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Ozet

Bu calismada, Tortella tortulosa (Hedw.) Limpr. Oziitlerinin antimikrobiyal etkisinin gozlenmesi
amaclanmaktadir. Calismada sekiz farkli ¢6ziicii (kloroform, benzen, dietil eter, etil alkol, metil alkol, etil
asetat, sdH,O ve 0.5M Tris-HCI tamponu (pH: 8.0)) kullanilarak 6ziitler elde edilmis ve bunlarin in vitro
antimikrobiyal etkileri disk difiizyon testi kullanilarak denenmistir. Disk difiizyon testi ile elde edilen
sonuglar; minimum inhibisyon konsantrasyonu, minimum bakterisidal konsantrasyonu ve minimum
fungisidal konsantrasyonu testleri ile desteklenmistir. Calismada ayrica sekiz adet referans antibiyotik
pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Sonug olarak, elde edilen oziitlerin Staphylococcus aureus ATCC
25923, Candida albicans ATCC 95071, Shigella flexneri (klinik izole) ve Trichophyton rubrum (klinik
izole) suslarina kars1 etkili oldugu gézlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Tortella tortulosa, antimikrobiyal aktivite, disk difiizyon testi, MIC, MBC/MFC

Antimicrobial Activity of Tortella tortulosa (Hedw.) Limpr. Extracts

Abstract

This study aims to observe the antimicrobial activity of Tortella tortulosa (Hedw.) Limpr. extracts. Eight
different extraction solvents (chloroform, benzene, diethyl ether, ethyl alcohol, methyl alcohol, ethyl acetate, sdH,O
and 0.5M Tris-HCI buffer (pH:8.0)) were used in the study and all the extracts were investigated for in vitro
antimicrobial activity by using the disc diffusion method. The results were supported with the minimum inhibitory
concentration, the minimum bactericidal concentration and the minimum fungicidal concentration tests. Six reference
antibiotics were used as positive controls to compare the results. As a result, the extracts present activity against
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Candida albicans ATCC 95071, Shigella flexneri (clinical isolate) ve
Trichophyton rubrum (clinical isolate).

Keywords: Tortella tortulosa, antimicrobial activity, disc diffusion method, MIC, MBC/MFC

Giris islenmis gidalarin  korunmasindan, ilag
Bitkiler, yiizyillardan beridir cesitli hammaddesi olarak kullanilmalarina;
hastaliklarin ~ tedavisinde  kullanilmigtir alternatif tiptan, dogal terapilere kadar
(Jones, 1996). Giiniimiizde de birgok uzanmaktadir (Reynolds, 1996; Lis-Balchin

ve Deans, 1997).
Bitkiler alemi altinda incelenen

gelismis Ulkede, hastaliklarin tedavisinde
kullanilan maddelerin  %80'inin  bitkisel

kokenli oldugu goze carpmaktadir (Baytop,
1999; Keles ve ark., 2001). Hastaliklarin
tedavisi i¢in kullanilabilecek yeni etken
maddeleri  kesfetmek  amaciyla  bilim
insanlari; bitkilerin antimikrobiyal,
antitimoral gibi tibbi kullanim alanlarini
siirekli arasgtirmaktadir (Rajakaruna ve ark.,
2002). Yapilan arastirmalardan biri olan
antimikrobiyal aktivite caligmalarinin ¢ok
cesitli  kullanim alanlar1  bulunmaktadir.
Bitkilerden elde edilen antimikrobiyal
maddelerin kullanim alanlar1 ham veya

Bryofitler, yaklasik olarak 14,500 tiirii igeren
genis bir gruptur (Veljic ve ark., 2008).
Bryofitleri bazi kus ve bocekler besin
kaynag1 olarak kullanirken, diger birgok canli
besin olarak bunlar1  kullanmamaktadir
(Saxena ve Harinder, 2004). Hatta birgok
karayosunu bazi ¢liriik¢iil organizmalara
karsi gosterdigi etki sebebiyle uzun yillar
bozulmadan kalabilmektedir.

Antimikrobiyal = maddelerin  kaynagi
olarak yiiksek bitkiler ¢cok sik kullanilmasina
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ragmen, Bryofitler'in bu amagla kullanimlari
yaygin degildir (Basile ve ark., 1998).

Bryofitlerin bir {iyesi olan karayosunlari,
ylizyillar 6nce de yaralar iyilestirme ve
yaralarda  enfeksiyon riskini  azaltma
amaciyla kullanilmistir. Cinliler ve Amerika
yerlileri ¢esitli karayosunu tiirlerini yaralar
tyilestirmek i¢in kullandigr bilinmektedir
(University of Michigan, 2003). Ornegin;
Philonotis, Bryum, Mnium, cinslerine ait bazi
tirler ezilerek bir ¢esit macun haline
getirilmis ve yaralarin {izerine merhem
olarak  siiriilmistir  (Glime, 2007).
Hindistan’in Himalaya bolgesinde
karayosunu kiillerinin karigimi, yag ve bal ile
karigtirilarak; kesikler, yaniklar ve yaralar
tizerine silriilmiistir (Pant ve ark., 1986).
Ayrica Cinlilerin; tonsilit, bronsit, sistit, deri
hastaliklart ve yaniklarin tedavisi igin
yaklastk 40 c¢esit Bryofit’i  kullandig
kayitlarda bulunmaktadir (Altuner, 2008).
Her ne kadar Bryofitler'in Cin'de tibbi
amacla 400 yildir kullanildiklar1 bilinse de
(Asakawa, 1990), son 20 yildir bunlarin
bilimsel olarak incelendigi ve bu ¢alismalarin
yayinlandigi goriilmektedir (Garnier ve ark.,
1961; Ando ve Matsuo, 1984).

Yaygin olarak kullanilan antibiyotiklere,
bakteri ve mantarlarin siirekli direng
kazandigi g6z Oniine alindiginda, yeni
antimikrobiyal maddelerin arastirilmasi ve
yeni antimikrobiyal —maddelerin  tespit
edilmesinin 6nemi belirgin bir sekilde aciga
cikmistir (Erdogrul, 2002).

Bu ¢alismanin amaci, bir karayosunu olan
Tortella tortulosa (Hedw.) Limpr. 6ziitlerinin

in vitro antimikrobiyal etkisinin
incelenmesidir.

Materyal ve Metot

Karayosunu 6rnekleri

Tortella  tortuosa  (Hedw.)  Limpr.

ornekleri, Bolu - Gerede, Aktas Ormani,
Toprak iizeri, 1200 m'den toplanmis;
orneklerin teshisi Prof. Dr. Barbaros CETIN
ve Do¢ Dr. Giray UYAR tarafindan
yapilmustir.

Ekstraksiyon yontemi
Ekstraksiyon  Oncesinde  karayosunu
ornekleri topraktan arindirmak igin steril

distile su (sdH,O) ile iyice yikanmistir.
Orneklerden ekstraksiyonu kolaylastirmak
amactyla, sivi azot kullanilmistir. Bu sayede
tirlerin tamamen toz haline getirilmesi

saglanmigtir.  Ekstraksiyon i¢in 50 mg
karayosunu tozu, 2 ml ¢dziici iginde
bekletilmistir. Coziicii olarak  kloroform

(Riedel - de - Haén / 24216), benzen (Riedel
- de - Haén / 24515), dietil eter (Riedel - de -
Haén / 24005), etil alkol (Carlo ERBA / 414
608002), metil alkol (Riedel - de - Haén /
24229), etil asetat (Riedel - de - Haén /
27227), sdH,O ve 0.5M Tris-HCI tamponu
(pH: 8,0) kullanilmustir.
Coziiciiler i¢inde 1 saat

ornekler deneylerde kullanilmugtir.

bekletilen

Mikroorganizmalar

Yapilan calismada antimikrobiyal
aktivitenin gozlenmesi amaciyla; Bacillus
subtilis ATCC 6633, Yersinia enterocolitica
03, Salmonella enteretidis ATCC 13076,
Staphylococcus — aureus ATCC 25923,
Escherichia coli ATCC 11230, Candida
albicans ATCC 95071, Escherichia coli
O157:H7, Listeria monocytogenes ATCC
7644, Shigella flexneri (klinik izole) ve
Trichophyton rubrum (klinik izole) suslari
kullanilmagtir.

Kiiltiirlerin hazirlanmasi

Bakteri suslar1 37°C'de 24 saat, C.
albicans ATCC 95071 ve T. rubrum suslar
ise 27°C'de 48 saat siire ile inkiibe edilmistir.
Kiiltiirler, morfolojik olarak benzer olan
kolonilerin %0,9 steril tuzlu su ¢ozeltisine,
¢ozeltinin  bulanikligt 0,5 McFarland
standardina esit olacak sekilde aktarilmasiyla
elde edilmistir. Sonugta, bakteri kiiltiirlerinde
yaklasik 10° cfuml’, C. albicans ATCC
95071 ve T. rubrum Kkiltirlerinde ise
yaklastk 10’cfu.ml” hiicre elde edilmistir
(Hammer ve ark., 1999).

Disk difiizyon testi

Disk difiizyon testi BSAC (2003)
kaynaginda belirtildigi sekilde yapilmistir.
Besi yeri, 120 mm steril petri kutularina
ortalama 4.0 mm =+ 0.5 mm derinlikte olacak
sekilde dokiilmiistiir. Her oOziitten 20 pul
almarak, 6 mm'lik steril bos antibiyotik
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disklerine (HiMedia SD 067) emdirilmistir
(Mahasneh ve El-Oqlah, 1999). Disklere
yiiklenen oziitlerde bulunan ¢oziiciilerin
sonucu etkilememesi amaciyla diskler 24
saat boyunca steril ortamda kurutulmustur
(Silici ve Koc, 2006). Besi yerlerinin
ylizeyine kiiltiirler ekiivyon ile yayildiktan
sonra besi yerleri oda sicakliginda 5 dk
bekletilmis, daha sonra diskler besi yerlerinin
ylizeyine uygulanmigtir. Biitiin testleri ii¢
paralel olarak gerceklestirilen ¢aligmada;
petri  kaplar1 inkiibe edilmig, inhibisyon
zonlariin ortalamalart milimetre cinsinden
ifade edilmistir.

Minimum inhibisyon konsantrasyonu
(MIC)

MIC testi, Basile ve arkadaslarinin (1998)
belirttigi sekilde, Broth seyreltme metoduyla
yapilmigtir. 2 katli seyreltmeler yapilarak,
0,0039 - 2 mg.ml™" arasinda konsantrasyonlar
elde edilmis ve gozle goriilebilir bakteri
gelisiminin  inhibe edildigi en disik
konsantrasyon, MIC degeri olarak ifade
edilmistir.

Minimum bakterisit konsantrasyonu
(MBC) ve minimum fungusit
konsantrasyonu (MFC)

MBC ve MFC testleri, bulanik olmayan
MIC tiiplerinden alinan Orneklerin besi
yerine ekilmesi ile yapilmistir. Bakteri ya da
mantar gelisimini inhibe eden en diisiik
konsantrasyon MBC veya MFC degeri olarak
ifade edilmistir.

Kontroller

Oziitlerin elde edilmesinde kullanilan
biitiin ¢oziiciiler ve bos steril antibiyotik
diskleri negatif kontrol olarak kullanilirken;
Cephalothin (30pg), Gentamicin (10pg),
Cefuroxime (30pg), Ampicilline (10ug),
Sulfamethoxazole - Trimethoprim (23.75 —
1.25 pg) ve Vancomycin (30pg) antibiyotik
diskleri pozitif kontrol olarak kullanilmaistir.

Istatistiksel hesaplamalar

Biitiin  testler 3 kez tekrarlanmis,
degerlerin ortamalari alinmig ve sonuglar
MACANOVA (Version 5.05) programi
kullanilarak yorumlanmstir (P <0.05).

Bulgular

Bu c¢alismanin amaci, Tortella tortulosa
(Hedw.) Limpr. ozitlerinin antimikrobiyal
etkisinin incelenmesidir. Bu amacgla Once
disk diflizyon testi uygulanmistir. Bu testte,
oziitler steril ve bos antibiyotik disklerine
emdirildikten sonra diskler, mikroorganizma
kiltiirleri ilizerinde denenmistir.
Mikroorganizma iizerinde etki gosteren
oOziitler, besi yerlerinde inhibisyon zonu
olusturmustur. Bu inhibisyon zonlarmin cap1
milimetre olarak kaydedilmistir ve sonuglar

Tablo I'de verilmistir. Oziitlerin
antimikrobiyal etki gostermedigi
mikroorganizmalar Tablo 1’de

belirtilmemistir.

Buna gore, B. subtilis ATCC 6633, Y.
enterocolitica 03, S. enteretidis ATCC
13076, E. coli ATCC 11230, E. coli
O157:H7 ve L. monocytogenes ATCC 7644

bakterileri  lizerine  higbir  06ziit etki
gostermemistir.
S.  flexneri  bakterisine, karayosunu

tiiriiniin kloroform &ziitii hari¢ diger 6ziitlerin
etkisi oldugu gozlenmistir. Ancak gozlenen
etki, Ampicillin hari¢ diger biitiin referans
antibiyotiklerinin neden oldugu etkiden ¢ok
diistiktiir.

S.aureus ATCC 25923 bakterisi iizerine
karayosununun sadece kloroform o&ziitii etki
gostermis olup; bu etki, Vancomycin’den
daha  etkili iken  Gentamicin  ve
Sulfamethoxazole - Trimethoprim’in etkisine
cok yakindir.

Karayosunun kloroform, metil alkol, etil
asetat ve sdH,O oziitlerinin C. albicans
ATCC 95071 f{izerine etkisi gozlenmistir.
Kloroform, metil alkol ve etil asetat
oziitlerinin  etkisi, bu mikroorganizma
tizerine etki gosteren referans antibiyotiklerin
cok altinda kalirken, sdH,O 6ziitii Ampicillin
ve Gentamicin’in etkisine yakin bir etki
gostermigtir.

Antimikrobiyal maddeler, bakteri ve
mantarlar1 6ldiiriicti (letal) veya bunlarin
tremesini  baskilayict  etki  gosterirler.
Uygulanacak disk difiizyon testi, letal ve
iremeyi baskilayict dozu sdylemek icin tek
basina yeterli degildir. Etkinin cinsini
belirlemek amaciyla disk difiizyon testine ek
olarak, MIC ve MBC/MFC testlerinin
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Tablo 1. Disk difiizyon testi sonuglari (Inhibisyon zonlar1 - mm)

Tortella tortulosa ekstraktlar: Antibiyotikler
Mikroorganizmalar Kloroform Benzen Dietil Etil Metil Etil sdH,0 Tampon CF GM CXM AM SXT VA
Eter Alkol Alkol Asetat
Shigella flexneri - 7.00 7.33 7.33 7.00 7.33 7.33 7.00 22.00 22.00 29.00 - 26.00 14.00
Staphylococcus
aureus 24.00 - - - - - - - 56.00 27.00 44.00 54.00 27.00 23.00
ATCC 25923
Candida albicans
. - - - . . 19. - - 24, - 22. - .
ATCC 95071 9.00 8.00 9.00 9.00 00 00 38.00
Trichophyton - 1033 10.00  11.00 - - 10.00 - X X X X X x
rubrum
“-*: Herhangi bir etki gozlenmemistir
“x*: Uygulanmamigtir
CF: Cephalothin, GM: Gentamicin, CXM: Cefuroxime, AM: Ampicillin, SXT: Sulfamethoxazole - Trimethoprim, A: Vancomycin
Tablo 2. MIC ve MBC/MFC testi sonuglar1 (Aktif konsantrasyon - mg.ml™)
Tortella tortulosa ekstraktlar:
Mikroorganizmalar Kloroform Benzen  Dietil Eter  Etil Alkol Metil Alkol Etil Asetat sdH,0 Tampon
Shigella flexneri MIC - 40.00 40.00 40.00 40.00 40.00 40.00 40.00
g MBC/MFC - >40.00 >40.00 >40.00 >40.00 >40.00 >40.00  >40.00
MIC 5.00+0.00 - - - - - - -
Staphylococcus aureus ATCC 25923 MBC/MFC 500 ] ) i i ] ) )
. . MIC 40.00 - - - 40,00 40,00 5,00 -
Candida albicans ATCC 95071 MBC/MFC  >40.00 - - - >40.00 40.00 5.00 -
Trichophvion rubrum MIC - 40.00 40.00 40.00 - - 40.00 -
Py MBC/MFC - >40.00  >40.00 >40.00 - - >40.00 -

“-“: Herhangi bir etki gozlenmemistir

AInoe A1jsa104 JO [euinor “Alun NUowelsey|

9L1-L L1 (2) 0L ‘0102 ‘1siBiaq Iss)nyed uewlQ “up nuowejsey

e oA Jaun)y



Kastamonu Uni., Orman Fakiiltesi Dergisi, 2010, 10 (2): 111-116

Kastamonu Univ., Journal of Forestry Faculty

Altuner ve ark.

uygulanmas1  gerekir. Letal etki gosteren
ajanlarin MBC/MFC degerleri MIC degerlerine
yakindir. Uremeyi baskilayict etki gdsteren

oOziitlerde MIC degerleri MBC/MFC
degerlerinden ¢ok diisiiktiir.
Mikroorganizmalarin  geligmesini  gorsel

olarak inhibe eden en diisiik konsantrasyon
olarak belirlenen ve mg.ml' seklinde ifade
edilen MIC degerleri Tablo 2'de verilmektedir.

MIC testinin yapildig1 tiiplerden, gorsel
olarak bulaniklik olmayan tiiplerin, agar
ortamma ¢ekilmesi ile belirlenen ve mg.ml”
seklinde ifade edilen MBC ve MFC degerleri de
Tablo 2'de verilmistir.

Yapilan  c¢aligmada  sonuglar  standart
antibiyotik  testleri ile  karsilastirilmigtir.
Karayosunu  oziitlerinin ~ etki  gosterdigi

mikroorganizmalara kars1 standart antibiyotik
testlerinin etkisine ait veriler de Tablo 1'de
bulunmaktadir.

Ayrica, yapilan testler sonucunda, negatif
kontrollerin (¢oziiciiler ve steril bos disk)
herhangi bir etkisinin olmadig1 gdzlenmistir.

Tartisma ve Sonu¢

Caligmada sekiz farkli ¢oziicli kullanilmgtir,
Elde edilen sonuglara gore; bu sekiz ¢oziiciiden,
kloroform ve sdH,0O, antimikrobiyal maddelerin

ekstrakte edilmesi bakimindan en etkili
¢Oziiciiler olmustur.
Tortella tortulosa (Hedw.) Limpr.

Oziitlerinden kloroform oziitii, S. aureus ATCC
25923 iizerine diger oziitlerle karsilagtirildiginda
yiiksek bir antimikrobiyal etki gosterirken; aym
diizeydeki bir etkiyi sdH,O o6ziiti C. albicans
ATCC 95071 {izerine gostermistir. Belirtilen
etkilerin disinda farkli ekstraktlarin, farkli
mikroorganizmalar tizerinde etkisi gozlenmis
olsa da (Tablo 1 ve Tablo 2) bu etkiler diger
ikisi ile karsilastinldiginda  ¢ok  diisiik
kalmaktadir.

Cowan (1999) ve Altuner (2008) yaptiklar
caligmalarda, hangi ¢0ziicliniin hangi etken
maddeyi  ¢ozdiglini  gostermiglerdir.  Bu
caligmalara gore benzen, dimetil eter, etil alkol,
metil alkol ve etil asetatta ayn1 anda ¢dziinebilen
tek bir etken madde vardir, o da terpenoidlerdir.
Bu nedenle, S. flexneri iizerine etki eden etken
maddenin bir terpenoid oldugu diisiiniilebilir.
Ancak, bunu soylemek i¢in daha ileri analizler
yapilmalidir.

Tablo 1 ve Tablo 2 incelendiginde S. aureus
ATCC 25923 iizerine sadece kloroform
ekstraktinin etki ettigi goriilmektedir. Bir ¢oziicii

olarak  kloroformun ektrakte edebilecegi
maddeler i¢in, Cowan (1999) bu maddelerin ya
terpenoid ya da flavonoid olabilecegini One
sirmektedir. Bu 6rnekte ekstrakte edilen madde;
Cowan (1999) kaynaginda aciklandigi tizere
terpenoid veya flavonoid olabilecegi gibi, bagka
bir madde de olabilir. Bu etken maddenin kesin
teshisi icin de daha ileri analizler gerekmektedir.

Tablo 1'deki sonuglar karsilagtirildiginda, S.
flexneri Uzerine etki gosteren Tortella tortulosa
(Hedw.) Limpr. ekstraktlari, standart antibiyotik
diskleri ile karsilastirildiginda, bu ekstraktlarin
sadece Ampicillin'nin etkisinden daha yiiksek
bir etki gosterdikleri goriilir. Kloroform
ekstraktinin S. aureus ATCC 25923 {izerine
etkisi  standart  antibiyotik  diskleri ile
kargilastirildiginda ise bu ekstraktin
Vancomycin'den daha yiiksek, Gentamicin ve
Sulfamethoxazole - Trimethoprim'e yakin bir
etki gosterdigi goriliir.

Karayosununun sdH,O ekstraktinin  C.
albicans ATCC 95071 {izerine etkisi ile standart
antibiyotik disklerinin etkisi kargilagtirildiginda;
ekstraktin,  Cephalothin, Cefuroxime ve
Sulfamethoxazole - Trimethoprim'den daha
yiiksek, Ampicillin ve Gentamicin’e yakin bir
etki gosterdigi goze carpar.

MIC ve MBC/MFC testlerinin sonuglariin
verildigi Tablo 2 incelendiginde, S. aureus
ATCC 25923 fiizerine etki eden kloroform
ekstrakti ve C. albicans ATCC 95071 {izerine
etki eden sdH,O ekstrakti i¢in MIC ve
MBC/MEFC degerlerinin esit oldugu goriiliir. Bu
sonuclara gore bu iki ekstraktin belirtilen iki
mikroorganizma iizerine etkisinin letal oldugunu
soylemek miimkiindiir. Ayrica etil asetat
ekstraktinin C. albicans ATCC 95071 {izerine
etkisi de letaldir, fakat diger letal etkiye sahip iki
ekstraktla karsilastirildiginda bu etkinin daha
yiksek bir konsantrasyonda gerceklestigi
goriiliir. Ancak bu ekstraktlar disinda kalan
diger ekstraktlarin MBC/MFC degerleri MIC
degerlerinden daha yiiksek oldugu ig¢in bu

ekstraktlarin mikroorganizmalar iizerine
etkisinin  “liremeyi  baskilayici”  oldugunu
sOylenebilir.

Sonug olarak, antibiyotik disklerine 1 mg.pl™
0ziit emdirildigi g6z oniine alindiginda, disklere
emdirilen ekstrakt miktar1 artirildigr takdirde;
Tortella tortulosa (Hedw.) Limpr. Oziitlerinin
(6zellikle de kloroform ve sdH,O 6ziitlerinin) S.
aureus ATCC 25923, C. albicans ATCC 95071,
S. flexneri ve T. rubrum'a karst standart
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antibiyotik diskleri ile karsilagtirildiginda daha
yiiksek bir etki gosterebilecegi soylenebilir.
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