine yol agmaktadirlar. Bu tarz antibiyotikler
arasinda; polimiksin, nistatin, amfoterisin-B, tiroitsin ve tirasidin bulunmaktadir (Giiven

ve dig. 2009).

3- Protein sentezine engel olanlar: Hiicre igersindeki protein sentezini; aktinomisin,
mitomisin, rifamisin gibi antibiyotikler transkripsiyon basamaginda, tetrasiklin,
streptomisin, kanamisin, neomisin, puromisin, gentamisin, spektinomisin gibi

antibiyotikler 30S’lik ribozomal alt iinitede, kloramfenikol, linkomisin, eritromisin,
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oleondamisin, karbomisin, spiramisin gibi antibiyotikler 50S’lik ribozomal alt iinitede

inhibe etmektedir (Giiven ve dig. 2009).

4- Niikleik asit fonksiyonunu ve sentezini bozanlar: DNA’nin ¢ift sarmal yapisinin
bozulmasi, DNA replikasyonunda rol alan DNA polimeraz veya transkripsiyonunda rol
alan RNA polimeraz enzimlerinin gorevlerinde bozukluklarin olusmasi, niikleosid
antibiyotiklerin niikleik asit sentezine engel olmalar1 veya niikleik asit yerine girmesi
sonucu DNA yapisinda ve fonksiyonlarinda bozukluklarin olusmasi hiicreye zarar

vermektedir (Giiven ve dig. 2009).

5- Cesitli hiicre islevlerine birden etki: Bazi antibiyotikler 6rnegin streptomisinler
bakterilerin logaritmik ¢ogalma doneminden sonraki donemde daha ¢ok protein, RNA
inhibisyonu ve hiicre zar1 iizerine zarar verici etki gostermektedirler ve bakterisittirler

(Gliven ve dig. 2009).
2.2.2. Antifungal Maddeler

Funguslar okaryotik organizma olduklarindan, hiicresel mekanizmalarinin ¢ogu hayvan
ve insanlardaki ile aymidir. Bu nedenle, funguslardaki metabolik yollar1 etkileyen
kemoteropdtik ajanlar konukgu hiicrelerdeki ilgili yol izlerini etkilemekte ve ilag
toksisitesiyle sonuglanmaktadir. Pek ¢ok antifungal ila¢ sadece yiizey uygulamalari igin
kullanilabilmektedir. Birka¢ 1lag tek fungal vyapt ya da metabolizmayi
hedeflediklerinden funguslar i¢in segici olarak toksiktir. Fungal tedavi i¢in kullanilan
ilaclar immiin sistemi baskilanmis kisilerde fungal enfeksiyonlarin ¢ok yaygimn hale
gelmesi  nedeniyle o6nemli olmaktadir. Antifungal maddeler su sekilde

siralanabilmektedir;

1- Ergosterol inhibitérleri: Fungal hiicre membranindaki ergosterol daha yiiksek
Okaryotik sitoplazmik membrandaki kolestroliin yerine bulunmaktadir. Antifungal
bilesiklerin iki grubu ergosterol ile etkilesim yaparak ya da ergosteroliin sentezini inhibe
ederek c¢alismaktadir. Birinci grup; Streptomyces cinsinin iiyeleri tarafindan firetilen
polyenleri igermektedir. Polyenler ergosterole baglanmakta, membran fonksiyonlarini
bozmakta, membranin gecirgen olmasina sebep olmakta ve bdylece hiicre 6lmektedir.
Antifungal bilesiklerin ikinci temel grubu; azol ve alilaminleri igermektedir. Bunlar
secici olarak ergosteroliin biyosentezini inhibe eden sentetik ajanlardir ve bundan dolay1

genis bir antifungal etkiye sahiptirler. Azollerle tedavi normal membran iiretimi i¢in
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fungusun yetersizligi, membran hasarlarinin olusmasit ve 6nemli membran transport
aktivitelerinin degismesiyle sonuglanmaktadir. Alilaminler de ergosterol biyosentezini
inhibe etmektedir fakat hayvansal hiicre ve dokular tarafindan alinamamasi nedeniyle

yiizey kullanimi kisitlt olmaktadir (Giiven ve dig. 2009).

2- Echinocandinler: Echinocandinler, fungal hiicre duvarinda glukan polimerlerini
olusturan bir enzim olan 1,3-B-D-glukan sentezini inhibe etmektedirler. Bu ajanlar
Candida cinsi gibi funguslarla infeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir ve diger

ajanlara karsi direngli olan bazi funguslara kars1 aktiftirler (Giiven ve dig. 2009).

3- Diger antifungal ajanlar: Polyoxin Kitin biyosentezini etkileyerek hiicre duvar
sentezini  etkilemektedir. Polyoxin tarimsal fungisitler olarak yaygm olarak
kullanilmaktadir, klinik olarak kullanilmamaktadir. Diger ilaglar, replikasyon sirasinda
DNA topolojisini etkileyerek folat biyosentezini inhibe etmekte ya da griseofulvin gibi
mitoz esnasinda mikrotliblil agregasyonunu dagitmaktadir. Niikleik asit analog 5-
fluorocytosine ise funguslarda etkili niikleik asit sentez inhibitoriidiir (Giiven ve dig.
2009).

Antifungal ilaglarin kullanimi direngli fungus populasyonunun ve yeni fungal
patojenlerin ortaya c¢ikmasina sebep olmaktadir. Candida cinsi normalde patojen
degildir ancak giinlimiizde antifungal ilaclarla tedavi goren, immiin sistemi baskilanmig
kisilerde hastalik olusturmaktadir. Birka¢ patojenik Candida cinsi son zamanlarda

kullanilan antifungal ajanlarin tiimiine diren¢li duruma gelmistir (Giiven ve dig. 2009).

2.3. ANTIMIiKROBIiYAL DUYARLILIGIN BELIiRLENMESI

Antibiyogram, genellikle kat1 besiyerlerinde; diflizyon ve tiip i¢inde, sivi besiyerinde;
diliisyon yontemleriyle yapilmaktadir. Bu testlerin ilk ve en 6nemli asamasi spesifik ve
duyarli test mikroorganizmasimnin se¢imi ve kullanimi olmaktadir. Bu testlerle
antimikrobiyal maddenin belli bir test mikroorganizmasi {izerine etkisi minimal
inhibitor konsantrasyonu veya minimal letal konsantrasyonu seklinde belirlenebilmekte,
mikroorganizma susunun belli bir antimikrobiyal maddeye kars1 duyarliligi

saptanabilmektedir (Anonim 2011).
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2.3.1. Disk Difiizyon Testi

Hizli iireyen aerob ve fakiiltatif anaerob bakteriler i¢in Onerilen kolay, pratik, rutin
laboratuvar g¢alismalar1 i¢in en c¢ok tercih edilen disk difiizyon testidir. Antibiyotigin
inhibisyon etkisi Kalitatif Ol¢lilmektedir. Disk etrafinda inhibisyon goriilmemesi,
bakterinin o antibakteriyele kars1 direncli oldugunu gostermektedir. Antibyogram ig¢in

en yaygin kullanilan difiizyon yontemi, Kirby-Bauer disk yontemidir (Anonim 2011).
2.3.2. Kuyu Difiizyon Testi

Delik agar difiizyon yontemi olarak da bilinmektedir. Bakteri yayilmadan 6nce agarda
steril sartlarda 3-5 mm’lik ¢ukurlar agilmaktadir. Dip kisimlari erimis steril agar ile
kapatilmaktadir. Bakteri yayildiktan sonra her bir ¢ukura, belli pg Olciilerde olacak
sekilde sulandirilmis antibiyotikler konulmaktadir. En az 24 saat etiivde inkiibe edilerek

antibiyotik diflize olan agarda bakterinin {ireyebilmesi test edilmektedir (Anonim 2011).
2.3.3. Broth Diliisyon Testi

Tiip diliisyon testi (makrodiliisyon testi); tiipte sulandirma ilkesine dayanmakta, pratik
olmadigindan arastirma amagli kullanilmaktadir. Antibiyotiklerin minimal inhibitor
konsantrasyonu ve/veya minimal letal konsantrasyonu degerleri belirlenmektedir. MIC
degeri; denenen test mikroorganizma siispansiyonunda test kosullarinda iiremeyi inhibe
eden en diisik antimikrobiyal madde konsantrasyonunu ifade etmektedir.
Mikrodiliisyon testi; Kolay uygulanabilir ve pratik yontemdir. Mikroplak ¢ukurlarinda
uygun bir besiyeri kullanilarak antimikrobiyal maddenin seri sulandirilmasi ilkesine
dayanmaktadir. Ureme goriilmeyen en diisiik antibiyotik konsantrasyonlar1 MIC olarak

saptanmaktadir (Anonim 2011).
2.3.4. Agar Diliisyon Testi

Agar diliisyon testi method olarak broth diliisyon testi ile aymidir. Tek fark, agar
diliisyon yonteminde antibiyotik sulandirimlari agar i¢ine konmakta ve petri plaklarina
dokiilmektedir. Bu sekilde her plakta antibiyotigin farkli konsantrasyonlari
bulunmaktadir. MIC degeri iiremenin engellendigi en disik antibiyotik

konsantrasyonudur (Anonim 2015).
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2.3.5. E Testi

E-test, disk diflizyon ve agar diliisyon yontemlerinin bir arada uygulanmasi esasina
dayanmaktadir. Pratik ve kolay uygulanabilir olmasi nedeniyle rutin c¢alismalara
uygundur fakat pahali bir testtir. Kantitatif Olclim yapmaktadir. Gittikge artan
konsantrasyonlarda antibiyotik igeren inert plastik seritler (stripler) kullanilmaktadir.
Plastik seritlerin bir yiiziinde antibiyotik icerikleri, diger ylizeyinde rakamlar
bulunmaktadir. Disk diffiizyon testindeki gibi besiyerine bakteri inokiilasyonu
yapildiktan sonra E-test seritleri radyal olarak besiyerine yerlestirilmektedir. Anaerop
ortamda 35 °C de 18-20 (37 °C’de 48 saat) saat inkiibasyona birakilmaktadir. Bu siire
sonunda serit etrafinda inhibisyon zonu olusmaktadir. Elips seklindeki inhibisyon zonu

ile seritin kesistigi nokta MIC degerini vermektedir (Anonim 2011).

2.4. BAZI LIKENLERIN ANTIMIKROBIYAL ETKILERI UZERINE YAPILAN
CALISMALAR

Kuzeydogu Brazilya’dan toplanan, Cladonia verticillaris (Hoffm.) Schaer. likeninin
bakterisidal etkisi Gram pozitif bakteri olan Bacillus subtilis tiiriinde, bakteriyostatik
etkisi Gram negatif bakteri olan Escherichia coli tiiriinde, anti-fungal etkisi dermatofit
fungus olan Trichophyton rubrum tiiriinde bildirilmistir (Brito Marques Ramos ve dig.
2014).

Kuzey Amerika-Kaliforniya bolgesinden toplanan, Ramalina menziesii Tayl. ve Usnea
lapponica Vain. liken tiirlerinden elde edilen ekstraktlarin Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus ve metisilin direngli Staphylococcus aureus (MRSA) tiirlerine
kars1 inhibe edici etkisi belirlenmistir (Shrestha ve St. Clair 2013).

Hindistan-Kodaikanal ormanindan toplanan Parmotrema genusuna ait liken tiirlerinin,
metanol ekstraktinin en yiiksek antibakteriyel aktivitesi Pseudomonas aeruginosa ve
Staphylococcus aureus bakterileri ilizerinde gozlenirken, en giiclii antifungal etki

Ganoderma ve Fusarium cinsi iizerinde bulunmustur (Ritika ve Jayanthi 2013).

Hindistan-Maharasta bolgesinden toplanan, Usnea ghattensis Awasthi liken tiiriiniin
etanol ekstrakti Bacillus cereus ve Pseudomonas aeruginosa bakteri tiirlerinde

etkiliyken, metanol ve aseton ekstrakti Staphylococcus aureus bakterisinde etkili oldugu
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saptanmistir. Sadece metanol ekstrakti Streptococcus faecalis bakterisinde aktivite

gostermistir (Srivastava ve dig. 2013).

Sirbistan-Nis bolgesinden toplanan, Hypogymnia physodes (L.) Nyl., Evernia prunastri
(L.) Ach., Flavoparmelia caperata (L.) Hale ve Parmelia sulcata Taylor likenlerinin
antimikrobiyal aktivitesi lizerine yapilan calismada tek c¢oziicii olarak kullanilan
metanoliin tiim ekstraktlarinin antimikrobiyal etki gosterdigi saptanmistir (Stojanovic

ve dig. 2013).

Hindistan-Uttarakhand-Nainital bolgesinden toplanan, Parmotrema nilgherrense (Nyl.)
Hale likeninin aseton, metanol, etil asetat, benzen ekstraktlarmin ilag direngli
patojenlere karsi yapilan deneylerinin sonucunda en yiiksek antimikrobiyal etki etil

asetat ekstratinda gézlenmistir (Javeria ve dig. 2013).

Tiirkiye-Mersin ilinden toplanan, Squamarina lentigera (Weber) Poelt. liken tiirlerinde
bulunan usnik asit konsantrasyonunun antimikrobiyal aktivitesinin arastirilmasi izerine
yapilan calismada, usnik asit ekstraktinin Bacillus megaterium ve Bacillus subtilis

bakteri tiirlerini inhibe edici etkisi belirlenmistir (Cansaran-Duman ve Halic1 2012).

Nepal’in ii¢ farkli bolgesinden toplanan, yirmi bir liken tiiriiniin hepsinin metanol
ekstraktlarinin Bacillus cereus tiirline karsi, yedi liken tiiriiniin metanol ekstraktlarinin
Staphylococcus aureus tiirtine karst antimikrobiyal aktivitesi oldugu bulunmustur
(Paudel ve dig. 2012).

Sirbistan’dan toplanan, Umbilicaria cylindrica (L.) Delise ex Duby liken tiiriiniin
metanol ve kloroform ekstraktlarin analizi sonucunda baskin fenolik bilesik olarak
depsidon ve salazinik asit bulunmustur ve sekiz straine karsi onemli antimikrobiyal

aktivite gozlenmistir (Manojlovic ve dig. 2012).

Hindistan’dan toplanan Parmelia sp. ve Dermatocarpon sp. Eschw. likenlerinin
Escherichia coli ve Staphylococcus aureus patojenik klinik izolatlarina karsi
antibakteriyel aktivitesi Ol¢iilmiis ve metanolik ekstraktinin Staphylococcus aureus

klinik izolatlarina kars1 inhibe edici etkisi oldugu saptanmistir (Sharma ve dig. 2012).

Gilineydogu Sirbistan bdlgesinden toplanan, Parmelia sulcata, Flavopermelia caperata,
Evernia prunastri, Hypogymnia physodes ve Cladonia foliacea (Huds.) Willd. liken

tiirlerinin antioksidan, antimikrobiyal, antiproliferatif aktiviteleri arastirilmis ve en

16



yiiksek antimikrobiyal etki Gram pozitif bakterilerde gdzlenmis, en iyi sonuglar
Hypogymnia physodes ve Cladonia foliacea likenlerinde elde edilmistir (Mitrovic ve
dig. 2011).

Giliney Afrika-Hogsback ormanindan toplanan, Usnea undulata Stirton likenindeki
bilesiklerin izole edilmesi ile yapilan ¢aligmada usnik asitin en fazla Bacillus subtilis,
Bacillus cereus, Staphylococcus epidermidis ve Escherichia coli bakterilerine karsi aktif

oldugu gozlenmistir (Sultana ve Afolayan 2011).

Nijerya Nsukka bolgesinden toplanan, Ramalina farinacea likeninin metanol ekstrakti
ve tetrasiklin antibiyotiginin kombinasyonu ile antimikrobiyal etkilesim c¢aligmalari,
Staphylocoocus aureus tiriiniin  klinik izolatlarina karst  degerlendirilmistir.
Antimikrobiyal etkilesim g¢alismalar1 Staphylococcus aureus bakterisinin ii¢ susuna
karst dama tahtas1 metodu kullanilarak uygulanmgtir. Oncelikli olarak ekstraktin
antimikrobiyal 6zelligi Ol¢lilmistiir. Staphylococcus aureus suslarindan ikisine karsi

etkili oldugu agiga ¢ikarilmistir (Agboke ve dig. 2011).

Nijerya-Nsukka bolgesinden toplanan, Ramalina farinacea likeninin metanol
ekstraktinin ampicilin antibiyotigi ile arasindaki birlikteligin antimikrobiyal etkisi
aragtirtlmistir. Beta-laktamaz direngli suslar {ireten Staphylococcus aureus tiirlerinde bu
antibiyotik bazi durumlarda baskilanmaktadir. Ampicilin ile metanol ekstrakti
arasindaki antimikrobiyal etkilesim taramasi sonucu, kombinasyon oraninin ¢ogunlukla

sinerji gosterdigi agiga ¢ikarilmistir (Agboke ve Esimone 2011).

Sirbistan-Kopaonik Dagi’ndan toplanan, Cladonia furcata (Huds.) Schrad., Lecanora
atra (Huds.) Ach. ve Lecanora muralis (Schreb.) Rabenh. liken tiirlerinin
antimikrobiyal aktivitesi minimum inhibitér konsantrasyonu (MIC) degerleri tespit
edilerek belirlenmistir. Cladonia furcata likeninin aseton ekstraktinin en aktif

antimikrobiyal ajan oldugu belirlenmistir (Rankovic ve dig. 2011).

Hindistan-Mannar Korfezi-Kurusadai adast mangrovlarindan toplanan, Roccella
belangeriana Awasthi tiiriiniin aseton, metanol, dietileter, etanol, etil asetat, petrol eter
ve kloroform ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesi arastirilmistir. Maksimum inhibe
edici antibakteriyel etki metanol ekstraktta Vibrio cholerae tiiriine karsi kaydedilmistir.
Minimum inhibisyon etki etil asetat ekstraktta Klebsiella pneumoniae, Enterococcus

sp., Salmonella sp. ve Shewanella sp. tiirlerine karsi kaydedilmistir. Maksimum
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antifungal etki Aspergillus niger tiiriine karsi, minimum etki Rhizophus sp. tiiriine kars1
kaydedilmistir (Karthikai Devi ve dig. 2011).

Kuzeydogu Brezilya-Bonita bélgesinden toplanan, Cladia aggregata (Sw.) Nyl.
likeninin antimikrobiyal aktivitesi belirlenerek, kimyasal kompozisyonu ortaya
cikartlmistir. Liken ekstraktlar1 ve saflastirilan maddeler dort metisilin  direngli

Staphylococcus aureus (MRSA) strainine karsi test edilmistir (Martins ve dig. 2010).

Sirbistan-Kopaonik Dagi’ndan toplanan, Anaptychia ciliaris (L.) Korb., Nephroma
parile (Ach.) Ach., Ochrolechia tartarea (L.) A.Massal ve Parmelia centrifuga (L.)
Ach. likenlerinin antioksidan ve antimikrobiyal 6zelliklerinin arastirildigi ¢alismada,
her liken tiiriinden elde edilen metanol ekstraktlarinin alt1 bakteri ve on bir fungusa kars1
MIC degeri 0,23-7,5 mg/mL olarak dl¢iilmiistiir. Parmelia centrifuga ve Ochrolechia
tartarea tiirlerinin metanol ekstraktlart hem antibakteriyel hem de antifungal etkili en

giicli aktivite gostermistir (Rankovic ve dig. 2010).

Tiirkiye-Giresun ilinden toplanan, Parmelina tiliaceae (Hoffm.) Hale ve Pseudevernia
furfuracea var. furfuracea (L.) Zopf likenlerinin degisik ¢oziiciilerle hazirlanmig
ekstraktlarinin Gram pozitif bakterilere etki ettigi fakat Gram negatif bakterilere etki

etmedigi gozlenmistir (Aydin ve Kinalioglu 2010).

Hindistan-Pichavaram mangrovlarindan toplanan, Roccella belangeriana likeninin
aseton, metanol, dietil eter, etanol, etil asetat, petrol eter ve kloroform ekstraktlarinin
oniki bakteri strainine kars1 etkisi arastirilmistir. Kloform ekstraktlarinin Enterococcus
sp. tiiriine karst maksimum antibakteriyel aktivite belirlenmistir. Etil asetat ektraktinin
Klebsiella pneumoniae, Enterococcus sp., Salmonella sp. ve Shewanella sp. tiirlerine

kars1 minimum aktivite gosterdigi kaydedilmistir (Karthikaidevi ve dig. 2009).

Tiirkiye-Bursa ilinden toplanan, Cladonia rangiformis Hoffm., Peltigera neckerii Hepp
ex Miill.Arg. ve Peltigera rufescens (Weiss) Humb. likenlerin toprak bakterilerine karsi
etkisi aragtirnllmistir. Peltigera rufescens tiiriniin sekonder metabolite sahip olmadigi,
toprak bakterilerine inhibe edici etki gostermedigi saptanmustir. Peltigera neckerii
tiiriiniin sekonder metabolite sahip oldugu ve toprak bakterilerinin biiylimesine negatif
etkisi oldugu gozlenmistir. Cladonia rangiformis birkag g¢esit sekonder metabolite ve
caligilan tiirler arasinda en yiiksek inhibisyon etkisine sahip oldugu belirlenmistir

(Akpmar ve dig. 2009).
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Sirbistan-Kopaonik Dagi’ndan toplanan, Cladonia furcata, Parmelia caperata (L.)
Ach., Parmelia pertusa (Schrank) Schaerer, Hypogymnia physodes ve Umbilicaria
polyphylla (L.) Baumg. liken tiirlerinin antimikrobiyal aktivitesi arastirilmis olan
calismada MIC ve disk difiizyon metodlart uygulanmistir. Aseton ve metanol
ekstraktlart Gram olumlu bakterilerde Gram olumsuz ve funguslardan daha belirgin bir
sekilde aktif oldugu goriilmistir. En diisik MIC degeri Cladonia furcata tiiriiniin

aseton ekstraktinda Bacillus subtilis tiiriine kars1 6l¢iilmiistiir (Rankoic ve dig. 2009).

Sirbistan-Kopaonik Dagi’ndan toplanan, Cladonia furcata, Ochrolechia androgyna
(Hoffm.) Arnold., Parmelia caperata ve Parmelia conspersa (Ehrh.) Ach. likenlerinden
elde edilen fumarprotosetrarik asit, lekonarik asit, protosetrarik asit ve stiktik asit
antimikrobiyal aktivitesi on alt1 mikroorganizmaya kars1 ¢alistlmistir. Arastirilan liken
bilesiklerinin test edilen mikroorganizmalarin timiine karsi inhibe edici oldugu
saptanmigtir. Bakterilerin liken bilesiklerine karsi funguslardan daha duyarli oldugu
bulunmustur. En disik MIC degeri Klebsiella pneumoniae bakterisine karsi
fumarprotosetrarik asitte 6l¢iilmiistiir. En zayif antimikrobiyal aktivite ise stiktik asitte

bulunmustur (Rankovic ve Misic 2008).

Sirbistan-Kopaonik Dagi’ndan toplanan, Physcia aipolia (Ehrh. Ex Humb.) Furnr.,
Umbilicaria polyphylla, Parmelia caperata ve Hypogymnia physodes liken tiirlerinden
fisodik asit, usnik asit, atranorin ve giroforik asit izole edilerek antimikrobiyal aktivitesi
aragtirtlmistir. Alti bakteri ve sekiz fungusa sivi tiip diliisyonla MIC belirlenerek
antibiyotik degerlendirmesi yapilmistir. Test edilen liken maddelerinin kullanilan
mikroorganizmalara kars1 etkili oldugu saptanmistir. En yiiksek antimikrobiyal aktivite

Parmelia caperata tiiriiniin usnik asitinde tespit edilmistir (Rankovic ve dig. 2008).

Hindistan-Bat1 Gat-Bolampatti sira daglarindan toplanan, Parmotrema praesorediosum
(Nyl.) Hale liken tiiriinlin hekzan, etil asetat, aseton, metanol, diklorometan
ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesi iizerine yapilan c¢alismada, etil asetat ve
diklorometan ekstraktlarinin Bacillus cereus, Corynebacterium diphtheriae, Shigella
flexnerii, Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae ve Candida albicans

mikroorganizmalarina kars1 aktivitesi saptanmistir (Balaji ve Hariharan 2007).

Tiirkiye-Karabiik ilinden Evernia divaricata (L.) Ach., Cankir1 ilinden Pseudevernia

furfuracea, Trabzon ilinden Letharia vulpina ve Flavoparmelia caperata likenleri
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toplanmig ve liken tiirleri arasinda en fazla antimikrobiyal etki, en yiiksek usnik asit

miktart tespit edilen Letharia vulpina tiirinde saptanmistir (Cansaran-Duman 2007).

Tiirkiye-Artvin ilinden toplanan, Parmelia saxatilis (L.) Ach., Platismatia glauca (L.)
Culb.-C.Culb., Ramalina pollinaria (Westr.) Ach., Ramalina polymorpha (Lilj.) Ach.
ve Umbilicaria nylanderiana (Zahlbr.) H.Magn. liken tiirlerinin metanol ekstraktinin
antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesi arastirilan ¢alismada, Bacillus subtilis tiiriine
kars1 antibakteriyel ve Trichophyton rubrum tiiriine kars1 antifungal etkiye sahip oldugu
bulunmustur (Giilliice ve dig. 2006).

Giiney Ispanya’dan toplanan, Aspicilia radiosa (Nyl.) Coppins, Cladonia convoluta
(Lam.) Cout., Cladonia firma (Nyl.) Nyl., Diplochistes scruposus (Schreb.) Norman,
Dirina repanda Fr., Lecanora muralis (Schreb.) Rabenn., Pertusaria mammosa Harm.,
Ramalina canariensis J.Steiner, Ramalina subfarinacea (Nyl. Ex Crombie) Nyl.,
Roccella fuciformis (L.) DC. ve Xanthoria calciola Oxner liken tiirlerinin
antimikrobiyal aktivitesi arastirilmistir. Usnik asit igerigi zengin liken tiirleri bazi Gram

pozitif bakterilere kars1 bakteriosidal etki gostermistir (Saenz ve dig. 2006).

Hindistan-Mahabaleshwar bolgesindeki giimiis mese agaglarindan toplanan, Usnea
ghattensis likeninin Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium, Bacillus subtilis ve
Staphylococcus aureus bakterilerine karsi inhibe edici etkisi saptanmistir (Behera ve
dig. 2005).

Tiirkiye-Eskigehir ilinden toplanan Ramalina farinacea liken tiirii ile yapilan ¢alismada
aseton ektraktinin antimikrobiyal aktivitesi aragtirilmis, (+) - usnik asit bileseni Bacillus
cereus, Listeria monocytogenes, Proteus vulgaris, Staphylococcus aureus,
Streptococcus faecalis, Yersinia enterocolitica, Candida albicans ve Candida glabrata
mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal aktivite gostermistir. Calismada norstiktik
asitin Aeromonas hydrophila bakterisine karsi aktivitesi belirlenmistir. Protosetrarik asit
ise sadece Candida albicans ve Candida glabrata mayalarina kars1 aktivite gostermistir.

Filament6z funguslara kars1 antifungal aktivite gézlenmemistir (Tay ve dig. 2004).

Tiirkiye-Eskisehir ilinden toplanan, Cetraria aculeata (Schreb.) Fr. liken tiirliniin
aseton, dietil eter ve etanol ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesi incelenmis, on iki
bakteri ve sekiz fungusa kars1 test edilmistir. Escherichia coli, Staphylococcus aureus,

Aeromonas hydrophila, Proteus vulgaris, Streptococcus faecalis, Bacillus cereus,
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Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa ve Listeria monocytogenes bakterilerine

kars1 aktivitesi bulunmustur (Ozdemir Tiirk ve dig. 2003).

Brezilya-Mato Grosso do Sul bolgesinden toplanan, Parmotrema tinctorum (Delise ex
Nyl.) Hale tiirii likeninden elde edilen orsellinatlarin antimikrobiyal aktivitesi cesitli
Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere kars1 mikrodiliisyon metodu ile arastirilmastir.
Buna goére Staphylococcus aureus, Xanthomonas campestris var. vesicotoria ve
Ralstonia solanacearum bakteri tiirleri en duyarli test mikroorganizmalari olarak
belirlenmistir. Escherichia coli tiiriine kars1 etki gostermedigi goriilmistiir (Gomes ve
dig. 2003).

Tiirkiye-Ankara-Kizilcahamam-Cubuk  bélgelerinden toplanan, Letharia vulpina,
Pseudevernia furfuraceae var. furfuraceae ve Evernia divaricata liken 6rneklerinden
elde edilen aseton ve kloroform ekstraktlarinin Gram pozitif kok ve gomaklara karsi
inhibitor etkisi gozlenirken, Gram negatif comaklar ve Candida albicans tiiriine karsi

etkisi gdzlenmemistir (Osmanagaoglu ve dig. 2000).

Nijerya-Nsukka bolgesindeki palmiye agact govdelerinden toplanan, Ramalina
farinacea liken tirii ile yapilan g¢alismada, farkli ¢oziiciilerden elde edilen liken
ekstraktlarinin ~ antibakteriyel, antifungal ve sitotoksik aktivitesi arastirilmistir.
Antibakteriyel etki kullanilan tiim bakterilerde gozlenirken, antifungal etki en cok

Trichophyton mentagrophytes tiiriinde belirlenmistir (Esimone ve Adikwu 1999).

Tiirkiye-Hatay ilinden toplanan, Parmelia furfuracea (L.) Ach. liken tiiriniin ekstresi,
Staphylococcus aureus ve Listeria monocytogenes bakteri tiirleri tizerine engelleyici
etkisi diger tiirlere gore daha fazla oldugu tespit edilmistir. Klebsiella pneumonia

lizerine ise en az etkili oldugu tespit edilmistir (Ilgim ve dig. 1998).

Tiirkiye-Erzurum ilinden temin edilen, Cetraria islandica likeninden hazirlanan
ekstraklarin Gram pozitif bakterilere karsi etkili oldugu, Gram negatif bakterilere,
funguslara ve aktinomiset tiirlerine karsi etkili olmadigir saptanmistir (Diilger ve dig.

1998).

Izlanda-Hveravellir-Grindavik bolgelerinden toplanan, Cladonia arbuscula (Wallr.)
Flot., Stereocaulon alpinum Lauree ex Funck., Parmelia saxatilis ve Cetraria islandica

liken metabolitlerinin antimikobakteriyel aktivitesini 6lgmek igin yapilan g¢alismada,
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Cladonia arbuscula tiiriinden usnik asit, Stereocaulon alpinum tiiriinden atranorin ve
lobarik asit, Parmelia saxatilis tiriinden salazanik asit, Cetraria islandica tiiriinden
protolikesterik asit elde edilmistir. Mycobacterium aurum bakteri tiiriiniin en yiiksek in

vitro duyarlilig1 usnik asit metabolitinde goriilmiistiir (Ingolfsdottir ve dig. 1998).

Tiirkiye-Erzurum ilinden temin edilen, Pseudevernia furfuracea likeni ile yapilan
caligmada elde edilen ekstrelerin Gram pozitif bakterilere ve mayalara karst

antimikrobiyal etki gosterdigi saptanmistir (Giicin ve dig. 1997a).

Tiirkiye-Bursa ilinden toplanan, Umbilicaria crustulosa (Ach.) Frey. liken 6rneginin
kullanildigi ¢alismada elde edilen liken ekstresinin Mycobacterium smegmatis ve
Staphylococcus epidermidis bakteri tiirlerinde etkin oldugu, kullanilan fungus tiirlerinde

etkin olmadig saptanmigtir (Giicin ve dig. 1997b).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. MATERYAL
3.1.1. Cahsmada Kullanilan Liken Tiirleri

Ramalina farinacea ve Usnea intermedia likenleri Bursa-Uludag Milli Park Sonras1 4.
km’de, sirasiyla; 1608 m [40°06'37.2"K, 29°05'43.4"D (06/05/2012)], 1659 m’de
[40°06'41.4"K, 29°06'12.3"D (11/07/2012)] Abies nordmanniana subsp. equi-trojani
iizerinden Uludag Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii Aragtirma
Gorevlisi Dr. Seyhan ORAN tarafindan toplanilmis, teshis edilmis ve ¢alisilmak tizere

tarafimiza saglanmistir.

3.1.2. Cahismada Kullanilan Test Mikroorganizmalari

Bacillus cereus ATCC 7064, Bacillus licheniformis ATCC 14580, Citrobacter freundii
ATCC 8090, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 25992,
Klebsiella oxytoca ATCC 8724, Listeria innocua ATCC 33090, Proteus vulgaris ATCC
8427, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella enteritidis ATCC 13076,
Salmonella typhimurium CCM 5445, Shigella flexneri ATCC 12022, Staphylococcus
aureus ATCC 6538P, Staphylococcus epidermidis ATCC 3699, Streptococcus pyogenes
ATCC 19615, Yersinia pestis ATCC 19428 bakteri tiirleri, Candida albicans ATCC
90028, Candida glabrata ATCC 90030, Candida lipolytica ATCC 8660, Candida
parapsilosis ATCC 22019, Candida tropicalis ATCC 4563, Cryptococcus neoformans
ATCC 32045, Debaryomyces hansenii DSM 70238, Saccharomyces cerevisiae ATCC
9796 fungus tiirleri Diizce Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Béliimi,

Bakteriyoloji ve Mikoloji Arastirma Laboratuvari’ndan temin edilerek, kullanilmistir.
3.1.3. Kullanilan Coziicii

Etanol, hem etilenin hidrasyonu sonucu petrokimyasal olarak, hem de sekerin maya ile
fermente edilmesi suretiyle iretilebilmektedir. C,H;+H,O—CH3CH,OH kimyasal
denklemi ile ifade edilmektedir. icki iiretiminde, kimya sanayiinde, suni ipek seliiloz

patlayict yapiminda, boya iiretiminde, antrifriz yakit ve icecek olarak, antiseptik ve
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dezenfekte edici olarak, ¢oziicii ve ¢oktiirme maddesi olarak eczacilikta, parfiimeride,

sirke tiretiminde kullanilmaktadir (Soyuduru 2007).

3.2. YONTEM
3.2.1. Ekstraktlarin Hazirlanisi

Likenler, herbaryum teknikleriyle uygun sartlarda kurutulup teshisi yapildiktan sonra
aseptik sartlarda blender (mekanik pargalayici) ile toz haline getirildi. Rutin yontemler
uygulanarak her bir likenden 15 g tartildi ve 180 mL etanol (%96’lik) ile birlikte
soxhlet cihazina 12 saatlik ekstraksiyon islemine tabi tutuldu. Elde edilen ekstraktlar

deneyde kullanilmak {izere uygun steril sartlarda bekletildi (Khan ve dig. 1988).
3.2.2. Mikroorganizmalarin ve Disklerin Hazirlamis

Kullanilan stok bakteri ve maya kiiltiirlerini aktif hale getirebilmek i¢in Muller Hinton
Broth (MHB) (OXOID) kullanildi. 10 mL’lik MHB dolu tiiplere stok kiiltiirlerden steril
sartlarda bir 6ze dolusu mikroorganizma ekildi. Bakteriler 35-37 °C’de 24-48 saat,
mayalar 25-27 °C’de 48-72 saat inkiibe edildi.

Ekim yapilacak olan 20 mL Muller Hinton Agar (MHA) (OXOID) dokiilen petrilere,
inkiibe edilen mikroorganizmalardan mikropipet yardimiyla steril sartlarda 1’er mL
ekim yapildi. L baget ile homojen bir sekilde petri lizerinde yayilmasi saglandi. 15-20
dk oda sicakliginda kurumaya birakildi.

Aktivitesi arastirilacak olan liken ekstraktlarindan, 6 mm c¢apindaki steril disklere
(BIOANALYSE) 25 uL, 50 pL ve 75 pL konsantrasyonlarda mikropipet araciligr ile
steril sartlarda emdirme islemi yapildi. EKim yapilan MHA’l1 petrilerdeki ii¢ bolgeye
uygun mesafelerde steril satlarda yerlestirildi. Bakteriler 35-37 °C’de 24-48 saat,
mayalar 25-27 °C’de 48-72 saat inkiibasyona tabi tutuldu. Siire sonunda disklerin
cevresinde olusan inhibisyon zonlarinin ¢aplar1 cetvel yardimiyla dl¢iildii. Kontrol i¢in
¢oziici emdirilmis diskler, mukayese icin standart antibiyotik diskler kullanildi.

Deneylerin hepsi ti¢ tekrarli olarak ¢alisildi (Collins ve dig. 1989, CLSI 2012).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. ARASTIRMA BULGULARI

Bu calismada, Ramalina farinacea ve Usnea intermedia liken tiirlerinin etanol
ekstraktlarinin bakteriler ve mayalar lizerine olan etkilerini saptamak amaciyla disk
difiizyon yontemi kullanilmis, ekstraktlarin kullanilan test mikroorganizmalarina karsi
olusturduklari inhibisyon zonlar1 belirlenmistir (Sekil 1-10). Inhibisyon zonlar1, disk ile
beraber inhibisyon zonunun tim siniri Olglilerek milimetrik olarak kaydedilmistir.

Kontrol olarak kullanilan ¢6ziiciiniin zon ¢ap1 0-1 mm arasinda 6l¢iilmiistiir.
4.1.1. Ramalina farinacea (L.) Ach. Likeninin Antimikrobiyal Aktivitesi

Ramalina farinacea likeninin antifungal aktivite bulgular1 Cizelge 1’de, antibakteriyel

aktivite bulgular Cizelge 2°de verilmistir.

Ramalina farinacea likeninin 25 pL’lik ekstraktinin (R25) en yiiksek antifungal
aktivitesi Candida albicans ATCC 90028 (24,0 mm) tiirii {izerinde saptanirken, en
diisiik aktivitesi ise Candida lipolytica ATCC 8660 (19,6 mm) ve Saccharomyces

cerevisiae ATCC 9796 (19,6 mm) tiirleri {izerinde saptanmustir.

Ramalina farinacea likeninin 50 upL’lik ektraktinin (R50) en yiiksek antifungal
aktivitesi Candida albicans ATCC 90028 (27,0 mm) tiiriinde, en diisiik aktivitesi
Cryptococcus neoformans ATCC 32045 (22,0 mm) tiiriinde ol¢tilmiistiir.

Ramalina farinacea likeninin 75 upL’lik ekstraktinin (R75) en yiiksek antifungal
aktivitesi Saccharomyces cerevisiae ATCC 9796 (28,3 mm) tiirtinde Olgiiliirken, en
diisiik aktivite Debaryomyces hansenii DSM 70238 (19,3 mm) tiiriinde 6lgtilmiistiir.

Ramalina farinacea likeninin 25 pL’lik ekstraktinin en yiiksek antibakteriyel aktivitesi
Citrobacter freundii ATCC 8090 (18,0 mm) ve Salmonella enteritidis ATCC 13076
(18,6 mm) tiirlerinde Gl¢tilmiistiir. En disiik aktivite ise Salmonella typhimurium CCM
5445 (10,0 mm) ve Yersinia pestis ATCC 19428 (10,3 mm) tiirlerinde saptanmustir.
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Ramalina farinacea likeninin 50 pL’lik ektraktinin en yiiksek antibakteriyel aktivitesi
Salmonella enteritidis ATCC 13076 (23,0 mm) tiirtinde saptanirken, en diisiik aktivite
Enterococcus faecalis ATCC 29212 (10,3 mm) tiiriinde saptanmustir.

Ramalina farinacea likeninin 75 pL’lik ekstraktinin en yiiksek antibakteriyel aktivitesi
Salmonella enteritidis ATCC 13076 (29,6 mm) {izerinde lglimiistiir. En diisiik aktivite
Enterococcus faecalis ATCC 29212 (10,6 mm), Escherichia coli ATCC 25992 (10,0

mm) ve Salmonella typhimurium CCM 5445 (10,0 mm) tiirleri tizerinde 6l¢iilmiistiir.

Candida albicans ATCC 90028 tiirii tizerine R25’in 24,0 mm, R50’nin 27,0 mm ve
R75’in 26,6 mm’lik inhibisyon degerleri ile Ramalina farinacea ekstraktlari tiim

mukayese antibiyotiklerine gore daha aktiftir.

Candida glabrata ATCC 90030 tiiriinde R25 (20,3 mm), R50 (23,0 mm) ve R75 (27,3
mm) konsantrasyonlarinda olusan inhibisyon zonlari, FLU25 (17,0 mm)

antibiyotiginden ¢ok daha etkilidir.

Ramalina farinacea ekstraktlarmin (R25 (19,6 mm), R50 (22,3 mm) ve R75 (21,0 mm))
Candida lipolytica ATCC 8660 {izerine etkisi FLU25’den (24,0 mm) daha disiik iken
diger tiim antibiyotiklerden yiiksektir.

R25 (21,0 mm), R50 (23,0 mm) ve R75 (23,3 mm) konsantrasyonlart Candida
parapsilosis ATCC 22019 tiirii tizerinde mukayese antibiyotiklerinden daha fazla etki

gostermistir.

R25, R50 ve R75 konsantrasyonlariin Candida tropicalis ATCC 4563 iizerindeki 20,6
mm, 23,6 mm ve 19,6 mm inhibisyon zonlari ile kiyaslanan antibiyotiklerden daha fazla

etkili oldugu belirlenmistir.

Cryptococcus neoformans ATCC 32045 maya tiirii lizerinde R25 (23,3 mm), R50 (22,0

mm) ve R75 (23,0 mm) konsantrasyonlari, mukayase antibiyotiklerinden daha etkilidir.

R50 konsantrasyonu, Debaryomyces hansenii DSM 70238 iizerine 22,3 mm’lik inhibe
edici zonu ile, KTC10 (22,0 mm) ve FLU25 (22,0 mm) antibiyotiklerinin aktivitesi gibi
benzer etkideyken, diger antibiyotiklerden daha fazla etkilidir.
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Saccharomyces cerevisiae ATCC 9796 tiirli tizerinde, R50 (23,6 mm) ve R75 (28,3
mm) mukayese antibiyotiklerinden ¢ok daha etkiliyken, R25 (19,6 mm) NY100’den
(20,0 mm) daha diisiik diger antibiyotiklerden daha fazla etkili olmustur.

Bacillus cereus ATCC 7064 tiirii lizerinde en yiiksek aktiviteyi sergileyen R75 (15,0
mm) konsatrasyonu NR100 (15,0 mm) ile benzer, VA30 (14,0 mm), P10U‘dan (10,0
mm) daha yiiksek, diger tiim antibiyotiklerden daha diisiik etkidedir.

Bacillus licheniformis ATCC 14580 tiiriinde R25 (16,3 mm) ve R50 (16,0 mm), NR100
(16,0 mm) ile paralel gosterirken, R75 (18,0 mm) VA30 (18,0 mm) ve S10 (18,0 mm)

ile paralellik gostermistir.

R25 (18,0 mm), R50 (21,3 mm) ve R75 (21,0 mm), Citrobacter freundii ATCC 8090
tizerinde IPM10 (39,0 mm), TE30 (30,0 mm), S10 (25,0 mm), AK30 (25,0 mm),
FF50’den (22,0 mm) daha diisiik aktivite gdstermistir.

Enterococcus faecalis ATCC 29121 tiirii iizerinde, R25 (12,6 mm), R50 (10,3 mm) ve
R75’in (10,6 mm) antibiyotiklerden daha diisiik inhibe edici etkisi oldugu giiriilmiistiir.

Escherichia coli ATCC 25992 tiirii tizerinde, R25 (17,3 mm) VA30 (14,0 mm), S10
(14,0 mm) ve P10U’ya (7,0 mm) kiyasla daha aktifken diger mukayese antibiyotiklerine
gore aktif degildir.

Klebsiella oxytoca ATCC 8724 tiiriinde, R25 (13,3 mm), R50 (13,6 mm) ve R75’in
(16,0 mm) P10U (14,0 mm) harig tiim antibiyotiklerden daha diisiik etkisi vardir.

R25’in (14,3 mm) Listeria innocua ATCC 33090 {izerindeki en diisiik aktivitesi FF50
(14,0 mm) ve NR100 (14,0 mm) ile benzerdir fakat VA30’dan (12,0 mm) yiiksektir.
Diger mukayese antibiyotikler ise bu tiir iizerinde tiim Ramalina farinacea

konsantrasyonlarindan daha aktiftir.

Proteus vulgaris ATCC 8427 ilizerinde en etkili olan R50’nin (21,6 mm) inhibisyon
zonu IPM10 (32,0 mm), E15 (30,0 mm), S10 (30,0 mm) ve FF50’den (26,0 mm) daha
distiktiir. Ayni tiir tizerinde R25 (16,0 mm) en diisiik antimikrobiyal etkidedir ancak
TE30 (12,0 mm), TOB10 (14,0 mm), P10U (12,0 mm) ile kiyaslandiginda daha aktiftir.
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R25 (13,6 mm), R50 (15,0 mm) ve R75’in (12,6 mm) Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 tlizerinde, TE30’dan (8,0 mm) daha fazla diger mukayese antibiyotiklerinden

daha az antimikrobiyal etkisi vardir.

R75 konsatrasyonu 29,6 mm’lik zon c¢apiyla Salmonella enteritidis ATCC 13076

tizerinde en yiiksek aktiviteye sahiptir ve kiyaslanan tim mukayese antibiyotiklerinden

daha aktiftir.

Salmonella typhimurium CCM 5445 {izerinde etki yapan tiim Ramalina farinacea
konsantrasyonlart (10,0 mm, 13,0 mm ve 10,0 mm) P10U (7,0 mm) hari¢ higbir

mukayese antibiyotikleri kadar etkili olamamustir.

Shigella flexneri ATCC 12022 iizerine E15 (36,0 mm), K30 (24,0 mm), IPM10 (26,0
mm), FF50 (18,0 mm), VA30 (18,0 mm), S10 (30,0 mm), N30 (22,0 mm), AK30 (25,0
mm), TOB10 (26,0 mm) ve NR100 (20,0 mm) kadar etki yapamayan R25 (15,0 mm),
R50 (17,3 mm) ve R75 (15,6 mm) konsatrasyonlar1, TE30 (13,0 mm) ve P10U’dan (7,0

mm) daha etkilidir.

Staphylococcus aureus ATCC 6538P iizerine en yiiksek aktivite sergileyen R75 (22,6
mm) konsantrasyonu N30 (22,0 mm) ile benzer etkidedir fakat K30 (21,0 mm), VA30
(15,0 mm), TE30 (12,0 mm), AK30 (20,0 mm), P10U (12,0 mm), NR100’den (12,0
mm) daha yiiksek E15 (25,0 mm), IPM10 (25,0 mm), FF50 (30,0 mm), S10 (24,0 mm),
TOB10’dan (26,0 mm) daha diisiik inhibe edici etkidedir.

Staphylococcus epidermidis ATCC 3699 iizerindeki 19,3 mm’lik en biiyiik zon ¢apiyla
R75 konsatrasyonu, E15 (29,0 mm), IPM30 (32,0 mm), FF50 (20,0 mm), S10 (27,0
mm), AK30 (24,0 mm), TOB10’dan (20,0 mm) daha diisiik aktivite gdstermistir.

Streptococcus pyogenes ATCC 19615 iizerinde en etkili olan R50 (17,6 mm)
konsatrasyonu VA30 (15,0 mm), NR100 (14,0 mm) ve P10U’ dan (9,0 mm) daha
yiiksek diger mukayese antibiyotiklerinden daha diisiik aktiviteye sahiptir.

Yersinia pestis ATCC 19428 tiiriiniin R50°deki 14,0 mm zonu ile NY100 (14,0 mm)
kiyaslamasina bakildiginda benzerlik goriilmesine ragmen, R25, R50 ve R75

konsantrasyonlar1 diger antibiyotiklerden daha diisiik aktivite gostermistir.
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4.1.2. Usnea intermedia (A.Massal.) Jatta Likeninin Antimikrobiyal Aktivitesi

Usnea intermedia likeninin antifungal aktivite bulgulart Cizelge 3’te ve antibakteriyel

aktivite bulgular Cizelge 4’te verilmistir.

Usnea intermedia likeninin 25 pL’lik ekstraktinin (U25) en yiiksek antifungal aktivitesi
Candida albicans ATCC 90028 (16,3 mm) ve Candida parapsilosis ATCC 22019 (16,3
mm) tiirlerinde saptanirken, en diisiik aktivite Debaryomyces hansenii DSM 70238

(10,0 mm) tiirtinde saptanmustir.

Usnea intermedia likeninin 50 pL’lik ekstraktinin (U50) en yiiksek antifungal aktivitesi
Candida albicans ATCC 90028 (24,0 mm) ve Candida parapsilosis ATCC 22019 (24,0
mm) tiirlerinde saptanirken, en diisiik aktivite Debaryomyces hansenii DSM 70238 (8,6

mm) tlirlinde saptanmustir.

Usnea intermedia likeninin 75 pL’lik ekstraktinin (U75) en yiiksek antifungal aktivitesi
Candida albicans ATCC 90028 (29,3 mm) iizeride Ol¢iilmiistiir. En diisiik aktivite
Debaryomyces hansenii DSM 70238 (10,0 mm) {izerinde 6l¢iilmiistiir.

Usnea intermedia likeninin 25 pL’lik ekstraktinin en yiiksek antibakteriyel aktivitesi
Proteus vulgaris ATCC 8427 (26,3 mm) tiiriinde, en diisiik aktivite Enterococcus
faecalis ATCC 29212 (8,6 mm) tiiriinde saptanmistir.

Usnea intermedia likeninin 50 pL’lik ekstraktinin en yiiksek antibakteriyel aktivitesi
Streptococcus pyogenes ATCC 19615 (24,3 mm) iizerinde Ol¢iilmistiir. En diisiik
aktivite Escherichia coli ATCC 25992 (10,3 mm), Klebsiella oxytoca ATCC 8724 (10,0
mm), Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (10,0 mm) ve Yersinia pestis ATCC
19428 (10,6 mm) tiirlerinde 6l¢iilmiistiir.

Usnea intermedia likeninin 75 puL’lik ekstraktinin en yiiksek antibakteriyel aktivitesi
Streptococcus pyogenes ATCC 19615 (30,3 mm) tiiriinde, en diisiik aktivite

Enterococcus faecalis ATCC 29212 (9,6 mm) tiiriinde saptanmustir.

Usnea intermedia liken ekstraktlari mayalar lizerinde en yiiksek aktiviteyi Candida
albicans ATCC 90028 tiiriine kars1 gostermistir. U75’deki 29,3 mm’lik inhibisyon zonu

mukayese antibiyotiklerin olusturduklar1 zonlardan daha biiyiiktiir.
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Candida glabrata ATCC 90030 tizerine U25, U50 ve U75’in etkileri sirastyla 14,0 mm,
14,6 mm ve 22,6 mm’dir. Bu degerler ITR10 (7,0 mm), CLT10 (10,0 mm), 5FC1 (12,0
mm), MCZ10 (10,0 mm), AMB100 (13,0 mm) ve NY100 (11,0 mm) antibiyotik
degerlerinden daha ytiksektir.

Candida lipolytica ATCC 8660 iizerinde en yiiksek zonu olusturan U50 19,3 mm’lik
inhibisyon zonu ile FLU25’den (24,0 mm) diisiik diger antibiyotiklerden daha yiiksek
degerdedir.

Candida parapsilosis ATCC 22019 tiiriinde en yiiksek zonu veren U50 (24,0 mm),
Candida trropicalis ATCC 4563 tiitinde en yiiksek zonu veren U75 (23,3 mm) ve
Cryptococcus neoformans ATCC 32045 tiirtinde en yiiksek zonu veren U75 (21,3 mm)

konsantrasyonlar1 mukayese antibiyotiklerinden daha fazla aktivite sergilemistir.

Debaryomyces hansenii DSM 70238 {izerindeki U25 ve U75°deki 10,0 mm’lik
inhibisyon zonlar1 ITR10 (10,0 mm), CLT10 (10,0 mm) ve NY100 (10,0 mm) ile ayni
degerdedir, diger antibiyotiklerden ise daha diisiik degerdedir.

U75’deki 21,6 mm’lik inhibisyon zonu degeri ile Saccharomyces cerevisiae ATCC 979

tiirii lizerine en fazla aktivite gosteren liken 0ziitli, tiim mukayese antibiyotiklerinden

daha aktiftir.

Bacillus cereus ATCC 7064 tiriindeki 22,0 mm inhibisyon zonu ile U75
konsantrasyonu K30 (22,0 mm) ile ayn1 degerde, E15 (28,0 mm), S10 (30,0 mm), N30
(24,0 mm) ve TOB10’dan (25,0 mm) daha diistik, IPM10 (17,0 mm), FF50 (19,0 mm),
VA30 (14,0 mm), TE30 (16,0 mm), AK30 (20,0 mm), P10U (10,0 mm) ve NR100’den
(15,0 mm) daha yiiksek degerdedir.

U25°deki 13,0 mm, U50’deki 14,3 mm ve U75’deki 20,6 mm degerleri ile liken
ekstraktlarmin Bacillus licheniformis ATCC 14580 iizerine olan etkisi, P10U’dan (11,0

mm) daha fazladir.

Citrobacter freundii ATCC 8090 tiirii tizerindeki 23,0 mm zon degeri olusturan U75
konsantrasyonu IPM10 (39,0 mm), TE30 (30,0 mm), S10 (25,0 mm) ve AK30’dan
(25,0 mm) daha az etkili olmustur.
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Enterococcus faecalis ATCC 29212 tiiriinde 17,0 mm inhibisyon zonu olusturan U50
konsantrasyonu VA30 (15,0 mm) ve S10 (16,0 mm) degerlerinden yiiksek, diger

mukayese antibiyotik degerlerinden daha diisiik aktivitededir.

Escherichia coli ATCC 25992 tiiriindeki U25 (16,3 mm), U50 (10,3 mm) ve U75 (10,0
mm) konsatrasyonlarindaki inhibisyon degerleri, P10U (7,0 mm) degerinden daha

fazladir.

Klebsiella oxytoca ATCC 8724 tizerine olan U25, U50 ve U75 konsantrasyonlarinin 9,6
mm, 10,0 mm ve 11,6 mm’lik antimikrobiyal aktivite degerleri tiim mukayese

antibiyotik degerlerinden daha diistiktiir.

Listeria innocua ATCC 33090 tizerindeki en yiiksek deger olan 15,6 mm’lik inhibisyon
zonu ile U25, FF50 (14,0 mm), VA30 (12,0 mm) ve NR100’den (14,0 mm) daha
aktiftir.

Proteus vulgaris ATCC 8427 tiiriine karst olusturdugu 26,3 mm’lik zon degeri ile U25
konsatrasyonu E15 (30,0 mm), IPM10 (32,0 mm) ve S10 (30,0 mm) zon degerlerinden
daha duistiktiir.

U25 (9,6 mm), U50 (10,0 mm) ve U75 (11,6 mm) konsatrasyonlar1 Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 iizerinde sadece TE30 (8,0 mm) inhibisyon degerinden daha
yiiksek antimikrobiyal etkidedir.

Salmonella enteritidis ATCC 13076 iizerinde en yiiksek inhibisyon degerini olusturan
U75 (27,3 mm) konsantrasyonu mukayese edilen tiim antibiyotik degerlerinden daha

yiiksek etki gdstermistir.

Salmonella typhimurium CCM 5445 tiirti tizerine U50 (15,0 mm) ve U75 (15,0 mm)
konsatrasyonlari, VA30 (15,0 mm) ile aynm etkide, P10U’dan (7,0 mm) daha yiiksek
diger antibiyotiklerden daha diisiik etkidedir.

Shigella flexneri ATCC 12022 tiiriindeki 26,3 mm’lik inhibisyon degeri ile U75
konsantrasyonu FF50 (18,0 mm), VA30 (18,0 mm), TE30 (13,0 mm), P10U (7,0 mm)
ve NR100’den (20,0 mm) daha aktiftir.
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U75 konsantrasyonu Staphylococcus aureus ATCC 6538P {izerindeki 29,6 mm’lik
inhibisyon zon degeri ile FF50 (30,0 mm) hari¢ tiim mukayese antibiyotik degerlerinden

daha fazla etkili olmustur.

Staphylococcus epidermidis ATCC 3699 tiirii iizerinde olusturdugu 20,3 mm’lik deger
ile U75 konsatrasyonu FF50 (20,0 mm) ve TOB10 (20,0 mm) ile benzer etkide, E15
(29,0 mm), IPM 10 (32,0 mm), S10 (27,0 mm) ve AK30 (24,0 mm) degerlerinden
diisiik etkide, K30 (18,0 mm), VA30 (17,0 mm), N30 (18,0 mm), TE30 (17,0 mm),
P10U (10,0 mm) ve NR100’den (10,0 mm) daha yiiksek etkidedir.

Streptococcus pyogenes ATCC 19615 tizerinde olusturduklart inhibisyon zon degerleri
ile U25 (24,3 mm), U50 (24,3 mm) ve U75 (30,3 mm) konsatrasyonlar1 FF50 (18,0
mm), VA30 (15,0 mm), TE30 (18,0 mm), P10U (9,0 mm) ve NR100’den (14,0 mm)

daha fazla antibakteriyel aktiviteye sahiptir.

Tim mukayese antibiyotikleri Yersinia pestis ATCC 19428 tizerinde U25 (11,3 mm),
U50 (10,6 mm) ve U75’in (13,6 mm) olusturdugu inhibisyon zon degerlerinden daha

fazla etki gostermistir.
4.2. TARTISMA

Calismada, Ramalina farinacea ve Usnea intermedia liken ekstrelerinin (25 pL-50 pL-
75 uL) 16 bakteri ve 8 maya tiirli iizerinde antimikrobiyal aktiviteleri arastirildi.
Ekstrelerinin genel olarak bakterilerden ziyade mayalar {izerinde daha etkili oldugu

saptandi.

Ramalina farinacea ile ilgili yapilan literatiir taramalarinda, Esimone ve Adikwu (1999)
yapmis olduklar1 Ramalina farinacea likenininin antimikrobiyal aktivite ¢alismasinda
etanol, kloroform ve n-hekzan ¢oziiciileri kullanilmistir. Arastiricilar 4 mg/disk etanol
ekstrakt1 kullandiklar1 deneylerinde belli degerlerde inhibisyon zonlar1 elde etmislerdir.
Ramalina farinacea 25 puL’lik ekstremizde Escherichia coli ATCC 25992 tiiriine kars1
inhibisyon zonunu 17,3 mm c¢apinda bulmamiz arastirmacilarin da Escherichia coli
ATCC 9637 tiiriinde elde ettigi 17 mm’lik inhibisyon zonu degeri ile paralellik
gostermektedir. Arastiricilar 31 mm’lik inhibisyon zonuyla en yiiksek antibakteriyel
aktiviteyi Staphylococcus aureus ATCC 13709 tiiriinde saptamiglardir. Calismamizdaki
Staphylococcus aureus ATCC 6538P tiirtinde ise en biiyiik zon 22,6 mm olarak
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kaydedilmistir. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 tiiriindeki inhibisyon
degerlerimiz 13,6 mm (R25), 15,0 mm (R50), 12,6 mm (R75) iken arastiricilar
Pseudomonas aeruginosa tiriinde bu degeri 21 mm olarak kaydetmislerdir.
Arastiricilarin kullandigi Candida albicans maya tiiriinde inhibisyon degeri 24 mm
olarak Olgiiliirken bu deger kullandigimiz Candida albicans ATCC 90028 tiiride 25
uL’lik konsantrasyondaki Ramalina farinacea liken 6ziitiindeki deger ile aynidir. RS0
(27,0 mm) ve R75 (26,6 mm) konsantrasyonlarinda 6l¢tiigiimiiz degerler ise daha fazla
etkilidir. Ramalina farinacea ekstraktlar1 her iki ¢alismada da, benzer ve farkliliklarinin

olmasina ragmen, kayda deger verilerin elde edilmesini saglamistir.

Tay ve dig. (2004)’te Ramalina farinacea ile yapmis olduklar1 ¢aligmalarinda aseton ile
¢ozdiirdiikleri ekstraktlarin MIC metodu ile antimikrobiyal aktivitelerini saptamaya
calismislardir. Kullanilan yontem farklhidir ve ¢alismamizdaki benzer organizmalardan
olan; Bacillus cereus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
typhimurium  tirlerinde aktivite olmadigimi  o6lgmislerdir. Proteus vulgaris,
Staphylococcus aureus, Candida albicans, Candida glabrata tiirlerinde MIC degerini
3,3 pg/ulL olgmiislerdir. Disk difiizyon yontemini kullandigimiz caligmada Bacillus
cereus ATCC 7064 tiiriinde 15,0 mm, Escherichia coli ATCC 25992 tiiriinde 17,3 mm,
Proteus vulgaris ATCC 8427 tizerinde 21,6 mm, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 tiiriinde 15,0 mm, Salmonella typhimurium ATCC 13,0 mm, Staphylococcus
aureus ATCC 6538P tiiriinde 22,6 mm, Candida albicans ATCC tiiriinde 27,0 mm ve
Candida glabrata ATCC 90030 tiirtinde 27,3 mm’lik inhibisyon zonlar1 6l¢tilmiistiir.
Aragtiricilarin bazi tiirler ilizerinde aktivite saptamalari, liken tiiriiniin antimikrobiyal

aktivitesi bakimindan calismamiz ile paralellik gostermektedir.

Ramalina farinacea liken Oziitiinlin ve tetrasiklin antibiyotiginin ¢esitli oranlarda
birlestirilerek hazirlanmasi sonucu olusturduklart kombinasyonun etkisini 6lgmeyi
hedefleyen Agboke ve dig. (2011)’de Klinik izolat olan Staphylococcus aureus tiiriiniin
tic susu ile calismislardir. Metanol ¢o6ziiciisii kullanarak, dama tahtasi metodu
uyguladiklart deneyde, metoda uygun farkli konsantrasyonlar kullanmislar ve
inhibisyon zonlar1 elde etmislerdir. 1000 pg/mL’lik en yiiksek konsantrasyonda,
Staphylococcus aureus | izolatinda elde ettikleri inhibisyon zonu 19 mm’dir. Etanol
ekstraktlarimizda Staphylococcus aureus ATCC 6538P tiire karsi elde ettigimiz en

biiylik inhibisyon zon degeri ise 22,6 mm’dir. Ayn1 uygulamay: yapan Agboke ve
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Esimone (2011) bagka bir calismada Ramalina farinacea metanol ekstrakti ile ampicilin
antibiyotigini kombinleyerek ¢alismislardir ve Staphylococcus aureus izolatlarina karsi
en yiiksek inhibisyon zonunu 19,5 mm olarak kaydetmislerdir. Farkli sonuglarin

saptanmasi uygulanan yontem ve strain farkliligindan kaynaklanabilir.

Gulluce ve dig. (2006)’da yapmis olduklart ¢alismada kullandigimiz tiir olmasada ayni1
genusa ait olan Ramalina pollinaria ve Ramalina polymorpha tiirlerinin metanol
ekstrakti ile ¢alismiglardir. Proteus vulgaris A 161, Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27859, Pseudomonas aeruginosa F 5,
Salmonella enteritidis ATCC 13076, Staphylococcus aureus A 215, Staphylococcus
aureus ATCC 29213, Staphylococcus epidermidis A 233, Streptococcus pyogenes
KUKEM 676 tiirlerinde aktivite gozlemlememislerdir. Ramalina pollinaria 300 ug/disk
ekstraktinda Enterococcus faecalis ATCC 29212 tiiriinde 7 mm, Escherichia coli A 1
tirinde 10 mm, Proteus vulgaris KUKEM 1329 tiirinde 8 mm inhibizyon zonu
oOlgiilirken, Ramalina polymorpha ekstraktinda Enterococcus faecalis ATCC 29212
tirtinde 8 mm, Escherichia coli A 1 tiirtinde 10 mm, Proteus vulgaris KUKEM 1329
tiiriinde 7 mm, Streptococcus pyogenes ATCC 176 tiiriinde 8 mm degerinde inhibisyon
zonlar1 6l¢miislerdir. Etanol ektraktlarirmizda Enterococcus faecalis ATCC 29212 tiirii
tizerinde 12,6 mm, 10,3 mm ve 10,6 mm inhibisyon zon degerleri saptanmuistir.
Salmonella enteritidis ATCC 13076 tiirinde ise 18,6 mm, 23,0 mm ve 29,6 mm

capinda inhibisyon degerleri elde edilmistir.

Saenz ve dig. (2006)’da Ramalina canariensis ve Ramalina subfarinacea liken tiirleri
ile calismiglardir. Aseton ¢oziiciisiinli kullanan arastiricilar farkli konsatrasyonlar (25
ulL, 10 uL, 5 uL, 2 pL, 1 pL ve 0,5 pL) kullanmislardir. Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa ve Staphylococcus aureus tiirlerine karsi Ramalina subfarinacea aseton
ekstraktinda aktivite saptamamislardir. Ramalina subfarinacea 25 uL’lik ekstresinde
Bacillus cereus tiirine karst 12 mm inhibisyon zonu kaydetmislerdir. Ramalina
canariensis 25 pL’lik ekstresinde ise Bacillus cereus tiirii {lizerinde 21 mm,
Staphylococcus aureus tiirii iizerinde 22 mm inhibisyon zonu O6l¢miislerdir. Etanol
ekstraktlarimizda elde ettigimiz sonuglarda Bacillus cereus ATCC 7064 tiiriiniin
R25¢deki inhibisyon zonu 13,0 mm’dir. Bu deger Ramalina canariensis ekstresinden
diisiik Ramalina subfarinacea ekstresinden yiiksek degerdedir. Ayni genusa ait farkli

tiirlerde yakin aktivite degerleri goriilmektedir.

34



Shrestha ve Clair (2013)’te Ramalina menziesii ve Usnea lapponica likenlerinin
metanol ve aseton ekstraktlarmi MIC yontemi kullanarak Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus ve MRSA tiirleri tizerindeKi
antimikrobiyal aktivitesini ¢alismiglardir. Escherichia coli hari¢ diger tiirlerde aktivite
gozlemlemisler ve aseton ekstraktin metanol ekstraktan daha aktif oldugunu
belirtmislerdir. Calismamizda Escherichia coli ATCC 25992 tiirii tizerinde R25°de 17,3
mm ve U25’de 16,3 mm, Pseudompnas aeruginosa ATCC 27853 tiirli tizerinde R50°de
15,0 mm ve U75’de 11,6 mm, Staphylococcus aureus ATCC 6538P tiirli iizerinde
R75°de 22,6 mm ve U75’de 29,6 mm ¢aplarinda inhibisyon zonlar1 dl¢tilmiistiir. Usnea
genusu ile yapilan farkli ¢aligmalar bulunmasina ragmen Usnea intermedia liken tiiriine
ait literatiir bilgisine rastlanilmamistir. Bu yiizden genusun birkag tiirii ile karsilastirma
yapilarak, tirlerin sahip olduklari antimikrobiyal etkinin benzerligi ve farklilig

saptanmaya calisilmistir.

Ramalinaceae familyasina ait tiirlerle arastirma yapilan bir diger ¢alismada Paudel ve
dig. (2012) 500 pg/disk metanol ekstrakt emdirdikleri 8 mm ¢apindaki steril disklerden
Staphylococcus aureus tiiriine karst 11 mm’lik inhibisyon zon degeri elde etmislerdir.
MIC degerini 8.5+0.1 ug/mL olarak bulmuslardir. Staphylococcus auerus ATCC 6538P
tiirline kars1 etanol ekstrakta buldugumuz sonug ise R25’de 13,6 mm, R50’de 14,6 mm
ve R75’de 22,6 mm’dir. Sonuglarm farkliligi ¢oziicii ve strain farkliligindan
kaynaklanabilir. Yine bu arastiricililar ayn1 ¢alismada Usnea genusuna ait bir likenin
metanol ekstrakti ile de ¢alismislar ve Staphylococcus aureus tiirii izerinde 18 mm’lik
inhibiston zonu Ol¢miislerdir. Usnea intermedia etanol ektraktt kullandigimiz
calismamizda ise Staphylococcus auerus ATCC 6538P tiirii iizerinde buldugumuz
degerler U25de 20,0 mm, U50’de 22,0 mm ve U75’de 29,6 mm’dir. Usnea genusunun
farkl tiirleri olsa da genusun antimikrobiyal aktivitesi sayesinde kayda deger veriler

elde edilmektedir.

Srivastava ve dig. (2013)’te Usnea ghattensis likeninin aseton, metanol ve etanol
ekstraktlar1 ile calismiglardir. Etanol ekstrakt sonuglarimi baz aldigimizda
Staphylococcus aureus ATCC 25923 tiirii lizerinde 0,1 mg/mL’de 8,8+0,8 mm, 0,2
mg/mL’de 19,1+0,8 mm, Bacillus cereus ATCC 14579 tiiriin iizerinde 0,1 mg/mL’de
20,4+0,5 mm, 0,2 mg/mL’de 29,8+0,6 mm, Pseudomonas aeruginosa ATCC 29853
tirii tizerinde 0,2 mg/mL’de 12,3+0,5 mm’lik inhibisyon degerleri kaydetmislerdir.
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Escherichia coli ATCC 25922 ve Salmonella typhimurium ATCC 13311 tiirlerinde
aktivite  belirleyememislerdir. Caligmamizdaki etanol ekstrakt degerleri ise
Staphylococcus aureus ATCC 6538P iizerinde U25’de 20,0 mm, U50’de 22,0 mm ve
U75’de 29,6 mm inhibisyon degerleri olgtilmiistiir. Bacillus cereus ATCC 7064 tiirii
tizerinde 16,0 mm, 15,0 mm ve 22,0 mm’lik degerler Ol¢lilmiistiir. Arastiricilarin
kullandig tiir ile ayn1 olan Escherichia coli ATCC 25992 tiiriinde 16,3 mm, 10,3 mm ve
10,0 mm inhibisyon zonlar1 bulunmaktadir. Yaptiklar1 ¢alismada Escherichia coli
tiriinde aktivite saptayamamalar1 bizim ¢alismamizda ise kayda deger bulgu elde
edilmesi kullanilan ¢6ziicliniin konsantrasyonunun farkli olmasindan kaynaklanabilir.
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 tiirii tizerinde 9,6 mm, 10,0 mm ve 11,6 mm’lik
degerler kaydedilmistir. Salmonella typhimurium CCM 5445 tiirtinde ise 11,6 mm, 15,0

mm ve 15,0 mm degerinde inhibisyon zonu bulunmaktadir.

Usnea ghattensis ile yapilan bir bagka c¢alismada Behera ve dig. (2005) metanol ve
aseton ekstraktlarin aktiviteleri arastirmiglardir. Staphylococcus aureus ve Bacillus
licheniformis tiirleri tizerine uyguladiklar1 farkli konsantrasyonlardaki (5ug, 10pg ve
20ng) metanol ve aseton ekstrelerin benzer aktivite gosterdiklerini bulmuslardir.
Petroleum ekstresinde ise daha fazla aktivite elde etmisler. Staphylococcus aureus
tirtinde an fazla aktiviteyi petroleum 20 pg ekstraktinda 3,5 cm olarak, Bacillus
licheniformis tiirlinde en fazla aktiviteyi 20 pg petroleum ekstraktinda 3,0 cm olarak
Olgmiisler. Etanol ekstrakti kullandigimiz ¢aligmamizda Bacillus licheniformis ATCC
14580 tirti tizerinde en fazla aktivite 20,6 mm’lik degeri ile U75 konsatrasyonunda

gorilmektedir.

Sultana ve Afolayan (2011)’de Usnea undulata likeninden n-hekzan ve etil asetat
coziiciileri kullanarak farkli bilesikleri elde etmis, Gram (+) ve Gram (-) bakteriler
tizerine olan aktivitelerini MIC metoduyla arastirmiglardir. Biitiin bilesiklerin Bacillus
subtilis tiiriine karsi kayda deger aktivite gosterdigini saptamuslardir. (+) usnik asit
bilesiginin Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus ve Escherichia coli
tirlerine karsi en aktif bilesik oldugunu kaydetmislerdir. Kullandigimiz Usnea
intermedia likeninin de bakteriler iizerindeki kayda deger aktivitelere sahip olmasi
sayesinde, ayni genusa ait tiirlerin igerdikleri komponentler araciligiyla benzer etkiler

olusturduklar1 gézlemlenebilmektedir.
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Yapilan tiim galismalardaki benzerlik ve farkliliklar; kullanilan mikroorganizmadan,
coziiciiden ve ¢oziiclinlin farkli konsantrasyonlarindan, uygulanan farkli metodlardan,
likenlerin farkli habitatlarda yetismesinden kaynaklanmaktadir. Ozenoglu ve dig.
(2013), Shrestha ve St. Clair (2013), Sultana ve Afolayan (2011), Saenz ve dig. (2006),
Tay ve dig. (2004), Esimone ve Adikwu (1999) yaptiklari ¢alismalarda belirtikleri liken
sekonder metabolitlerinin olusturdugu antimikrobiyal etki de bu benzerlik ve farkliligin
olusmasinda biiylik rol oynamistir. Ayrica artan konsantrasyonlarda uyguladigimiz
ekstrelerin bazi tiirlerdeki inhibe edici etkisinde kademeli artis gézlemlenirken Ritika ve
Jayanthi (2013), Balaji ve Hariharan (2007) ve Saenz ve dig. (2006)’da da oldugu gibi
bazilarinda tam tersi durum goriilmiistiir. Bu farklilik antagonistik etkinin belli bir

seviyeden sonra doygunluga ulasarak etkisini azaltmasina baglanabilir.
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Cizelge 1. Ramalina farinacea likeninin antifungal aktivitesi.

Test
Mikroorganizmalari

Candida albicans
ATCC 90028

Candida glabrata
ATCC 90030

Candida lipolytica
ATCC 8660

Candida parapsilosis
ATCC 22019

Candida tropicalis
ATCC 4563

Cryptococcus neoformans
ATCC 32045

Debaryomyces hanseni
DSM 70238

Saccharomyces cerevisiae
ATCC 9796

Inhibisyon Zonlar (mm)*

24,0

20,3

19,6

21,0

20,6

23,3

20,0

19,6

Ektraktlar

27,0

23,0

22,3

23,0

23,6

22,0

22,3

23,6

26,6

27,3

21,0

23,3

19,6

23,0

19,3

28,3

GRS
10

16,0

16,0

16,0

13,0

12,0

12,0

16,0

15,0

ITR
10

14,0

7,0

14,0

13,0

16,0

14,0

10,0

8,0

CLT
10

18,0

10,0

16,0

7,0

8,0

7,0

10,0

12,0

Mukayese Antibiyotikleri

S5FC
1

12,0

12,0

16,0

18,0

12,0

16,0

17,0

14,0

KTC
10

10,0

15,0

16,0

15,0

15,0

18,0

22,0

14,0

MCz
10

12,0

10,0

8,0

10,0

12,0

18,0

18,0

14,0

FLU
25

19,0

17,0

24,0

12,0

18,0

20,0

22,0

14,0

AMB
100

20,0

13,0

15,0

14,0

15,0

7,0

16,0

14,0

NY
100

10,0

11,0

14,0

8,0

14,0

10,0

10,0

20,0

R 25: Ramalina farinacea 25uL ekstrakti,
R 50: Ramalina farinacea 50uL ekstrakti,
R 75: Ramalina farinacea 75uL ekstrakti,
GRS 10: Griseofulvin 10pug,
(*) : Rakamlar inhibisyon zonlarinin ¢aplarini gostermektedir, her disk 6mm ¢apindadir ve deneyler ii¢ tekrarli olarak ¢alisilmistir.

ITR 10: Itraconazole 10ug,
CLT 10: Clotrimazole 10pug,
SFC 1: Flucytosine 1pg,
KTC 10: Ketoconazole 10ug,

MCZ 10: Miconazole 10pg,
FLU 25: Fluconazole 25ug,
AMB 100: Amphotericin 100pg,
NY 100: Nystatin 100ug,



Cizelge 2. Ramalina farinacea likeninin antibakteriyel aktivitesi.

Inhibisyon Zonlar1 (mm)*

Test

mikroorganizmalari Ekstraktlar Mukayese antibiyotikleri
R R R E K IPM FF VA S N TE AK TOB P NR
25 50 75 15 30 10 50 30 10 30 30 30 10 10U 100
Bacillus cereus
ATCC 7064 13,0 13,6 15,0 28,0 22,0 17,0 19,0 14,0 30,0 24,0 16,0 20,0 25,0 10,0 15,0
Bacillus licheniformis
ATCC 14580 16,3 16,0 18,0 13,0 20,0 37,0 22,0 18,0 27,0 18,0 24,0 24,0 20,0 11,0 16,0
Citrobacter freundii 18,0 213 21,0 15,0 20,0 39,0 22,0 18,0 25,0 22,0 30,0 25,0 21,0 8,0 16,0
ATCC 8090 ' ' ' ’ ' ’ ' ' ’ ' ’ ’ ' ’ '
Enterococcus faecalis
ATCC 29212 12,6 10,3 10,6 28,0 20,0 20,0 20,0 15,0 16,0 20,0 27,0 30,0 28,0 22,0 18,0
Escherichia coli
ATCC 25992 17,3 16,0 10,0 36,0 24,0 36,0 22,0 14,0 14,0 20,0 18,0 25,0 25,0 7,0 18,0
Klebsiella oxytoca
ATCC 8724 13,3 13,6 16,0 20,0 21,0 28,0 20,0 17,0 24,0 20,0 30,0 20,0 24,0 15,0 20,0
Listeria innocua
ATCC 33090 14,3 16,3 16,0 26,0 22,0 24,0 14,0 12,0 21,0 22,0 18,0 30,0 28,0 24,0 14,0
Proteus vulgaris
ATCC 8427 16,0 21,6 20,0 30,0 15,0 32,0 26,0 18,0 30,0 18,0 12,0 21,0 14,0 12,0 16,0
R 25: Ramalina farinacea 25uL ekstrakti, IPM 10: Imipenem 10png, TE 30: Tetracycline 30pg,
R 50: Ramalina farinacea 50uL ekstrakti, FF 50: Fosfomycin 50pug, AK 30: Amikacin 30ug,
R 75: Ramalina farinacea 75uL ekstrakti, VA 30: Vancomycin 30pg, TOB 10: Tobramycin 10pg,
E 15: Erythromycin 15pug, S 10: Streptomycin 10ug, P 10U: Penicillin G 10Upg,
K 30: Kanamycin 30pg, N 30: Neomycin 30pug, NR 100: Nitrofurazone 100pg,

(*) : Rakamlar inhibisyon zonlarinin ¢aplarin1 gostermektedir, her disk 6mm c¢apindadir ve deneyler {i¢ tekrarli olarak ¢aligilmistir.
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Cizelge 2. (devam) Ramalina farinacea likeninin antibakteriyel aktivitesi.

Test
mikroorganizmalari

Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853

Salmonella enteritidis
ATCC 13076

Salmonella typhimurium
CCM 5445

Shigella flexneri
ATCC 12022

Staphylococcus aureus
ATCC 6538P

Staphylococcus epidermidis
ATCC 3699

Streptococcus pyogenes
ATCC 19615

Yersinia pestis
ATCC 19428

Inhibisyon Zonlari (mm)*

15,0

15,6

Ekstraktlar

17,3

14,6

14,0

15,6

8,0

Mukayese antibiyotikleri

K IPM FF VA
30 10 50 30
23,0 26,0 26,0 22,0
10,0 14,0 23,0 23,0
24,0 20,0 18,0 15,0
24,0 26,0 18,0 18,0
21,0 25,0 30,0 15,0
18,0 32,0 20,0 17,0
30,0 32,0 18,0 15,0
22,0 35,0 17,0 15,0

12,0

N TE AK TOB P

30 30 30 10 10U
16,0 8,0 27,0 30,0 26,0
14,0 10,0 11,0 12,0 10,0
24,0 22,0 26,0 26,0 7,0
22,0 13,0 25,0 26,0 7,0
22,0 12,0 20,0 26,0 12,0
18,0 17,0 24,0 20,0 10,0
25,0 18,0 29,0 30,0 9,0
30,0 23,0 20,0 30,0 20,0

R 25: Ramalina farinacea 25uL ekstrakti,
R 50: Ramalina farinacea 50uL ekstrakti,
R 75: Ramalina farinacea 75uL ekstrakti,

E 15: Erythromycin 15pg,
K 30: Kanamycin 30ug,

IPM 10: Imipenem 10pg,
FF 50: Fosfomycin 50pg,
VA 30: Vancomycin 30ug,
S 10: Streptomycin 10pg,
N 30: Neomycin 30ug,

TE 30: Tetracycline 30ug,

AK 30: Amikacin 30pg,

TOB 10: Tobramycin 10pg,

P 10U: Penicillin G 10Upg,
NR 100: Nitrofurazone 100ug,

(*) : Rakamlar inhibisyon zonlarinin ¢aplarini goéstermektedir, her disk 6mm ¢apindadir ve deneyler ii¢ tekrarli olarak ¢aligiimistir.
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Cizelge 3. Usnea intermedia likeninin antifungal aktivitesi.

Test Mikroorganizmalari

Candida albicans
ATCC 90028

Candida glabrata
ATCC 90030

Candida lipolytica
ATCC 8660

Candida parapsilosis
ATCC 22019

Candida tropicalis
ATCC 4563

Cryptococcus neoformans
ATCC 32045

Debaryomyces hansenii
DSM 70238

Saccharomyces cerevisiae
ATCC 9796

Inhibisyon Zonlari (mm)*

16,3

14,0

14,3

16,3

13,0

15,0

10,0

12,6

Ekstraktlar

24,0

14,6

19,3

24,0

10,3

18,0

8,6

18,3

29,3

22,6

18,0

21,6

23,3

21,3

10,0

21,6

GRS
10

16,0

16,0

16,0

13,0

12,0

12,0

16,0

15,0

ITR
10

14,0

7,0

14,0

13,0

16,0

14,0

10,0

8,0

CLT
10

18,0

10,0

16,0

7,0

8,0

7,0

10,0

12,0

Mukayese Antibiyotikleri

5FC
1

12,0

12,0

16,0

18,0

12,0

16,0

17,0

14,0

KTC
10

10,0

15,0

16,0

15,0

15,0

18,0

22,0

14,0

MCZ
10

12,0

10,0

8,0

10,0

12,0

18,0

18,0

14,0

FLU
25

19,0

17,0

24,0

12,0

18,0

20,0

22,0

14,0

AMB
100

20,0

13,0

15,0

14,0

15,0

7,0

16,0

14,0

NY
100

10,0

11,0

14,0

8,0

14,0

10,0

10,0

20,0

U 25: Usnea intermedia 25uL ekstrakti,
U 50: Usnea intermedia 50uL ekstrakti,
U 75: Usnea intermedia 75uL ekstrakti,

GRS 10: Griseofulvin 10pug,
(*) : Rakamlar inhibisyon zonlarinin ¢aplarin1 gostermektedir, her disk 6mm c¢apindadir ve deneyler {i¢ tekrarli olarak caligilmistir.

ITR 10: Itraconazole 10ug,
CLT 10: Clotrimazole 10pug,
SFC 1: Flucytosine 1pg,
KTC 10: Ketoconazole 10ug,

MCZ 10: Miconazole 10pg,
FLU 25: Fluconazole 25ug,

AMB 100: Amphotericin 100pug,

NY 100: Nystatin 100pg,



Cizelge 4. Usnea intermedia likeninin antibakteriyel aktivitesi.

Test
mikroorganizmalari

Bacillus cereus
ATCC 7064

Bacillus licheniformis
ATCC 14580

Citrobacter freundii
ATCC 8090

Enterococcus faecalis
ATCC 29212

Escherichia coli
ATCC 25992

Klebsiella oxytoca
ATCC 8724

Listeria innocua
ATCC 33090

Proteus vulgaris
ATCC 8427

Inhibisyon Zonlar1 (mm)*

Ekstraktlar

50

12,3

11,0

IPM
10

17,0

FF
50

19,0

VA
30

14,0

15,0

14,0

17,0

Mukayese antibiyotikleri

S
10

30,0

16,0

14,0

24,0

30,0

N
30

24,0

20,0

20,0

20,0

12,0

21,0

14,0

U 25: Usnea intermedia 25uL ekstrakti,
U 50: Usnea intermedia 50uL ekstrakti,
U 75: Usnea intermedia 75uL ekstrakti,

E 15: Erythromycin 15pg,
K 30: Kanamycin 30pg,
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IPM 10: Imipenem 10pg,
FF 50: Fosfomycin 50ug,
VA 30: Vancomycin 30pg,
S 10: Streptomycin 10pg,
N 30: Neomycin 30pug,

TE 30: Tetracycline 30pg,

AK 30: Amikacin 30ug,

TOB 10: Tobramycin 10pg,

P 10U: Penicillin G 10Upng,
NR 100: Nitrofurazone 100pg,
(*) : Rakamlar inhibisyon zonlarinin ¢aplarin1 gostermektedir, her disk 6mm c¢apindadir ve deneyler {i¢ tekrarli olarak ¢aligilmistir.



Cizelge 4. (devam) Usnea intermedia likeninin antibakteriyel aktivitesi.

Inhibisyon Zonlar1 (mm)*

Test
mikroorganizmalari

U

25
Pseudomonas aeruginosa 96
ATCC 27853 '
Salmonella enteritidis 160
ATCC 13076 '
Salmonella typhimurium 116
CCM 5445 '
Shigella flexneri 23
ATCC 12022 '
Staphylococcus aureus 200
ATCC 6538P '
Staphylococcus epidermidis 156
ATCC 3699 '
Streptococcus pyogenes 213
ATCC 19615 '
Yersinia pestis 113
ATCC 19428 '

Ekstraktlar

u
50

10,0

16,3

E
15

25,0

8,0

39,0

25,0

29,0

30,0

IPM

FF

Mukayese antibiyotikleri

VA
30

S
10

N
30

16,0

14,0

24,0

22,0

TE
30

8,0

10,0

22,0

p
10U

10,0

7,0

7,0

12,0

10,0

9,0

20,0

NR
100

20,0

20,0

20,0

12,0

10,0

14,0

14,0

U 25: Usnea intermedia 25uL ekstrakti,
U 50: Usnea intermedia 50uL ekstrakti,
U 75: Usnea intermedia 75uL ekstrakti,

E 15: Erythromycin 15pug,
K 30: Kanamycin 30pg,

(*) : Rakamlar inhibisyon zonlarinin ¢aplarini géstermektedir, her disk 6mm ¢apindadir ve deneyler ti¢ tekrarli olarak caligilmustir.

IPM 10: Imipenem 10pg,
FF 50: Fosfomycin 50ug,
VA 30: Vancomycin 30pg,
S 10: Streptomycin 10ug,

N 30: Neomycin 30pug,

43

TE 30: Tetracycline 30pug,

AK 30: Amikacin 30pg,

TOB 10: Tobramycin 10pg,
P 10U: Penicillin G 10Upg,

NR 100: Nitrofurazone 100pg,



Sekil 1. Ramalina farinacea etanol ekstrakti konsantrasyonlarinin Candida albicans
ATCC 90028 iizerine inhibisyon zonlar1. 1: 25uL; 2: 50uL; 3: 75uL.

Sekil 2. Ramalina farinacea etanol ekstrakti konsantrasyonlarinin Candida parapsilosis
ATCC 22019 iizerine inhibisyon zonlar1. 1: 25uL; 2: 50uL; 3: 75uL.
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Sekil 3. Ramalina farinacea etanol ekstrakti konsantrasyonlarinin Candida tropicalis
ATCC 4563 iizerine inhibisyon zonlar1. 1: 25uL; 2: 50uL; 3: 75uL.

Sekil 4. Ramalina farinacea ectanol ckstrakti konsantrasyonlariin Debaryomyces
hansenii DSM 70238 tizerine inhibisyon zonlari. 1: 25uL; 2: 50uL; 3: 75uL.
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Sekil 5. Ramalina farinacea etanol ekstrakti konsantrasyonlarinin Citrobacter freundii
ATCC 8090 iizerine inhibisyon zonlari. 1: 25uL; 2: 50uL; 3: 75uL.

Sekil 6. Usnea intermedia ectanol ekstraktt konsantrasyonlarmin Cryptococcus
neoformans ATCC 32045 iizerine inhibisyon zonlari. 1: 25uL; 2: 50uL; 3: 75uL.
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Sekil 7. Usnea intermedia etanol ekstrakti konsantrasyonlarinin Staphylococcus aureus
ATCC 6538P iizerine inhibisyon zonlar1. 1: 25uL; 2: 50uL; 3: 75uL.

Sekil 8. Usnea intermedia etanol ekstrakti konsantrasyonlarmin Bacillus cereus ATCC
7064 iizerine inhibisyon zonlar1. 1: 25uL; 2: 50uL; 3: 75uL.
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Sekil 9. Usnea intermedia etanol ekstrakti konsantrasyonlarinin Bacillus licheniformis
ATCC 14580 iizerine inhibisyon zonlar1. 1: 25uL; 2: 50uL; 3: 75uL.

Sekil 10. Usnea intermedia etanol ekstrakti konsantrasyonlarinin Streptococcus
pyogenes ATCC 19615 iizerine inhibisyon zonlari. 1: 25pL; 2: 50uL; 3: 75uL.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Ramalina farinacea tiirii ile farkli deneysel ¢alismalar var olmasma karsin Usnea
intermedia i¢in, ¢alismamiz, bu likenin arastirildigi ve etkili sonuglarin elde edildigi ilk
calisma niteligindedir. Deneyler sonucunda en yiiksek antifungal etki Ramalina
farinacea ekstraktlarinda Saccharomyces cerevisiae ATCC 9796 (28,3 mm) tiirline
karsi, Usnea intermedia ekstraktlarinda Candida albicans ATCC 90028 (29,3 mm)
tiurtine karst bulunurken, en yiiksek antibakteriyel etki Ramalina farinacea
ekstraktlarinda Salmonella enteritidis ATCC 13076 (29,6 mm) tiirtine karsi, Usnea
intermedia ekstraktlarinda Streptococcus pyogenes ATCC 19615 (30,3 mm) tiiriine

kars1 bulumustur.

Ulkemizde dogal olarak yetismekte olan bu iki liken tiirii ile yaptigimiz ¢alismada,
bakteri ve maya kiiltiirlerine karsi kayda deger antimikrobiyal aktivite verileri elde
edilmistir. Hali hazirda var olan antibiyotiklerin bilingsiz kullanimi ve giin gectikge
diren¢ kazanan mikroorganizmalar yiiziinden aktiviteleri azalmaktadir. Bu likenlerin
daha detayl caligilarak icerdikleri komponentler araciligiyla, mikroorganizmalara karsi
dogal olarak elde edilmis materyalden ila¢g yapimi miimkiin olacaktir. Dogal olarak
yetisen ilag hammaddelerin daha fazla arastirilip kesfedilmesi gelecek neslin hastalikla
miicadeledeki ilag sorunu yiikiinii azaltmaya olanak saglayacaktir. Calistigimiz
likenlerinde bu alanda kullanilmasi i¢in daha yogun ve detayli ¢alismalariin yapilmasi,

yeni ilaglarmm  kullamima  ge¢mesinde 6nemli  bir  katki  olusturacaktir.
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