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Ozet

Bu calsmada, Pseudevernia furfuracea var. furfurace® Parmelina tiliaceaelikenlerinin degisik ¢dzlculerle
hazirlanmg ayri ayri ve kombine ekstraktlarinin gram pozitd gram negatif bakterilere karantimikrobiyal
aktiviteleri aratiriimistir. Deneyler sonucunda, liken ekstraktlarinin gnaozitif bakterilere etki etfi ancak gram
negatif bakterilere etki etmegig6zlenmitir. Kombine edilmg liken ekstraktlarinin birbirlerinin antimikrobiyal
aktiviteleri Uzerindeki antogonistik ve sinerjistiktkileri de argtirimis ve Parmelina tiliaceae likeninin
Pseudevernia furfuraceeaar. furfuracealikeni tGizerine antogonistik etki gdstegdgorilmustir.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobial aktivite, Sinerjistik, AntogonistikParmelina tiliaceagPseudevernia furfuracea
var. Furfuracea,

Antimicrobial Activity of the Lichen Extracts of Pseudevernia furfuracedL.)

Zopf var. furfuraceaand Parmelina tiliaceagHoffm.)

Abstract

In this study, antimicrobial activity of single aombine extracts oPseudevernia furfuracea var. furfuracead
Parmelina tiliaceaewhich were prepared in different solvents wereestigated against gram positive and gram
negative bacteria. Extracts of lichens have shomtimmécrobial activity against gram positive bactehut they have
no antimicrobial activity against gram-negative teaa in test results. In addition, antogonistid aynergistic
effects of combined extracts of lichen were inigedged .It was seen that extracts Rdrmelina tiliaceaehave
antogonistic effect on extracts B§eudevernia furfuracea var. furfuracea

Keywords: Antimicrobial activity, Synergistic, AntogonisticParmelina tiliaceag Pseudevernia furfuracea
var.furfuracea
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Giris

Antibiyotiklerin asirt  kullanimi nedeniyle pek cok mikroorganizma hiyttiklere direng
kazanmgtir. Antibiyotik direnci kiresel bir sorun halineelgistir. Bu nedenle de yeni
antibiyotiklere ihtiya¢ duyulmaktadir. Yeni antiloyklerin argtirilmasi farkl kaynaklardan
antimikrobiyal ~maddelerin  dgsik  mikroorganizmalar  Gzerine test edilmesiyle
gerceklatiriimektedir. Yeni antibiyotikler elde etmenin bdiger yolu da, tibbi bitkilerle ilgili
tecribelerden yararlanmaktir (Lauterwein ve arg95)

Kemotdrapatiklerin bgarisizlga usramasi ve antibiyate direncli patojenik mikroorganizmalarin
enfeksiyonlari, antimikrobiyal aktiviteleri agisenal pek c¢ok bitki sekonder metabolitinin
argstirlilmasina neden olmngtur (Jigna ve Chanda, 2007). Dunyaglda Organizasyonu (WHO)
tarafindan gercekgérilmi s bir calsmada, dinya Uzerinde hastaliklar tedavi etmedkrkildn
tibbi bitki tarlerinin sayisinin yakisk 20.000 kadaoldugu belirtilmistir (Aslan ve ark., 1999).
Likenler bir mantar (mikobiont) ve bir ya da ikigalen (fotobiont) meydana gelen simbiyotik
birlikteliklerdir. Hava kirleticilerine kagi cok hassas olup havasi kirli bélgelerde saydaalir
yada tamamen yok olurlar. Likenler parfum endustds fiksatif olarak kullanilirlar. Ayrica
alkol dUretiminde, hayvan ve insanlar icin besin i@y olarak ve ilag endustrisinde de
kullanilirlar.

Likenler, ila¢c endustrisinde kullanilan pek cok digjik aktif metabolit icermektedir. Likenler,
bu antibiyotik etkili bilgikleri patojenik mikroorganizmalardan korunmak amyk Uretirler.
Antimikrobiyal aktivitelerinden dolay! likenlerantibiyotik kayn&i olarak pek ¢cok agairicinin
ilgisini cekmistir (Rankovic ve ark., 2009).

Likenler, yava Uremelerinden kaynaklanan zayif rekabet dezavantaj Urettikleri
antimikrobiyal maddeler sayesinde telafi ederlerzelikle aromatik yapili sekonder
metabolitleri, en gicli maddelerini gturmaktadir (Aslan ve ark.,1999).

Liken ekstratlari yuzyillardir halk arasinda kullamaktadir. Milattan sonra 18. yy’ da liken
ekstraktlari Misirda tibbi amagh kullanilgtur. Likenlerdeki farmasotik agairmalar, 1950‘lerde
antimikrobiyal bilgiklerin bulunmasiyla bgamistir (Lauterwein ve ark., 1995).

Son zamanlarda, atamalar liken metabolitleri ve onlarin antimikrghi aktiviteleri tGzerine

yogunlasmistir. Yaklasik 300 liken metaboliti akdiriimistir (Aslan ve ark., 1999).
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Bu calsmanin amaciP. furfuraceavar. ve P. tiliaceaelikenlerinin farkli ¢ozuculerle hazirlangi
tek ve/veya kombine ekstraktlarinin antimikrobiydtivitelerini ve kombine edilngiiki liken
turd ekstraktinin birbirlerinin antimikrobiyal aldteleri Gzerindeki antoganistik ve sinerjistik

etkilerini belirlemektir.

Materyal ve Metod

Test Mikroorganizmalari

Liken orneklerinin antimikrobiyal aktivitesini belemek icin 5 gram(-) ve 5 gram(+) bakteri
kullanildi. Calgmada kullanilan bakterilersunlardir: Bacillus subtilis ATCC 6633,
Staphylococcus aureuATCC 25923, Pseudomonas aeruginosaTCC 27853, Salmonella
entericaserovartyphimuriumATCC 14028 Listeria monocyctogenesTCC 7644 Enterococcus
faecalisATCC 51299,Yersinia pseudotuberculos&TCC 911, Enterobacter cloaceadTCC
13047 veStaphylococcuspidermidisATCC 12228.

Bakteriyal kultirler Nutrient Agarda buyutilsibakterilerden alinan tek koloninin 5 ml Muller
Hinton Broth’'a inokile edilerek 1 gece calkalayisl banyosunda 37°C’de bekletiimesiyle
hazirlanmgtir (Turk ve ark, 2003).Listeria monocytogenesse 30°C‘de inkiibe edilerek

hazirlanmgtir.

Liken Orneklerinin Toplanmasi ve Tanimlanmasi
Liken 6rnekleri Giresun ili Dereli ilgesi Aymacg mid@inden toplanmgtir. Ornekler toplandiktan
sonra 48 saat oda sicakhda kurutulmgtur. Orneklerin tayin edilmesinde g#i flora

kitaplarindan yararlanilrgtir (Purvis ve ark., 1992).

Liken Orneklerinin Ekstraksiyonu

P.furfuracea var. furfuracea ve P. tiliaceae Liken ornekleri oda sicaldinda 48 saat
kurutulduktan sonra toz haline getirigtir. Liken 6rneklerinin ekstraksiyonunda kloroforve
etanol ¢ozuculeri kullaningtir. 10 gr liken ve 100 ml kloroform soxhlet cihada 7 saat
ekstraksiyona birakilrstir. Benzersekilde 10 gr liken ve 100 ml etanol soxhlet cihaziry saat
ekstraksiyona birakilrgtir.
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Ekstraktlar Whatman (No:1) filtre Ekaliyla filtre edildikten sonra 40 °C'de doner
buharlagtinicida ¢ozicist ucana kadar bekletghni Kati maddeler ileriki testler icin
dondurucuda - 80° C’'de bekletilgtir (Rankovic ve ark., 2009).

Test Ekstraktlarinin Hazirlanmasi ve Antimikrobiyahktivitenin Belirlenmesi

P. furfuracea var. furfuracéain kuru ekstraktlarinin etanol, dietil eter, kddorm ve asetonda
ayri ayri 15 mg/500 ml konsantrasyonlari hazirlatimiHazirlanan her ekstrakt 0.45 mikrometre
capinda Millipore filtreyle filtre edilmitir. Benzersekilde, P. tiliaceaenin kuru ekstraktlarinin
etanol, dietil eter, kloroform ve asetonda ayrin &% mg/500 ml konsantrasyonlari hazirlagtmi

Hazirlanan her ekstrakt 0.45 mikrometre capinddipdile filtreyle filtre edilmitir.

Kombine ekstraktlarin hazirlanmasi
Batun P. furfuraceavar. furfuracea - P. tiliaceaéikenleri ve farkli solventler 15’er mg/500 ml

oraninda kastirilarak son konsantrasyon 30 mg/ml olagekilde ekstraktlar elde edilgtir.

Agar Kuyu Diflizyon Deneyi

16 CFU/ml bakteri iceren 200 mikrolitre stispansiyon IMiii Hinton Agar(MHA) Uzerine
yayllmistir. 16 CFU/ml bakteri ygunlugu 0.5 McFarland Standard Konsantrasyonuna gére
spektrofotometrede ol¢ulngiiir. MHA Uzerinde 6 mm kuyucuklar acilgn{iBoyanova ve ark.,
2005) ve bu kuyucuklara ayr ayri 30 mikrolitfe. furfuraceavar. furfuraceaekstrakti; P.
tiliaceae ekstrakti, ¢ozicu v®. tiliaceae+ P. furfuraceavar. furfuraceakombine ekstrakti
konmustur. Bu her bir ¢ozlict icin tekrarlanghr. Petriler37 °C’'de 24 saat bekletilgtir ve

inhibisyon zonlarinin ¢api milimetrik olarak ol¢tlgtir. Tam testler iki tekrarl yUrutulngtiir.

Tarti sma ve Sonug
P. furfuracea var. furfuraceave P. tiliaceae likenlerinin caitli ekstraktlarinin (Dietil eter
ekstrakti, Aseton ekstrakti, Etanol ekstrakti, Kform ekstrakti) antimikrobiyal aktivitelerini

gostermek amaciyla yapilan deneylerin sonuckaiidaki tablolarda goérilmektedir (Tablo 1-4).
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Tablo 1. Liken drneklerinin dietil eter ekstraktinin olusturdu gu inhibisyon zonlari (mm).

P.furfuracea Parmelina Pseudevernia furfuracea var.
Mikroorganizmalar var.furfuracea tiliaceae furfuracea+ Parmelina tiliaceae Kontrol
Bacillus subtilis 15 12 14 0
Pseudomonas aeruginosa 0 0 0 0
Staphylococcusureus 15 0 13 0
Salmonella enterica serovar
thphymurium 0 0 0 0
Staphylococcus epidermidis 24 15 21 0
Enterococcus faecalis 0 0 0 0
Listeria monocyctogenes 13 10 11 0
Enterobacter cloaceae 0
Yersinia pseudotuberculosis 0
Tablo 2. Liken drneklerinin aseton ekstraktininolusturdu gu inhibisyon zonlari(mm)
P.furfuracea | Parmelina Pseudevernia furfuracea var
Mikroorganizmalar var.furfuracea | tiliaceae furfuracea+ Parmelina tiliaceau Kontrol
Bacillus subtilis 15 11 14 0
Pseudomonas aeruginosa 0 0 0 0
Staphylococcus aureus 18 0 18 0
Salmonella enterica serovar
thphymurium 0 0 0 0
Staphylococcus epidermidis 24 13 16 0
Enterococcus faecalis 0 0 0 0
Listeria monocyctogenes 18 13 17 0
Enterobacter cloaceae 0 0
Yersinia pseudotuberculosis 0 0
Tablo 3 Liken 6rneklerinin etanol ekstraktinin glurdugu inhibisyon zonlari (mm).
P.furfuracea Parmelina Pseudevernia furfuracea var.

Mikroorganizmalar var.furfuracea tiliaceae furfuracea+ Parmelina tiliaceae Kontrol

Bacillus subtilis 13 0 10 0

Pseudomonas aeruginosa 0 0 0 0

Staphylococcus aureus 19 0 12 0

Salmonella enterica serovar

thphymurium 0 0 0 0

Staphylococcus epidermidis | 25 15 17 0

Enterococcus faecalis 0 0 0 0

Listeria monocyctogenes 22 16 18 0

Enterobacter cloaceae 0 0 0 0

Yersinia pseudotuberculosis | 0 0 0 0
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Tablo 4.Liken 6rneklerinin kloroform ekstraktinin glurdugu inhibisyon zonlari(mm)

P.furfuracea Parmelina Pseudevernia furfuracea var.

Mikroorganizmalar var furfuracea tiliaceae furfuracea+ Parmelina tiliaceae | Kontrol
Bacillus subtilis 17 0 16 0
Pseudomonas aeruginosa 0 0 0 0
Staphylococcus aureus 18 13 14 0
Salmonella enterica serovar

thphymurium 0 0 0 0
Staphylococcus epidermidis 23 12 13 0
Enterococcus faecalis 0 0 0 0
Listeria monocyctogenes 21 17 22 0
Enterobacter cloaceae 0
Yersinia pseudotuberculosis 0

Sonuglarin gostergi Uzere,P. furfuracea var. furfuraceaden hazirlanan tum ekstraktlarinin
gram(-) bakterilere hi¢ etkisi olmamasingmaen, gram(+) bakterilerin timtne ka(E. faecalis
harig) etkilerinin oldiu go6zlenmgtir. P. tiliaceae likeni de gram(-) bakterilere kar higbir
aktivite gostermezken gram(+) bakterilerin blyUk kasmina kapi aktivite gosterngtir. Bu iki
likenin test mikroorganizmalarina kaantimikrobiyal aktiviteleri kiyaslanginda,P. furfuracea
var. furfuracealikeninin P. tiliaceaéden daha aktif oldgu goralmigtir.

Liken maddeleri gram(+) bakterilere antimikrobiétigite gosterdikleri halde, gram(-)bakterilere
karsi hi¢ bir etki gostermemektedir. Bu 6zellik gramfakterilerin hidrofobik ya da amfipatik
molekiillere ¢cok az permeabl olan big chembrana sahip olmalarindandir (Giicin ve ark.7199
Kontrol amaciyla kullanilan ve sadece ¢tzgenlesieq kuyucuklarin etrafinda hicbir inhibisyon
zonu gbzlenmeriir.

Calismamizda;P. furfuracea var. furfuracéain aseton ekstress. epidermidie karli 24 mm
inhibisyon zonu olgtururken Gicinve ark. (1997) yaphi calsmada iseP. furfuracea var.
furfuraceanin aseton ekstresS. epidermidie karsi 11 mm inhibisyon zonu ofturdusu
saptanmgtir. Calsmamizda, P. furfuracea var. furfuraceémin kloroform ekstresi S.
epidermidig&e kargl 23 mm zon olgtururken, ayni ekstre Gucire ark. (1997) yap# ¢calsmada
S. epidermidie karl 11.5 mm zon olgtururken, bu farklilgin nedeni; likenin yegtigi cevre
itibari ile icerdigi kimyasal maddelerin miktarlarinin gigmesinden kaynaklanmaktadir. Farkl
bdlgelerde yetien likenlerde yetme ortamina bz olarak aktif madde icerikleri ve miktarlari

desisebilmektedir.
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Oztirk ve Guven (1995) tarafindan yiritilen spahdaP. furfuracea var. furfuracedikeninin
mikroorganizmalar Uzerine farkli miktarlarda uygui@asinin zon miktarini nasil etkilgdie
bakilmstir. 20 ve 50 mikrolitre?. furfuracea var. furfuraceloroform ekstraktinda®. aureus
karsi harhangi bir aktivite gozlemlenmemesine skar calsmamamizda 30 mikrolitreP.
furfuracea var. furfuraceakloroform ekstresiyleS. aureum kari 18 mm’e varan zonlar
gozlemlenmytir. Bu farklihgin nedeni; yukarida da bahsedidgibi likenin yetktigi cevre itibari
ile icerdigi kimyasal maddelerin miktarlarinin gigmesinden kaynaklanmaktadir.
P. furfuracea var. furfuraceain test mikroorganizmalarina kargosterdgi en geng zon; P.
furfuracea var. furfuraceain etanol ekstraktinirs. epidermidie karsi olusturdusu 25 mm
capindaki zondur. Bu zon ayrica galada rastlanilan en geraon’dur.
Duman (2007)'nP. tiliaceae likeni ile yaptgl calsmada, bu likenin aseton ekstraktinin
S.aureu®m etki gOstermedi saptanmgtir. Benzer sekilde calgmamizda bu bakteriye kar
herhangi bir aktivite saptanmaghr. Duman (2007) yapil calsmada; aseton ekstraktinB
subtilise kagi 9 mm capinda bir zon afturdusunu gosternstir. Calismamizda ise aseton
ekstraktinirB. subtilis e ka1 11 mm capinda zon altwurdusu gézlemlenmitir.
P. tiliaceaelikeninin kloroform ekstraktinih.. monocytogenelsakterisine ka# 17 mm c¢apinda
zon olyturdusu saptanngtir. Bu zon P. tiliaceae likeninin test mikroorganizmalarina kar
gosterdgi en geng captaki zondur.
Antimikrobiyal aktiviteleri dgerlendirilen liken drneklerinin antogonistik ve sijik etkilerine
bakildgindasu sonuglar karmiza ¢ikmaktadirP. tiliaceaeile P. furfuracea var. furfuraceéain
dietil eter ekstraktlarindan kombine edilen kanin S. aureusve S. epidermidisularina kasgi
antimikrobiyal aktivitesi tUzerine antogonistik ety@ptsl gozlemlenmitir. Ayrica, P. tiliaceae
ile P. furfuracea var. furfuraceéain aseton ekstraktlarindan kombine edilen gtamn S.
epidermidissuisuna kagl antimikrobiyal aktivitesinde antogonistik etkiptazi gozlemlenmitir.
P. tiliaceaelikeninin etanol ekstrakti il@. furfuracea var. furfuraceatanol ekstrakti kagiminin
B. subtilis S. aureusve S. epidermidisbakterilerine kan antimikrobiyal aktivitesinde
antogonistik etki gbzlenrir.
P. tiliaceaelikeninin kloroform ekstraktinif®. furfuracea var. furfurace&loroform ekstraktinin
S. epidermidisbakterisine kan antimikrobiyal aktivitesi Uzerine antogonistik ketyaptig

gozlenmitir.
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Kullanilan c¢oéziculere bakimizda her ¢ézicunun likenin antimikrobiyal ak@gini farkli
oranlarda etkilegii gorilmektedir. Argtirma sonuglari literatlir ¢camalariyla kiyaslanginda;
bu aragtirmada elde edilen inhibisyon zonlarinin literatétsmalarindaki zonlardan daha farkl
oldugu goralmigtar. Antimikrobiyal etkinin farkli olmasinin nederaktivitenin sadece ekstrenin
icerdigi maddeye bgi olmayip, kultir vasatina, inokilasyon tipinemétarina ve kultir ygna
da bali olmasiseklinde tanimlanabilir(Aslan ve ark., 1999).
Antimikrobiyal aktiviteye sahip liken tdrlerinin atirlmasina yonelik ¢ajmamizdaki
bulgularin ileride likenlerle yapilacak detayl faasotik cakmalara bir basamak aiturmasi

amaclanmytir.
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