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Oz

Son 20 yilda cigekli bitkilerin yaninda, diger tohumsuz bitki gruplari, mantarlar, algler ve siyanobakterileri de
icerisine alan olduk¢a genis bir organizma grubu tibbi agidan ele alinmis, bu organizmalarin patojen
mikroorganizmalara kars: etkileri incelenmis ve oldukca dikkat ¢ekici sonuglara ulagilmistir. Aragtirma konumuzu
olugturan karayosunlar1 iilkemizde yaklagik 1030 takson ile temsil edilen, ikinci en biyiik bitki grubunu
olusturmaktadir. Ozellikle son yillarda sistematik ¢alismalarin yaninda bu bitki grubunun fitososyolojileri, ekolojileri,
molekiiler taksonomileri ve tibbi 6zellikleri iizerine gergeklestirilen ¢aligmalarda belirgin bir artis goriilmektedir. Bazi
Gram (-) ve Gram (+) bakteri tiirlerine kargi karayosunlarindan hazirlanan 6ziitlerin antimikrobiyal agidan etkili
olduklart bulunmustur. Buradan hareketle tilkemizde dogal yayilisa sahip Sphagnum (Sphagnopsida) cinsine ait iki
farkli karayosunu; S.centrale ve S.nemoreum’dan elde edilen o6ziitlerin ¢esitli Gram (-) ve Gram (+) bakteriler
iizerindeki antimikrobiyal etkisi arastirtlmustir. Calisilan bakteriler gida giivenliginde ve klinikte 6nemli gruplar
arasindan segilerek, iki Sphagnum tiiriinden elde edilen farkli oziitlerin bu organizmalar {izerine etkileri kontrol
edilmigtir. Her iki karayosunundan elde edilen ekstraktlarin 6zellikle Listeria monocytogenes ve L. innocua suslari
tizerinde, Sphagnum nemoreum 6ziitlerinin ise ayrica Staphylococcus aureus iizerine etkili oldugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Antibakteriyal aktivite, Karayosunlari, Sphagnum centrale, Sphagnum nemoreum, Tiirkiye

Determination of Antibacterial Activities of Sphagnum centrale C.E.O. Jensen and S.nemoreum
Scop. Which are Naturally Growing in Turkey

Abstract

Last two decades, a very large group of organisms, including flowering plants, non-flowering plant groups, fungi,
algae, and cyanobacteria have been researched medically, the effects of these organisms against pathogenic
microorganisms have been examined and remarkable results have been obtained. The bryophytes that constitute our
research topic are the second largest group of the plant represented by approximately 1030 taxa in our country.
Especially in recent years, besides the systematic studies, there is a significant increase in the studies carried out on
phytosociology, ecology, molecular taxonomy, and medicinal properties. It has been found that extracts prepared
from bryophytes are antimicrobial effective against some Gram (-) and Gram (+) bacteria species. Therefore, the
antimicrobial effect of two different mosses belonging to the genus Sphagnum (Sphagnopsida) which are S.centrale
and S.nemoreum on various Gram (-) and Gram (+) bacteria were investigated. The effect of different extracts
obtained from two Sphagnum species on these organisms was checked by selecting the bacteria which are important
for food safety and clinically important groups. It was determined that extracts obtained from both mosses were
effective on Listeria monocytogenes and L. innocua strains, while Sphagnum nemoreum extracts were also effective
on Staphylococcus aureus.
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1. Giris

Diinya iizerinde yaklasik 391 bin damarli bitki
tiriniin  yasadigi tahmin edilmektedir (Royal
Botanic Gardens Kew, 2016). Bunlardan 20.000
takson tibbi amaglar i¢in  kullanilirken,
iilkemizde bu rakam yaklasik 500 civarmdadir
(Altundag ve Ashim, 2005). Bitkilerin gdvde,
yaprak, tohum ve koklerinden
mikroorganizmalarin biiyiimesini inhibe
edebilecek ¢ok sayida madde izole edilmis, bu
maddeler patojen mikroorganizmalar iizerine
denenmis ve aktiviteleri rapor edilmistir (Vander
Vijver ve Lotter, 1971; Acharya ve Chatterjee,
1975; Askun ve ark., 2009; Erecevit ve Kirbag,
2017; Yetgin ve ark., 2018; Heydari ve ark.,
2019).

Konumuzu olusturan karayosunlar1 (cigerotlari,
yaprakli karayosunlar1 ve boynuzlu otlar), Aralik
2015 wverileri dikkate alindiginda toplam 1030
taksonla lilkemiz bitki biyogesitliliginin ikinci en
bliyilk grubunu olusturmaktadir (Erdag ve
Kiirschner, 2017). Bugiine kadar {ilkemizde
karayosunlari lizerine gerceklestirilen
calismalarin ¢ogunlugunu sistematik caligmalar
tegkil etmesine ragmen, az sayida da olsa
ekolojileri, sosyolojileri, molekiiler
taksonomileri ve tibbi kullanimlari {izerine
yapilan c¢aligmalara rastlanmaktadir (Balli ve
ark., 2018; Alatas ve ark., 2018; Keskin ve Uyar,
2019; Coteli ve ark., 2019). Karayosunlari,
cicekli bitkiler ile karsilagtirildiginda daha sinirli
kullanim alanlarina sahip olmalarina ragmen,
geleneksel Cin tibbinda  kullanimlari MO
4000’lere tarihlenmektedir (Wu, 1982). Yerli
halklar tarafindan bdcek 1sirmalarindan dogan
tahrigleri azaltmak ve yaralarmn iyilestirilmesini
saglamak adma kullanildiklart rapor edilen
(Saxane ve Harinder, 2004; Kang ve ark., 2007;
Sawant ve Karadge, 2010) karayosunlari,
saklandiklar1 herbaryumlarda herhangi bir isleme
tutulmadan wuzun siire kalabilmektedir. Bu
durumu fark eden arastiricilar, karayosunlarinin
icerdigi etken maddeleri ve bu maddelerin
kullanim alanlarin1 arastirmis ve olduk¢a dikkat
¢ekici sonuglara ulasmiglardir. Bugilin bir¢ok
karayosunu Oziitiiniin in vitro ¢alismalarla ¢esitli
diizeylerde  antibakteriyel = ve  antikanser
aktivitelerine sahip oldugu gosterilmistir. Son
yillarda izolasyon, tamimlama ve kimyasal yap1

tayini gibi aktiviteler ile karakterize edilen ¢esitli
molekiiller elde edilmistir (Asakawa, 1990). Bu
molekiillerin ~ (Lunularin,  Marchantin A,
Polygodial, Sanionin A ve B vb.) bazilar1 sadece
karayosunlarina 6zgii olup, ¢oklu diren¢ gosteren
stafilokoklar, Gram pozitif patojenler ve
vankomisine diren¢li enterokoklara karsi 6nemli
aktivite gosterdigi, ayn1 zamanda iltihap sokiicii
aktivite ve disiik sitotoksisite gosterdigi rapor
edilmistir. Ayrica, sadece etkili bir fungisid ve
bakterisid olmadigi, ayni zamanda zararh
boceklere karsi zayif bir biosid (mide zehiri) etki
yaptigr ifade edilmektedir (Ando ve Matsuo,
1984; Saxena ve Harinder, 2004; Ivanova ve
ark., 2007). Yine, Atrichum, Dicranum, Mnium,
Polytrichum ve Sphagnum cinslerine ait tiirler ile
yapilan bir calismada 7 saf flavanoid izole
edilmis ve belirlenmistir. Bu flavonoidler
apigenin-7-O-triglikozit, lucenin-2, luteolin-7-O-
neohesperidosit, saponarin ve vitexin, apigenin
flavonlar1 ve biflavonoid bartramia flovonudur.
Bu flavonoidlerin  bazilari  Enterobacter
cloaceae, E. aerogenes ve Pseudomonas
aeruginosa’ya kars1 belirgin antibakteriyel etki
gdstermistir. Inhibisyon spektrumlari, 6zellikle

firsatct enfeksiyonlardan sorumlu ve
antibakteriyal tedaviye direngli Gram negatif
bakterileri  suslarim  kapsadigi  i¢in, bu

flavanoidler antibakteriyal stratejilerde Onemli
bir ara¢ olabilir (Basile ve ark., 1999). Konu
iizerine farkli karayosunu Oziitlerinin patojen
mikro  organizmalara  karsi  etkinliginin
aragtirildigr ve anlamli sonuglarin elde edildigi
¢ok sayida calisma mevcuttur (Dulger ve ark.,
2005; flhan ve ark., 2006; Kang ve ark., 2007;
Alam ve ark., 2012).

2. Materyal ve Metot
Bu ¢alisma arazi ve laboratuvar olmak lizere iki
asamada gerceklestirilmistir.

a. Arazi cahismasi: Bu calismada kullanilan
karayosunlar, toplandiklar1  lokaliteler ve
toplanma tarihleri ile asagida tablo halinde
sunulmustur (Tablo 1). Bitkilerden birer 6rnek
laboratuvar  ortaminda  gélge  kosullarda
kurutularak, herbaryum kaydi yapilmistir.
Karisiklik olmamasi adina tek bir herbaryum
numarast verilmistir.
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Tablo 1. Karayosunlari ve lokalite bilgileri

Familya Karayosunu tiirleri Lokalite Toplanma tarihi
GIRESUN: Tirebolu, Yesilpinar Kdyii,
Sphagnum 40°54°39.8“K; 38°53°49.5D, 300 m, 26 Agustos 2013,
nemoreum asidik 1slak toprak bank, M. Kirmac1 20 Eylil 2016
Sphagnaceae (AYDN 3238),
GIRESUN: Tirebolu, Yesilpmar Kdoyii,
Sphagnum centrale 40°54°39.8“K; 38°53°49.5D, 300 m, 26 Agustos 2013,
asidik 1slak toprak bank, M. Kirmaci 20 Eyliil 2016
(AYDN 3237);

b. Laboratuvar ¢calismasi: Bakteriler Antibakteriyal aktivite denemelerinde kullanilan bakteriler ve

gelisme kosullar1 Tablo. 2’de verilmistir.

Tablo 2. Antibakteriyal aktivite denemelerinde kullanilan indikator bakteriler, gelistirildikleri besiyerleri
ve iireme sicakliklari

Bakteri Besiyeri Gelisme sicakhigi (°C)
Bacillus cereus ATCC 11778 Nutrient Agar 30
Listeria monocytogenes (gida izolati) Nutrient Agar 37
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Brain Heart Infusion Agar 37
Listeria innocua DSM 20649 Brain Heart Infusion Agar 37
Geobacillus stearothermophilus DSM22 Nutrient Agar 55
Bacillus thuringiensis Brain Heart Infusion Agar 30
Bacillus subtilis Nutrient Agar 30
Pectobacterium carotovorum DSM 30168 Nutrient Agar 30
Cellulomonas fimi DSM 20114 Tryptic Soy Yeast Agar 30
VRE (Vankomisinin direngli Enterokok) Brain Heart Infusion Agar 37
Enterococcus faecalis ATCC 51299 Brain Heart Infusion Agar 37
Micrococcus luteus ATCC 9341 Brain Heart Infusion Agar 37
Escherichia coli ATCC 35218 Brain Heart Infusion Agar 37
Brochothrix thermosphacta DSM 20171 Tryptic Soy Agar 37

Sphaghum  centrale ve S.
Orneklerinin Ekstraksiyonu
Karayosunu oOrnekleri ekstraksiyon oOncesinde
yabanct maddelerden arindirildiktan  sonra
dinlendirilmis ¢esme suyu ile yikanarak
paketlenmis ve denemeler yapilincaya kadar -80
°C’de saklanmustir. Ayiklanan ve kurutulan bitki
ornekleri ¢oziicii-6rnek karigimlart 1:10 (ml/mg)
olacak sekilde hazirlanmistir. Hazirlanan ¢oziicii
ornek karigimlari vorteks ile karistirtlip en az 3
giin + 4 °%C de muhafaza edilmistir. Belirli
araliklarla kontrolleri yapilmistir ve ¢oziici
renksizlesinceye kadar siiziintiiler evaporatérden
gecirilerek, ozitleri ¢ikarilmig ve ¢alismaya hazir
hale getirilmistir.

nemoreum

-80°C’de dondurulmus olan materyal liyofilizator
yardimi ile kurutulmustur. Karayosunlarinin
igerdikleri su miktarlarim1 belirlemek adina
liyofilizasyon  Oncesi yas agirhiklart  ve
liyofilizasyon sonrast kuru agirliklar
belirlenmistir. Daha sonra soksalet, ¢alkalayici
ve evaporator kullanilarak; Petrol eteri, Etil
asetat, Diklormetan ve Metanol ekstraktlari
hazirlanmistir  (Basbiilbiil ve ark., 2008).

Kullanilan kimyasallar analitik saflikta olup,
Merck, Sigma-Aldrich, firmalarindan temin
edilmistir.

Coziiciilerin Uzaklastirilmasi

Petrol eteri ekstrakti

Kurutulmus &rnegin  ekstraksiyonu soksalet
cihazinda 10 ml/g olacak sekilde Petrol eteri ile
yikanarak yapilmistir. Ekstraksiyona &rnek
haznesindeki eter renksiz oluncaya kadar devam
edilmistir. Ornekleri giines 1513  etkisinden
korumak i¢in, soksalet aliiminyum folyo ile
kaplanmis. Ekstraksiyon tamamlandiktan sonra
eter, evaporator ile 40 °C’de uzaklagtirilmistir.

Etil asetat ekstrakti

Soksalet kartusunda kalan karayosunu kalintist
kurutularak 10 ml/g olacak sekilde etil asetat ile
karanlikta muamele edilmistir. Ekstraksiyon
islemi agz1 kapakli erlenlerde, oda sicakliginda
ve calkalanarak  yapilmistir.  Karayosunu
kalintis1, ekstreler renksizlesinceye kadar tekrar
tekrar etil asetat ile muamele edilmis ve elde
edilen ozitler, filtre kéagidindan siiziilerek
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birlestirilmigtir. Etil asetat, evaporatdrde 75
°C’de buharlagsmaktadir.

Diklormetan ekstrakti

Kurutulmug o6rnegin ekstraksiyonu; 10 ml/g
coziicii olacak sekilde soksalet yardimi ile
yapilmistir ve ¢bziicii evaporatdrde 40 °C’de
uzaklagtirilmugtir.

Metanol ekstrakti

Diklormetan ekstraksiyonundan ¢ikan
Karayosunu kalmtis1 kurutularak 10 ml/g olacak
sekilde metanol ile karanlikta muamele
edilmistir. Ekstraksiyon islemi agz1 kapakli
erlenlerde, oda sicakliginda ve ¢alkalanarak
yaptlmistir.  Karayosunu kalintis1  ekstreler
renksizlesinceye kadar tekrar tekrar metanol ile
muamele edilmis ve elde edilen ekstreler, filtre
kagidindan siiziilerek birlestirilmistir. Metanol,
evaporatdrde 65 °C’de uzaklagmaktadir.

Antibakteriyal Aktivite Taramasi

S.nemoreum ve S.centrale den elde edilen
Oziitlerin, antibakteriyal aktivite taramasi igin
hazirlanan o6ziitlerden nihai konsantrasyon 10
mg/mL  olacak sekilde DMSO igerisinde
coziillmiistiir.  Indikatér  olarak  kullanilan

bakterilerin 24  saatlik  kiiltiirlerinden 0.5
McFarland bulanikligina esdeger siispansiyonlar
hazirlanmigtir. Bu siispansiyonlar steril swab ile
Mueller Hinton Agar ortamlarina ekilerek, 4 mm
capli steril agar delici ile besi ortamlarinda
kuyucuklar  agilmistir. DMSO  igerisinde
cozilmiis  oziitlerden kuyucuklara 50 pl
konulmustur. Negatif kontrol olarak steril DMSO
kullanilmaistir. Petriler +4 °C’de 2 saat
bekletildikten sonra indikator bakteriler optimum
iireme sicakliklarinda inkiibe edilmis ve 24 saat
sonunda olusan inhibisyon zonlarinin ¢aplari
Ol¢lilmiistiir. Tim denemeler iki tekrarli yapilmis
ve Ol¢limlerin ortalamalar1 alinmistir (Bagsbiilbiil
ve ark., 2008).

3. Bulgular

Sphagnum nemoreum
Antibakteriyal Aktiviteleri
Sphaghum nemoreum’un etil asetat ve methanol
ekstraktlar1 B. cereus lizerine etkili bulunmustur.
Petrol eteri, etil asetat, diklorometan ve methanol
ekstraktlar1 ise L. monocytogenes (gida izolatr),
S. aureus ATCC 25923 ve L. innocua DSM
20649 bakterileri iizerinde degisen oranlarda
inhibisyon etkisi gostermislerdir (Tablo 3).

Ekstraktlarimin

Tablo3. Sphagnum nemoreum Ekstraktlarinin Zon Caplari

Inhibisyon zon caplar1 (mm)

Bakteriler

Petrol eteri | Etil Asetat | Diklorometan Metanol
B. cereus ATCC 11778 - 7 - 9
L. monocytogenes (gida izolati) 6 7 7 6
S. aureus ATCC 25923 6 7 8 7
L. innocua DSM 20649 6 6 6 6
G. stearothermophilus DSM22 - 20 16 20
B. thuringiensis - 8 - 8
B. subtilis 7 - 8 8

P. carotovorum DSM 30168 -

C. fimi DSM 20114 -

VRE (Vankomisin direngli Enterokok) -

E. faecalis ATCC 51299 -

M. luteus ATCC 9341 -

E. coli ATCC 35218 -

B. thermosphacta DSM 20171 -

Sphagnum centrale C.E.O.Jensen.
Ekstraktlarinin Antibakteriyal Aktivitileri

Sphagnum centrale’nin etil asetat, diklorometan
ve methanol ekstraktlart B. cereus bakterisi
iizerine etkili bulunmustur. Diklorometan ve

methanol ekstraktlart  G. stearothemophilus
bakterisinin gelisimini inhibe ederken, Oziitlerin
timii L. innocua ve L. monocytogenes iizerinde
inhibitor etkili bulunmustur (Tablo4).
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Tablo4. Sphagnum centrale C.E.O.Jensen Ekstraktlarinin Zon Caplari

. Inhibisyon zon ¢aplari1 (mm)
Bakteriler Petrol eteri | Etil Asetat | Diklorometan Metanol
B. cereus ATCC 11778 - 10 10 8
L. monocytogenes (gida izolat1) 7 7 7 6
S. aureus ATCC 25923 - - - -
L. innocua DSM 20649 7 6 6 6
G. stearothermophilus DSM22 - 13 16
B. thuringiensis - - - -
B. subtilis - - - -
P. carotovorum DSM 30168 - - - -
C. fimi DSM 20114 - - - -
VRE (Vankomisin direngli Enterokok) - - - -
E. faecalis ATCC 51299 - - - -
M. luteus ATCC 9341 - - - -
E. coli ATCC 35218 - - - -
B. thermosphacta DSM 20171 - - - -
4. Tartisma ve Sonu¢ iizerine etkili oldugu bildirilmektedir. Bunun

Literatiirde  ¢alisma  konumuzu  olusturan
Sphagnum tiirlerinden ekstrakte edilen pektin
benzeri karbonhidrat polimeri sphagnanin,

antibakteriyal etkisi incelendiginde pH degerini
diisirme yetenegi dikkate almmistir ve
antibakteriyal  aktivitesi  degerlendirilmistir.
Sphagnanin asit formu diisik tamponlu kati
bliyime ortaminda, calismamizdaki sonuglara
benzer sekilde cesitli gida patojeni ve bozucu
bakterilerin  gelisimini  inhibe  edebilmistir
(Stalheim ve ark., 2008).

Zaitseva (2009) tarafindan yapilan aragtirmada S.
palustre oziitlerinin Pseudomonas aeruginosa ve
E.coli bakterilerine kars1 inhibitor etki gosterdigi
belirtilmistir. ~ Dahas1  oziitler,  arkeolojik
orneklerden izole edilen pek ¢ok fungus iizerinde
etkili bulunmug ve tarihi eserlerin korunmasinda
kullanilabilecegi bildirilmistir.

Sphagnum pargalari, viicudunda iki yara bulunan
5200 willik buzul insaninda saptanmis ve
Sphagnum’un muhtemel cerrahi kullanimi ile
ilgili tartigmalar baglamistir (Dickson ve ark.,
2009). Gergeklestirdigimiz ~ ¢alismada,  iki
yaprakli karayosunu tiirii olan S. nemoreum ve
S.centrale’ den elde ettigimiz Oziitlerin Gram
pozitif bakteriler icerisinde B. cereus, L.
monocytogenes, L. innocua,
G.stearothermophilus iizerine degisen oranlarda
etkili oldugu bulunmustur. Ayrica S. nemoreum,
bu Dbakterilere ek olarak S. aureus, B.
thuringiensis ve B. subtilis bakterilerinin de
gelisimini de inhibe etmektedir. Denenen
oziitlerin hicbirinde Gram negatif bakterilere
kars1 bir etkinlik saptanmamustir. Literatiirde test
edilen antimikrobiyal maddelerin Gram negatif
bakterilerden ziyade, Gram pozitif olanlar

olasi nedeni, Gram pozitif ve Gram negatif
bakterilerin hiicre duvarlarinin farkli yapida
olmasi, Gram negatif bakterilerde ekstra bir
bariyer olarak dis membranin bulunmasidir
(McCutcheon ve ark., 1992). Zhu ve ark., (2006)
yaptiklart ¢alismada farkli Sphagnum tiirlerine
ait etanol oOziitlerini denemisler ve en giiclii
aktiviteyi Gram pozitif B. subtilis’e kars
bulmuslardir.

Sonug olarak, ¢alismamizda elde edilen dziitlerin
ozellikle L. monocytogenes ve L. innocua suslari
iizerinde, Sphagnum nemoreum oziitlerinin ise
ayrica S. aureus iizerine etkili oldugu
belirlenmistir. L. monocytogenes ve S. aureus
gida patojenidir ve ciddi zehirlenmelere neden
olmaktadir. Oziitlere hassas buldugumuz bir
diger bakteri Geobacillus stearothermophilus ise
konserve gidalarda bozulmalara yol agmaktadir.
Dolayisiyla, iki karayosunundan elde ettigimiz
oziitler, gida zehirlenmelerine ya da gidalarin

bozulmasmma sebep olan bazi bakterilerin
inhibisyonu  i¢in  kullanmilma  potansiyeline
sahiptir.
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