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OzET

Karayosunlarinin hastaliklara karsi etkisi oldugu ¢ok uzun yillardan beri bilinmektedir ve yaralarin tedavi edilmesi
ve enfeksiyonlar ile miicadele gibi alanlarda etkin olarak kullanilmaktadirlar. Bu ¢alismada Plagiomnium elatum,
Rhynchostegium megapolitanum, Tortella fasciculata ve Tortella tortuosa karayosunu orneklerinin etil alkol
ekstraktlar1 disk diflizyon yontemi kullanilarak, 8 gram pozitif, 9 gram negatif bakteri ve 1 maya olmak iizere,
toplam 18 mikroorganizma iizerinde test edilerek antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir. Disk difiizyon testi
sonucunda tiim karayosunu 6rneklerinin birka¢ mikroorganizmaya karsi antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu ve
ozellikle gram pozitif olan Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve gram negatif olan Escherichia coli ATCC
25922 iizerinde belirgin bir antimikrobiyal aktivitesinin oldugu ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Plagiomnium elatum, Rhynchostegium megapolitanum, Tortella fasciculata, Tortella
tortuosa, Antimikrobiyal aktivite, Disk difiizyon

Determination Of In Vitro Antimicrobial Activities of Some Moss
Species

ABSTRACT

Mosses have been known for many years to be effective against diseases and they are successfully used in areas
such as treating wounds and fighting infections. In this study, ethyl alcohol extracts of Plagiomnium elatum,
Rhynchostegium megapolitanum, Tortella fasciculata and Tortella tortuosa were tested using disk diffusion
method on a total of 18 microorganisms, 8 gram positive, 9 gram negative bacteria and 1 yeast, and their
antimicrobial activities were determined. As a result of the disk diffusion test, it was demonstrated that all moss
samples had antimicrobial activity against several strains, but they had significant antimicrobial activities
especially on gram positive Staphylococcus aureus ATCC 25923 and gram negative Escherichia coli ATCC
25922.

Keywords: Plagiomnium elatum, Rhynchostegium megapolitanum, Tortella fasciculata, Tortella tortuosa,
Antimicrobial activity, Disk diffusion
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|. GIRIS

Giliniimiizde artan Diinya niifusu, gida iirlinlerinde azalan dogallik ve endiistriyel atiklarm giderek
artmast sonucunda saglik problemleri de hizla artmaktadir. Toplumlarin en biiyiik saghk
problemlerinden biri de enfeksiyon hastaliklaridir. Enfeksiyon hastaliklari ile miicadelede kullanilan
dogal veya sentetik olarak tiretilen antibiyotiklerin, mikroorganizmalarin direng olusturmalari nedeniyle
etkisiz kalmaya baslamasinin yam sira, yan etkilerinin ortaya konmasi bilim insanlarinin yeni
antimikrobiyal etkiye sahip maddeleri kesfetmesi ve yeni saglik stratejileri gelistirmesini zorunlu hale
getirmistir [1,2].

Tarih boyunca hastaliklarin tedavisinde ve enfeksiyonlar ile miicadelede bitkiler kullanilmistir. Diinya
Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan diinya genelinde 20.000 bitkinin tedavi amagcli kullanildig1 rapor
edilmistir [3]. Tedavi amaciyla kullanilan bitki gruplarindan biri de Musci (Karayosunlari), Hepaticae
(Tallussu ve yapraksi cigerotlar1), Anthocerotae (Boynuzsu cigerotlar1) siniflarini iginde bulunduran
yaklagik 1.036 cins ve 18.409 tiirden olusan Briyofitlerdir [4]. Briyofitler igerisinde yer alan
karayosunlarinin ¢ok eski donemlerden beri iyilestirici Ozelligi bilinmekte ve tedavi amaciyla
kullanilmaktadir [5].

Karayosunlarinin Diinya genelinde yaklasik 12.700 tiirii iilkemizde ise 7 tiirii endemik olmak iizere
toplam 835 tiirii bulunmaktadir [6, 7]. Ekosistemin 6nemli pargalarindan biri olan karayosunlari,
genellikle ekonomik degeri fazla olmayan ve biiylik bir kisminin ayirt edilebilmesi zor olan kiigiik
tohumsuz bitkilerdir [8]. Karayosunlari {izerine yapilan c¢alismalar, basit yapilarina ragmen
karayosunlarinin sahip olduklar1 sekonder metabolitlerin bazilarinin yaralarin iyilesmesinde etkili
oldugu ve bazi mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etki gosterdiklerini ortaya koymustur [9]. Bu
calismada Plagiomnium elatum (Bruch & Schimp.) T.J.Kop., Rhynchostegium megapolitanum
(Blandow. ex F. Weber & D. Mohr) Schimp, Tortella fasciculata (Culm.) Culm. ve Tortella tortuosa
(Hedw.) Limpr karayosunu o&rneklerinin etanol ekstraktlarinin 18 mikroorganizma {izerinde
antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir.

II. MATERYAL METOD

A. KARAYOSUNU ORNEKLERI

Bu calismada kullanilan karayosunu ornekleri Dogent Doktor Kerem Canli tarafindan Amasya
Akdag’dan toplanmug ve tiir teshisleri yapilmugtir. Sahit rnekler Dokuz Eyliil Universitesi, Biyoloji
Boliimii’nde saklanmustir.

Tablo 1. Bu ¢alismada kullanilan bryofitlerin lokasyonlart.

Karayosunu Tiirleri Lokasyon Rakim Koordinat
1 Plagiomnium elatum Akdag, Amasya 872 N 40° 41.006" E 036°
3,902’
2 Rhynchostegium Akdag, Amasya 498 N 40° 41.154" E 035°
megapolitanum 57,4717
3 Tortella fasciculata Akdag, Amasya 1550 N 40° 47.935" E 036°
6,600
4 Tortella tortuosa Akdag, Amasya 1650 N 40° 48.358°E 036°
5,140’
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B. EKSTRAKSIYON YONTEMIi

Karayosunu ornekleri toplanip kurutulduktan sonra 100 gram ornek blender ile toz haline alana kadar
ogiitiilmiistiir. Ogiitme isleminin ardindan toz haline gelen &rnekler 200 mL saf etil alkol (Sigma-
Aldrich) i¢inde 48 saat boyunca 140 ppm'de ve oda kosullarinda galkalanmistir. 48 saatin sonunda
Whatman No. 1 filtre kagidi kullanilarak cam balonlar igerisine stiziilmustiir. Stizme isleminin ardindan
etil alkol 30°C'de doner buharlastirici (Buchi R3) ile vakum altinda buharlastirilmistir. Buharlastirma
isleminin tamamlanmasindan sonra 6lgtimler yapilmis, kalintilar toplanmis ve ekstrakt hazirlamak igin
kullanilmigtir [10]. P. elatum 180 mg, 15 mL etanol i¢erisinde, R. megapolitanum 170 mg, 15 mL etanol
icerisinde, T. fasciculata 50 mg, 5 mL etanol igerisinde ve T. tortuosa 50 mg, etanol 10 mL igerisinde
cozdiiriilerek ekstrakt stoklar1 hazirlanmigtir.

C. MIKROORGANIZMALAR

P. elatum, R. megapolitanum, T. fasciculata, T. tortuosa tiirlerinin antimikrobiyal aktivitelerinin
belirlenmesi i¢in 8 gram pozitif, 9 gram negatif bakteri ve 1 maya toplam 18 mikroorganizma Mueller
Hinton Agar (BD Difco, ABD) tizerinde zenginlestirilerek kullanilmistir [10]. Kullanilan suslarm 117
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 ve Staphylococcus
epidermidis DSMZ 20044 bakterileridir. 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. Calismada Candida albicans DSMZ 1386 olmak {izere 1 standart maya
kullanilmigtir. Ayrica gidalardan izole edilen alt1 bakteri de ¢aligilmistir. Bu bakterilerden Enterococcus
faecium, Enterococcus durans, Listeria innocua gram pozitif, Klebsiella pneumoniae, Salmonella
infantis ve Salmonella kentucky gram negatifdir.

D. INOKULUM HAZIRLAMA

Antimikrobiyal aktivitesi belirlenen bakteri tiirleri 37 © C'de 24 saat, kullanilan tek maya tiirii C. albicans
27 ° C'de 48 saat inkiibe edilmistir [11]. Bakteri tiirlerinde yaklasik 108 cfu.mL? ve C. albicans’da
yaklagik 107 cfu.mL? igeren inokiilasyonlar: standart hale getirmek amaciyla tiim bakteri ile maya tiirleri
steril % 0,9 NaCl ¢ozeltisi i¢erisinde 0,5 Mc Farland standardina getirildikten sonra ¢alisma yapilmistir
[12,13].

E. ANTIMiKROBIYAL AKTIiVITE TESTI

Karayosunu orneklerinin etanol ekstraktlarinin antimikrobiyal aktiviteleri Andrews [14] tarafindan
aciklanan sekilde disk difiizyon testi ile belirlenmistir. Baglangi¢c asamasinda Mueller Hinton Agar (BD
Difco, ABD) 4,0 mm + 0,5 mm’lik bir kalinlikta olacak sekilde 90 mm steril petri kabina dékiilmiistiir.
Ardindan P. elatum 30, 60, 100uL, R. megapolitanum 30, 60, 100uL, T. fasciculata 20, 30, 60uL ve T.
tortuosa 30, 60, 150puL miktarlarinda 6 mm yaricapa sahip Oxoid Antimikrobiyal Duyarlilik Test
Disklerine yiiklenmistir. Diskler tizerinde bulunan ve test sonuglarina etki edebilme ihtimali olan kalan
etil alkolii disklerden ugurmak icin bir gece 30° C'de steril kosullar altinda kurumaya birakilmistir.
Kuruma isleminin ardindan steril NaCl ¢6zeltisi igerisinde standardize edilmis mikroorganizmalar Petri
kaplarina dokiilmiis olan besi yerlerinin yiizeyini tamamen kaplayacak sekilde ekimleri yapilmistir [15].
Ekim igleminin tamamlanmasinin ardindan son olarak ekstrakt yiiklii olan diskler mikroorganizma ekimi
yapilmis olan besi yerlerinin iizerine yerlestirilerek inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi
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tamamlandiktan sonra disklerin etrafinda olusan inhibisyon zonlarinin ¢aplari mm olarak 6l¢iilmiis
kaydedilmistir [16].

F. KONTROLLER

Ekstraksiyon solventi (etanol) ile steril bos diskler negatif kontrol olarak kullanilmistir. Ayrica
Gentamisin antibiyotigi de pozitif kontrol olarak kullanilarak sonuglarin Kkarsilastirilmasinda
kullanilmigtir.

G. ISTATISTIK

Yapilan biitiin testler ti¢ tekrarli olacak sekilde uygulanmistir. Deneysel c¢alismalardan elde edilen
veriler, tekrarlar arasindaki farkin nemini gostermek i¢in ANOVA testi ile analiz edilmis ve ekstraktin
antimikrobiyal aktivitesi ile artan konsantrasyonlar arasinda bir korelasyon olup olmadigini gostermek
icin Pearson korelasyon katsayist kullanilmistir. Istatistiksel analiz icin R Studio, versiyon 3.3.2
kullanilmistir [17].

1. BULGULAR

P. elatum, R. megapolitanum, T. fasciculata ve T. tortuosa tiirlerinin antimikrobiyal aktivitelerinin
belirlenmesi amaciyla 18 mikroorganizma iizerinde yapilan disk difiizyon testinde 16
mikroorganizmaya karsi etki tespit edilmistir. P. elatum tiirii S. aureus (10 mm), L. monocytogenes (9
mm), S. enteritidis (9 mm), E. faecium (8 mm), E. coli (8 mm), K. pneumoniae (8 mm), S. epidermidis
(8 mm), P. aeruginosa (7 mm) ve E. aerogenes (7 mm) suslarina kargi etki gOstermistir. R.
megapolitanum tiirii E. coli (9 mm), E. aerogenes (8 mm), S. enteritidis (8 mm), S. epidermidis (8 mm),
L. monocytogenes (8 mm), K. pneumoniae (7 mm), P. aeruginosa (7 mm) ve S. typhimurium (7 mm)
suslar1 {izerinde etkili olmustur. T. bambergeri tiirii E.aerogenes (8 mm), S. kentucky (8 mm), E. coli (7
mm), P. aeruginosa (7 mm) suslarina kars1 etkili olmustur. T. tortuosa tiirii S. aureus (9 mm), B. subtilis
(9 mm), E. faecium (8 mm), K. pneumoniae (8 mm), S. epidermidis (8 mm), E.aerogenes (7 mm), E.
faecalis (7 mm), E. coli (7 mm), L. innocua (7 mm), P. fluorescens (7 mm), S. enteritidis (7 mm), S.
infantis (7 mm) ve S. kentucky (7 mm) suslarina karsi etkili oldugu belirlenmistir. Bu ¢aligmada pozitif
kontrol olarak gentamisin antibiyotik diskleri kullanilmustir.
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Tablo 2. Bu ¢alismada kullanilan bryofitlerin disk difiizyon testi sonuglar.

Plagiomnium elatum

Rhynchostegium megapolitanum

Tortella fasciculata

Tortella tortuosa

Gentamicin
30ulL 60uL 100pL 30uL 60uL 100uL 20uL 30uL 60uL 30ulL 60uL 150uL

Bacillus subtilis DSMZ 1971 - - - - - - - - - - 7.00£0.00  8.00=0.58 40
Candida albicans DSMZ 1386 - - - - - - - - - - - - )

Enterobacter aerogenes ATCC 13048 - - 7.00 +0.00 - 800£0.00 8.00+0.58 |7.00£0.00 7.00£058 8.00+0.58 [7.00£0.00 7.00+0.00 7.000.58 23
Enterococcus durans - - - - - - - - - - - - 14
Enterococcus faecalis ATCC 29212 - - - - - - - - - - - 7.00 + 0.00 13
Enterococcus . faecium - 7.00+0.00  8.00 +0.58 - - - - - - - 7.00+0.00 8.00%0.58 28
Esherichia coli ATCC 25922 8.00+0.58 7.00+0.00 8.00+0.00 - 7.00£0.00  9.00+0.58 - - 7.00 + 0.00 - - 7.00 + 0.00 20
Klebsiella pneumonia 7.00+£0.00 8.00£0.00 8.00=+0.58 7.00+£0.00 7.00£0.00 7.00+0.00 - - - 7.00+£0.00 7.00+0.58 8.00+0.58 22
Listeria innocua - - - - - - - - - - - 7.00 +0.00 23
Listeria monocytogenes ATCC 7644 7.00+£0.00 8.00£0.00 9.00=+0.00 8.00+0.58 7.00£0.00 7.00+0.00 - - - - - - 28
Pseudomonas aeruginosa DSMZ 50071 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+0.58 - - - 15
Pseudomonas fluorescens P1 - - - - - - - - - - - 7.00 +0.00 12
Salmonella enteritidis ATCC 13075 7.00+0.00 8.00+0.58 9.00=+0.00 7.00+£0.00 7.00+0.00 8.00+0.00 - - - - - 7.00 £ 0.00 24
Salmonella infantis - - - - - - - - - 7.00+0.00 7.00+0.00 7.00+0.00 24
Salmonella kentucky - - - - - - 7.00+£0.00 7.00£0.00 8.00+0.00 |7.00+£0.00 7.00£0.00 7.00+0.58 13
Salmonella typhimurium SL1344 - - - - - 7.00 £ 0.00 - - - - - - 23
Staphylococcus aureus ATCC 25923 8.00£0.58 9.00%0.00 10.00 £ 0.58 - - - - - - - - - 24
Staphylococcusepidermidis DSMZ 20044 - 7.00+0.00 8.00+0.00 - 7.00+0.00  8.00+0.00 - - - 7.00+£0.00 8.00+0.00 9.00=+0.58 25
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V. SONUC

Bu ¢alismada P. elatum, R. megapolitanum, T. fasciculata, T. tortuosa olmak iizere dort farkli
karayosunu 6rnegi kullanilmistir ve yapilan test sonucunda en iyi antimikrobiyal etki 13 farkli susa kars1
etki gosteren T. tortuosa 6rneginden alinmustir. P. elatum tiiriiniin S. aureus susuna karsi olusturdugu 8,
9 ve 10 mm zonlar da 6nemli sonuglardan biridir.

Sonuglar {izerinde gergeklestirilen istatistiksel analiz sonucunda test edilen 6rneklerin paralelleri
arasindaki fark istatistiksel olarak incelenmistir. Caligmada kullanilan paralel ¢aligmalarin birbirinden
istatistiksel olarak farkli olmadig1 goriilmiistir (p> 0,05). Ayrica drneklerin farkli konsantrasyonlarina
ait antimikrobiyal aktiviteleri arasindaki fark da istatistiksel olarak incelenmis ve P. elatum (p =0,4738),
R. megapolitanum (p = 0,3399) ve T. fasciculata (p = 0,6304) i¢in farkin 6nemli olmadig: goriiliirken;
T. tortuosa’da (p = 0,04692) konsantrasyonlarinin antimikrobiyal aktiviteleri arasinda istatistiksel olarak
fark oldugu belirlenmis ve yapilan Pearson korelasyon analizi sonucunda dozaj artisi ile antimikrobiyal
etki arasinda zayif bir korelasyon (p = 0,31889) oldugu sonucuna ulasilmistir.

Savaroglu ve arkadaslar1 [18] tarafindan yapilan caligmada T. tortuosa o6rneginin 7 farkli ¢oziicii
kullanilarak hazirlanan ekstraktlar1 6 farkli bakteri ve 3 farkli maya iistiinde antimikrobiyal aktiviteleri
belirlenmistir. Calismada kullanilan bakteri tiirleri ortak olmakla birlikte farkli olarak bu calismada T.
tortuosa 6rneginin etanol ekstrakti kullanilmigtir. Yapilan bu ¢alismada ortak suslar olan B. subtilis, E.
faecalis, E. coli, S. typhimurium, S. aureus’a kars1 alinan sonuglar Savaroglu ve arkadaslar tarafindan
yapilan ¢aligma ile paralellik gostermekte ve farkli ¢oziicii ekstrakti olarak sonuglar1 genisletmektedir.

Karpinski ve Adamczak [19] tarafindan gergeklestirilen aragtirmada 12 farkli karayosunu 6rneginin
etanol ekstraktlarinin 5 farkli mikroorganizma iizerinde antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmistir. ki
calismada ortak olan E. faecalis, E. coli, S. aureus ve K. pneumoniae suslarina karsi alinan sonug
karsilastirildiginda bu ¢alismada kullanilmis olan P. elatum, R. megapolitanum, T. fasciculata, T.
tortuosa ornekleri Karpinski ve Adamczak tarafindan yapilan ¢alismadaki 5 karayosunu drneginde daha
diisiik, 3 karayosunu 6rnegi ile esit ve 4 karayosunu 6rneginde ise daha yiiksek antimikrobiyal aktivite
gostermistir.

Ertiirk ve arkadaglar1 [20] tarafindan 8 farkli karayosunu tiiriiniin etanol ekstraktlarinin 10 bakteri ve 3
maya susuna karsi antimikrobiyal aktivitelerinin belirlendigi ¢alismada kullanilan 6 bakteri ve 1 maya
tiirii bu calisma ile ortaktir. Bu ¢alismada kullanilan karayosunu 6rnekleri iki ¢calismada kullanilan ortak
olan E. coli, K. pneumoniae, L. monocytogenes, S. aureus, S. typhimurium, P. aeruginosa, C. albicans
suslarina kars1 diger ¢alismadaki 6rneklerden daha az antimikrobiyal aktivite gostermistir.

Olasoji ve arkadaslar1 [21] gerceklestirdigi c¢alismada 3 farkli karayosunu Orneginin etanol
ekstraktlarinin 4 bakteri ve 2 maya susuna karsi antimikrobiyal aktivite belirlenmistir. Calismada
kullanilan E. coli, B. subtilis, S. aureus, P. aeruginosa, C. albicans suslar1 her iki ¢alisma i¢inde ortaktir.
Gergeklestirilen calismada kullanilan 3 farkli karayosunu 6rnegi ortak suslara karsi antimikrobiyal etki
gostermezken bu ¢alismada kullanilan karayosunu Ornekleri sadece C. albicans susuna karsi etki
gdstermemis, kalan suslara karsi etki gdstermistir.

Bu caligma ile antimikrobiyal aktivitesi belirlenen karayosunu 6rneklerinin ortaya koydugu etkilerin
madde miktarinin arttirildiktan sonra testler tekrar edildiginde daha yiiksek antimikrobiyal aktivite
gostermesi  beklenilmektedir. Karayosunu  orneklerinin  ekstraklarinda  saflagtirma  islemi
gerceklestirilmedigi igin ekstraktlarin sahip olduklar etken madde miktar1 bilinmemektedir. Daha sonra
yapilacak bir saflastirma islemi sonrasinda dozaj ¢aligmalar1 yapilarak goriilen antimikrobiyal etkiden
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pratikte faydalanmilip faydalanilamayacagi daha net olarak ortaya konulabilecektir. Karayosunu
orneklerinin sahip oldugu aktif bilesiklerin farmakokinetik etki mekanizmalart ve antibiyotik
etkilesimlerinin tespit edebilmesi i¢in daha kapsamli arastirmalara gerek duyulmaktadir.

Not: Bu ¢aligmada kullanilan Plagiomnium elatum ve Rhynchostegium megapolitanum érnekleri poster
bildiri olarak Mayis 2017 tarihlerinde Konya’da diizenlenen 1. International Congress on Medicinal and
Aromatic Plants ’de sunulmus ve 6zet metin olarak kongre kitabinda yer almistir. Tortella fasciculata
(Posterde tiiriin onceki ismi olan Tortella bambergeri kullanilmistir) ve Tortella tortuosa 6rnekleri de
poster bildiri olarak 11-13 Mayis 2017 tarihlerinde Kayseri’de diizenlenmis olan ECOLOGY 2017°de
sunulmus ve 6zet metin olarak kongre kitabinda yer almistir.
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