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Oz

Pterigynandrum filiforme Hedw. Orta Avrupa ve Anadolu’nun daglik alanlarinda orman altlarinda
yasayan bir karayosunu tiirlidiir. Yayilis alan1 genis oldugu i¢in bulunmasi kolaydir. Antimikrobiyal
caligmalarin amaci diinya iizerinde enfeksiyon hastaliklarina sebep olan mikroorganizmalarin
etkilerini yok edebilen maddelerin bulunmasidir. Yapilan antimikrobiyal aktivite c¢alismasiyla P.
filiforme’nin 17 bakteri ve 1 maya tiirii izerindeki etkisi analiz edildi. Etanol ekstraksiyon yontemi ile
0.27 ve 0.93 mg ornekler hazirlandi ve disk difiizyon yontemi ile genis spektrumlu antimikrobiyal
analizi yapildi. P. filiforme karayosununun antimikrobiyal potansiyeli konusunda literatiirde herhangi
bir arastirma bulunmamaktadir. P. filiforme ornekleri ile galigilan bakterilerde antimikrobiyal etki
belirlenmistir. Bunlar gram pozitif bakteriler olan S. aureus, B. subtilis, L. monocytogenes ve E.
faecalis; gram negatif bakteriler olan K. pneumoniae ve S. enteritidis olmaktadir.

Anahtar kelimeler: Pterigynandrum filiforme, briyofit, antimikrobiyal aktivite, etanol ekstrakt, disk
difiizyon yontemi.

Determination of Antimicrobial Activity of Pterigynandrum filiforme Hedw.
Abstract

Pterigynandrum filiforme Hedw. is a moss species living in the forests of Central Europe and
Anatolia. It is a wide spreading moss. The aim of the antimicrobial studies are discovering new
substances which reduce effects of infectious. The antimicrobial activity effect of P. filiforme against
17 bacteria and 1 fungus species was analyzed in this study. 0.27 and 0.93 mg samples were prepared
by ethanol extraction method and wide spectrum antimicrobial analysis was performed by disk
diffusion method. There is no research in the literature regarding the antimicrobial potential of P.
filiforme. Antimicrobial activity was determined in the bacteria treated with P. filiforme samples.
These include gram-positive bacteria S. aureus, B. subtilis, L. monocytogenes and E. faecalis; gram-
negative bacteria K. pneumoniae and S. enteritidis.

Key words: Pterigynandrum filiforme, bryophyte, antimicrobial activity, ethanol extract, disk
diffusion method.
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1. Giris

Kullanilan maddelerin in vitro etkinligini
belirlemek amaciyla mikroorganizmalara karsi
denenmesi  igin  antimikrobiyal  aktivite
calismalar1 gergeklestirilir. Bu calismalarin
kolay uygulanabiliyor olmasi ve diigiik maliyet
gerektirmesi nedeniyle antibiyotik
duyarliligmin  saptanmasinda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Canli 2016c¢).

Diinya geneline baktigimizda enfeksiyon
kaynakli Oliimlerin artiyor olmasit gereken
calismalarin ¢ok ge¢ kalinmadan yapilmasi
gerektigini gosterir. Ozellikle tropikal iilkelerde
gerceklesen  Oliimlerin  yaklasik  yarisinin
enfeksiyon  kaynakli  olmasi  durumun
boyutunun daha da iyi anlagilabilmesi adina
onemlidir. Sadece E. coli ve Salmonella suslari
her yil Afrika’da 300.000 civart ¢ocukta
enfeksiyon kaynakli 6lime sebep olmaktadir
(Akbar ve Anal, 2011). Amerika Birlesik
Devletleri’'nde 1981 ve 1992 yillarinda yapilan
arastirmalar1  karsilastirdigimizda, enfeksiyona
bagl 6limler 5. Siradan %58 artisla 3. siraya
yikselmistir (lwu, 1999; Karou, 2007). Bu
durum enfeksiyon hastaliklarinin 6nlenmesi ve
tedavisinde yeni stratejiler gelistirmeyi zorunlu
kilmistir (Erdogan ve Everest, 2013).

Antibiyotik direnci olan bakterilerin hizla
yayginlagmasi ve kullanilan tiim antibiyotiklere
karsi  mikroorganizmalarin  hizla  direng
gelistirmesi diinya ¢apinda bilim insanlarmin bu
konu hakkinda c¢alismalarini  arttirmasini
gerektirmektedir. Ayrica enfeksiyon tedavisinde
coklu antibiyotik direncine karsi basari orani

gittikce azalmaktadir. Bundan dolayr tibbi
bitkilerin antibiyotik gelistirmek ve ilaglara
alternatif olarak kullanilmasi 6nemini korumaya
devam etmektedir.

Tek antibiyotikle o6ldiiriilemeyen
mikroorganizmalarin ~ direngliligine  kars1
bitkilerde bulunan ¢ok sayida maddenin sinerjik
etkisi kullanilarak daha etkin bir tedavi elde
edildigi bildirilmistir (Shanthi ve ark., 2010;
Mohd Nazri ve ark., 2011). Bunun sonucunda,
bitkilerden  elde  edilen  antimikrobiyal
ajanlarmin etkilerinin arastirilmasi,
arastirmacilarin bu konu hakkinda
odaklanmalarin1 saglamigtir (Dash ve ark.,
2011).

Cok wuzun yillardir, bazi yaralarin ve
hastaliklarin ~ tedavisinde  karayosunlarinin
kullanilmasi, tiirlerinin antimikrobiyal aktivite
analizini; ilgili maddelerinin belirlenmesini ve
saflagtirmasini; ilag tasarimlarinda
kullanilmasini énemli hale getirir (Canli, 2015).
Antimikrobiyal etkisi analiz edilmek i¢in
kullamilan ~ P.  filiforme tlrliiniin  etanol
ekstraktlar1 17 bakteri ve 1 maya tiiriine karsi
test edilmistir.

2.Materyal ve Metot

2.1. Briyofit Ornegi

P. filiforme O6rnegi 2011 yilinda Amasya
Akdag’da  bulunan = Boraboy  goliiniin
kenarindan toplanmistir (Sekil 1). Sahit 6rnek
Dokuz  Eylil  Universitesi  biinyesinde
saklanmaktadir.

Sekil 1. Pterigynandrum filiforme 'nin dogal ortamdaki goriiniisi.
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2.2. Ekstraksiyon yontemi

P. filiforme karayosunu O&rnekleri toplanip
kurutuldu ve ogiitiicti ile pargalanarak kiigiik
parcalar haline getirildi. Toz haline gelen
numuneler saf etanol (Sigma-Aldrich) iginde
140 ppm'de oda sicakliginda 2 giin calkalandi
(Altuner ve ark., 2013). Bundan sonra,
Whatman No.l filtre kagidiyla buharlastirma
balonlarina stiziildi. Filtratlar 45°C'de bir doner
buharlastirici (Buchi R3) ile buharlastirildi
(Canli  ve ark., 2016a). Son olarak,
karayosunundan kalan tortunun agirligi 6l¢iiliip
tekrardan etanol emdirildi ve 0.27 ve 0.93 mg
ornek hazirlandi.

2.3. Mikroorganizmalar

P. filiforme'nin antimikrobiyal etkisini analiz
etmek i¢in genis bir gram pozitif bakteri, gram
negatif bakteri ve maya seg¢ildi. Bu nedenle, 17
bakteri ve 1 maya tirii kullanilmis ve bu
mikroorganizmalar Nutrient Agar (BD Difco,
ABD) iizerinde zenginlestirildi. Kullanilan
suslarin 11’i standart bakteri ve 1’i 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 ve
Staphylococcus  epidermidis DSMZ 20044
turleridir. Digerleri standart gram negatif
bakterileridir ve bunlar Enterobacter aerogenes
ATCC 13048, Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa DSMZ 50071,
Pseudomonas fluorescens P1, Salmonella
enteritidis ATCC 13075 ve Salmonella
typhimurium  SL1344 tiirleridir.  Candida
albicans DSMZ 1386 olan 1 standart maya tiirii
vardir.  Ayrica,  Ankara  Universitesi
Mikrobiyoloji Laboratuvari'ndan yiyeceklerden
izole edilen 6 adet standart dis1 bakteri ¢alisildi.
Bunlardan  {i¢ii,  Enterococcus  durans,
Enterecoccus faecium ve Listeria innocua olan
gram pozitif bakterilerdir. Digerleri, Klebsiella
pneumoniae, Salmonella infantis ve Salmonella
kentucky olan gram negatif bakterilerdir.

2.4. inokulum hazirlama

Tim bakteri tird, 37 © C'de 24 saat, ancak C.
albicans, 27 ° C'de 48 saat inkiibe edildi (Canli
ve ark., 2016b). Bakteriler igin yaklasik 108

cfu.mL? ve C. albicans i¢in 107 cfu.mL? iceren
inokiilasyonu standartlagtirmak i¢in her bakteri
ve maya steril % 0.9 NaCl ¢ozeltisi (serum
fizyolojik)  soliisyonuna  agilanarak 0.5
McFarland standardina  getirilmis  bakteri
ornekleri ile ¢alisma gergeklestirildi (Altuner ve
ark., 2014).

2.5. Antimikrobiyal aktivite testi

Etanol ekstraktinin antimikrobiyal etkinlik
Andrews (2003) tarafindan tarif edildigi sekilde
disk difiizyon testi ile gerceklestirildi.
Oncelikle, Mueller Hinton Agar (BD Difco,
ABD) 4.0 mm + 0.5 mm'lik bir derinlige
ulasmak i¢in 90 mm steril Petri kabina
dokiillmustiir. 20 ve 70 uL ekstrakt 6 mm Oxoid
Antimikrobiyal Duyarlilik Test Disklerine
yiiklendi. Sonuglara miidahale edebilecek kalan
etanolii ucurmak icin diskler gece boyunca
steril kosullar altinda 30° C'de kurumaya
birakildi. Bundan sonra, steril serum fizyolojige
inokiile edilmis hazir mikroorganizmalar petri
kaplarmin  ylizeyini tamamen kaplayacak
sekilde ekim yapildi. Bu diskler oda
sicakliginda aseptik kosullar altinda 5 dakika
boyunca kurumaya birakildi (Canli ve ark.,
2015). Daha sonra diskler yiizeye yerlestirilerek
bakteriler inkiibe edildikten sonra inhibisyon
zonu ¢aplart mm cinsinden 6l¢iiliip kaydedildi.

2.6. Kontroller
Bos steril diskler ve ekstraksiyon solventi
(etanol) negatif kontrol olarak kullanild:.

2.7. Istatistik

Istatistiksel analiz, p = 0.05 olan tek yonlii
varyans analizi olan non-parametrik bir yontem
olan Kruskal-Wallis kullanilarak yapildu.

3. Tartisma Ve Sonug

P. filiforme etanol ekstraktinin 17 bakteri ve 1
maya tiiriine kars1 yapilan aragtirma sonucunda
Tablo 1 de goriildiigii gibi 6 bakteri {izerinde
etki saptandi. S. aureus (10 mm), B. subtilis (8
mm), L. monocytogenes (8 mm) ve E. faecalis
(7 mm) gram pozitif bakterileridir ve kullanilan
karayosunu ekstraktinin karst hassas olduklari
belirlendi. Gram negatif bakterilerden K.
pneumoniae (7 mm) ve S. enteritidis (7 mm)
tiirlerinde etki goriildii.
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Tablo 1. P. filiforme i¢in disk difiizyon testi sonuglari (mm cinsinden inhibisyon zonlar1).
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S. aureus hastane enfeksiyonlarina yol agan en
onemli patojendir ve yogun bakim tnitelerinde
olmak iizere metisiline direngli S.
aureus (MRSA) enfeksiyonlar1 giderek artan
oranlarda rapor edilmektedir (Richards ve ark.,
1999). Yapilan baz1 ¢alismalarda, yogun bakim
iinitelerinden izole edilen S. aureus izolatlarinin
yaklagik %80'inin metisiline direngli oldugu
saptandi (Ippolito, 2010).

Uyar ve ark. (2016) tarafindan gergeklestirilen
calismada T. alopecurum karayosunu tiiriiniin S.
aureus bakterisine karsi olusturmus oldugu zon
8 mm’dir. Aym c¢alismada C. cuspidata
karayosunu tiiriintin de S. aureus bakterisine
kars1 gosterdigi zon 7 mm’dir. P. filiforme nin
S. aureus tiirii bakteriye karst olusturdugu zon
10 mm’dir. Bu nedenle P. filiforme’ nin bu sus
tizerindeki  etkisi  diger  ¢alisma  ile
karsilastirildiginda oldukea yiiksek bulundu.

Kaynaklar

P. filiforme nin, L. monocytogenes’e Karsi en
yiiksek dozajda 8 mm zon olusturdugu goriildii.
L. monocytogenes antibiyotik direnci igin
giinimiizde ¢ok Onemsenmese de siirekli ve
yavag bir direng gelistirme mekanizmasinin
oldugu tespit edilmis olup gelecekte hastane
enfeksiyonlari acisindan biiytik risk
olusturacagi tahmin edilmektedir (Conter ve
ark., 2009). P. filiforme 'nin, L.
monocytogenes’e karsi saptanan antimikrobiyal
etkisi bu nedenle ayr1 bir 5nem tagimaktadir.

Calismanin sonucunda elde edilen etkilerin

daha fazla madde miktar ile
gergeklestirildiginde  daha  biiyiikk  etkiler
olugabilecegi tahmin edilmektedir.  Aktif

bilesiklerin farmakokinetik goriiniisiine bagh
olan etki mekanizmasini ve antibiyotik
etkilesimlerini belirlemek i¢in daha fazla
arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
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