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TESEKKUR

Calismalarim sirasinda 6ncelikle benden bilgisini, tecriibesini, alakasini ve sabrini
esirgemeyen, uzaktan giden bu siire¢ i¢inde her durumda yanimda olan beni

yapabilecegimize inandiran degerli hocam Prof. Dr. Kerem Canlt’ ya,

Laboratuvar ¢alismalar1 ve ornek toplama arazim sirasinda bana yardimei olarak,
kendi ¢alismalar1 gibi emek veren, her durumda sorularimin cevabi olan g¢alisma
arkadaslarim Dilay TURU, Gizem GUL, Atakan BENEK ve Cenker YAMAN’a

Benim bu giinlere gelmemi saglayarak maddi, manevi her anlamda desteklerini bir
an esirgemeyen, yanimda olan sevgili annem Goniil AKCI, babam Alaattin AKCI ve
ablam Nazli AKCI TANIR’ a,

Siirecin i¢inde uzak oldugumuzda aramizdaki mesafeleri kisaltarak yanimda
hissettiren, hayatin her asamasinda oldugu gibi bu durumda da yiikiimii hafifleten
sevgili yol arkadagim, esim Kahraman BURHAN’ a

Destek veren herkese,

Tesekkiir ederim.

Neslihan AKCI



DOKUZ EYLUL UNIiVERSITESI TINAZTEPE KAMPUSUNDEN
TOPLANAN BAZI KARAYOSUNU ORNEKLERININ ANTIMiKROBIiYAL
AKTIVITESININ BELIRLENMESI

0z

Bitkiler primer ve sekonder metabolizmalar1 iizerinde yapilan c¢alismalar
incelendiginde hem hastaliklarin tedavi siirecinde hem de yaralarin iyilesme stirecinde
faydalanildig1 bilimsel arastirmalarla goz Oniine serilmektedir. Yapilan calismada
Grimmia pulvinata (Hedw.), Pleurochaete squarrosa (Brid.), Bryum capillare
(Hedw.), Grimmia orbicularis (Bruch),Oxyrrhynchium hians (Hedw),Homalothecium
lutescens (Hedw.),Hypnum cupressiforme (Hedw.), Palustriella falcate (Hedw.)
karayosunu tirlerinin etil elkol ekstraktlarinin bes gram pozitif, yedi gram negatif
bakteri ve lic maya olmak tizere on bes sus lizerinde antimikrobiyal aktivite ¢aligmasi

disk difiizyon testi ile uygulanmistir.

Yapilan testlerin sonucunda ¢aligilan karayosunu tiirlerinden Oxyrrhynchium hians
(Hedw),  Homalothecium  lutescens  (Hedw), Hypnum  cupressiforme
(Hedw.),Palustriella falcate (Hedw.) tiirlerinin antimikrobiyal aktivite gosterdigi,
diger tiirlerin ise sonug vermedigi tespit edilmistir. Staphylococcus aureus bakterisine
kars1 ulasilan antimikrobiyal aktivite calismasi sonuglar1 bakterinin tehlikeli bir

patojen olmasi nedeniyle olduk¢a 6nemlidir.

Anahtar kelimeler: Disk diflizyon, antimikrobiyal aktivite, karayosunu,

mikroorganizma,



DETERMINATION OF ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF SOME MOSSES
COLLECTED FROM DOKUZ EYLUL UNIVERSITY TINAZTEPE
CAMPUS

ABSTRACT

It is unfolded with scientific researches that when plants are examined on researches
upon primer and seconder metabolisms, they are so beneficial on both the process of

treatment the ilnesses and the recovery of wounds.

In this research, the species of bryophytes named as Grimmia pulvinata (Hedw.),
Pleurochaete squarrosa (Brid.), Bryum capillare (Hedw.), Grimmia orbicularis
(Bruch),Oxyrrhynchium hians (Hedw),Homalothecium lutescens (Hedw.),Hypnum
cupressiforme (Hedw.), Palustriella falcate (Hedw.) are applied with disk diffusion
test on the point of 5 gram positive and 7 gr negative bacteria and 3 yeast, on 15

strains.

At the result of the tests, some studied bryophytes such as Oxyrrhynchium hians
(Hedw),  Homalothecium  lutescens  (Hedw), Hypnum  cupressiforme
(Hedw.),Palustriella falcate (Hedw.) have shown antimicrobial Activity but it is
determined that other species have not given the result.The results taken from the
antimicrobial activity against the stap Staphylococcus aureus bacteria are quite

important that is because this bacteria is a dangerous pathogen.

Keywords: Disk diffusion, anti-microbial activity, bryophytes, microorganism
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BOLUM BiR
GIRIS

Bitki tiirlerinin ¢ogunun hastaliklar1 tedavi edebilme kabiliyetine ait goriis hemen
hemen insanin yasadigi her donem igerisinde bilinen bir olaydir. Bitkiler elde edilen
oziitler acik yaralarin tedavi edilmesi i¢in ezilip lapa kivaminda yara iizerine
uygulanmis, bitkiler kaynatilarak suyundan yararlanilmis veya higbir islem
uygulamasi yapilmadan gida olarak direkt tiiketimi de tercih edilmistir. Genis bir
perspektiften bakildiginda bitkilerin alternatif tedavide kullanimina delil olusturacak
ve yazilacak makalelere konu olacak nitelikte bilgilere rastlanmaktadir (Petrovska,

2012).

Diinya’da alternatif tedavi amagli kullanilan bitkiler, bitki ekstraktlari, primer ve
sekonder metabolizmanin olusturdugu mevcut bilesenler ve bu bilesenlerin gosterdigi
etkilere olan bilimsel merak ‘Farmasotik botanik’ alaninin olusmaya baslamasina

neden olmustur (Raza, 2006).

Farmakologlar ve mikrobiyologlar antimikrobiyal ajan bulma yolunda arayisa
girerek islerine yarayacak bitki tlrlerine ulagsmaya ¢alismislardir. Mikroorganizmalar
ilag etkilerine kars1 zaman icinde direngli hale gelmekte ve bu direng genlerini de yeni
olusan iyelerine aktarmaktadirlar. Kullanilan ilaglarin 6mrii bakterilerin direng geni
kazanmas1 sebebiyle azalmakta ve antimikrobiyal maddeye olan ihtiya¢ glinden giine
artmaktadir. Antimikrobiyal maddeye duyulan ihtiya¢ nedeniyle incelenmeye alinan
ilk canli tiirleri bitkiler olmaktadir. Ayrica klinik mikrobiyologlar i¢in aragtirmanin alt
yapisini olusturan temel parcalar gorevini bitkiler tstlenmistir. Uzerinde ¢alisilmus,
icerikleri, etken maddeleri tespit edilmis bitki tiirleri olmasi laboratuvar ¢aligsmasi

slirecinde avantaj da sagladig1 goriilmektedir (Colozzi V, 2007).

Antimikrobiyal ajanin herhangi bir mikroorganizma tiiriine karsi in-vitro
aktivitesini tespit etme nedeniyle yapilan testlere antimikrobiyal duyarlilik testleri
denir. Klinikte antimikrobiyal icerikle yapilacak tedavinin antimikrobiyal duyarlilik

testlerinden alinan sonuglarin gosterdigi yol ile kararlastiriimasi esas1 géz ontine alinir.



Antibiyotik kullanimina endeksli olarak giderek artig gdsteren diren¢ oranlarinin
gbze carpmast neticesinde, duyarlilik testi uygulanmadan tedaviye baslanmamasi
gerekmektedir. Bu sekilde izlenen yolla tedavinin basarisiz bir sonu¢ almasini ve

karsilasilan direncin en aza indirgenmesine destek olunmalidir (Canl1,2019).
1.1 Bitkiler Alemi
Bitkiler, fotosentez olayin1 gergeklestirebilen, Okaryotik hiicre yapisina sahip

birbirinden farkli veya benzer 6zellik gosteren birden ¢ok organizmaya ev sahipligi

yapan ¢ok genis bir canlilar alemidir (Henderson, 1961).

Sekil 1.1 Bitkiler alemi siniflandirma semasi goriintiisii

1.1.1 Tohumsuz Bitkiler

Alt bagliklar1 damarli ve damarsiz tohumsuz bitkiler olmak tizere ikiye ayrilir.
Damarsiz tohumsuzlarda iletim demeti yoktur. Cigeksiz bitkiler olduklarindan tohum
olusturamazlar. Gelisme derecelerine gore 3 grupta incelenir (Canli, 2019).

* Ciger otlar

* Boynuzlu ciger otlar1

 Karayosunlar1



1.2 Briyofitlerin Genel Ozellikleri

Briyofit terimi; karayosunlari, cigerotlar1 ve boynuzotlarini igerisinde barindiran
bitki divizyosunu ifade eder. Yakin zamanda yapilan molekiiler arastirmalar ve
calismalar  1s18inda  Briyofitler;  Anthocerotophyta, = Marchantiophyta  ve
karayosunlarini igine alan Bryophyta olmak iizere 3 kisim da incelenmektedir

(Altuner,2010).

Kutuplardan baslayarak ekvatora kadar uzanan Diinya'da biiyiik bir cografi bolgede
mevcut olan briyofitler, primitif yapis1 ve kiiciik ebatlar1 sebebiyle bilim insanlarinin
arastirma konusu olarak tercih etmedikleri tiirler olmuslardir. Tiirkiye, briyofit bitkiler
bakimindan zengin iilkelerden birisidir. Simdiye kadar Tiirkiye'den 780 karayosunu,
182 cigerotu ve 4 boynuzsu cigerotlar1 olmak iizere 966 briyofit takson bilgisi kayitlara

gecmis bulunmaktadir (Ozdemir,2021).
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Sekil 1.2 Tiirkiye'nin grid sistemi (Henderson 1961) ve yerlesim yerlerinin dagilimi

1.3 Briyofitlerin Yapilar1 ve Bazi Karakteristik Ozellikleri

Karayosunlari ve cigerotlar1 birka¢ mm’den 70 cm’ye kadar uzayabilen, genellikle
kicuk ve ilkel formda basit bitkilerdir. Surglnleri neredeyse hepsinde govde ve
yapraklara ayrilan, ancak yiiksek yapida bitkilerin sahip oldugu sekilde goriilen bir
kok, gbovde yapisina ve elemanlarina sahip olmayan bryofitler gelismis bitkilerden
farkli olarak daha zayif bir bicimde yapilanmistir (Glime, 2013). Vaskiiler bitkilerin
sahip oldugu bir i¢ farklilagma mevcut olmayan bryofitlerin yapraklar: cogunlukla
minik ve her noktaya esit bir sekilde dagilan tek bir hiicre tabakasindan meydana

gelmistir. Baz1 yaprakli karayosunlarinda orta damar bulunsa bile, hi¢bir cigerotunda



kalin bir orta damar bulunmamakla birlikte esit dagilan benzesik bir yap1 sz

konusudur. Bryofitlerde yapraklar da yaprak sap1 mevcut degildir (Goffined, 2009).

Bryofitler, yasadiklar1 bolgeye rizoid adi verilen renksiz veya kahverengimsi iplik
benzeri yapilarla birlikte baglamir iletim dokusu goriilmeyen karayosunlari ve
cigerotlari, suyu bir hiicre yapisinda ve kalinligindaki birden ¢ok yaprak benzeri
yapilariyla absorbe eder. Ortam sudan yoksun oldugunda karayosunlarinin yapraklari
kivrik hale gelir, biiziislir ve kahverengimsi bir goriintii meydana geldigi goriiliir. Bu

bitkiler, tekrar su ile bulusuncaya dek higbir islevsel eylemde bulunamazlar (Sunter,
2007).

1.4 Briyofitlerin Yasam Alanlar

Bryofitler kuzey ve gliney yamaclarinda hem iliman hem de tropikal alanlarin nemli
iklimlerinde bitki Ortiisiiniin bir kismini olusturur. Orman ekosisteminde toprak
iistiinde haliy1r andiran bir goriintiide parlayan yesil renkte, yaygin 6lmiis bitkilerin
olusturdugu sulak alanlarda tiimsekler ve cukurlar igerisinde, yesil, kahverengi ve
kirmiz1 renklerde goriiliir. Bununla beraber dogada tas iistii, kaya {istii, tamamen su
igerisine gomiilii ve su i¢inde bulunan kaya tizerlerinde goriilebildigi gibi, dlmiis ve
canlt agaclarin govdeleri ve dallarinda, yar1 saprofit olarak ¢iiriimekte olan organik
maddeler tizerinde ve nemin ¢ok az oldugu kuru bolgelerde de yasam siirebilir (Kamer,
2006).

1.5 Karayosunlarinin Kullanildig1 Alanlar

Karayosunlari, indikator bir bitki olarak kullanilir. Cevre kosullarinin etkinliginin
nasil olacaginin tespiti konusunda karayosunlarindan faydalanilmaktadir. Erozyonun
tespit edilmesi ve Onlenmesi gibi durumlarin tespitinde de yine karayosunlarindan
yararlanilmaktadir. Karayosunlarmin sporlarinin toprak iizerine yayilmasi ile
topraktaki fazla suyun karayosunlar1 tarafindan hapsedilmesi ile erozyonun

onlendigine yonelik arastirma sonuglari mevcuttur (Savaroglu, 2011).



Topragin azot oranini1 zengin hale getirmek amaciyla kullanilir. Karayosunlarinin
yakit seklinde kullanimlari vardir. Uygun fiyathh olusu ve {irlinlin uzun siire
kullanilmas1 giysi olarak karayosunlarinin tercihine neden olmustur.

Biyofilm olarak adlandirilan havuzlarda kirlilige neden olan sorunlarin énlenmesinde
karayosunu tiirlerinden bazilar1 etkin sekilde tercih edilmistir. Tipta kullanim
alanlarindan bahsedilecek yelpaze c¢ok genistir. Bircok hastaligin tanisinin
konulmasinda, bitkisel formda ilaglarin iiretilmesinde etkileri oldugunu sdylemek
miimkiindiir. Ayrica savas zamanlarinda sargi bezi olmadig1 zamanlarda bir sargi bezi
gorevi gorerek yaralarin enfeksiyon kapmasini onlemek amaciyla tercih edilmistir

(Canli, 2009).



BOLUM iKi
ANTIMiIKROBIYAL AKTIiVITE

2.1 Antimikrobiyal Aktivite Calismasi ve Ornekleri

Antimikrobiyal kelimesi, mikroorganizmalarin yasam faaliyetlerini azaltma
giiciinii barindiran maddeleri tasvir etmek icin kullanilir. Insanlarda rastlanan
hastaliklarin (6rnegin, tiiberkiiloz, bakteriyel menenjit) tedavi edilmesinde sik bir
sekilde kullanilir ve klinik uygulama yontemlerinde (0rnegin, organ nakli, kalp
ameliyati1) yan etki riskinin azaltilmasinda ¢ok ciddi bir rolii vardir. Antimikrobiyaller,
veterinerlikte hastaliklarin tedavisinde (6rnegin mastitispndmoni) ve tedavi etme
amaci olmaksizin da (6rnegin, dezenfektanlar, koruyucular) yaygin sekilde kullanilir

(Serpi, 2012).

Antimikrobiyal diren¢ (AMR), mikroorganizmanin daha 6nce karsilastig1 tedavi
yontemine direnme becerisidir. Bir mikroorganizma, kendini 6ldirmeyecek seviyede
bir maddeye devamli olarak maruz tutulursa, bu maddeye kars1 direng gelistirdigi
gorulir. AMR gelismesi, insanlardaki bulasici hastaliklarin tedavisini riske sokan bir
durum yaratir. Antimikrobiyal aragtirmalar uzun yillar siiresince incelenmeye devam
edilmigstir. 2007 yilinda Singh ve arkadaslarinin uyguladiklar1 bir ¢aligmada 13
karayosunun etanolde ekstrakte edilip antimikrobiyal ve antifungal aktiviteleri 19
mikroorganizma i¢in mikrodiliisyon teknigi kullanilarak incelenmistir. Yapilan
aragtirmalar sonucunda 6 mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal olarak en etkin tiir
oldugu bulunmustur. Enfeksiyon tedavisi ve insan cilt hastaliklarinin tedavisinde
kullanilan S. junghuhnionum, B. javanica, B. rutabulum, B. arcuata, M. marginatum,
E. rubicundus gibi bazi tiirlerin bu sonucu onaylayici sekilde oldugu goriilmiistiir
(Singh, 2007).

Kong ve arkadaslar1 birlikte bir karayosunu tiirii olan Hylocomnium splendens’in
antibakteriyel etkinligini saptamak amaciyla bitki 6rneginin beg farkli ¢6ziiclide (n-

hekzan, diklorometan, 32 etilasetat, n-butanol ve su ¢6ziiciisii) 0ziitii hazirlanmustir.



Karayosununun antimikrobiyal aktivitesini disk difiizyon ydntemi kullanilarak
Olctuklerinde H. splendens’in Gram (-) bakterilerin higbirine kars1 bir etkisi olmazken
Gram (+) bakterilere kars1 aktivite gosterdigi gézlemlenmistir. Arastirilan taksonun
oOzellikle Staphylococci’ye karsi ¢ok giiclii antimikrobiyal aktivitesi oldugu
belirlenmistir. H.splendens 'in bes tane 6ziit arasindan bilhassa etil asetat 6zlitlintin dort

tlr Gram (+) bakteriye kars1 giiglii aktivite gosterdigi kaydedilmistir (Kong, 2007).

Tortella squarrosa tiirtine yapilan bir diger bir ¢alismada ise 11 bakteri susu
kullanilmis ve antimikrobiyal aktivite incelenmistir. Sonug olarak Bacillus subtilis,
Proteus mirabilis, Escherichia coli ve Enterobacter cloacae 'nin daha hassas oldugunu
aciklamiglardir. Artemisia absinthium’dan hazirlanan 6ziitlerin antimikrobiyal
aktiviteleri disk diflizyon ydntemiyle test edilecek mikroorganizmalar Uzerinde
denenmistir. Bulunan sonuglar, baz1 Gram (+) ve (-) bakterilere kars1 antimikrobiyal
bir aktivite gostermesine karsin kullanilan maya kiiltiirlerine karsi antifungal bir
etkinlige sahip olmadigi belirlenmistir. Sphagnum karayosunu (S. capillifolium ve S.
centrale) tiirlerinin 15 mikroorganizmaya karsi farkli Oziitlerinin antimikrobiyal
etkinligi arastirilip, dort farkli ¢6ziicti madde olan petrol eteri, etil asetat, diklorometan,
metanol ile elde edilen o6zitlerin antimikrobiyal aktiviteleri delik agar metodu
kullanilarak saptanmistir. Degisken gida zehirlenmeleri ve gidalarin bozulmasina

etken olan bakterilerin tiremelerini durdurdugu belirlenmistir (Onbasili, 2011).

2.2 Karayosunlarinda Antimikrobiyal Aktivite

Fitokimyasal maddelerin bitkide antimikrobiyal aktivite olusumuna sebep oldugu
tespit edilmistir. Birincil metabolit olarak adlandirilan maddeler karayosunlarinin
antimikrobiyal aktivite gostermesine sebebiyet veren etkenlerdir. Bitki igin zorunlu
diyebilecegimiz fotosentetik olaylarda karsimiza ¢ikan pigmentler, karbonhidrat
tiirevleri, proteinler primer metabolizma tepkimelerinden olusan maddelerdir (Altuner,

2008).

Damarli bitkiler ile briyofitlerin ortak noktalar1 irdelendiginde primer

metabolizmalarimin ¢ok yakin oldugu saptanmistir. “Seliiloz benzeri esansiyal



bilesikler, klorofil b, klorofil a, ana karotenoidler, niikleik asitler, nisasta, sekerler ve
lipidleri tipk: briyofitler gibi igeriklerinde barindirdiklar: tespit edilmistir. Hayati bir
Onem tasimayan, bitkinin gelisimsel siirecine direkt olarak etkisi olmayan organik
maddeleri bitkiler sekonder metabolizmalar1 ile firetir. Fenolikler, terpenler ve
alkaloitler olmak Uzere sekonder metabolizma sonucu olusan maddeleri ii¢ ana

baslikta toplamak mimkindur (Anonymous, 2009).

Briyofitlerin igerik analizleri ile alakali yiiriitiilen kimyasal ¢aligmalarda lignine
benzer aromatik bilesiklerin bulundugu, karbonhidratlarin ve aminoasitlerin
yapilarinda mevcut oldugu sonucuna ulasilmistir. Cigekli bitkilerle briyofitler
mukayese edildiginde kapladiklar1 alan bakimindan briyofitler kisitli bir bolgede

yasamlarini siirdiirmektedir (Karaca,2017).

Herbaryumlarda briyofit 6rnekleri hi¢bir islem gormeden, korunmasi i¢in kimyasal
maddelere veya ilaclara gereksinim duyulmadan uzun zaman dilimi boyunca raflarda
muhafaza edilir (Keskin,2019).

Aragtirmalar bu bitki toplulugu iizerinde hali hazirda devam etmektedir.
Antimikrobiyal ilag tiretiminde tercih edilecek tiriinler igerisinde degerli oldugunu her
aragtirmanin sonunda gérmek miimkiindiir. Igeriklerinde etken maddelerin tespit
edilmesi ad1 altinda yapilan ¢aligmalar mikroorganizmalarin antibiyotiklere dayanakli
olmasmi engelleyici sonuclar alinmasiyla ilerleyen siire¢ igerisinde bir ¢dziim

bulunabilecegi umudunu canlandirmaktadir (Canli, 2012).

Karayosunlarinin toplandigi bdlgenin mevcut yapisi, laboratuvar ¢aligmalarinin
stirecinde aksaklik olmamasi, hataya mahal vermeden yapilan ekstraksiyon yontemi
ve uygun se¢ilen solventin sonuglarin alinmasinda da verimli bulgulara ulagilmasinda
da ki 6nemi coktur. Elde edilen pozitif bilgiler bitkisel tedaviye glivenilmesi ve yapay
ilaclarin  kullanilmasinin azaltilmas1 bakimindan bir tercih yapilmasi alanim
acmaktadir. Bununla birlikte daha ¢ok karayosununun arastirilmasi i¢in segilmesine

de zemin hazirlamaktadir (Bozyel, 2010).



2.2.1 Antimikrobiyal Maddenin Etkinligini Etkileyen Faktorler

2.2.1.1 Antimikrobiyal Madde nin Kimyasal Ozelligi

Organik 0zellikte olan maddenin faaliyetleri genellikle yapilarindaki karbon ve
hidrojen sayilariyla ile esit oranda yiikselmektedir. Inorganik o6zellikte olanlarin
faaliyetleri ise suda yiik alma istekleriyle baglantilidir. Bu nedenle iyon giicii
digerlerinden fazla olan inorganik asitler ve alkaliler (NaOH ve KOH gibi) yiklenme

glicleri az olanlara nazaran daha fazla etkili olurlar (Canl1,2019).

2.2.1.2 Antimikrobiyal Madde 'nin Konsantrasyonu

Yiiksek dozlarda mikroplar1 oldiiren, diisiik dozlarda ise remelerini durdurucu
davranis gosterirler. Fakat konsantrasyon artisi ile mikroplar1 6ldiirme tesiri arasinda
devamli ve paralel bir baglantt mevcut degildir. Belli bir yogunluga ulasildiktan sonra

mikrop oldiiriicii etkisinde bir degisiklik gériilmemektedir (Canl1,2019).

2.2.1.3 Uygulama Sicaklig

Sicaklik yiikseldik¢e dogrusal olarak yiikselir maddenin gdsterdigi faaliyet artar.
Fakat cozeltilerinin belirli sicakliklarinda iizerine ¢ikmamasi gereklidir. Ciinkii her
antimikrobiyal maddenin etkinlik gosterdigi sicaklik birbirinden farklilik gdsterir. Bu
noktada altin1 ¢izdigimiz kisim sicakligin ¢6zmeye yetecek kadar yiiksek giicte fakat

inaktif hale getirmeyecek kadar diisiik gligte olmasidir (Canl1,2019).

2.2.1.4 Cozelti pH’s1

Her antimikrobiyal maddeni belli bir pH degeri vardir ve pH’daki kiigiik
degisiklikler sonug¢ iizerinde biiyiik degisiklikler olusturur. Klor ve iyot iceren
dezenfektanlarin faaliyeti genellikle pH arttik¢a diismektedir. Klorlu dezenfektan olan
hipokloritlerin en etkin pH’s1 7 civarindadir. Fakat hipokloritler nétral pH’larda metal
ylizeyde asindirici, yakicr ciiriitiicii etki yaratirlar ve bu sebeple de metal yiizeylerin
dezenfeksiyonu i¢in, etkinligin azaltildig1 ancak az miktarda agindirici yakici, ¢iiriitiicti
olduklar1 alkali sartlarda (pH 9.0 gibi) kullanim yapilir. Iyodoforlar optimum olarak
asidik sartlar altinda uygulamaya tabi tutulur ve pH 5’in altinda klorlu dezenfektanlara



gore daha cok etkindirler. Kuarterner amonyum bilesikleri ise alkali sartlar

saglandiginda etkindir (Canl1,2019).

2.2.1.5 Mikroorganizma/mikroorganizmalara Ait Faktorler

2.2.1.5.1 Mikroorganizma Yasi. Mikroorganizmalar genellikle Gremelerinin
logaritmik oldugu donemde antimikrobiyal aktivite etkilerine karsi daha direngli
olurlar (Canl1,2019).

2.2.1.5.2 Canli Mikroorganizma Sayist. Ortamdaki canli mikroorganizma sayisi

antimikrobiyal maddenin etki stiresi arttikca artig gdstermektedir (Canl1,2019).

2.2.2 Antimikrobiyal Duyarlihik Testleri
1) Diltsyon yontemi
e Buyyon dilisyon
e Makrodilusyon
e  Mikrodillsyon
e Agar diliisyon

2) Difuzyon yontemi
Bu ¢alismada Disk Difiizyon Testi uygulanmaktadir.

2.2.2.1 Disk Diflizyon Yontemi

Disk difiizyon yontemi esas olarak, kati besiyeri igerisine inokule edilen
mikroorganizmalarin, besiyeri yiizeyine konan disklerden yayilarak genisleyecek olan
antimikrobiyal maddeyle birlikte iiremeleri olayidir. Antimikrobiyal madde
faaliyetleri disklerin etrafinda meydana gelen iiremenin engellendigi bdolgelerin
Olglilmesiyle saptanir. Sivi besiyerlerinde mikroorganizmalarla antimikrobiyal
maddeler arasinda dogrudan iligski bulundugundan diliisyon yontemlerinde sonuglar
daha hassas alinir. Buna ragmen uygulamadaki kolaylik géz oniine alindiginda disk

diflizyon yontemi diinyada en ¢ok tercih edilen yontemdir (Canl1,2015).
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Disk diflizyon Ydntemi

Sekil 2.1 Disk Difuzyon yontemi
2.3. Antimikrobiyal Aktivite Calismalarimin Yapilma Nedenleri

Son ylizyillda antimikrobiyal maddelerin de kullanimi artmaya bagladikca,
infeksiy0z ajanlarin tedavi olasiligi gii¢lendirilmistir. Ancak ila¢ kullanim dozlari artis
gosterdikge negatif sonuglar, buna bagli da toplumda negatif izlenimler ortaya
cikmistir (Aydin, 2020).

Antimikrobiyal duyarlilik test sonuglar1 ile varilan degerlerin tedavi basarisini
tespit etmede destek olabilmesi i¢in test sonuglar1 tekrar edilebilir sekilde olmalidir.
Bu olay1 basarabilmek i¢in testte sadece degisken mikroorganizmanin kendisi olmali
ve diger degiskenlerin standart hale getirilmesi gereklidir. Bu hedefle antimikrobiyal
duyarlhilik testlerinde uygulanmasi tavsiye edilen besiyeri, inkiibasyon sartlari,
antimikrobiyal dozu ve mikroorganizma miktar1 dnceden belirlenmistir. Sonuglarin
giivenilir olmasint meydana getirmek icin devamli kalite kontrol tavsiyeleri de
mevcuttur. Bunun sayesinde ulasilan MIK degerleri veya inhibisyon zon gaplari,
mikroorganizma ve antimikrobiyal kombinasyonlari i¢in adim adim tespit edilen

klinik esik degerler ile kiyaslanabilmektedir (Fidan, 2016).
2.4. Ekstraksiyon Nedir?
Bir ¢ozelti veya siispansiyonda organik ya da inorganik maddeyi bir baska ¢6ziicii

kullanarak ayirma islemine ekstraksiyon denir. Bu yontemde bir saflasgtirmadan ¢ok

ayirmadan bahsedilebilir (Canl1,2009).
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2.4.1 Ekstraksiyon Yontemi Nelerdir?

e Blender ile ekstraksiyon

e  Ultrason yardimiyla ekstraksiyon

e Mikrodalga yardimiyla ekstraksiyon
e Soxhlet cihazi ile ekstraksiyon

e  Sivi azot ile ekstraksiyon

(Altuner, 2015).

2.4.2 Ekstraksiyon Isleminde Kullanilabilecek Coziiciiler

Ekstraksiyon islemi sirasinda kullandigimiz ¢dziiciilerin, maddeleri ¢dzebilme
oran1 farklidir. Bitkilerin 6zellikleri de goz Oniine alindiginda coziiciileri farkl
oranlarda kullanmak gereklidir. Yapilan deneyler niteliginde etil alkoliin
antimikrobiyal aktiviteye neden olan maddelerin biiyiik bir kismmi ¢ozdigi
saptanmigtir. Kullaniminin kolayligi, riskin az olmasi, saghigimiza kars1 da tehdit

olusturmamasi etil alkoliin avantajlarinda biridir (CLSI, 2006).

Tablo 2.1 Bitki Iceriginde Bulunan Aktif maddelerin Ekstraksiyonun da Yararlanilan Céziiciiler (Canl,

2009).

SU ETIL ALKOL | METIL KLOROFORM | ETER
ATLKOL
Antosiyanin Polifenol Antosiyaninler | Terpenoidler Komarinler
Nisasta Tanninler Terpenoidler Flavanoidler Yag asitleri
Saponinler Flovonol Tanninler Terpenoidler
Tanninler Steroller Saponinler Alkoloidler
Lektinler Terpenoidler Ksantosilenler
Polipeptitler Propolis Totarol
Terpenoidler Alkoloidler Kuasinoidler
L aktonlar
Flavonlar
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BOLUM UC
MATERYAL VE YONTEM

3.1 Antimikrobiyal Aktivite Calismasi
3.1.1. Bitki Ornekleri Toplanma Alan

Gergeklestirilen arazi calismasi sirasinda toplanan Ornekler ‘Dokuz Eyliil
Universitesi Tinaztepe Kampiis’ alan1 igerisinde bulunan ‘Kampiis City” olarak bilinen
yere dogru giden ormanlik alandan ve ‘Fen Edebiyat Fakiiltesi’ kantini yakinlarindaki
agaclik alanlardan toplanmistir. Arazi ¢aligmasi yapilan bolge cografik ozellik
bakimindan deniz seviyesinden 182 metre yiiksekligin de, yer yer calilar, ormanlik
alanlar1 siklikta, baz1 bolgeleri su birikintisi barindiran bir bolgedir. Arazi ¢aligsmasi
icin yagmur sonrast bir giin secilmistir. Bolge karayosunu bazinda zengin bir floraya

sahip oldugu gibi bagka bir¢ok bitki ve hayvan tiirlerine de ev sahipligi yapmaktadir.
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Sekil 3.1 Bitki Orneklerinin alindig1 kampiis bdlgesinin haritada gdsterimi
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3.1.2 Antimikrobiyal Aktivite Yapilacak Karayosunu Ornekleri

Tmaztepe kamplisii igerisinde yapilan arazi calismasi sonucunda 8 farkli tiir
toplandig1 alinan bitki kesitleri tizerinde ki mikroskobik c¢aligsmalar, kaynak taramalari
1s181nda saptandi. Tiirlerin toplandig1 yerler, tiir isimleri ve lokasyonlar1 asagida ilgili
tabloda verilmistir. Tiirlerin dogal yayilis ortamlar1 arazi sirasinda c¢ekilen
fotograflarda dahil edilerek eklenmistir. Ayni1 zamanda mikroskop altinda ki goriintii
gorsellerine de yer verilmistir. Ornekler Prof. Dr. Kerem CANLI tarafindan teshis

edilmistir. Ornekler Dokuz Eyliil Universitesi Biyoloji Boliimiinde saklanmaktadir.

Tablo 3.1 Toplanan Karayosunu Ornekleri ve Lokasyon Bilgisi

FAMILYA TUR HABITAT

Grimmiaceae Grimmia pulvinata (Hedw.) Tinaztepe Kampiis City yolu
orman i¢inde kaya uzeri

Pottiaceae Pleurochaete squarrosa Tinaztepe Kampiis City yolu

(Brid.) orman iginde toprak tzeri

Bryaceae Bryum capillare (Hedw.) Tinaztepe Kampds City yolu
orman iginde toprak uzeri

Grimmiaceae Grimmia orbicularis (Bruch) | Tinaztepe Kampiis Ogretim

liyeleri binas1 6nii yokus

duvari tzeri

Brachytheciaceae

Oxyrrhynchium hians (Hedw)

Tinaztepe Kampiis orman i¢i

yol tizerinden

Brachytheciaceae

Homalothecium lutescens
(Hedw.)

Tinaztepe Kampiis orman igi

yol tizerinden

Hipnaceae

Hypnum cupressiforme
(Hedw.)

Tinaztepe Kampiis orman ici

yol Gizerinden

Amblystegiaceae

Palustriella falcate (Hedw.)

Tinaztepe Kampiis orman igi

yol lizerinden
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0,5 mm

Sekil 3.3 Bryum capillare mikroskop goruntiisii (Canli, 2012)

Sekil 3.4 Grimmia pulvinata dogal ortaminda goriintiisii (Kisisel arsiv, 2022)
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Sekil 3.5 Grimmia pulvinata mikroskop gdruntist (Canli,2012)

= )
ESe et

Sekil 3.7 Pleurochaete squarrosa mikroskop goriintisi (Canli,2012)
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gal ortaminda goriintiisti (Kisisel arsiv, 2022)

Sekil 3.8 Grimmia orbicularis do

Sekil 3.9 Grimmia orbicularis mikroskop géruntusi (Canl1,2012)
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Sekil 3.10 Oxyrhynchium hians dogal ortaminda gorintust (Kisisel arsiv,2022)

0,5 mm

Sekil 3.11 Oxyrhynchium hians mikroskop goruntist (Canli,2012)

Sekil 3.12 Homolothecium lutescens dogal ortaminda gorintiisu (Kisisel arsiv,2022)
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Sekil 3.15 Hypnum cupressiforme mikroskobik gériintusi (Canl,2012)
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Sekil 3.17 Palustriella falcata mikroskobik goriintisi (Canli,2012)

3.2 Ekstraksiyon Sirasinda Tercih Edilen Coziicii

Toplanilan ve kurumaya birakilan karayosunu 6rneklerini ekstrakt halini getirmekte
kullanilan ¢oziicii etanoldiir (EtOH). Bu ¢oziiciiyli diger ¢oziiciilerin iginden tercih
etmemizin baslica nedeni ¢alismanin sonucunda tedavi amagli kullanilacak bir sonuca
hizmet etmesidir. Etil alkol su gibi canli biinyesine zarar vermeden ¢oziicli gorevi

iistlenen bir bilesiktir.

20



3.3 Analiz i¢in Kullanilan Mikroorganizmalar

Deney sirasinda ekstraktlarin antimikrobiyal aktivitesini gormek amaciyla 15 farkl
sus se¢imi yapilmasi uygun bulunmustur. Gram (-), gram (+) bakteri ve maya gibi
cesitli organizmalar se¢ilmistir. Suslarimiz igerisinde farkli saglik sorunlarina neden
olacak mikroorganizmalarda bulunur. Suslarin 5 tanesi gram (+), kalan 7 tanesi de
gram (-) suslar olarak tercih edilmistir. Maya olarak Candida albicans, Candida

tropicalis, Candida glabrata segilmis, 3 farkl: tiir kullanilmasina karar verilmistir.

Tablo 3.2 Deney igin secilen mikroorganizmalar

SUS GRAM MAYA/BAKTERI
Bacillus subtilis DSMZ 1971 + Bakteri
Candida albicans DSMZ 1386 + Maya
Enterobacter aeogenes ATCC 13048 - Bakteri
Enterococcus faecalis ATCC 29212 + Bakteri
Escherichia coli ATCC 25922 - Bakteri
Listeria monocytogenes ATCC 7644 + Bakteri
Pseudomonas aeruginosa DSMZ 50071 - Bakteri
Pseudomonas fluorescens P1 - Bakteri
Salmonella enteritidis ATCC 13076 - Bakteri
Salmonella typhimurium SL1344 - Bakteri
Staphylococcus aureus ATCC 25923 + Bakteri
Staphylococcus epidermidis DSMZ + Bakteri
20044

Acinetobacter baumannii CECT 4503 - Bakteri
Candida tropicalis + Maya
Candida glabrata + Maya
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3.4 Deneylerde Kullanilan Mikroorganizmalar

3.4.1 Bacillus subtilis

Sekil 3.18 Bacillus subtilis bakterisi mikroskop gértintisi

3.4.2 Enterobacter aerogenes

Sekil 3.19 Enterobacter aerogenes bakterisi mikroskop goruntusu
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3.4.3 Enterococcus faecalis

Sekil 3.20 Enterococcus faecalis bakterisi mikroskop goruntiisu

3.4.4 Escherichia coli

Sekil 3.21 Escherichia coli bakterisi mikroskop goruntist

23



3.4.5 Listeria monocytogenes

Sekil 3.22 Listeria monocytogenes bakterisi mikroskop goruntisu

3.4.6 Salmonella enteritidis

Sekil 3.23 Salmonella enteritidis bakterisi mikroskop géruntisu
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3.4.7 Salmonella typhimurium

Sekil 3.24 Salmonella typhimurium bakterisi mikroskop gorintusu

3.4.8 Staphylococcus aureus

Sekil 3.25 Staphylococcus aureus bakterisi mikroskop géruntusi
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3.4.9 Staphylococcus epidermidis

Sekil 3.26 Staphylococcus epidermidis bakterisi mikroskop gorintusi

3.4.10 Candida albicans

Sekil 3.27 Candida albicans (SEM) mikroskop géruntiisi
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3.4.11 Pseudomonas aeruginosa

Sekil 3.28 Pseudomonas aeruginosa mikroskop gérintisu

3.4.12 Pseudomonas fluorences

Sekil 3.29 Pseudomonas fluorescens besiyerinde gorintlisi, Pseudomonas fluorescens mikroskop

gorintusu
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3.4.13 Acinetobacter baumannii

Acc.V  Spot Magn Det WD Exp
25.0 kV'3.0 13331x SE 16.5 3

Sekil 3.30 Acinetobacter baumannii (SEM) mikroskop goriintist

3.4.14 Candida tropicalis

Sekil 3.31 Candida tropicalis mayasi mikroskop goriintiisii
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3.4.15 Candida glabrata

Sekil 3.32 Candida glabrata mikroskop géruntiisu

3.5 Kullanilan Besiyeri

Mikroorganizmalara uygun bir ortam hazirlamak ve iiremelerini zengin hale
getirmek i¢in kat1 besiyeri Muller Hilton Agar kullanilmigtir. Toplam 2000 ml olmak
tizere 500 ml den 4 gise hazirlanmis, hazirlik sirasinda her sise icine 19 gr olmak tzere
toplam 2000 ml de 76 gr agar olmasi uygun goriilmiistiir. Besiyeri dokiilmesi i¢in
toplam 60 petri kabi harcanmis ayni zamanda 3 petri kab1 yedek olmak iizere

dokilmistiir.

Sekil 3.33 Muller Hilton Agar besiyerinin petrilere dékilmesi goruntisi (Kisisel arsiv, 2022)
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3.6 Orneklerin Ekstraksiyona Hazirlanmasi ve Ekstraksiyonu

Orneklerin hazirlik asamasi prosediirleri asagida belirtilen maddeler baz alinarak
yapilmistir. Topladigimiz karayosunu ornekleri 24 saat boyunca karton iizerine
kurutulmaya birakilmistir. Blender alkol ile etkili sekilde temizlenmistir. Ornekler
blender haznesine topraklarindan bir kisim arindirilarak konulmustur. Ornekler
blender yardimi ile toz haline gelene dek Ogiitiilmistiir. Toz haline getirilen her tiir
i¢in farkl1 bir erlen hazirlanmistir. Ogiitiilen her tiir erlen igine kiigiik bir kagit ile huni
yaparak dikkatlice alinmistir. Erlenlerin i¢indeki 6giitiilmiis 6rneklerin her birinin
tizerine sirasi ile erlen 200 ml dolana dek etanol eklenmistir. Agiz kismi giizelce
parafilm ile kapatilmistir. Erlenler galkalayici i¢ine aralarinda mesafe olacak sekilde
sabitce oturtulduktan sonra 48 saat boyunca calkalamaya birakilmistir. Calkalama
sonrast alinan erlenler parafilmlerinden sokiilmiistiir. Her bir erlen igin bir balon, bir
huni ve bir adet Whatman No 1 filtre kagidi hazirlanir. Erlen igerisinde ¢alkalanmig

olan bitki 6ziitii huni ve filtre kagid1 yardimiyla balon i¢ine siiziilmiistir.

Balon i¢ine siiziilmesi tamamlananlar sirasiyla etanolleri ugurulmasi amaci ile
Rotary Evaporatdr (Doner Buharlastirici) cihazina konuldu. Alkoliinden arinan
ornekler tartildr. Ilk tartim sonuglari yazildi. Hazirlamak istedigimiz oranda (ka¢ ml
hazirlamak istiyorsak) etil alkol kadar pipetlerle alinarak balonun iginin tamami
yikanacak sekilde yavas yavas tabana akitarildi. Pipetler ile ekstrakt kullanilacagi kaba
istenilen ml de basildi. Boylelikle ekstrakt hazir hale getirildi. Bosalan balon tekrardan
Rotary Evaporatore takildi ve 3-5 dk sonrasinda c¢ikarildi ikinci tartim yapildi.

Hazirlanan ekstrakt i¢indeki madde miktar1 ilk ve son tartim fark: alinarak bulundu.
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Sekil 3.34 Blenderdan gegirilen karayosunu 6rneklerinin etil alkole konmasi goriintiisii

(Kisisel arsiv,2022)

Sekil 3.35 Whatman No 1 filtre kagid ile Balon

icerisine siiziilen karayosunu ekstraktinin goriintiisii (Kisisel arsiv,2022)
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Sekil 3.37 Rotary Evoporator igerisinde alkolii ugurulmus karayosunu 6ziitii gérintisu
(Kisisel arsiv, 2022)

3.7 Ekstraktlarin Disklere Emdirilmesi

Karayosunu 6rneklerinden hazirlanan 8 ekstrakt i¢in her bir ekstrakta 3 petri kab1
diisecek sekilde 24 petri kab1 igerisine her biri 15 +1 yedek olacak diizende 16 disk
steril cimbiz yerlestirilmistir.50 pl ,100 ul,200 pl olmak tizere ti¢ farkli dozda ekstrakt
disklere emdirilmistir. Emdirilme sirasinda alkoliin ugmasi adina bekleme stiresi

taninmigtir. Basimi tamamlanan dozlar kurumasi i¢in kaldirilmistir.
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Sekil 3.38 Karayosunu ekstraktlarinin disklere basilmasi goriintiisii
(Kisisel arsiv,2022)

3.8 Mikroorganizmalarin Standardizasyonu

Antimikrobiyal aktivitenin anlamli sekilde tespit edilmesi agisindan deney
kullanilacak kiiltiirlerin mikroorganizma sayilarinin standart olmasi amaglanmaktadir.
Bu sebeple tizerinde c¢alisilacak olan mikroorganizmalar bulaniklik agisindan standart
hale getirilmeye ¢alisilmigtir. Bulaniklik 6l¢iitiimiiz ise Mac Farland No 0.5 bulaniklik
standard1 baz alinarak uygulamaya ge¢ilmistir. Kiyaslama bu bulaniklik 6l¢iitiine gore

yapilmustir.

3.9 Besiyerlerinin Inokiilasyonu

Mikroorganizmalarin ~ silispansiyonlarinin  hazirlandig1  kaplar igerisine tek
kullanimlik steril edilmis ekiivyon ¢ubuk daldirilir. Bir miktar bekledikten sonra
dikkatlice ¢ikarilir. Hazirlanan petri kabindaki besiyeri iizerine ekiivyon cubuk ile
mikroorganizma yayma islemi gerceklestirilir. Hazir hale gelen petri kaplar1 agizlari

kapatilarak muhafaza edilmistir.
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3.10 Disklerin Petri Kabina Yerlestirilmesi

Ekstrakt basilarak hazirlanmis olan 50 pl,100 pl,200 pl 6lgiilerle basilmis olan
diskler sirasi ile petri kaplarina konur. Bu koyma isleminde petri kaplarina disklerin
tam oturmasina, noktasindan agara temasindan emin olunmasina dikkat edilmelidir.
Toplamda 60 petri kab1 kullanilmistir. Her petri kabina 6 disk yerlesmistir. Petri
kaplarinda 2 farkli karayosununa ait 3 farkli dozda ekstrakt basili disk olacak sekilde

planlama yapilmis ve uygulanmaistir.

Sekil 3.39 Disklerin kabin igerisine yerlestirilmesi goruntusi (Kisisel arsiv, 2022)
3.11 Inkuibasyon

Diskler basili sekilde hazir hale gelen petri kaplari son asama olarak inkiibator
igerisine yerlestirilir. Bakteriler i¢in 37 °C 24 saat mayalar i¢in ise ayn1 uygulama
yapilmustir.

3.12 Inhibisyon Zon Olgiilmesi

Beklenen siireninin dolmasi sonucunda etlivden ¢ikarilan petriler cetvel ile

milimetrik olarak 6l¢iiliir. Kay1t altina alinir.
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BOLUM DORT
BULGULAR

4.1 Antimikrobiyal Aktivite Calismasi1 Bulgulari

Dogal alanlarindan toplanan, hazirlik asamalar1 yerine getirilerek ekstrakt elde
edilen, disk difiizyon yontemi kullanilarak 8 karayosunu ornegi iizerinde 15 sus ile
yapilan antimikrobiyal aktivite calismasi sonucunda tabloda belirtilen bulgular ortaya

cikartlmistir.

Tablo 4.1 Ekstraktlarin madde miktarlari

TUR ILK SON MADDE MADDE
TARTIM | TARTIM | MIKTARI(g) | MIKTARI (ml)

Grimmia pulvinata | 220,739 g | 220,470 g 0,269 g 0.2611650 ml

(Hedw.)

Pleurochaete 179,120g | 178,990 g 0,130 ¢ 0.1262135 ml

squarrosa (Brid.)

Bryum capillare 197,717 g | 197,625 ¢ 0,092 g 0.089320 ml

(Hedw.)

Grimmia 217,390¢g | 217,333 ¢ 0,057 g 0.055339 ml

orbicularis (Bruch)

Oxyrrhynchium 207,132 g | 207,026 g 0,106 g 0.155339 ml

hians (Hedw)

Homalothecium 201,484 g | 201,463 g 0,021 ¢ 0.020388 ml

lutescens (Hedw.)

Hypnum 234,594 g | 234,565 ¢ 0,029 g 0.0281553 ml

cupressiforme

(Hedw.)

Palustriella falcate | 197,665¢ | 197,632 g 0,033 ¢ 0.0320388 ml

(Hedw.)
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4.1.1 Oxyrrhynchium hians (Hedw.)

Sekil 4.1 Oxyrrhychium hians karayosununun Pseudomonas fluorescens P1 lizerinde olugturdugu

antimikrobiyal zon goriintiisi (Kisisel arsiv, 2022)

Sekil 4.2 Oxyrrhynchium hians karayosunun Staphylococcus aureus ATCC 25923 uzerinde
olugturdugu antimikrobiyal zon gériintiisii (Kisisel argiv, 2022)
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Tablo 4.2 Oxyrrhynchium hians karayosununun disk diftizyon testinin verdigi sonuglar

SUSLAR

SONUCLAR

50 ul

100 pl

200 pl

Bacillus subtilis DSMZ 1971

mm

mm

8mm

Candida albicans DSMZ 1386

Enterobacter aeogenes ATCC 13048

Enterococcus faecalis ATCC 29212

Escherichia coli ATCC 25922

Listeria monocytogenes ATCC 7644

Pseudomonas aeruginosa DSMZ 50071

Pseudomonas fluorescens P1

Salmonella enteritidis ATCC 13076

Salmonella typhimurium SL1344

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Staphylococcus epidermidis DSMZ 20044

Acinetobacter baumannii CECT 4503

Candida tropicalis

Candida glabrata
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4.1.2 Homalothecium lutescens (Hedw.)

Tablo 4.3 Homalothecium lutescens karayosununun disk difiizyon testinin verdigi sonuglar

SUSLAR

SONUCLAR

50 ul

100 ul

200 ul

Bacillus subtilis DSMZ 1971

Candida albicans DSMZ 1386

mm

mm

mm

Enterobacter aeogenes ATCC 13048

Enterococcus faecalis ATCC 29212

Escherichia coli ATCC 25922

Listeria monocytogenes ATCC 7644

Pseudomonas aeruginosa DSMZ 50071

Pseudomonas fluorescens P1

Salmonella enteritidis ATCC 13076

Salmonella typhimurium SL1344

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Staphylococcus epidermidis DSMZ 20044

Acinetobacter baumannii CECT 4503

Candida tropicalis

Candida glabrata
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4.1.3 Hypnum cupressiforme (Hedw.)

Sekil 4.3 Hypnum cupressiforme karayosununun Pseudomonas fluorescens P1 (izerinde olusturdugu

antimikrobiyal zon goriintiisii (Kisisel arsiv, 2022)

Tablo 4.4 Hypnum cupressiforme karayosununun disk difliizyon testinin verdigi sonuglar

SUSLAR SONUCLAR

50l [ 100l [ 200 pl

Bacillus subtilis DSMZ 1971 - R _

Candida albicans DSMZ 1386 - - _

Enterobacter aeogenes ATCC 13048 - - -

Enterococcus faecalis ATCC 29212 - - _

Escherichia coli ATCC 25922 - R _

Listeria monocytogenes ATCC 7644 7mm 7mm 7mm

Pseudomonas aeruginosa DSMZ 50071 - - -

Pseudomonas fluorescens P1 7mm 7mm 7mm

Salmonella enteritidis ATCC 13076 - - -

Salmonella typhimurium SL1344 - - -

Staphylococcus aureus ATCC 25923 7mm 8mm 8mm

Staphylococcus epidermidis DSMZ 20044 - - -

Acinetobacter baumannii CECT 4503 - - -

Candida tropicalis - - -

Candida glabrata - - -
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4.1.4 Palustriella falcata (Hedw.)

Tablo 4.5 Palustriella falcata karayosununun disk difiizyon testinin verdigi sonuglar

SUSLAR

SONUCLAR

50 ul

100 ul

200 ul

Bacillus subtilis DSMZ 1971

mm

mm

mm

Candida albicans DSMZ 1386

Enterobacter aeogenes ATCC 13048

Enterococcus faecalis ATCC 29212

Escherichia coli ATCC 25922

Listeria monocytogenes ATCC 7644

Pseudomonas aeruginosa DSMZ 50071

Pseudomonas fluorescens P1

Salmonella enteritidis ATCC 13076

Salmonella typhimurium SL1344

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Staphylococcus epidermidis DSMZ 20044

Acinetobacter baumannii CECT 4503

Candida tropicalis

Candida glabrata
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4.1.5 Grimmia orbicularis (Bruch.)

Tablo 4.6 Grimmia orbicularis karayosununun disk difiizyon testinin verdigi sonuglar

SUSLAR

SONUCLAR

50ul | 100 pl

200 ul

Bacillus subtilis DSMZ 1971

Candida albicans DSMZ 1386

Enterobacter aeogenes ATCC 13048

Enterococcus faecalis ATCC 29212

Escherichia coli ATCC 25922

Listeria monocytogenes ATCC 7644

Pseudomonas aeruginosa DSMZ 50071

Pseudomonas fluorescens P1

Salmonella enteritidis ATCC 13076

Salmonella typhimurium SL1344

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Staphylococcus epidermidis DSMZ 20044

Acinetobacter baumannii CECT 4503

Candida tropicalis

Candida glabrata
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4.1.6 Grimmia pulvinata (Hedw.)

Tablo 4.7 Grimmia pulvinata karayosununun disk diflizyon testinin verdigi sonuglar

SUSLAR

SONUCLAR

50ul | 100 pl

200 ul

Bacillus subtilis DSMZ 1971

Candida albicans DSMZ 1386

Enterobacter aeogenes ATCC 13048

Enterococcus faecalis ATCC 29212

Escherichia coli ATCC 25922

Listeria monocytogenes ATCC 7644

Pseudomonas aeruginosa DSMZ 50071

Pseudomonas fluorescens P1

Salmonella enteritidis ATCC 13076

Salmonella typhimurium SL1344

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Staphylococcus epidermidis DSMZ 20044

Acinetobacter baumannii CECT 4503

Candida tropicalis

Candida glabrata
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4.1.7 Bryum capillare (Hedw.)

Tablo 4.8 Bryum capillare karayosununun disk difiizyon testinin verdigi sonuglar

SUSLAR

SONUCLAR

50ul | 100 pl

200 ul

Bacillus subtilis DSMZ 1971

Candida albicans DSMZ 1386

Enterobacter aeogenes ATCC 13048

Enterococcus faecalis ATCC 29212

Escherichia coli ATCC 25922

Listeria monocytogenes ATCC 7644

Pseudomonas aeruginosa DSMZ 50071

Pseudomonas fluorescens P1

Salmonella enteritidis ATCC 13076

Salmonella typhimurium SL1344

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Staphylococcus epidermidis DSMZ 20044

Acinetobacter baumannii CECT 4503

Candida tropicalis

Candida glabrata
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4.1.8 Pleurochaete squarrosa (Brid.)

Tablo 4.9 Pleurochaete squarrosa karayosununun disk difiizyon testinin verdigi sonuglar

SUSLAR SONUCLAR

50 ul 100 ul | 200 pl

Bacillus subtilis DSMZ 1971 - - i

Candida albicans DSMZ 1386 - - i

Enterobacter aeogenes ATCC 13048 - - -

Enterococcus faecalis ATCC 29212 - - i

Escherichia coli ATCC 25922 - - i

Listeria monocytogenes ATCC 7644 - - -

Pseudomonas aeruginosa DSMZ 50071 - - -

Pseudomonas fluorescens P1 - - -

Salmonella enteritidis ATCC 13076 3 - -

Salmonella typhimurium SL1344 - - -

Staphylococcus aureus ATCC 25923 - - -

Staphylococcus epidermidis DSMZ 20044 - . -

Acinetobacter baumannii CECT 4503 - - -

Candida tropicalis - - -

Candida glabrata - - -
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BOLUM BES
TARTISMA VE SONUC

Antimikrobiyal akvite c¢alismalar1 giinden giine onem kazanmakta, dinya
patojenlerin sebep oldugu hastaliklarla daha cok karsilastikca da bu alandaki
calismalar giin giin daha ¢ok merak edilmekte ve denenmektedir. Bu calismada
Timaztepe kampiisiinden alinan 8 karayosunu tiiriinden 4 {in de antimikrobiyal aktivite
gOriilmiistiir. 4 karayosunu tiiriinde ise herhangi bir zon olusumuyla karsilagilmamastir.
Calismasi tamamlanan antimikrobiyal aktivite testi sonucunda Oxyrrhynchium hians
karayosunu tlrtnun Bacillus subtilis, Esherichia coli, Staphylococcus aureus tirlerine
kars1, Homalothecium lutescens karayosunu tiriiniin Candida albicans, Pseudomonas
fluorescens, Staphylococcus aureus tiirlerine karsi, Hypnum cupressiforme karayosunu
tirindn Listeria monocytogenes, Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus aureus
tirlerine kars1 Palustriella falcate karayosunu tirinin Staphylococcus aureus tiriine

kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigi deneyler ile tespit edilmistir.

Bacillus subtilis DSMZ 1971 mikroorganizmasina Oxyrrhynchium hians (Hedw)
karayosunu ekstrakti 6lgtimler sonucunda 50pl dozunda 7mm, 100ul dozunda 7mm,

200ul dozunda 7mm antimikrobiyal etki gostermistir.

Bacillus subtilis DSMZ 1971 mikroorganizmasina Palustriella falcate (Hedw.)
karayosunu ekstrakti dl¢timler sonucunda 50ul dozunda 7mm, 100ul dozunda 8mm,

200pl dozunda 8mm antimikrobiyal etki gostermistir.

Candida albicans DSMZ 1386 mikroorganizmasina Homalothecium lutescens
(Hedw.) karayosunu ekstrakti 6l¢ctimler sonucunda 50l dozunda 7mm, 100pl dozunda

7mm, 200ul dozunda 7mm antimikrobiyal etki géstermistir.

Enterobacter aeogenes ATCC 13048 mikroorganizmasina kullanilan karayosunu
ekstraktlarindan Grimmia pulvinata (Hedw.), Pleurochaete squarrosa (Brid.), Bryum
capillare (Hedw.), Grimmia orbicularis (Bruch), Oxyrrhynchium hians (Hedw),

Homalothecium lutescens (Hedw.), Hypnum cupressiforme (Hedw.), Palustriella
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falcate (Hedw.) 50u1,100u1,200u1 dozlarinda herhangi bir antimikrobiyal aktivite zonu

olugmamustir.

Enterococcus faecalis ATCC 29212 mikroorganizmasina kullanilan karayosunu
ekstraktlarindan Grimmia pulvinata (Hedw.), Pleurochaete squarrosa (Brid.), Bryum
capillare (Hedw.), Grimmia orbicularis (Bruch), Oxyrrhynchium hians (Hedw),
Homalothecium lutescens (Hedw.), Hypnum cupressiforme (Hedw.), Palustriella
falcate (Hedw.) 50pl,100ul,200pl dozlarinda herhangi bir antimikrobiyal aktivite zonu

olusmamustir.

Escherichia coli ATCC 25922 mikroorganizmasina Oxyrrhynchium hians (Hedw)
karayosunu ekstrakti 6lgtimler sonucunda 50ul dozunda 7mm, 100ul dozunda 7mm,

200pl dozunda 8mm antimikrobiyal etki gostermistir.

Listeria monocytogenes ATCC 7644 mikroorganizmasina Hypnum cupressiforme
(Hedw.) karayosunu ekstrakti 6lgiimler sonucunda 50ul dozunda 7mm, 100ul dozunda

7mm, 200ul dozunda 7mm antimikrobiyal etki gdstermistir.

Pseudomonas aeruginosa DSMZ 50071 mikroorganizmasma kullanilan
karayosunu ekstraktlarindan Grimmia pulvinata (Hedw.), Pleurochaete squarrosa
(Brid.), Bryum capillare (Hedw.), Grimmia orbicularis (Bruch), Oxyrrhynchium hians
(Hedw), Homalothecium lutescens (Hedw.), Hypnum cupressiforme (Hedw.),
Palustriella falcate (Hedw.) 50u1,100u1,200u1 dozlarinda herhangi bir antimikrobiyal

aktivite zonu olugsmamuistir.

Pseudomonas fluorescens Plmikroorganizmasina Homalothecium lutescens
(Hedw.) karayosunu ekstrakti 6l¢timler sonucunda 50u1 dozunda 7mm, 100pl dozunda

8mm, 200ul dozunda 9mm antimikrobiyal etki gostermistir.
Pseudomonas fluorescens P1mikroorganizmasina Hypnum cupressiforme (Hedw.)

karayosunu ekstrakti dl¢timler sonucunda 50ul dozunda 7mm, 100ul dozunda 7mm,

200pl dozunda 7mm antimikrobiyal etki gostermistir.
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Salmonella enteritidis ATCC 13076 mikroorganizmasina kullanilan karayosunu
ekstraktlarindan Grimmia pulvinata (Hedw.), Pleurochaete squarrosa (Brid.), Bryum
capillare (Hedw.), Grimmia orbicularis (Bruch), Oxyrrhynchium hians (Hedw),
Homalothecium lutescens (Hedw.), Hypnum cupressiforme (Hedw.), Palustriella
falcate (Hedw.) 50u1,100u1,200u1 dozlarinda herhangi bir antimikrobiyal aktivite zonu

olugmamustir.

Salmonella typhimurium SL1344 mikroorganizmasina kullanilan karayosunu
ekstraktlarindan Grimmia pulvinata (Hedw.), Pleurochaete squarrosa (Brid.), Bryum
capillare (Hedw.), Grimmia orbicularis (Bruch), Oxyrrhynchium hians (Hedw),
Homalothecium lutescens (Hedw.), Hypnum cupressiforme (Hedw.), Palustriella
falcate (Hedw.) 50ul,100u1,200ul dozlarinda herhangi bir antimikrobiyal aktivite zonu

olusmamustir.

Staphylococcus aureus ATCC 25923 mikroorganizmasina Oxyrrhynchium hians
(Hedw) karayosunu ekstrakti 6l¢iimler sonucunda 50ul dozunda 7mm, 100p! dozunda

8mm, 200ul dozunda 8mm antimikrobiyal etki gostermistir.

Staphylococcus aureus ATCC 25923 mikroorganizmasina Homalothecium
lutescens (Hedw.) karayosunu ekstrakti 6lgtimler sonucunda 50pl dozunda 7mm,

100pl dozunda 8mm, 200ul dozunda 9mm antimikrobiyal etki gostermistir.

Staphylococcus aureus ATCC 25923 mikroorganizmasina Palustriella falcate
(Hedw.) karayosunu ekstrakti 6lgtimler sonucunda 50ul dozunda 7mm, 100ul dozunda

8mm, 200ul dozunda 8mm antimikrobiyal etki gostermistir.

Staphylococcus epidermidis DSMZ 20044 mikroorganizmasina kullanilan
karayosunu ekstraktlarindan Grimmia pulvinata (Hedw.), Pleurochaete squarrosa
(Brid.), Bryum capillare (Hedw.), Grimmia orbicularis (Bruch), Oxyrrhynchium hians
(Hedw), Homalothecium lutescens (Hedw.), Hypnum cupressiforme (Hedw.),
Palustriella falcate (Hedw.) 50u1,100u1,200u1 dozlarinda herhangi bir antimikrobiyal

aktivite zonu olusmamuistir.

47



Acinetobacter baumannii CECT 4503 mikroorganizmasina kullanilan karayosunu
ekstraktlarindan Grimmia pulvinata (Hedw.), Pleurochaete squarrosa (Brid.), Bryum
capillare (Hedw.), Grimmia orbicularis (Bruch), Oxyrrhynchium hians (Hedw),
Homalothecium lutescens (Hedw.), Hypnum cupressiforme (Hedw.), Palustriella
falcate (Hedw.) 50p11,200ul,200p1 dozlarinda herhangi bir antimikrobiyal aktivite zonu

olugmamustir.

Candida tropicalis mayasina kullanilan karayosunu ekstraktlarindan Grimmia
pulvinata (Hedw.), Pleurochaete squarrosa (Brid.), Bryum capillare (Hedw.),
Grimmia orbicularis (Bruch), Oxyrrhynchium hians (Hedw), Homalothecium
lutescens (Hedw.), Hypnum cupressiforme (Hedw.), Palustriella falcate (Hedw.)
50uL,100uL,200ul dozlarinda herhangi bir antimikrobiyal aktivite zonu olugsmamustir.
Candida glabrata mayasina karayosunu ekstraktlarindan Grimmia pulvinata (Hedw.),
Pleurochaete squarrosa (Brid.), Bryum capillare (Hedw.), Grimmia orbicularis
(Bruch), Oxyrrhynchium hians (Hedw), Homalothecium lutescens (Hedw.), Hypnum
cupressiforme (Hedw.), Palustriella falcate (Hedw.) 50ul,100u1,200ul dozlarinda

herhangi bir antimikrobiyal aktivite zonu olugmamustir.

Colak ve ark (2011) tarafindan gerceklestirilen antimikrobiyal aktivite ¢calismast
incelendiginde Hypnum cupressiforme (Hedw.) tiiriine etil alkol ve farkli ¢oziictiler ile
deneyler yapilarak sonu¢ beklenmistir. Hypnum cupressiforme (Hedw.) ekstrakti
Escherichia coli bakterisi Uzerinde 6,9 mm antimikroviyal aktivite zonu
olusturmustur. Bu ¢alismada kullanilan karayosunu tiirlerinin  50pul,100ul,200pl
ekstrakt dozlar1 Escherichia coli bakterisine karsi antimikrobiyal aktivite
gostermemistir. Sonug farkinin karayosununun farkli ekolojik sartlarda yetismesinden

kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

Tekerlek (2013) tarafindan gerceklestirilen antimikrobiyal aktivite tez calismasi
incelendiginde Pseudomonas aeruginosa bakterisine karsi kullanilan karayosunlari
antimikrobiyal aktivite zonu olusturmamistir. Bu ¢alismada da benzer olarak bir zon

olusumu dikkat ¢ekmistir.
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Altuner ve ark (2010) antimikrobiyal aktivite ¢alismasinda etil alkol ekstraktlar
Candida albicans mayasi1 iizerinde zon olusumu gostermezken bu c¢aligmada
Homalothecium lutescens (Hedw.) karayosunu ekstrakti 6lciimler sonucunda 50pl
dozunda 7mm, 100ul dozunda 7mm, 200ul dozunda 7mm antimikrobiyal etki
gostermistir. Kullanilan dozlarin farkli olusunun alinan sonuglarin farkli olmasina

neden oldugu diisiiniilmektedir.

Calisma sirasinda sterilizasyon kurallarina dikkat edilmistir. Mikroorganizmalarin
petri kaplarina ekiivyon ¢cubukla yayilmasi sirasinda kontaminasyon olmamasina 6zen
gosterilmistir. Olast bir kontaminasyon olmasi durumu ortaya g¢ikan sonuglari
etkilemekle kalmayip ¢alismanin tekrarlanasina neden olabilecektir. Ciddi seviyede
tehlike arz eden, bir¢ok hastaligin sebebiyetini veren bir patojen olan Staphylococcus
aureus bakterisi karayosunu ekstraktlarinin en ¢ok antimikrobiyal aktivite gosterdigi
tlr olmustur. Bu susa kars1 4 farkli karayosunu ekstraktimiz farkli dozlarda etkinlik

gostermistir.

Calisma 50ul,100ul,200ul  dozlarinda uygulanmistir. Uygulanan dozlarin
arttirllmas1 durumunda olusacak zonlarin biiyiikliigiiniin artacagi diisiiniilmektedir.
Sonuglarin bazilarinda ilk kontrol sirasinda 50ul,100u1 karayosunu ekstrakti basilmis
olan disklerdense direk 200ul olan diskler sonug vermistir. Bu gézlem sonucunda
varilan kani dozlarin arttirllmas1 noktasinda ortaya ¢ikacak sonuglarda artacaktir
seklinde olmustur. Antimikrobiyal aktivite zonu olusturamayan karayosunlar1 i¢ginde
hem madde miktarinin artmast hem de basilan disklerin dozlarinin artmasi sonug
almaya neden olabilecektir. Caligmada tercih edilen mayalarin veya bakteri tirlerinin
de degistirilmesi yine ayn1 karayosunu ekstraktlari tizerinde ¢aligilmasi antimikrobiyal

aktivite caligmalar1 yoniinden yeni ¢alismalara agiktir.
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