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OZET

Pseudevernia furfuracea (L.) Zopf LIKEN TURUNUN ANTiBAKTERIYEL
AKTIVITESI VE ANTIOKSIDAN KAPASITESININ ARASTIRILMASI

Likenler; mikobiyont olarak isimlendirilen bir mantar ve fotobiyont bir fotosentetik yesil alg
ve/veya siyanobakterinin bir araya gelmesiyle olusan, kararli ve devamli ototrofik mutualistik
birlikler olustururlar ve olusan bu birliktelik neticesinde likenler, kendilerini olusturan
organizmalara hi¢ benzemeyen, yepyeni fizyolojik, anatomik ve morfolojik 6zellikleri
gosterirler. Boylece likenleri olusturan simbiyontlar, kisith yasam kosullarinda var olmalarina
ragmen Ustiin 6zelliklerini 6n plana ¢ikarma sansi bulurlar. Liken asitleri olarak bilinen ve
cogunlukla likenlere 06zgii olan sekonder metabolitlerin; antiprotozoal, antifungal,
antioksidan, antiherbivor, antiviral, mutajen, antitimor, antibakteriyel, antiiilserojenik,
antinosiseptif ve anti-inflamatuar etkileri iizerine yapilan ¢alismalar ve yayinlar giin gegtikge
artmaktadir. Genellikle sitotoksik oOzelliklerinin az olmasindan dolayr bu maddeler
farmakolojik arastirmalarda 6nemli yer tutar. Antimikrobiyal aktivite iizerine yapilan
caligmalarda likenlerin Gram negatif ve Gram pozitif bakterilere kars1 farkli seviyelerde
etkinlikleri oldugu gorilmistir. Bu calismamizda Pseudevernia furfuracea tiiriine ait
likenlerden elde edilen ekstrelerin ATCC 29212 Enterococcus faecalis, ATCC 25923
Staphylococcus aureus, CECT 4122 Pseudomonas aeruginosa, ATCC 25922 Escherichia coli
suslart tizerindeki antibakteriyel aktiviteleri disk difiizyon yontemi ile test edilmistir. Ayrica
ayn1 6rneklerin antioksidan kapasiteleri de CUPRAC metodu ile arastirilmistir. Calismamizda
deneyler ti¢ tekrarli olarak calisilmistir. Elde edilen sonuclar géstermektedir ki P. furfuracea’
nin aseton ekstreleri Gram pozitif suslarda farkli seviyelerde inhibisyon zonu olustururken,
Gram negatif bakterilere herhangi bir etkisi olmamustir. Buna ek olarak, elde edilen sonuglar
tirtin yiiksek antioksidan kapasiteye sahip oldugunu gostermistir. Bu sonucglardan yola
cikarak P. furfuracea’ nin yeni ilaglarin eldesi i¢in dogal kaynak olma potansiyeline sahip

oldugunu ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Liken, Pseudevernia furfuracea, antibakteriyel aktivite, antioksidan
aktivite
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ABSTRACT

ASSESMENT OF ANTIBACTERIAL ACTIVITY AND ANTIOXIDANT CAPACITY

IN LICHEN Pseudevernia furfuracea (L.) Zopf

Lichens are stable, continuous autotrophic mutualistic associations of photosynthetic green
algae and / or cyanobacterin with a fungus called a mycobionite. As a result of this
association, lichens exhibit brand-new anatomic, physiological and morphological properties
that are not at all similar to the organisms that make up it. Thus, the symbionts forming the
lichens have a chance to bring their superior features to the forefront even though they exist in
limited living conditions. Secondary metabolites, known as lichen acids and mostly specific to
lichens; studies and publications on antibacterial, antifungal, antioxidant, antiviral,
antiprotozoal, antiherbivor, mutagen, antitumor, antiulcerogenic, antinociceptive, antipyretic
and anti-inflammatory effects of lichens and lichen metabolites are increasing day by day.
These substances are important in pharmacological investigations because of their low
cytotoxic properties. Studies on antimicrobial activity have shown that lichens have different
levels of activity against Gram-positive and Gram-negative bacteria. In this study,
antibacterial activities on strains of Pseudevernia furfuracea strains were tested by disk
diffusion method. The antioxidant capacities of the same samples were also investigated by
the CUPRAC method. In our study, experiments were run in three replications. The results
obtained show that while acetone extracts of P. furfuracea produce inhibitory zones at
different levels in Gram-positive strains, there is no effect on Gram negative bacteria. In
addition, the results obtained show that the this lichen species has high antioxidant capacity.
Based on results it is clear that P. furfuracea has the potential to be a natural resource for the

disposal of new medicines.

Keywords: Lichen, Pseudevernia furfuracea, antibacterial activity, antioxidant activity
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BOLUM 1
1. GIRIS

Likenler mikobiyont mantar partner ile fotobiyont fotosentetik yesil algler ve/veya
siyanobakterilerin biraraya gelerek olusturdugu mutualist birlikteliklerdir. Bu ortak yasam
sonucunda likenler, kendisini olusturan mantar veya algal partnere hi¢ benzerlik géstermeyen,
yepyeni Ozellikler gosterirler. Bu sekilde biraraya gelerek likenleri olusturmus olan
simbiyontlar, zorlu yasam sartlarinda, giiglii 6zelliklerini 6n plana ¢ikararak likenin yasam
sansin1 yiikseltirler. Liken birliklerinde mantar; yasamini siirdiirmek, biiyliyebilmek ve
iireyebilmek i¢in gereken karbon kaynagi olarak algi kullanirken alg, fotosentezde kullanacagi
su ve minerali mantardan saglamasinin yaninda, olumsuz fiziksel kosullara kars1 da mantar
tarafindan korunur [1,2]. Mantarlar ve alglerin (ve/veya siyanobakterilerin) biraraya gelerek
olusturdugu {iiriin olan likenler, ‘liken maddeleri’ olarak isimlendirilen ve likene has sekonder
metabolitleri sentezlemektedirler [3]. Likenler ¢evresel kosullara uyum saglama ve savunma

araci olarak bu tirettikleri metabolitleri kullanirlar [4].

Liken maddeleri alifatik asitler, y, 6- ve makrosiklik laktonlar, aminoasit tiirevleri, seker
alkolleri, kinon, monosiklik aromatik bilesikler, kromon, ksanton, dibenzofuran, depsid,
depson, depsidon, steroid, terpenoid ve karotenoid gibi bilesikler igerisinde yer alirlar [5].
Tipik liken maddeleri kristal yapida mikroskobik iiriinler olup, liken yapisinda 6nemli 6lgiide
kalic1 ve sabittirler [6]. Metabolizmalari sonucu agiga ¢ikan ve antimikrobiyal etkiye sahip bu
maddeler izole haldeki mantar ve algde bulunmamaktadir [7,8]. Bu da biyolojik aktiviteye
sahip bu liken maddelerinin simbiyoz yasantiya bagimli oldugunu gostermektedir. Liken
metabolitlerinin antimikrobiyal aktiviteleri lizerine ilk ¢alisma 1944 yilinda yapilmistir [9].
Ozellikle bu maddeler Gram pozitif bakterilerde Gram negatif bakterilere oranla daha etkili
bulunmustur. Gram negatif bakterilerin daha duyarsiz olma sebebi amfipatik ya da hidrofobik
molekiillere daha az gegirgen olan bir dis membrana sahip olmasi ile agiklanmigtir [10].
Ulkemizde, son yillarda liken kimyasinin, antimikrobiyal, antioksidan gibi biyolojik

aktivitelerinin arastirildig1 ¢alismalar artmaya baglamistir [11,12,13,14,15].

Hava Kirliligi olmasi1 durumunda reaksiyon gostererek hava kirliligi biyoindikatorii olma
ozelligi bulunan likenler, {irettikleri bazi metabolitlerin bazi bakteriler {izerinde
antimikrobiyal etkiye sahip olmalari sebebiyle tibbi alanda kullanilmasi 6nerilen doga

iyeleridir. Likenlerde kok sistemi bulunmadigindan madde alis verisi tiim yiizey ile



yapilmakta ve boylelikle sadece havadan kaynaklanan Kkirleticiler tespit edilebilmektedir.
Endiistrilesmedeki hizli artis ile birlikte liken florasinin hava kirliligi olan bolgelerde

fakirlestigi gézlemlenmistir [16].

Gidalarda veya viicutta diisiik derisimlerde bulundugunda bir hedef molekiiliin oksidatif
hasarin1 geciktiren, engelleyen veya ortadan kaldiran maddeler antioksidanlar olarak
tanimlanmaktadir [17,18]. Antioksidan 6zellikteki maddeler serbest radikallerin olusturdugu
zarara karst bir savunma kalkani niteligindedir. Serbest radikaller en dis yoriingede
eslesmemis elektrona sahip molekiiller olarak tanimlanir ve normal metabolik reaksiyonlar
sonucu ya da sigara ve alkol kullanimi, hava kirliligi, baz ilaglar ve radyasyona maruz kalma
gibi nedenlerle olusabilirler. Genellikle kararsiz ve ¢ok reaktiftirler [19,20]. Radikaller
lipitlere, proteinlere veya DNA’ ya zarar verebilir ve viicutta hasar meydana getirebilir. Bu
zarar veya hasarlar kalp hastaliklari, seker hastaligi, damar sertligi gibi ¢esitli ciddi
hastaliklara sebep olur [21,22]. Dokular1 bu hasarlardan koruyabilmek igin serbest radikallerin
etkisiz duruma getirilmesi Onemlidir. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) zararli etkileri
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar ile dengelenmektedir [23]. Giiniimiizde
kullanilan sentetik antioksidanlarin yan etkileri tam bilinmemekle birlikte kanser gibi
hastaliklara neden olabilecegi siiphesi, arastirmacilart dogal kaynaklara yonelerek bitkisel
kokenli antioksidanlar gelistirmeye sevk etmistir. Cesitli bitkilerden elde edilmis
karotenoidler, fenoller, askorbik asit ve azotlu bilesikler dogal kaynakli antioksidanlardir [24].
Bu bilgiler 1s18inda liken ekstrelerinin ve liken metabolitlerinin antioksidan kapasitelerinin
aragtirlldigi calismalar giin gegtikge artmaktadir. P. furfuracea’ nin metanol ve su ekstreleri
ile yapilan bir ¢alismada farkli seviyelerde antioksidan kapasite goriilmiis, fakat en yiiksek

aktivitenin metanol ekstrelerinin CUPRAC yontemi ile elde edildigi bildirilmistir [25].
1.1. LIKENLER HAKKINDA GENEL BiLGIiLER

[lk olarak M.O 4.yy da Theophrastus “cigerotlar’” Hepaticae familyasina ait bitkiler icin liken
terimini kullanmistir. Alman botanik¢i Schwendener ise 1867 de ilk defa alg ve mantardan

meydana gelen organizmalara liken diyerek bu bitkileri bilim diinyasina tanitmistir [26].

Likenler ¢ok eski donemden beri genis kullanim alanina sahiptirler ve tibbi amaglarla
geleneksel ilag¢ olarak kullanilmistir [27]. Coyota destanina konu olmus likenler kimyasal
yapilar1 heniiz bilinemiyorken morfolojik goriiniimlerine goére insanlar tarafindan tedavi

amagcl kullamlmislardir. Ornek olarak 15. yiizyilda insan kafatas: iskeleti {izerinde biiyiiyen



bir likenin altin degerinde oldugu ve epilepsi tedavisinde kullanildig1 bilinmektedir. Baz1 eski
kaynaklarda ise likenler, elle ¢izilmis sekiller halinde karsimiza ¢ikar. Bunlarin yanindaki
aciklamalardan, bu likenlerin gogiis, apandisit ve bas agrilari, karaciger sorunlari ve
romatizmayr tedavi etmede kullanildig1 anlasilmakta fakat; o zamanlar sistematik bir
smiflandirma yaklasimi olmadigindan bu likenlerin isimleri ancak sekillerinden tahmin

edilebilmektedir [28].
1.1.1. LIKENLERIN GRUPLANDIRILMASI

Likenler; tallus ve morfolojik yapi, iizerinde biiylimiis olduklar1 substrat ve likeni olusturmus

olan mantar sinifina gore cesitli sekillerde gruplandirilmislardir.
1.1.1.1. Tallus yapilarina gore likenler

Likenler tallus yapisindaki mantar ve alg dagilimina gore iki gruptur. Homojen dagilmis
olanlar ‘homeomerik’ likenler olarak adlandirilir ve bu grupta miisilaj icerisinde mantar
miselyumu homojen dagilimdadir. Likenin seklini algal partner belirler. Mantar ve alg farkli
dagilim gosterdiginde ise liken ‘heteromerik’ olarak isimlendirilir. Heteromerik likenlerde
algler kabuk ve orta boliim arasinda bir tabaka halindedirler ve diger boliimler gevsek veya
sik1 yapidaki mantar hiflerinden olusmus tabakalardan olusur. Ust kabuk kismmin altinda
alglerin meydana getirdigi ‘gonidiyum’ tabakasi belirgin sekilde goriilmektedir [29].

Heteromerik likenlerde liken seklini, igerisindeki alg zonu bulunduran mantar belirler [30].
1.1.1.2. Morfolojik yapilarina gore likenler

Kabuksu likenler; yassi tallus kabuk seklinde ve tiim alt yiizey ile substrata siki bir sekilde
tutunarak yasadiklari substratta hayli kalin ya da yilizeyin i¢ine dogru gdémiilmiis kabuk

olustururlar. Ornek tiir; Rhizocarpon geographicum (harita likeni) [31].

Yapraksi likenler; koklerinin yapisi sayesinde bulunduklar: subtrattan biraz daha yiiksekte
dururlar. Gelistikleri substrata rizoid yapisinda hifler gonderirler. Substrata gevsek sekilde
tutunurlar. Cogu yapraksi tipte olanlar senede 2 ya da 5 mm biiylirler [32]. Yapraks: likenlere

Parmelia, Lobaria, Hypogymnia cinsleri 6rnektir.

Dals1 likenler; yasadiklar yiizeye tek bir noktadan tutunurlar, sarkan iplikler halinde veya
cali benzeri bir goriintiiye sahiptirler. Ornek olarak silindirik ipliksi tallusu ile Usnea cinsi ve

calimsi1 goriiniimdeki Pseudevernia cinsi likenler verilebilir [33].



1.1.1.3. Tallus yapisina katilan mantarin cinsine gore likenler

Ascolichenes (Aksuslu likenler); Askuslu mantarlar ile alglerin simbiyoz yasami sonucu
olusan gruptur ve likenlerin ¢ogu bu gruba dahildir. Askolikenlerde mantar ortakligi
Ascomycota’ dan Pyrenomycetales veya Discomycetales ordolarina ait olabilir. Endocarpon
ve Verrucaria genuslart Pyrenomycetales ordosuna, Parmelia, Usnea, Cladonia, Cetraria ve

Collema genuslari ise Discomycetales ordosuna 6rnek verilebilir.

Basidiolichenes (Bazidiyumlu likenler); Genellikle tropikal bolgelerde bulunurlar ve sayica
cok azdirlar. Mantar ortaklig1 Basidiomycota’ dan Hymenomycetales ordosuna aittir. Cora

pavonia ve Dictyonema sericeum yaygin tiirlerine 6rnek verilebilir.
1.1.2. LIKENLERIN UREME VE YAYILISI

Likenler eseyli ve eseysiz olarak ¢ogalabilirler. Eseysiz iireme algler tarafindan, eseyli iireme
ise mantar tarafindan gergeklestirilir. Eseysiz iireme “sored” ya da “izid” denilen mantar
hifleriyle c¢evrili birkac alg hiicresinden olusmus tallus parcaciklariyla gergeklesir. Soredler
tallus korteksinin pargalanmasiyla serbest kalarak toz seklinde ¢evreye yayilir ve yayildiklar
yere tutunarak yeni bireyleri olustururlar. Eseyli iireme ise likenlerin sadece mantar
bileseninin {iirettigi sporlar vasitasiyla gerceklesir. Alg vejetatif olarak bu yapi i¢inde ¢ogalir.
Mantarlarin meydana getirdigi fruktifikasyonlar, serbest halde yasayan mantarlarinkinden
degisik bir yapidadir. Mantarin tiriine gore liken yapisinda meydana getirilen

fruktifikasyonlar da farklilik gosterir [34, 35].

Ekstrem kosullarda likenin fotosentez gibi fizyolojik olaylarinin yavaslamasi sonucu
biliyimeleri de ¢ok yavas olmaktadir. Likenler c¢ok yavas iiremelerinden kaynaklanan
rekabette zayif kalma dezavantajlarini, trettikleri 6zel maddeler sayesinde telafi ederler.
Likenlerin trettigi bu 6zel maddeler insanlar tarafindan fark edilmelerine neden olmus ve
arastirmalar liken metabolitleri ve onlarin tedavi edici etkileri lizerine olmustur. Liken
metabolitlerinin bircok biyolojik aktiviteye sahip oldugu ¢ok sayida arastirmayla ortaya
konmustur. Bu calismalardan bir kismi likenin antitiimdral [36,37,38] diger bir kismi
antiinflamatuar ve antiiilserojenik [39] aktiviteye sahip oldugunu gosterirken diger eski ve
yeni pek ¢ok literatiirde likenler “soguk alginliklari, barsak kurtlarmin diisiiriilmesi, kuduz,
atesli hastaliklar, humma ndbetleri, alerji, cilt hastaliklari, sarilik, bogmaca, solunum yolu

hastaliklar1, oksiiriik ve kemik kiriklarinin” tedavisinde kullanildigi, balgam soktiiriicti olarak



ve laksatif amacli kullanimlarimin yaninda damar kigiiltiicii olarak da kan akisi

engellenmesinde de kullanildiklari kayitlidir.

Diinyamizda yirmi bin civarlarinda liken tiiriiniin yayilis gostermis oldugu bilinir. Likenler
dag zirvelerinde, gel-git alanlarinda, tropiklerde, kutuplarda, kayalarin {istiinde, toprakta ve
agac kabuklarindan kemik, cam ve hatta bocek ve kaplumbaga gibi hayvanlarin sirtlarina
kadar cok farkli habitatlarda gelisebilirler. Bu 6zelliklerinden 6tiirii diinyanin hemen birgok
yerinde dagilim gosterdikleri bilinmektedir. [12].

1.2. LIKEN SEKONDER METABOLITLERI

Antibiyotik arayisi ile yapilan calismalarda likenler de rol almis ve cok sayida liken tiiriiniin
antibakteriyel [40,41] ve antiviral [42] etkilere sahip olduklari anlasilmistir. Bu etkilerin
likenlerin yapilarinda bulunan ve c¢ogu asit karakterli oldugu icin liken asitleri olarak da
adlandirilan sekonder metabolitlerden kaynaklandigi tespit edilmistir [43]. Yapilan
aragtirmalar sayesinde giintimiizde kimyasal yapist aydinlatilmis olarak 1050 kadar liken asidi
bilinmektedir [44]. Bunlar arasinda oOzellikle wusnik asit, protolikesterik —asit,
fumarprotosetrarik asit, pulvinik asit, fisodik asit ve lobarik asitin en yiiksek antimikrobiyal

etki gosteren maddeler oldugu saptanmustir [45,46].

Liken metabolitleri primer (hiicre i¢i) ve sekonder (hiicre dis1) olarak iki temel gruba ayrilir.
Likenlerde bulunan organik bilesiklerin ¢ogunlugu, mantar hiicresi i¢inde ya da hif ylizeyinde
depolanmis olan sekonder metabolitlerdir. Bu bilesikler genellikle suda ¢oziinmez yalnizca
organik ¢oziiciiler ile elde edilirler. Tiim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de eski zamanlardan
beri halk arasinda hastaliklarin tedavisinde farmasotik 6zelligi olan, tibbi olarak 6nemli
bitkilerin yaninda likenler de kullamilmistir. Liken maddeleri metabolitleri disinda

sentezlenme yollarina gore dort farkli grup altinda incelenebilir:

1. Poliketit yol ya da Asetil — Polimalonat yolu
2. Mevalonik Asit yolu

3. Sikimik Asit yolu

4. Fikobiyontlarin fotosentetik iiriinleri

Liken metabolitlerinin 06zellikle Gram-pozitif bakterilere ve bazi mantarlara antagonist
aktivite gosterdigi bildirilmistir [47,48]. Bu maddeler, Gram pozitif kokkuslara karsi ve

Mycobacterium tuberculosis (Verem basili) ve difteriye karsi etkilidir. Liken sekonder
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metabolitlerinden en ¢ok calisilan usnik asittir. Usnik asit [2,6-diasetil 7,9-dihidroksi-8,9b-
dimetil-1,3(2H9bH)-dibenzo-furandion] 1844’ de ilk izolasyonundan giiniimiize kadar en
fazla calisilan ve ticari olarak da iiretilen liken metaboliti olmustur [49]. Saf usnik asit; dis
macunu, deodorant, krem, giines koruma {irtinlerinde aktif bilesen ya da koruyucu madde
olarak ilag, kozmetik endiistrisi ve parfiimeride kullanilmaktadir. Usnik asit, yaralarin
tedavisinde kullanilan toz ve merhemlerin bilesimine de girer. Usnik asidin sodyum tuzlariin
da Staphylococcus, Streptococcus ve Mycobacterium' a karsit kuvvetli bir antibiyotik etkisi

oldugu tespit edilmistir [48].

Usnik asit toksisitesinin mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Usnik asit, liken yag
asitleri ve evernik asidin karisimindan Kkuvvetli antibiyotik etkisi olan evosin meydana

getirilir.
1.3. LIKENLERDE ANTIBAKTERIYEL ETKINLIiK

Likenler sekonder metabolitleri sayesinde antibakteriyel etki gdstermektedirler. Bitkilerden
kokenli kimyasallarin direngli bakteri {izerinde antibakteriyel etki gdstermesi bitkilerin,
sentetik antibiyotiklerden farkli bir etki mekanizmas: ile bakterilerde inhibisyon
gergeklestirdigini kanitlar niteliktedir [50]. Antibiyotikler mikroorganizmalar tizerinde hiicre
duvari, sitoplazmik membran, protein ve niikleik asit sentezlerini engelleyerek ya da bozarak
etki gosterirler [51]. Antibakteriyel etkilerinden dolay1 likenler pek ¢ok arastirmacinin

dikkatini ¢cekmis ve bu yonde caligmalar yapilmasini saglamistir.

1.3.1. ANTIBAKTERIYEL AKTIVITEYi BELIRLEMEDE KULLANILAN BAZI
YONTEMLER

Antibakteriyel bir ajanin bakteri tiirlerine karsi in-vitro etkinligini saptamak amaciyla
‘antibiyogram’ da denilen antibakteriyel duyarlilik testleri uygulanir [52]. Antibakteriyel

aktivite belirlenirken ‘difiizyon’ ve ‘diliisyon’ olmak {izere iki yontem grubu vardir [53].
1.3.1.1. Disk difiizyon testi

A.W. Bauer, W.M. Kirby ve ark. tarafindan 1960’11 yillarin ikinci yarisinda standardize
edilmesinden bu yana, disk difiizyon testi mikrobiyoloji laboratuvarlari tarafindan en sik
kullanilan antibiyotik duyarlilik testi olmustur [54]. Bu yontemde besi yerlerine 0,5
McFarland’ a ayarlanmis bakteri kolonileri homojen bir sekilde olmasina dikkat edilerek

yayilir, daha sonra test edilecek ajanin emdirildigi antibiyotik diskleri ve kontrol amagl
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(yayilan bakteriye uygun olarak secilmis) antibiyotik diski yerlestirilerek besi yeri ters
cevirilir ve petriler 18-24 saatlik inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon siiresi sonunda

petrilerdeki inhibisyon zonlari 6l¢iilerek degerlendirme yapilir [53].
1.3.1.2. Diliisyon yontemleri

Makrodiliisyon ve mikrodiliisyon yontemleri olarak ikiye ayrilir. Prensip olarak ayni olan bu
yontemlerde makrodiliisyonda test tiipleri, mikrodiliisyonda ise "U" ya da "V" tabanli
"mikroplate”ler kullanilir [53]. Antimikrobiyal ajanin diliisyonlarin1 igeren mikroplak
kuyucuklarinda {iremenin goézle goriilebilir olmasi temel almir. Test edilecek olan
antibiyotikler dnce 6zel ¢oziiciileri i¢inde hazirlanir ve takiben bu sivi besiyerinde iki kat
azalan sulandirimlar1 yapilir. Mikroorganizmanin standart bir inokiillumu (1x106 CFU / ml)
hazirlanip, antimikrobiyal ajanin ¢esitli diliisyonlarmi igeren her bir tiipe esit miktarlarda
eklenir. Ayrica antibiyotik icermeyen, iiremenin gostergesi olan kontrol tiipiine de eklenir.
Bakteri inokiile edilmemis, sadece besiyeri konmus bir tiip veya cukur da besiyeri kontrolii
olarak hazirlanir. Besiyerleri, 35°C' de bir gecelik inkiibasyondan sonra bakteri iiremesini
gosteren bulaniklik yoniinden incelenir. Bakterinin {iremesini Onleyen, gozle goriilebilir
olarak liremesinin inhibe oldugu en diisiik antimikrobiyal ajan konsantrasyonu ‘“Minimal

Inhibitér Konsantrasyon (MIK)” olarak degerlendirilir [51,53].
1.3.1.3. Kuyu difiizyon yontemi

Bu yontemde belirli oranlarda standart inokulum bakteri besiyerine karistirilarak bakteri-
besiyeri karigimi hazirlanir ve steril petrilere dokiiliir. Katilagan besi yerlerinde steril mantar
delici kullanilarak kuyucuklar agilir ve antibakteriyel ajan bu kuyucuklara belirli miktarda
aktarildiktan sonra 24 saatlik inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon sonunda kuyucuk etrafinda

olusan zon ¢ap1 6lgiilerek antibakteriyel aktivite belirlenir [55].
1.3.1.4. E-Test

Agar difiizyon ve MIK degerini kantitatif olarak belirleme esasina dayanir [56]. Test edilecek
bakteri 0,5 McFarland yogunluga getirilerek agar yiizeyine steril bir ekiivyonla yayilir.
Takiben agar yilizeyine, belli bir antibiyotik gradienti iceren E-test seritleri yerlestirilir ve
plaklar 18-24 saat siireyle 35°C'de inkiibe edilip MIK degeri belirlenir. MIK degeri serit

etrafinda olusan inhibisyon elipsinin serit izerindeki 6lgekle kesistigi noktadir [53].



1.3.1.5. Otomatik ve hizh diren¢ saptama yontemi

Ticari olarak mantar ve bakterilerin hizli identifikasyonlarinin yaninda, onlarla birlikte ya da
ayr1 olarak bu mikroorganizmalarin antimikrobiklere olan direnglerini 6lgen otomatik mikro
yontemler ve bunlar1 uygulayan cihazlarin kullanildigi yontemdir. Bu yontemde amaca gore
uygun vitek inokulasyon kartlar1 yani; Gram negatifler, Gram pozitifler, bakteri sayimi1 ve
anaeroblar icin ya da antibiyogram i¢in 0zel kartlar secilir. Kartlardaki ¢ukurlarda liyofilize
ayiragli besiyerleri ya da antibiyotikli besiyerleri bulunur. Cihaz tarafindan, standart
bulaniklikla bakteri siispansiyonlarindan kartlara ekim yapilir; {retilir, sonuglar okunur,

degerlendirilir ve kaydedilir [51].

1.4. LIKENLERIN ANTIiBAKTERIYEL ETKILERI UZERINE YAPILAN
CALISMALAR

Platismatia glauca ve Pseudevernia furfuracea liken tiirlerinin antimikrobiyal, antioksidan ve
antibiyofilm o6zellikleri iizerine yapilan aragtirmada alti Gram pozitif ve bes Gram negatif
bakteri susu ile calisilmis ve farkli ¢oziiciide gosterdikleri etkileri karsilastirilmis. Yapilan
calisma ile Platismatia glauca ve Pseudevernia furfuracea likenlerinin koruyucu madde ve

antioksidan olarak ilag, gida ve kozmetik endiistrisinde olas1 kullanimlar1 gosterilmistir [57].

Manojlovic ve ark. (2012) Umbilicaria cylindrica likeninin metanol ve etil asetat ekstrelerinin
Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris, Proteus mirabilis, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli ve Bacillus subtilis suslar1 iizerindeki antibakteriyel etkilerini belirlemek i¢in
yaptiklar1 ¢calismada, bu likenlerden elde edilen ekstrelerin, kullanilmis olan test bakterilerine

kars1 degisik oranlarda aktivite gosterdigi belirlenmistir [58].

Shibuya ve ark. (1983) Iliken metabolitlerinden 4-o-metilkriptoklorofaeik asitin
prostaglandinin sentezini inhibe edebildiginden bu molekiiliin anti-inflamatuar ilag olarak

kullanilabilecegini ortaya koymustur [1].

Karagoz ve ark. (2009) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Peltigera praetextata, Lecanora
muralis, Peltigera polydactyla, Cetrelia olivetorum, Ramalina farinaceae, Anaptychia ciliaris,
Rhizoplaca melanohpthalma, Xanthoria elegans, Xanthoria parietina, Umbilicaria vellea,
Xanthoparmelia tinctina, likenlerine ait etanol ve su ekstrelerinin Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Escherichia coli,

Parmelia perlata, Aeromonas 1 (izolat), Klebsiella pneumoniae, Aeromonas 2 (izolat)



bakterilerindeki antibakteriyel etkileri incelenmistir. Likenlerin su ekstrelerinin B. subtilis, S.
aureus, E. coli bakterilerine kars1 aktivite gostermesine ragmen, calisilan diger bakterilere
kars1 aktivite gostermedigi belirlenmistir. Ayrica, bu likenlerin etanol ekstrelerinin B. subtilis,

S. epidermidis ve S. aureus disindaki test bakterilerinde de etki etmedigi belirlenmistir [59].

Tirkiye’ nin farkli bolgelerinden izole edilen Letaria vulpina, Evernia divaricata ve
Pseudevernia furfuracea var. furfuracea liken orneklerinin aseton ve kloroform ekstreleri
Gram pozitif gomaklar, Gram pozitif koklar, Gram negatif ¢omaklar ile Candida albicans
iizerindeki antimikrobiyal aktivitesi iizerine ¢alismalar yapilmis ve hazirlanan ekstrelerde
Gram pozitif kok ve comaklara karsi inhibitor etki elde edilirken, Gram negatif ¢omaklar ve

Candida albicans’ a kars1 herhangi bir aktivite gézlemlenmemistir [60].

2008 yilllarmin degisik aylarinda Erzurum ili Oltu bolgesinin farkli yerlerinden toplanan
Physcia oipolia (Ehrh. ex Humb.) Furnrohr., Lobaria pulmonaria (L..) Hoffm., Peltigera
apthosa (L) Willd., Pseudevernia furfuracea (L.) Zopf, Parmelia taractica Kremp. liken
orneklerinin etanol ekstreleri hazirlanarak antimikrobiyal aktiviteleri disk difiizyon yontemi
ile arastirilmis ve Escherichia coli ATCC 11230, Stapylococcus aureus ATCC 6538P,
Salmonella typhimurium CCM 5445, Proteus vulgaris ATCC 6899, Bacillus subtilis ATCC
6633, Bacillus cereus ATCC 7064, Entereobacter aerogenes ATCC 13048, Micrococcus
luteus CCM 169, Debaryomyces hansenii DSM 70238, Candida Ilypolitica ATCC 8660,
Candida albicans ATCC 10231, Rhodotorula rubra DSM 70403 ve Kluyveromyces fragilis
ATCC 8608 test mikroorganizmalarinda calisilmistir. Yapilan calismalarin sonucunda liken
ekstrelerinin tiim test mikroorganizmalarina karst antimikrobiyal aktivitelerinin oldugu

sonucuna varilmistir [61].

Cetraria islandica liken tiriinliin antibiyotik etkinligini belirlemek amaciyla yapilan bir
calismada etil asetat, aseton, kloroform ve etanol ekstreleri disk difiisyon yontemi ile
calisilmig, Gram pozitiflere kars1 etki goriiliitken Gram negatif bakteriler, funguslar ve
actinomycete’ lere kars1 aktivite saptanmadig bildirilmistir. C. islandica likeninin terapotik

onemi igerdigi izolikenin ve likenin maddelerinden ileri gelmektedir [45].

Abdullah ve ark. (2006) tarafindan yapilan bir calismada Parmelia perlata’ nin petrol eteri,
kloroform ve alkol ekstreleri (25, 50, 75 g/l her bir ekstre i¢in) Gram pozitif bakteri
(Staphylococcus aureus), Gram negatif bakteri (Escherichia coli) ve mantara (Malassezia
furfur) kars1 engelleyici etki gostermistir. Petrol eteri ve kloroform ekstreleri 75 g/l de Gram
negatif bakteriye kars1 diisiik engelleme gosterirken etanol ekstresi 50- 75 g/l de Gram negatif
bakteri ve mantara kars1 dikkate deger bir engelleme gostermistir [62].
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Xanthoparmelia pokorny’ nin etanol, petrol eteri, kloroform, aseton ve dietil ekstreleri ile bu
tiiriin gyrophoric ve stenosporic asit igerikleri Candan ve ark. (2006) tarafindan bazi besin
kaynakli bakteri ve funguslara kars1 arastirilmistir. Ekstreler ve asitler Aeromonas hydrophila,
Bacillus cereus, B. subtilis, Candida albicans, C. glabrata, Proteus vulgaris, Listeria
monocytogenes, Streptococcus faecalis, Staphylococcus aureus, ve Yersinia enterocolitica’ ya
kars1 antimikrobiyal aktivite gostermistir. Ekstreler test edilen 10 fungusa (Alternaria
alternata, A. citri, A.tenuissima, Aspergillus fumigatus, A parasiticus, A. niger, Fusarium
culmorum, F. oxysporum, F. moniliforme, F. solani ve Penicillium notatum) kars1 etkili

bulunmamaistir [63].

>

Cansaran ve ark. (2006) tarafindan Rhizoplaca chrysoleuca, R. melanopthalma ve R. Peltata
nin usnik asit bileseninin farkli dozlart Bacillus subtilis, B. megaterium, Enterococcus
faecalis, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa’ ya karst antimikrobiyal etkisi i¢in arastirilmistir. Usnik asit miktar1 arttikga

antimikrobiyal etkininde arttig1 goriilmiistiir [64].

Usnea hirta, U. florida, U. barbata, U. longissima, U. rigida ve U. subflorida’ dan elde
edilen usnik asit bileseninin Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis,
Proteus mirabilis ve B. megaterium’ a kars1 antimikrobiyal etkileri Cansaran ve ark. (2006)
tarafindan arastirilmistir. Elde edilen sonuclarla usnik asit miktarinin artmasina paralel olarak

antimikrobiyal etkilerinde arttig1 da goriilmiistiir [65].

Saenz ve ark. (2006) tarafindan Aspicilia radiosa, Cladonia convoluta, C. firma, Diplochistes
scruposus, Dirina repanda, Lecanora muralis, Pertusaria mammosa, Ramalina canariensis,
R. subfarinace, Roccella fuciformi ve Xanthoria calcicola’ nin antimikrobiyal etkileri
arastirilmis ve bazi liken maddeleri belirlenmistir (atranorin, eritrol, likesterinik asit, stistik
asit, usnik asit, evernik asit ve ursolik asit). Incelenen mikroorganizmalara kars1 (Bacillus
cereus, B. megaterium, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa
ve Staphylococcus aureus) usnik asit icerigi agisindan zengin 4 tiiriin (Cladonia firma,
Lecanora muralis, Ramalina canariensis ve R. subfarinacea ) en etkili oldugu anlasilmistir.

Ayrica Gram pozitif bakteriye karsi aktivite, usnik asit igeren likenlerde gozlenmistir [66].

Tiirk ve ark. (2006) tarafindan Pseudevernia furfuracea var. furfuracea ve Pseudevernia
furfuracea var. Ceratea’ nin aseton, dietil eter, kloroform ekstreleri ve fisodik asit,
kloroatranorin, atranorin ve oliverik asit bilesenlerinin MIC degerleri ve antimikrobiyal
etkileri bazi mikroorganizmalara karsi arastirilmisti. Hemen tiim kimyasallar Alternaria
alternata, Ascochyta rabiei, Aspergillus niger, Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus, B.
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subtilis, Candida albicans, C. glabrata, Fusarium culmorum, F. moniliforme, F. oxysporum,
F. solani, Listeria monocytogenes, Proteus vulgaris, Penicillum notatum, Staphylococcus
aureus, Streptococcus faecalis ve Yersinia enterocolitica’ a karst antimikrobiyal etki
gostermistir. Ekstrelerin Alternaria citri, A. tenuissima, Escherichia coli, Gaeumannomyces
graminis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, P. syringae, Salmonella
typhimurium’ a karsi antimikrobiyal etkisinin olmadigi bulunmustur. Kloroatranorin ve
oliverik asit birkac istisna diginda ayni mikroorganizmalara karsi etkilidir. Fisodik asit
yukarida belirtilen maya ve bakterilere karsi etkiliyken, denenen tiim gelismis mantarlara
kars1 etkili degildir. Ayn1 zamanda atranorinin gelismis mantarlara karsi etkili olmadigi

bildirilmistir [67].
1.5. LIKENLERDE ANTIiOKSiDAN KAPASITE

Viicutta besinlerin oksijen kullanilarak enerjiye c¢evrilmesi esnasinda olusan metabolik yan
iirlinler serbest radikaller olarak adlandirilir ve atomik ya da molekiiler orbitallerde bir veya
daha fazla ortaklanmamis elektrona sahip atom ya da molekiillerdir. Kararsiz yapida olan
serbest radikaller (reaktif oksijen tiirleri) kararli hale gelmek i¢in hiicrelere saldirarak hasar
olustururlar. Boyutlarinin kiiciik olmasi hiicre membranlarindan kolaylikla geg¢melerine
olanak saglar [68]. Antioksidan maddeler serbest radikalleri etkisiz hale getirip hiicreleri bu
zarardan korurlar. Eger serbest radikaller ile antioksidanlar arasinda orantisizlik olursa
antioksidanlar serbest radikalleri etkisizlestiremez, artan serbest radikal seviyesi hiicrelerde
oksidatif hasara sebep olur ve bu duruma oksidatif stres denir. Serbest oksijen radikalleri
DNA, protein, lipit ve karbonhidratlar gibi makromolekiillere saldirarak, sonugta hiicre
yaslanmasi, kardiyovaskiiler hastaliklar, mutajenik degisiklikler ve kanserli tlimdrlerin
biliylimesi gibi zararl etkilere yol acabilirler. Antioksidanlar, reaktif oksijen tiirleri ve serbest
radikaller ile reaksiyona girmeleri nedeniyle bu tiir istenmeyen degisiklikler ve saglik riskleri
ile savasmanin en etkili yoludur. Cesitli sebeplerle viicutta oksidatif strese neden oldugu

bilinen radikal ve radikal olmayan karakterdeki reaktif tiirler Tablo 1’ de gosterilmistir:
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Tablo 1: Oksidatif strese neden olan reaktif tiirler [69]

Radikaller Radikal olmayanlar
Reaktif oksijen tiirleri (ROS) Hidrojen peroksit (H20,)
Siiperoksit (02 ™) Hipobromoz asit (HOBr)
Hidroksil (OH") Ozon (0,)

Hidroperoksil (HO;") Singlet oksijen (0%
Lipid peroksil (LO,") Lipid peroksitler (LOOH)

Lipid alkoksil (LO") Maillard reaksiyonu iiriinleri

Reaktif kloriir tiirleri (RCS) Hipokloroz asit (HOCI)
Atomik klor (CI") Nitril kloriir (NO,CI)
Kloraminler
Reaktif azot tiirleri (RNS) Nitroz asit (HNOy)

Nitrik oksit (NO") . J *

o Nitrozil katyonu (NO )

Azot dioksit (NO;")
Nitroksil anyonu (NO-)
Diazot tetraoksit (N,O,)
Diazot trioksit (N2O3)
Peroksinitrit (ONOQ)
Peroksinitroz asit (ONOOH)
Nitril katyonu (NO,)*
AlKil peroksinitritler (ROONO)
Nitril kloriir (NO,CI)

Antioksidanlar etki mekanizmalarin1 serbest radikalleri tutarak veya daha zayif yeni bir
molekiile cevirerek, serbest radikalle etkilesip aktivitelerini azaltarak, serbest radikalleri
kendilerine baglayip reaksiyon zincirini kirarak ya da onarim yaparak gosterirler [70].
Antioksidanlar  viicut hiicreleri tarafindan {retildikleri gibi, gidalar yoluyla da
alinabilmektedir. Gidalarda mevcut olan ve insan viicudunu zararli serbest radikallerden
koruyan baslica dogal antioksidanlar, esas olarak vitaminler (C, E ve A vitaminleri),

flavonoidler, karotenoidler ve polifenollerdir.

Antioksidanlar, endojen ve eksojen olmak {lizere iki grup altinda toplanabilir (Tablo 2).
Endojen ve eksojen antioksidanlar, oksidan/antioksidan dengesini saglamak i¢in serbest

radikallerden viicudu korur ve serbest radikalleri etkisizlestirmek i¢in kullanilirlar [71, 72].
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Tablo 2: Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Stperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon Koenzim Q 10
Katalaz (CAT) Melatonin Selenyum
Glutatyon peroksidaz (GPx) Urik asit o-lipoik asit
Glutatyon rediktaz (GR) Bilirubin Transferrin
Albiimin Seruloplazmin

a-Tokoferol (Vitamin E)

Ksantin oksidaz inhibitrleri
(allopiirinol, oksipiirinol, pterin aldehit, tungsten)

p-karoten (Vitamin A)

NADPH oksidaz inhibitérleri (adenozin, lokal anestezikler,
kalsiyum kanal blokerler:, nonsteroid antiunflamatuvar ilaclar)

Askorbik asit (Vitamin C)

Rekombinant stiperoksit dismutaz

Folik asit (Vitamin B9)

Trolox-C (vitamin E analogu)

Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar
(GPx aktivitesini artiran ebselen ve asetilsistein)

Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albimin)

Demir redoks déngtist inhibitdrleri (desferroksamin)

Notrofil adezyon inhibitGrleri

Sitokinler (TINF ve IL-1)

Barbittiratlar

Demir gelatérleri

1.5.1. Endojen Antioksidanlar

Endojen kaynakli antioksidanlar, enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar olarak iki alt

grupta siniflandirilabilir. Enzimatik antioksidanlar;

Stiperoksit dismutaz (SOD), Katalaz

(CAT), Glutatyon peroksidaz (GPx) ve Glutatyon rediiktaz (GR) enzimatik savunma hattini

olusturan enzimsel antioksidanlardir [35,73,74].

Non-enzimatik (enzimatik olmayan) antioksidanlar, Enzimsel olmayan antioksidanlar

arasinda glutatyon, melatonin, iirik asit, bilurubin, alblimin, koenzim Q10, selenyum, a-lipoik

asit, seruloplazmin ve transferrin sayilabilir [4,35,73,74,75,76].
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1.5.2. Eksojen Antioksidanlar

Eksojen kaynakli antioksidanlari, vitamin eksojen antioksidanlar ve ilag olarak kullanilan
eksojen antioksidanlar olmak iizere iki grupta simiflandirabiliriz. Vitamin Eksojen
Antioksidanlar; a-Tokoferol (Vitamin E), B-karoten (Vitamin A), askorbik asit (Vitamin C)
ve folik asit (Vitamin B9) disaridan alinan vitamin kaynakli antioksidanlardir [72, 77, 78].

1.6. LIKENLERIN ANTiOKSIDAN KAPASITELERI UZERINE YAPILAN
CALISMALAR

Kinoshita ve ark. (2010) tarafindan gergeklestirilen ve Lethariella sinensis, Lethariella
sernanderi ve Lethariella cashmeriana likenlerinden izole edilmis sar1 ve kirmizi
pigmentlerin antioksidan aktivitelerinin arastirilmasini hedefleyen calismada bu liken

pigmentlerinin antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir [79].

Odabasoglu ve ark. (2005) tarafindan yapilan bir calismayla Bryoria fuscescens,
Dermatocarpon intestiniformis, Peltigera rufescens ve Pseudevernia furfuracea’ nin su ve
metanol ekstrelerinin antioksidan etkisi, toplam fenolik icerikleri ve bu etkide azalma in vitro
kosullarda belirlenmistir. P rufescens’ in su ve metanol ekstreleri en yiiksek antioksidan
etkiyi gostermistir. Ekstrelerin antioksidan kapasitesi ve toplam fenolik igerikleri arasinda bir
baglanti bulunamamistir. Pseudevernia furfuracea’ nin metanol ekstresi en yiiksek fenolik

icerige sahip olmasina ragmen diisiik antioksidan etki olusturmustur [80].

Aslan ve ark. (2006) tarafindan Cladonia foliacea, Dermatocarpon miniatum, Evernia
prunastri, E. divaricata ve Neofuscella pulla’ nin metanol ekstresinin antioksidan ve
antimikrobiyal aktiviteleri in vitro kosullarda arastirilmistir. C. foliacea, E. divaricata, E.
prunastri ve N. pulla ekstreleri kullanilan yontemlerde antioksidan etki gdstermezken
D.miniatum ekstresi 396,1 mg/ml konsantrasyonda baslangicta % 50 ve daha sonra % 49
engelleme gostermistir. Ayn1 zamanda ekstrelerin denenen bazi bakteri ve funguslara karsi
antimikrobiyal etkiye sahip oldugu belirlenmis ancak mayalara kars1 bir etki gozlenmemistir

[81].

Platismatia glauca, Parmelia saxatilis, Umbilicaria nylanderiana, Ramalina pollinaria ve R.
Polymorpha’ nin metanol ekstresinin in vitro kosullarda antimikrobiyal ve antioksidan
etkilerinin arastirilmas1 amaglanmigtir. Giilliice ve ark. (2006) tarafindan yapilan ¢aligmalar
sonucu Parmelia saxatilis, Platismatia glauca, Ramalina pollinaria ve R. polymorpha

aktivite gostermezken, Umbilicaria nylanderiana 400,2 png/ ml de % 50 engelleme saglamas,
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2 g/l de ise % 53 engelleme vermistir. Ekstrelerin ayn1 zamanda denenen bazi bakteri, maya

ve mantarlara kars1 antimikrobiyal etkiye sahip oldugu bulunmustur [82].
1.7. PSEUDEVERNIA CINSINE AiT BILGILER

Pseudevernia cinsinin i¢inde yer aldigi Parmeliaceae tamilyasi, Alectoriacea, Anziaceae,
Hypogymniaceae ve Usneaceae familyalari ile birlikte, yaklasik 90 cinse ait 2000' e yakin tiir
icermekte olup Lecanorales ordosunun en biiyiik familyasidir. Familya, ordonun merkezinde
yer alir ve Cladoniaceae ve Lecanoraceae gibi biiyiik familyalarla yakin akrabalik iligkileri
vardir. Bu familya, askokarplarinin gelisimi ve kupulat eksipulum olarak adlandirilan
apotesyumlarina dayanilarak olusturulmustur. Baz1 arastiricilar, bu familyay1 Alectoriaceae
ve Hypogymniaceae olmak iizere familya seviyesinde bdlmekle birlikte, molekiiler kanitlar

bu ayrim1 desteklememektedir [69].

Pseudevernia cinsinde tallus ¢ok biiylik, geyik boynuzu bi¢iminde dallanan, yapraksi-dalsi,
dorsiventral yapida ve yaklasik olarak 12 cm boyundadir. Ust yiizey koyu grimsi beyaz
renkte, alt yiizey tabana dogru koyu renkli, dis biikey, ¢ok sayida izidli ve nadiren soredli
[83].

1.7.1. PSEUDEVERNIA FURFURACEA (L.) ZOPF

Tallus 10 cm’ye kadar serit halinde, 1-4 cm aras1 lop genisligine sahiptir. Ust yiizeyleri gri-
beyaz tonlarinda olmasina ragmen merkeze dogru siyah renkte bulunurlar. Alt yiizeyleri ise

kanall1 yapida ve uglar kahverengi-beyaz veya pembemsi renklidirler [84].

Pseudevernia furfuracea tarih boyunca islenmistir. Bir koruyucu olarak; sabun, kozmetik

kokular1, ekmek yapiminda besleyici olarak kullanilmigtir [85].
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b bk

Sekil 1: Pseudevernia furfuracea likeninin goriiniimii

Tiirlin sistematik yeri su sekildedir:
Kingdom: Fungi
Divisio: Ascomycota
Class: Lecanoromycetes
Order: Lecanorales
Family: Parmeliaceae
Genus: Pseudevernia

Species: Pseudevernia furfuracea (L.) Zopf
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1.8. KULLANILAN BAKTERI SUSLARI ILE iLGILi GENEL BILGILER

Tek hiicreli mikroorganizma grubu olan bakteriler, birka¢ mikrometre uzunlugunda ve
kiiresel, cubuksu, spiral ve virgiil gibi farkli sekillerde olabilir. Hiicre sekillerinde
bulunan farkliliklar bakterinin hiicre iskeleti ve hiicre duvarinca belirlenir. Hiicre sekli
stvi iginde ylizmesine, gida alimina, dogal avcilarindan kagmasina ve yiizeylere
baglanmasina etki eder [86,87]. Eskiden bitkilerin Schizomycetes sinifina ait sayilan
bakteriler artik prokaryot olarak smiflandirilirlar ve okaryotlardan farkli olarak bakteri
hiicreleri hiicre ¢ekirdegi icermezken membran kapli organeller de nadir olarak goriiliir
[88]. Bakterilerde mitokondri, hiicre ¢ekirdegi, kloroplast ve 6karyotlarda mevcut olan,
endoplazmik retikulum ve golgi aygiti gibi diger organellerden yoktur. Bakteri hiicresi
‘hiicre zar1’ olarak adlandirilan lipit yapida bir zarla ¢evrilidir [89]. Bakterilerde hiicre
zarinin disinda peptidoglikandan olusan ve hiicre duvari1 olarak adlandirilan bir yap1
bulunur [90]. Bakterilerde Gram pozitif ve Gram negatif olarak adlandirilan iki tip
hiicre duvari bulunur. Hiicre duvarinin bu adlari, bakterilerin ¢ok eskiden beri
simniflandirilmasinda  kullanilan bir test olan ve hiicrelerin Gram boyast ile
tepkimesindeki farkliliktan kaynaklanir [91]. Bakterileri hiicre duvarlarinin yapisal
Ozelliklerine gore tanimlamakta gram boyama kullanilir. Gram-pozitif bakteriler, cogu
peptidoglikan ve teikoik asit tabakasindan olusmus kalin bir hiicre duvarina sahipken,
Gram negatif bakterilerde birka¢ peptidoglikan tabakasi bulunur ve bunun etrafini
lipopolisakkaritler ve lipoproteinlerden olusan ikinci bir hiicre zari sarar [92].
Vankomisinin Gram pozitif bakterileri oldiirmesine karsin, Haemophilus influenzae
veya Pseudomonas aeruginosa gibi Gram negatif patojenlere karsi etkisiz olmasindaki
farkli sonuglar, bakterilerdeki yapisal farkliik sonucu antibiyotiklere olan
duyarliliklarini etkileyebilir [93].

Calismamizda Gram pozitif bakterilerden Staphylococcus aureus (ATCC 25923) ve
Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Gram negatif bakterilerden ise Pseudomonas
aeruginosa (CECT 4122) ve Escherichia coli (ATCC 25922) suslar1 kullanilmistir.

Staphylococcus aureus; sporsuz ve hareketsiz kok formunda olan ve fakiiltatif anaerob
gelisim gosteren bu bakteri suslari optimum 30-37 °C’ de gelisirler. Staphylococcus
aureus dogal olarak en fazla bogaz ve burun boslugunu 6rten mukozada yer alir ve

buradan pek ¢ok yere yayilir. Deride en ¢ok yiizde, ellerde ve kollarda bulunur. Insan ve
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hayvanlarin  digkisinda, apseli yaralarda, ¢iban ve sivilcelerde yogun olarak

bulunmaktadir [94].

Enterococcus faecalis; Gram pozitif, aerobik veya fakiiltatif anaerob, birka¢ istisna
disinda hareketsiz, oval kok formunda, genellikle diplokok veya kisa zincir
goriinimiindedirler. Sepsis, menenjit, endokardit gibi ciddi enfeksiyonlara yol agabilen
yaygin ve Onemli patojenlerdir [95]. Bu bakteriler aminoglikozid, sefalosporin,
klindamisin ve trimetoprim-siilfametoksazol gibi yaygin olarak kullanilan
antibiyotiklere kars1 dogal direng gostermekte, bunlarin neden olduklar1 enfeksiyonlarda

tedavi segenekleri sinirli kalmaktadir [96].

Pseudomonas aeruginosa; Gram negatif, aerobik ve flagellas: ile hareket edebilen
cubuk sekilli, insan patojeni olan bakterilerdir. Bagisiklik yetersizligi olan hastalarda
solunum ve idrar yollarinin, yaniklarin ve acik yaralarin firsat¢i patojenidir ayni
zamanda kanda da enfeksiyonlar yapabilir. Penisilin ve diger Beta Laktam
antibiyotiklerine kars1 dogal olarak dayanikli iken piperacillin, imipenem, tobramycin,

ciprofloxacin, polimiksin E (kolistin) gibi antibiyotiklerle tedavi edilebilir [97,98].

Escherichia coli; Gram negatif, fakiiltatif anaerobik, peritris kirpiklerinden dolay1
hareketli ve 60 °C 1sida 30 dk, oda 1sisinda uygun ortam kosullarinda uzun siire canl
kalabilen oldukca direncli bir bakteridir. Soguga direngli, dezenfektanla karsilassa
direngsizdir [99]. Sicakkanli organizmalarin bagirsaklarinda bulunan ve insan igin
onemi olan firsatg1 patojendir [100]. Enteropatojenik suslarla meydana gelen ishaller,
iiropatojenik suslarla olusan idrar yolu enfeksiyonlar1 (IYE), neonatal menenjit, sepsis,
karin i¢i enfeksiyonlari, yara yeri ve akciger enfeksiyonlari E. coli’ lerin meydana
getirdigi baslica hastaliklardir [101,102].
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BOLUM 2
2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. MATERYAL
2.1.1. CIHAZLAR VE SARF MALZEME

. Ependorf, falkon ve cam deney tiipleri
. Porselen havan

. Dijital hassas terazi

. Rotary evaporator ekstraktorii

. Plastik petri kab1

. Platin 6ze

. Steril diskler

. Antibiyotik diskler

. Pens
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2.1.2. KIMYASALLAR

1. LB Agar Besi Yeri
2. LB Broth Besi Yeri
3. Aseton
4. Sulphamethoxazole antibiyotik diskleri

5. Ciprofloxacin antibiyotik diskleri
2.1.3. BAKTERI SUSLARI

1. Enterococcus faecalis (ATCC 29212)

2. Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
3. Pseudomonas aeruginosa (CECT 4122)
4. Escherichia coli (ATCC 25922)

Bakteri suslar1 Yeditepe Universitesi Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvari’ndan Dog. Dr.
Niizhet Cenk SESAL ve ekibi ile Yrd. Dog. Dr. Iskender KARALTI tarafindan

segilerek temin edilmistir.
2.1.4. CALISMADA KULLANILAN LiKEN MATERYALI

Deneyde kullanilan Pseudevernia furfuracea tiiriine ait liken 6rnekleri rakimi 930 m
olan Bursa ili Alagam bélgesinden toplanmis ve Marmara Universitesi, Fen Edebiyat
Fakiiltesi ogretim iiyesi Dog. Dr. Giilsah OZYIGITOGLU tarafindan Marmara

Universitesi Herbaryumu’nda 6rnekler tayin edilmistir.
2.2. YONTEM
2.2.1. Deneysel 6n hazirhklar

Tanimlamast yapilan liken ornekleri yikanip kurumaya birakildi. Kuruyan likenler
porselen havanda pargalandi. Toz haline gelen 6rnekler hassas terazi ile 6l¢iim alinarak
steril falkonlara dolduruldu ve tizerlerine 35 mililitre aseton ilave edildi. Hazirlanan
falkon tiipler 24 saat boyunca 151k gdrmeyen ortamda beklemeye birakildi. Bekleme

stiresi bittikten sonra Whatman No.1 filtre kagidindan gecirilerek Rotary evaporator
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ekstraktorii yardimiyla asetonun biiyiik bir kismi uguruldu ve kalan asetonun da ugmast
icin steril cam petrilere alinarak 24 saat ¢eker ocakta bekletildi. Asetonun ugmasiyla
cam petrilerde kalan liken 6ziitleri kazinarak steril ependorflara konuldu ve deneyde
kullanilmak i¢in uygun sartlarda muhafaza edildi. Kullanilacak bakteri suslar1 ise; Luria
Bertoni (LB) besiyerinde prosediirlere uygun olarak ¢ogaltildi ve Enterococcus faecalis
(ATCC 29212), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa
(CECT 4122), Escherichia coli (ATCC 25922) suslarinin stoklar1 deneyde kullanilmak

lizere uygun sartlarda muhafaza edildi.
2.2.2. DENEYIN YAPILISI
2.2.2.1 ANTIBAKTERIYEL ETKIi

Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Pseudomonas aeruginosa (CECT 4122), Escherichia coli (ATCC 25922) suslarina ait
stoklardan Luria Bertoni (LB) besiyerine pasaj ge¢ildi ve aktive olmalari igin 37 °C’ de
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi aktive olan bakteriler UV-VIS
Spektrofotometre kullanilarak konsantrasyonlart 0,5 McFarland olacak sekilde
ayarlandi ve steril 6ze ile LB broth besiyerine tiim yiizeye dagilmasina dikkat edilerek
eklendi. Pseudevernia furfuracea tiiriine ait liken 6rneklerinden elde edilen ekstrelerden
hassas terazide 13,8 miligram Ol¢iilerek 1462,5 mikrolitre (1,4625 ml) asetonda
¢Ozdiirtildii. 9 mg/ml konsantrasyona sahip olan ekstreler 6 mm capindaki steril disklere
once bir yiizeye 10 mikrolitre eklenildi ve asetonun u¢gmasi beklenildikten sonra steril
diskin diger yiiziine de 10 mikrolitre ekstre eklenildi. Islem 20 pl, 40 pl ve 80 ul
dozlarm1 elde edene kadar yapildi. Hazirlanan diskler 0,5 McFarland
konsantrasyonundaki bakterilerden 35 mikrolitre alinarak steril cam baget ile LB Agar
besi yerlerine yayilarak hazirlanmig petrilere uygun mesafelerde ii¢ doz olacak sekilde
yerlestirilmis ve karsilastirma amagli olarak antibiyotik diskler yerlestirilmistir. Kontrol
amaci ile aseton emdirilmis diskler de hazirlanmis ve tiim ornekler 37 °C’de
inkibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda petrilerde bulunan disklerde inhibisyon
zonu olusup olmadigi kontrol edildikten sonra inhibisyon zonuna sahip disklerin
Olctimleri cetvel ile yapilarak kaydedilmistir. Deney ii¢ tekrarli olarak calisilmis ve

sonuglar ortalama degerler hesaplanarak bulunmustur.
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2.2.2.2. ANTIOKSIDAN KAPASITE

2004’ te Apak ve arkadaslan tarafindan gelistirilen CUPRAC yontemi kullanilarak P

furfuracea’ min antioksidan kapasitesi belirlenmistir [103].

CUPRAC yo6ntemi igin; 1.0 X 10M olmasi icin CuCl,. 2H,O’ den 0.4262 g tart1 ile
Olciilerek tizeri distile su ile 250 ml’ ye, amonyum asetat 1.0 M olacak sekilde 19.27 g
tartilarak tizeri distile su ile 250 ml’ ye ve neocuproine ¢ozeltisi 7.5x10° M olacak
sekilde 0.156 g tartilarak etanolle 100 ml’ ye tamamlanir. Antibakteriyel aktivite deneyi
ile aym1 konsantrasyonda (9 miligram/mililitre) olacak sekilde toz liken Oziitleri
asetonda ¢0ziildii. Hazirlanan ii¢ soliisyondan 50 ser pl alinarak cam tiipe konulduktan
sonra lizerine 55 ul liken 6ziitli konuldu. Kontrol grubu olarak {i¢ sollisyona liken 6ziitii
yerine 55 pl aseton konuldu. Iyice calkanan tiipler agz1 kapatilarak oda sicakliginda 30
dakika bekletildi. 30 dakikalik bekleme siiresinin ardindan Ornekler UV
spektrofotometrede 450 nm absorbansta Sl¢iildii. Troloks referans antioksidan olarak
kullanild1 ve elde edilen verilerin standart sapmalar1 ve ortalamalar1 belirlendi. Deneyler

ti¢ tekrarli olacak sekilde yapildi.
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BOLUM 3

3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. BULGULAR

3.1.1. ANTIBAKTERIYEL AKTIVITE

Enterococcus faecalis ve Staphylococcus aureus suslarinin yayildigi besi yerlerine

Sulphamethoxazole 25 pg, Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia coli suslarinin

oldugu besi yerlerine ise Ciprofloxacin 5 pg antibiyotik diski karsilastirma amacl

yerlestirilmigtir. Gram pozitif bakterilerde CIP, Gram negatif bakterilerde ise SXT

denenmemistir. Olusan zonlar incelendiginde Pseudevernia furfuracea ekstrelerinin

denenebilecek en yiiksek doz olan 80 ul i¢in Enterococcus faecalis’ de 17 mm,

Staphylococcus aureus’ ta 18 mm inhibisyon zonu olusturdugu Ol¢lilmiistiir. En

yiiksek etki 18 mm inhibisyon capiyla S. aureus’ ta goriiliirken en diisiik inhibisyon

capt 15 mm ile Enterococcus faecalis’ de Olglilmiistiir. Denenmis olan higbir ekstre

antibiyotiklerden ytiksek etki gosterememistir.

Tablo 3: Pseudevernia furfuracea aseton ekstrelerinin inhibisyon zonlari(mm)

25922)

BAKTERI SUSU INHIBISYON ZONLARI (mm)

20 ul 40 ul 80 ul CIP5ug | SXT 25 ug
Enterococcus faecalis 15+1 16+1 17+0.7 D 26+0.6
(ATCC 29212)
Staphylococcus aureus 16+0.7 17+0.7 18+0.7 D 26+1
(ATCC 25923)
Pseudomonas aeruginosa - - - 32+0.6 D
(CECT 4122)
Escherichia coli (ATCC - - - 25+0.6 D

(*) : Disklerin ¢ap1 6 mm’dir. Deneyler ii¢ tekrarl ¢alisilmis, tabloda ortalama degerler verilmistir.

- : Inhibisyon zonu goriilmedi
D: Denenmedi
CIP 5: Ciprofloxacin 5 pg

SXT 25: Sulphamethoxazole 25 pg
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Sekil 2: 1: 20 pl, 2: 40 ul, 3: 80 ul P. furfuracea aseton ekstrelerinden hazirlanan
konsantrasyonlar ve SXT 25: Sulphamethoxazole 25 pg antibiyotik diskinin
Enterococcus faecalis(ATCC 29212)’ te olusturdugu inhibisyon zonlari.

Sekil 3: 1: 20 pl, 2: 40 pl, 3: 80 ul P. furfuracea aseton ekstrelerinden hazirlanan
konsantrasyonlar ve SXT 25: Sulphamethoxazole 25 pg antibiyotik diskinin
Staphylococcus aureus (ATCC 25923)’ ta olusturdugu inhibisyon zonlar1.
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Sekil 4: 1: 20 ul, 2: 40 ul, 3: 80 ul P. furfuracea aseton ekstrelerinden hazirlanan
konsantrasyonlar ve CIP 5: Ciprofloxacin 5 pg antibiyotik diskinin Pseudomonas
aeruginosa (CECT 4122)’ da olusturdugu inhibisyon zonlar1.

Sekil 5: 1: 20 pl, 2: 40 pl, 3: 80 ul P furfuracea aseton ekstrelerinden hazirlanan
konsantrasyonlar ve CIP 5: Ciprofloxacin 5 pg antibiyotik diskinin Escherichia coli

(ATCC 25922)’ de olusturdugu inhibisyon zonlari.
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3.1.2. ANTIOKSIDAN KAPASITE

Herhangi bir seyreltme yapilmayan P. furfuracea liken 6ziitiiniin antioksidan kapasitesi
CUPRAC yo6ntemi ile belirlenmistir. Bu yontemde antioksidan kapasite, 2,9dimetil-
1,10-fenantrolin (Neokuproin-N¢)’in Cu(Il) ile olusturdugu bakir(Il)-neokuproin
kompleksinin (Cu(II)-Nc), 450 nm’ de maksimum absorbans veren bakir(I)-neokuproin
[Cu(I)-Nc] kelatina indirgenme yeteneginden yararlanarak hesaplanmaktadir.
Spektrofotometrede Slgiilen sar1 rengin siddeti antioksidan miktarin1 gostermektedir.
Sekilde P. furfuracea 6ziitii(1) ve kontrol grubu olarak aseton(2) ilave edilerek olgiim
yapilmis CUPRAC karisimlart verilmistir. P furfuracea’ ya ait grupta antioksidan

aktivite kaynakli sar1 renk olusumu gozlemlenmektedir.

Sekil 6: Pseudevernia furfuracea aseton 6ziitii(1) ve aseton(2) ile hazirlanan CUPRAC

karigimlart.

Troloks ¢ozeltisinden alinan hacime bagli ml bazindaki absorbans degerleri dl¢iilerek
troloks kalibrasyon grafigi ¢ikarilmis ve grafikteki troloks etkinligi ile P furfuracea

aseton ekstrelerinin etkinlikleri oranlanmustir.
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Sekil 7: CUPRAC yontemiyle belirlenmis troloks kalibrasyon grafigi.
*Y : Lineer kalibrasyon degeri

*R* Korelasyon katsay1si

Aseton ile hazirlanan P. furfuracea oziitlerinin CUPRAC yo6ntemi ile olgililen antioksidan
degeri; 9.653 £ 0.102 pg TE/gr’ dir.

3.2.TARTISMA

Yapilan caligmalar gostermektedir ki likenler, tiirlerine ve kullanilan ¢dziicii
farkliliklarina gore degisik antimikrobiyal etki gostermektedirler. Gram negatif
bakteriler lizerinde fazla etki gdstermezken, Gram pozitif bakterilerde etki gosterdigi
bizim ¢alismamizda da goriilmiistiir. Gram negatif bakterilerde etki goériillememesi ise,
bu bakterilerin sahip oldugu hidrofobik veya amfipatik molekiillere ¢ok az gegirgen
olan dis zar yapsindan kaynaklandigi dnceki ¢alismalarda bildirilmistir [10,104,105].

Literatiirde farkli liken tiirlerinin antibakteriyel etkinliklerinin test edildigi bir¢ok yayin
bulunmaktadir ancak; likenlerin biyolojik aktivite seviyeleri tiire gore degistiginden,
burada 6zellikle calismamizdaki ile ayni liken tiirtinti (P. furfuracea) igeren galismalarin

sonuglart karsilastirilmistir. Yine de liken tiirleri veya kullanilan yontemler bakimindan
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farklilik gostermeleri nedeniyle bazi calismalarin sonuglarinin karsilastirilmalart giig

olmaktadir.

Osmanagaoglu ve ark. (2000) tarafindan yapilan calismada Tirkiye’ nin farkh
bolgelerinden toplanan Letaria vulpina, Pseudoevernia furfuraceae var. furfuraceae ve
Evernia divericata liken ornekleriden aseton ve kloroform ¢dzeltileri ile hazirlanan
ekstreler Gram pozitif ¢comak ve koklar, Gram negatif ¢omaklar ve Candida albicans
tizerinde denenmis ve bizim c¢alismamiza paralel olarak Gram pozitif bakterilerde
inhibisyon zonlar1 goriilirken Gram negatif bakterilerde herhangi bir etki
goriilememistir. Gram pozitif bakterilerle yapilan deneylerde; aseton ile hazirlanan
liken ekstrelerin zon caplari, kloroform ile hazirlanan ektrelerin olusturdugu zon
caplarmma oranla daha biiyilk bulunmustur. Bdylece ekstre elde ediliminde aseton
kullaniminin kloroform kullaniomima goére daha biiylik caplarda inhibisyon zonu

olusumu sagladigini gostermislerdir [60].

Mitrovic ve ark. (2014) tarafindan Platismatia glauca ve Pseudevernia furfuracea liken
tiirlerinin antimikrobiyal, antioksidan ve antibiyofilm 0&zellikleri iizerine yapilan
arastirmada altt Gram pozitif; Bacillus pumilus NCTC 8241, Bacillus subtilis, Bacillus
cereus, Staphylococcus aureus, Sarcina lutea, Enterococcus faecalis ve bes Gram
negatif; Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Proteus mirabilis, Salmonella typhimurium bakteri suslari ile 9 farkli tiirde
mantar ile ¢alisilmis ve farkl ¢oziiciide gosterdikleri etkileri karsilastirilmistir. Her iki
tiriinde benzer etki gosterdigi fakat Pseudevernia furfuracea’ nin daha yiiksek
antimikrobiyal etki ve antioksidan kapasitesi oldugu gozlemlenmistir. Antibakteriyel
aktivite mikrodiliisyon yontemi ile, antioksidan kapasite ise DPPH yontemi ile
calisilmis ve P. furfuracea’ nin metanol ekstraktlari en yiiksek IC50 degeri olan (95.33
pg / mL) en giiclii antioksidan aktivitelerini sergilemistir. Pseudevernia furfuracea’ nin
metanol ekstrakti, diger ¢oziiciilere kiyasla, Staphylococcus aureus lizerinde 1.25 mg /
mL' de ve Proteus mirabilis' de 0.63 mg / mL'de BIC degeriyle daha kuvvetli oldugunu
gostermislerdir. Buna gore P. furfuracea likeni i¢in metanoliin asetondan daha iyi bir
¢oziicli oldugu diisiiniilebilir. iki calisma arasinda, aym liken tiirii i¢in dahi (P
furfuracea), toplandig1 boélgeler, antimikrobiyal aktivitede kullanilan ydntem
(mikrodiliisyon) ve kullanilan c¢oziiciiler bakimindan farklhiliklar  bulundugu

goriilmektedir [57].
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Acar ve ark. (2010) tarafindan yapilmis bir calismada farkli bolgelerden toplanan
Physcia oipolia (Ehrh. ex Humb.) Furnrohr., Lobaria pulmonaria (L..) Hoffm.,
Peltigera apthosa (L) Willd., Pseudevernia furfuracea (L.) Zopf., Parmelia taractica
Kremp. liken Orneklerinin etanol ekstreleri hazirlanmis ve hazirlanan ekstreler
Escherichia coli ATCC 11230, Stapylococcus aureus ATCC 6538P, Salmonella
typhimurium CCM 5445, Proteus vulgaris ATCC 6899, Bacillus subtilis ATCC 6633,
Bacillus cereus ATCC 7064, Entereobacter aerogenes ATCC 13048, Micrococcus
luteus CCM 169, Debaryomyces hansenii DSM 70238, Candida lypolitica ATCC 8660,
Candida albicans ATCC 10231, Rhodotorula rubra DSM 70403 ve Kluyveromyces
fragilis ATCC 8608 test mikroorganizmalarinda disk diflizyon yontemi ile
antibakteriyel aktiviteleri calisilmigtir. Hazirlanan ekstreler steril disklere 50 pL
emdirilerek besi yerlerine yerlestirilmis ve inkiibasyon siireleri sonunda zon dlgiimleri
yapilmistir. Pseudevernia furfuracea (L.) Zopf. liken ekstreleri Stapylococcus aureus
ATCC 6538P susunda 14.0 mm’ lik inhibisyon ¢ap1 olusutrmasi ile ¢alismamizla benzer
sonucu verirken, Escherichia coli ATCC 11230 susunda 14.0 mm zon olusturmas ile
calismamizdan farkli sonu¢ vermistir. Bu farklilik likenin farkli bdolgelerden
toplanmasindan kaynaklanabilecek farkli sekonder igerigi, ekstrelerin asetondan farkli

olarak etanol ile hazirlanmasindan kaynaklanabilir [61].

Giicin ve ark. (1997) tarafindan P. furfuracea ile yapilan diger bir ¢alisma ise P.
furfuracea’ min aseton, kloroform, etil asetat ve etanol ekstreleri hazirlanarak
antibakteriyel aktiviteleri disk diflizyon yontemi ile test edilmistir. Elde edilen
sonuglarda; Gram negatif bakterilere karsi hicbir etki olmazken Gram pozitif
bakterilerden S. aureus, S. epidermidis ve B. subtilis’e karst tim ekstrelerde
antibakteriyel etki saptanmistir. Ancak etanol, etil asetat ve kloroform ekstrelerinin

kullanilmast nedeniyle ¢oziicli bakimindan ¢alismamiz ile farklidir [41].

Giiveng ve ark. (2012) tarafindan P. furfuracea tizerinde disk difiizyon ile yapilan diger
bir calisma ise ¢alismamizi destekler nitelikte sonuclara sahiptir. Buna gore E. coli
tizerinde etki gdstermeyen ekstrelerin Gram pozitif mikroorganizmalara kars1 belirgin
aktivite gosterdigi gozlemlenmistir. Ancak metanol, etil asetat ve diklorometan

ekstrelerinin kullanilmasi nedeniyle ¢oziicii bakimindan ¢alismamiz ile farklidir [106].
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P. furfuracea likeninin antioksidan kapasitesiyle ilgili pek az ¢alisma bulunmaktadir.
Omegin P, glauca ve P. furfuracea tiirlerinin giiclii antioksidan kapasiteye sahip oldugu
kaydedilen Mitrovi¢ ve ark. (2014)’in calismasinda yontem bakimindan farkliliklar
bulunmaktadir. Calismada su ve metanol ekstreleri radikal siipliriici kapasite yontemi
olan (-Difenil-1-pikrihidrazil) DPPH ile degerlendirilmistir [57]. Yine Gliveng ve ark.
(2012) tarafindan P. furfuracea tzerinde DPPH yontemiyle fakat farkli ¢oziiciilerle
yapilan antioksidan kapasite g¢alismasinda metanol ekstrelerine gore daha diislik

bulunmustur [106].

Sarikiirk¢ili ve ark. (2016) tarafindan P. furfuracea metanol ve su ekstrelerinin in vitro
antioksidan kapasiteleri ve enzim 6nleme faaliyetlerinin degerlendirildigi bir calismada
yine metanol ekstrelerinin hem fenolik hem de flavonoid bilesikler bakimindan zengin
oldugu kaydedilmistir. Caligmamizda kullandigimiz aseton ekstrelerinden farkli olarak,
bu calismalarda metanol ile hazirlanmis olan P. furfuracea ekstrelerinin belirgin olarak

daha yiiksek antioksidan kapasiteye sahip oldugu gosterilmistir [25].

Biyolojik aktivite {izerine yapilan ¢esitli in vitro ¢alismalar, likenlerin baz1 dogal ve
deneysel faktorlere bagli olarak degisen oranlarda antibakteriyel etkileri ve antioksidan
kapasiteleri oldugunu ortaya koymaktadir. Ulkemizde dogal yayilisi ¢ok olan P.
furfuracea likeninin antibakteriyel ve antioksidan etkilerinin arastirildigi bu ¢alisma ise,
likenin toplandig1 yer ve aseton ¢oziicli kullanilmasi1 nedeniyle digerlerinden farklilik
gostermektedir. Aymi liken {izerine yapilan diger calismalarin sonuclari, uygulanan
yontemlerdeki farkliliklara bagli olarak degismektedir. Bununla birlikte bu liken
tiiriiniin genel anlamda hem antibakteriyel hem antioksidan potansiyele sahip oldugunu
sOylemek miimkiindiir. Tim bu farkli sonuglara ragmen likenlerin alternatif bir

antibiyotik ve/veya antioksidan olarak kullanilabilecegi sdylenebilir.
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BOLUM 4
4. SONUCLAR

Likenlerin yasamlarini siirdiirebilmelerinde liken maddelerinin rolii  biiytiktiir.
Yetistikleri habitatlarda kendilerini mikroorganizmalara, bdceklere, radyasyona, vb.
etkilere karsi koruyabilmeleri i¢in sekonder metabolitleri iirettikleri bir¢ok yayinda
belirtilmistir [2,8,10,107]. Likenlerin kendilerine 06zgii irettikleri bu sekonder
metabolitler sayesinde ¢esitli biyolojik aktiviteler gosterdikleri bilinmektedir. Bu
calismada Pseudevernia furfuracea likeninden atrarik asit [57,106], atranorin [57,108],
fisodik asit, oksifisodik asit, fisodalik asit, virensik asit [108], Kloratranorin, metil
hematomat, metil klorohematomat [106], absisik asit, poliaminler (putresin and
spermidin) [109] ve furfurik asit [110] gibi metabolitler elde edilmistir. P. furfuracea
(var. ceratea) likeninin aseton ekstresinden izole edilen olivetorik asitin giiclii anti-
anjiyogenik aktivite sergiledigi ve bununla birlikte diklorometan, aseton ve metanol
ekstreleri arasinda en yiiksek antioksidan kapasitesinin aseton ekstresinde oldugu rapor

edilmistir [111].

Calismamizda tlkemizdeki ormanlarda genis yayilis gosteren dalst aga¢ likeni
Pseudevernia furfuracea likeni aseton ekstrelerinin ikisi Gram pozitif ve ikisi Gram
negatif olan 4 bakteriye kars1 disk diflizyon yontemiyle antibakteriyel aktivitesi ve
bunun yaninda CUPRAC yontemi ile antioksidan kapasitesi incelenmistir. Coziicii
olarak asetonun tercih edilmesinin nedeni asetonun liken i¢indeki sekonder metabolitler
icin iyl bir ¢oziicii oldugunun literatiirde siklikla kaydedilmesidir [109,110,111].
Bakterilere karsi inhibisyon aktiviteleriyle ilgili ¢aligmalarda test edilecek olan liken
ekstrelerinin hazirlanmasinda kullanilan farkli ¢oziiclilerin farkli metabolitleri aktif hale
getirdikleri goriilmistiir. Nitekim, liken sekonder metabolitleri ve likenlerin biyolojik
aktiviteleriyle ilgili ¢cok sayida calismadan olusan giincel bir derlemede; likenlerin
tirlerine, sekonder metabolit igeriklerine ve yetistikleri ortama bagl olarak degisen
oranlarda antimikrobiyal etkiler gdsterdikleri ve bununla birlikte kullanilan ¢6ziicii ya

da yontemsel farkliliklarin da etkinlik diizeylerini etkiledigi bilgisi verilmistir [107].

Calismamizda test edilen P. furfuracea aseton ekstreleri, Gram pozitif bakterilerden S.

aureus ve E. faecalis iizerinde orta seviyede antibakteriyel etki gosterirken, Gram
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negatif bakterilerden olan E.coli ve P.aureginosa tizerinde herhangi bir inhibe edici
etkisi olmadig1 goriilmiistiir. Elde edilen sonuglar yapilan literatiir tarama ¢aligmalarini
destekler niteliktedir. P. furfuracea ekstrelerinin CUPRAC ile test edilen antioksidan
kapasitesi Cu(ll)-neokuproin (Nc) reaktifini Cu (I)-Nc kelatina indirgeme 6zelligi ve
alman sonuglar neticesinde olduk¢a yiiksek antioksidan kapasiteye sahip oldugu

belirlenmistir.

Glinlimiizde mikroorganizmalarin mevcut antibiyotiklere gosterdikleri direncCin artisi,
bitkisel kaynakl: antibiyotik ve antioksidan arayisina yonelimin ve bu konuda yapilan
calismalarin artmasini saglamistir. Bu ¢alisma, secilen tiiriin geleneksel tibbi kullanima
sahip olmasi ve aseton ekstrelerinin test edilmesi yoniiyle diger c¢aligmalardan
ayrilmaktadir. Caligmamizin dogal bitkisel kaynaklarimiz olan likenlerden gelecek
yillarda 6zellikle saglik alaninda ve ilag sektoriindeki ¢alismalarda alternatif antibiyotik

ve antioksidan olarak yararlanilabilmesine katki saglayabilecegi diisliniilmektedir.
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