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Oz

Diinya iizerinde bulunan bitkilerin ¢ogunun hem yaralarin iyilesme siirecini hizlandirmada hem de
yaralanmaya bagl enfeksiyonlarin tedavisinde etkili maddelere sahip olduklar1 bilinmektedir. Bilim
insanlari tarafindan yapilan daha 6nceki ¢alismalar, karayosunlarinin ve cigerotlarinin da ¢esitli bakteri ve
mantarlara kars1 antimikrobiyal ve antifungal aktiviteye sahip olduklarimi gdstermistir. Bu ¢aligmada
Philonotis seriata Mitt, Porella arboris-vitae (With.) Grolle, Porella platyphylla (L.) Pfeiff, Syntrichia
calcicola J.J.Amann tiirlerinin etil alkol ekstraktlarinin 8 gram pozitif, 9 gram negatif bakteri ve 1 maya
olan toplam 18 sus iizerindeki antimikrobiyal aktivitelerinin analizi yapilmistir. Yapilan analiz sonucunda
tim karayosunu ve cigerotu orneklerinin birkag susa karsi antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu ve
ozellikle gram pozitif olan Staphylococcus aureus ve gram negatif olan Klebsiella pneumoniae tizerinde
belirgin bir antimikrobiyal etki gosterdigi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Philonotis seriata, Porella arboris-vitae, Porella platyphylla, Syntrichia calcicola,
Disk difiizyon

Determination of the Antimicrobial Activity of Some Moss and Liverwort Species

Abstract

Most of the plants in the world are known to have effective substances both in accelerating the healing
process of wounds and in the treatment of infections due to injury. Previous studies by scientists have shown
that mosses and liverworts also have antimicrobial activity against various bacteria and fungi. In this study,
the antimicrobial activities of ethyl alcohol extracts of Philonotis seriata Mitt, Porella arboris-vitae (With)
Grolle, Porella platyphylla (L.) Pfeiff, Syntrichia calcicola J.J.Amann species were analyzed on a total of
18 strains, 8 gram positive, 9 gram negative bacteria and 1 yeast. As a result of the analysis, it was
determined that all moss and liverwort samples have antimicrobial activity against a few strains and they
have significant antimicrobial effects especially on gram-positive Staphylococcus aureus and gram-
negative Klebsiella pneumoniae.
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1. Giris )
Diinya Saglik Orgiitii (WHO), yirmi birinci yiizy1l
icin  bakterilerin  antimikrobiyal direnglerinin

artmasini halk sagligina bilylik bir tehdit olarak
ongormistir (WHO, 2014). Antibiyotiklere karst
dirence  sahip  bakterilerden  kaynaklanan
enfeksiyonlarin yayilmasini 6nlemek ve bilinmeyen
yeni antimikrobiyal ajanlar1 tespit etmek i¢in bilim
insanlari  yogun arastirmalar yiiriitmektedir.
Bakterilerin antibiyotik direngleri ile miicadele
etmenin bir yolu, su an bilinmekte olan
antimikrobiyal —maddelerden bagimsiz  yeni
bilesiklerden faydalanmaktir (Canli ve ark., 2019).
Diinya geneline bakildiginda enfeksiyon sebepli
Olimlerin artmaya devam etmesi gerekli olan
calismalarin ~ vakit  kaybetmeden  yapilmasi
gerektigini gostermektedir (Yetgin ve ark., 2017).

Son senelerde tip ve teknolojideki gelismelere
ragmen dogal kaynaklarin tiikenmeye baslamasi ve
iilkelerin i¢inde olduklar1 ekonomik zorluklar,
dogadan elde edilen iiriinlerin tibbi amach
kullanilmalarini zorunlu hale getirmistir (Diilger ve
ark., 1999). Bitkiler alemi igerisinde bulunan
Briyofitler, i¢inde yaklagtk 14,500 farkli tiir
bulunduran bityiik bir bitki grubudur (Veljic ve ark.,
2008). Briyofitler grubunda bulunan karayosunlari,
tarih boyunca yaralar tedavi etme ve yaralarda

olusabilecek enfeksiyonlarin riskinin
azaltilmasinda kullamlmistir (Altuner ve ark.,
2010).

Karayosunlar1 ve cigerotlarinin hastaliklarin ve
yaralarin tedavisinde ¢ok uzun yillardan beri
kullanilmas1 tiirlerinin ~ antimikrobiyal aktivite
analizlerinin yapilmasini, etkili maddelerinin tespit
edilip saflastirmasim1 ve potansiyel ila¢c olarak
kullanilmasini 6nemli hale getirmektedir (Canli ve
ark., 2015). Son donemde karayosunlar1 ve
cigerotlarinin antimikrobiyal aktivitelerinin
belirlenmesi amaciyla iilkemizde bir¢ok caligma
yapilmigtir (Diilger ve ark., 2009; Savaroglu ve ark.,
2011; Sevim ve ark., 2017). Bu ¢alismada,
Philonotis seriata, Porella arboris-vitae, Porella
platyphylla ve Syntrichia calcicola tiirlerinin
ethanol ekstraktlariin 18 susa kars1 antimikrobiyal
aktiviteleri belirlenmistir.

2. Materyal Metot

2.1 Karayosunu ve cigerotlar1 6rnekleri

Bu calismada kullanilan karayosunu ve cigerotlari
ornekleri Dogent Doktor Kerem Canli tarafindan
Bergama Kozak Yaylasi’ndan toplanmis ve tiir
teshisleri yapilmistir. Sahit 6rnekler Dokuz Eyliil
Universitesi Biyoloji Boliimii’'nde saklanmaktadir.

Tablo 1. Bu ¢aligmada kullanilan briyofitlerin lokasyonlari

Karayosunu Tiirleri Lokasyon Rakim Koordinat
1 [Philonotis seriata Kozak Yaylasi,Bergama, [zmir 481 39°15'36.6"N 27°05'20.0"E
2 | Porella arboris-vitae | Kozak Yaylasi, Bergama, izmir 468 39°15'18.4"N 27°04'36.8"E
3 | Porella platyphylla | Kozak Yaylasi, Bergama, izmir | 541 39°15'43.1"N 26°59'41.2"E
4 | syntrichia calcicole | Kozak Yaylasi, Bergama, izmir | 395 39°15'40.6"N 26°56'36.0"E

2.2 Ekstraksiyon yontemi

Karayosunu ve cigerotlart dogadan alinip
kurutulduktan sonra 100 gram 6rnek toz haline
gelene kadar dgiitiilmiistiir. Ogiitme islemi sonrasi
toz haline gelmis olan &rnekler 200 mL saf etil alkol
(Sigma-Aldrich) i¢inde 2 giin boyunca 140 ppm'de
ve oda kosullarinda calkalanmistir. 2 giin sonra
filtre kagitlar1 (Whatman No. 1) ile buharlagtirma
siselerine siiziildiikten sonra 30°C'de bir doner
buharlastirict (Buchi R3) ile buharlastirilmigtir.
Buharlastirmadan sonra kalintilar toplanmis ve
ekstrakt hazirlamak igin kullanilmigtir (Altuner ve
ark., 2013).

2.3 Mikroorganizmalar

P. seriata, P. arboris-vitae, P. platyphylla, S.
calcicola tiirlerinin antimikrobiyal etkilerini analiz
etmek i¢in 8 gram pozitif, 9 gram negatif bakteri ve
1 maya olmak iizere toplam 18 sus Nutrient Agar
(BD Difco, ABD) yardimiyla zenginlestirilerek

kullanilmistir. Kullanilan suglarm 11°1 standart
bakteri, 6’s1 standart dis1 gida izole bakteri ve 1
tanesi de standart maya susudur. Bes tanesi standart
gram pozitif bakterilerdir ve bunlar Bacillus subtilis
DSMZ 1971, Enterecoccus faecalis ATCC 29212,

Listeria monocytogenes ATCC 7644,
Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus  epidermidis DSMZ 20044

tiirleridir. Kalan bakterilerin alt1 tanesi standart
gram negatif bakteridir ve Pseudomonas
fluorescens P1, Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas  aeruginosa DSMZ 50071,
Enterobacter aerogenes ATCC 13048, Salmonella
enteritidis ATCC 13075, Salmonella typhimurium
SL1344, tiirleridir. Candida albicans DSMZ 1386
olan 1 standart maya tiirii vardir. Ayrica gidalardan
izole edilen altt standart dis1 bakteri tiiri
calistlmigtir.  Bu  bakterilerden  Enterococcus
faecium, Enterococcus durans, Listeria innocua
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gram pozitif, Klebsiella pneumoniae, Salmonella
infantis ve Salmonella kentucky gram negatifdir.

2.4 inokulum hazirlama

Calismada kullanilan bakteri tiirleri 37 © C'de 24
saat, tek maya tiirii olan C. albicans ise 27 © C'de 48
saat inkiibe edilmistir (Canli ve ark., 2016). Bakteri
tiirlerinde yaklasik 108 cfu.mL ve C. albicans’da
yaklagik 107 cfumL? iceren inokiilasyonlart
standart hale getirmek amaciyla tim bakteri ile
maya tiirleri steril % 0,9 NaCl ¢ozeltisi igerisinde
0,5 McFarland standardina getirilmis bakteri ve
maya suglar1 ile c¢alisma gergeklestirilmistir
(Altuner ve ark., 2014).

2.5 Antimikrobiyal aktivite testi

Karayosunu ve cigerotlarindan elde edilen etanol
ekstraktlarinm antimikrobiyal aktiviteleri Andrews
(2003) tarafindan belirtilen bigimde disk difiizyon
testi ile belirlenmistir. Ik olarak, Mueller Hinton
Agar (BD Difco, ABD) 4,0 mm + 0,5 mm’lik bir
derinlige ulasmak i¢in 90 mm steril Petri kabina
dokiilmistiir. P. seriata ekstrakti 30, 60 ve 100 pL,
P. arboris-vitae ekstrakti 30, 60 ve 120uL, P.
platyphylla ekstrakt1 30, 60 ve 120 uL, S. calcicola
ekstrakti 30 ve 120 uL miktarlarinda 6 mm Oxoid
Antimikrobiyal = Duyarlilik  Test  Disklerine
yiiklenmistir. Test Ssonuglarina etki edebilecek kalan
etanoliin ugurulmasi i¢in diskler bir gece 30° C'de
steril kosullar altinda kurumaya birakilmistir.
Kuruma sonrasi, steril NaCl c¢ozeltisine inokiile
edilmis olan mikroorganizmalarin petri kaplarinin
yiizeylerini tamamen kaplayacak bicimde ekimleri
yapilmistir (Canli ve ark., 2015). Son asamada
ekstrakt yiiklenmis diskler mikroorganizma ekimi
yapilmis yiizeylere yerlestirilerek inkiibe edilmis ve
inkiibasyon siiresi sonrasinda inhibisyon zonlarinimn
¢aplart mm tiiriinden Slgiilerek kaydedilmistir.

2.6. Kontroller
Ekstraksiyon solventi (etanol) ile steril bos diskler
negatif kontrol olarak kullanilmistir.

2.7. Istatistik

Yapilan biitiin testler {i¢ tekrarli olacak sekilde
yapilmis olup, tekrarlar arasindaki farkin
istatistiksel degerlendirilmesinde R Studio v4.0.2
programi  kullanilmistir.  Verilerin  gruplar
arasindaki  dagilmi~ ANOVA  testi ile
degerlendirilmistir.  p-degeri  0,05°den  kiiciik

oldugunda gruplar arasindaki fark anlamli kabul
edilmistir (Core R Team, 2016).

3. Bulgular

P. seriata, P. arboris-vitae, P. platyphylla, S.
calcicola tiirlerinin etanol ekstraktlarinin 17 bakteri
ile 1 maya tiirii lizerinde yapilan antimikrobiyal
aktivitelerinin arastirilmasi sonucunda Tablo 1 de
goriildigi  gibi 16  bakteri lizerinde etki
saptanmigtir. P. seriata tiri S. epidermidis (10
mm), B. subtilis (9 mm), E. coli (8 mm), S. aureus
(8mm), E. faecium (7 mm), K.pneumoniae (7 mm),
P. aeruginosa (7 mm) suslarina karsi etki
gostermistir. P. arboris-vitae tiiri S. aureus (9 mm),
S. epidermidis (9 mm), K. pneumoniae (7 mm), E.
faecium (8 mm), E. coli (7 mm), L. monocytogenes
(7 mm) inhibisyon zonu gostermistir. P. platyphylla
tirti E. durans (7 mm), S. aureus (7 mm) suslarina
kars1 etki gostermistir. S. calcicola tirt S. aureus
(11 mm), B. subtilis (10 mm), L. monocytogenes (9
mm), P. aeruginosa (10 mm), E.aerogenes (8 mm),
E. durans (8 mm), E. faecalis (8 mm), K.
pneumoniae (7 mm), L. innocua (8 mm), S.
enteritidis (8 mm), S. infantis (7 mm), S. kentucky
(7 mm), S. typhimurium (7 mm) E. coli (7 mm), S.
epidermidis (7 mm) suslarma karsi etki
gostermigtir. Calismada pozitif kontrol olarak
Gentamicin antibiyotik diskleri kullanilmastir.

Yapilan istatistiksel analiz sonucunda, deneylerde
kullanilan 6rnek miktarlarmin  antimikrobiyal
aktiviteye etkileri arasindaki farki gosteren grafik
Sekill’de verilmistir.
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Sekil 1. A-Philonotis seriata B-Porella arboris-vitae C-Porella platyphylla D-Syntrichia calcicola Ekstrakt Konsantrasyonlari Arasindaki Farklar
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Tablo 2. Sonug Tablosu

Philonotis seriata Porella arboris-vitae Porella platyphylla Syntrichia calcicola Gentamicin
30 60 100 30 60 120 30 60 120 30 120

B. subtilis - - 9,00 % 0,00 - - - - - - 9,00+ 1,00 | 10,00+ 0,00 30
C. albicans - - - - - - - - - - - -

E. aerogenes - - - - - - - - - 7,00£0,00 | 8,00=+1,00 23
E. coli - 7,00 £0,00 | 8,00 £ 0,00 - - 7,00£0,00 | - - - - 7,00 = 0,00 14
E. durans - - - - - - - - 7,00£0,00 | 7,00£0,00 | 8,00+1,00 13
E. faecalis - - - - - - - - - 8,00 0,00 | 8,00+ 1,00 28
E. faecium - - 7.00+ 0,00 - 7.00£0,00 | 800+1,00 | - - - - - 20
K. pneumoniae 7,00+0,00 | 7,00£0,00 | 7,00+0,00 | 7,00+0,00 | 7,00£0,00 | 7,00£0,00 | - - - 7,00+ 0,00 | 7,00+0,00 22
L. innocula - - - - - - - - - - 8,00 £ 0,00 23
L. monocytogenes - - i - - 7,00+£0,00 | - - - 8,00+£1,00 | 9,00+0,00 28
P. aeruginosa - 7,00+0,00 | 7,00+0,00 - - - - - - 7,00=£0,00 | 10,00+ 1,00 15
P. fluorescens - - - - - - - - - - - 12
S. aureus - 7,00£0,00 | 800=0,00 | 7,00£0,00 | 800=1,00 | 900100 | - | 700+0,00 | 7,00+0,00 | 9,00£0,00 | 11,00+ 1,00 24
S. enteritidis - - - - - - - - - 8,00£0,00 | 8,001,00 24
S. epidermidis 8,00+0,00 | 9,00+1,00 | 10,00+1,00 | 7,00+0,00 | 8,00+0,00 | %00£1,00 | - - - - 7,00 £ 0,00 13
S. infantis - - - - - - - - - - 7,00 £ 0,00 23
S. kentucky - - - - - - - - - - 7,00 = 0,00 24
S. typhimurium - - - - - - - - - 7,00£0,00 | 7,00 = 0,00 25
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4. Tartisgma ve Sonug

[statistiksel analiz sonucunda test edilen paralel
caligmalar arasindaki fark istatistiksel olarak
incelenmis ve test sonucunda bulunan p degerleri
0,9022 ile 1 arasinda bulunmustur. Dolayisiyla
kullanilan 6rnek miktarlar1 igin yapilan paralel
caligmalarin birbirinden istatistiksel olarak farkli
olmadig1 sdylenebilir. Ote yandan, drneklere ait
farkli konsantrasyonlarin aktiviteleri arasindaki
fark da istatistiksel olarak incelenmis ve Philonotis
seriata (p = 0,1398), Porella arboris-vitae (p =
0,4129) ve Porella platyphylla (p = 0,3605) igin
farkin 6nemli olmadigi goriiliirken, Syntrichia
calcicola’da (p = 0,04898) konsantrasyonlarin
antimikrobiyal  aktiviteleri  arasinda  farkin
istatistiksel olarak dnemli oldugu goriilmiistiir.

Nozokomiyal enfeksiyonlarin onemli
sebeplerinden biri olan S. aureus, diinya genelinde
gida zehirlenmesi, yara enfeksiyonlari, endokardit
gibi hastaliklarin yani sira hayati tehdit eden diger
hastaliklar i¢inde zorlu iyilesme siireglerine neden
olan 6nemli bir saglik sorunudur (Asadollahi ve
ark., 2018). S. aureus klinik ortamlar i¢in 6nemli bir
problemdir ve Diinya Saglk Orgiiti (WHO)
tarafindan antibiyotige direngli formlar1 “Yiiksek
Oncelikli” bir patojen, ABD Hastalik Kontrol ve
Onleme Merkezi (CDC) tarafindan da “Ciddi Bir
Tehdit” olarak siniflandirilmaktadir (Lehman ve
ark., 2019).

Onemli bir sus olan S. aureus’ a kars1 karayosunu
ve cigerotlarmin denendigi Uyar ve ark. (2016)
tarafindan gergeklestirilen ¢alismada Calliergonella
cuspidata (Hedw.) Loeske tiiri 7 mm ve
Thamnobryum alopecurum (Hedw.) Gangulee tiirii
8 mm zon gosterirken bu ¢aligmada kullanilan S.
calcicola tiirii iki farklt dozajda 9 ve 11 mm ¢apinda
zonlar olugturarak daha iyi bir etki gostermistir.

Duman ve ark. (2003) tarafindan yapilan ¢alismada
Morchella conica (Pers.) Boudier ile Suillus luteus
(L.) ve Zaidan ve ark. (2005) tarafindan yapilan

calisgmada  Vitex negundo tiirleri ~ S.aureus
bakterisine karst antimikrobiyal etki
gostermemistir.  Bu ¢alisgmada kullanilan S.

calcicola, P. arboris-vitae ve P. seriata tiirleri
Tablo.1 de belirtildigi gibi 7 ve 11 mm araliginda
farkli zonlar olusturmustur. Bu nedenle ¢alismada
kullanilan karayosunu ve cigerotlart Duman ve
arkadaglar tarafindan gergeklestirilen ¢aligma ile
kargilagtirlldiginda  S. aureus bakterisine karsi
onemli bir etkiye sahiptir.

K. pneumoniae, toplum kokenli nozokomiyal
patojendir ve enfeksiyonlarinin ¢ogu zatiirre ya da
idrar yolu enfeksiyonlarina neden olan kiiresel bir
hastalik olarak ortaya c¢ikmaktadir (Siu ve ark.,

2012). K. pneumoniae bakterisine karsi Oskay ve
ark. (2007) tarafindan yapilan c¢aligmada
Asphodelus aestivus tiiriiniin etil alkol ekstrakti 6
mm  zon  olusturmustur. Bu  ¢alismada
antimikrobiyal etkisi arastirilan karayosunu ve
cigerotlarindan S. calcicola, P. arboris-vitae ve P.
seriata tiirleri K. pneumomaniae bakterisine kars1 7
mm zon olusturarak daha iyi bir etkiye sahip
olduklarini gostermislerdir.

Colak ve ark. (2011) tarafindan yapilan ¢aligmada
Anomodon viticulosus (Hedw.), Homalothecium
sericeum (Hedw.), Hypnum cupressiforme (Hedw.),
Leucodon sciuroides (Hedw.) ve Platyhypnidium
riparioides (Hedw.) tiirlerinin farkli ¢oziiciiler
kullanilarak antimikrobiyal aktiviteleri
belirlenmistir. Yapilan ¢alisma ile bu ¢alisma da
kullanilan  ortak mikroorganizmalar {izerinde
degerlendirilme  yapildiginda bu  calismada
kullanilan S. calcicola ve P. seriata tiirlerinin etanol
ekstraktlar1 B. subtilis ve S. aureus suslarina karsi
daha iyi etki gostermistir.

Yapilan  antimikrobiyal aktivite arastirmasi
sonucunda belirlenen etkilerin madde miktarmnimn
arttirilmasi ile tekrar edildiginde daha biiyiik zon
miktarlarina ulagilabilecegi tahmin edilmektedir.
Saflastirma yapilmadigr igin aktif madde miktari
bilinememektedir, saflagtirma siirecinin ardindan
dozaj ¢aligmalar1 gerceklestirilerek etkinin pratikte
kullanilip kullanilamayacag1 net olarak
goriilebilecektir. Karayosunu ve cigerotlarinda
bulunan aktif bilesiklerin farmakokinetik etki
mekanizmalarim1  ve antibiyotik etkilesimlerini
tespit edebilmek i¢in daha ileri aragtirmalara gerek
duyulmaktadir.

Not: Bu ¢alisma poster bildiri olarak 26-29 Nisan
2017 tarihlerinde Istanbul’da diizenlenmis olan
IVEK 39 International  Convention  of
Pharmaceuticals and Pharmacies’de sunulmus ve
Ozet metin olarak kongre kitabinda yer almistir.
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