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Amag: Bu calismada, Balikesir cevresinden toplanan
Parmelia saxatilis (L.) Ach. ve Parmelia sulcata Taylor
liken tiirlerine ait aseton oziitlerinin Escherichia coli
ATCC 25922 susu iizerindeki antibakteriyel etkinliklerinin
incelenmesi amaglannugtir.

Gereg ve Yontem: Balikesir ilinden toplanan liken ornekle-
rinin tiirleri teshis edildikten sonra aseton oziitleri elde
edilmigtir. Liken aseton oziitlerinin Escherichia coli iizerin-
deki antibakteriyel ve minimum inhibisyon konsantrasyonu
(MIK) testleri stvi mikrodiliisyon yontemi ile gerceklestiril-
mistir. Kontrol grubu olarak kanamisin antibiyotigi kulla-
numis ve MIK degeri belirlenerek antibakteriyel etkinlikle-
rinin karsilagtirilmast yapimustir.

Bulgular: Liken aseton oziitleri ve kanamisinin 2.5-40 pg/ml
arasindaki dozlari denenmigstir. Kanamisinin yalnizca 40
ng’'lik dozunda antibakteriyel etkinlik gozlemlenmis ve
MIK degeri 40 pg olarak belirlenmistir. Parmelia saxatilis
likenine ait aseton oziitiiniin MIK degeri 20 ug/ml, Parmelia
sulcata likeni aseton oziitiiniin MIK degeri ise 40 pg/ml
olarak saptanmstir.

Sonug: Parmelia saxatilis aseton oziitiiniin Escherichia
coli iizerinde kanamisinin etkinliginden daha diisiik dozda
antibakteriyel etkinlige sahip oldugu, Parmelia sulcata
aseton oziitiiniin ise kanamisin ile ayni dozda antibakteri-
yel etkinlik gosterdigi goriilmiistiir. Calismadan elde edilen
sonuglara gore, gerekli testler yapildiktan sonra Yyiiksek
antibakteriyel potansiyele sahip liken oziitlerinden tedavi-
de yararlanilabilecegi ongoriilmektedir.

Anahtar kelimeler: Antibakteriyel etkinlik, Escherichia
coli, Parmelia saxatilis, Parmelia sulcata

ABSTRACT

Antibacterial Activities of Extracts of Lichen Samples
Collected from Balikesir Region on Escherichia coli
ATCC 25922

Objective: In this study, it was aimed to determine the
antibacterial activity of acetone extracts of Parmelia
saxatilis (L.) Ach. and Parmelia sulcata Taylor lichen
species that were collected from Balikesir district, on the
strain of Escherichia coli ATCC 25922.

Material and Methods: After lichen samples collected from
Balikesir province were identified, the acetone extracts were
obtained.Antibacterial andminimuminhibitory concentration
(MIC) tests of the acetone extracts of lichens on Escherichia
coli were performed via microdilution method. The antibiotic
kanamycin was used as control group and a MIC value of the
antibiotic was determined for comparison of antibacterial
activities of the lichen acetone extracts.

Results: Lichen acetone extracts and kanamycin dosages
ranging between 2.5-40 ug/ml were tested. Kanamycin
showed antibacterial activity at only concentration of 40
ug/ml and its MIC value was determined as 40 pg/ml. MIC
values were also defined for the acetone extract of Parmelia
saxatilis (20 pg/ml), and Parmelia sulcata (40 pg/ml).

Conclusion: The acetone extract of Parmelia saxatilis had
antibacterial effect on Escherichia coli much lower than that
of kanamycin. The acetone extract of Parmelia sulcata also
showed antibacterial activity that equals to those of kanamycin.
According to the results that were obtained from this study, it
has been predicted that lichen extracts that have higher
antibacterial potential may be useful for treatment of bacterial
infections in case essential tests are performed.
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GIRIS

Likenler, mantarlarin (mikobiyont) ve alglerin
ve/veya siyanobakterilerin (fotobiyont) simbi-
yotik birliktelikleri sonucu morfolojik ve fizyo-
lojik etkilesimleriyle meydana gelen organiz-
malardir®. Arktik bolgelerden tropikal bolgelere
kadar genis bir ekosistemde yayilig gosteren
yaklagik 25 bin liken tiirii bulunmaktadir®.
Likenler yaygin olarak toprakta, kayalarin, aag-
larin ve di8er bitkilerin iizerinde gelisim
gosterirler®. Bazi liken tiirlerinin antik ¢aglar-
dan beri parfiimeri, boya ve kimya endiistrisinde
kullanildig1 bilinmektedir®. Bunun yaninda, tip
ve eczacilik alanlarinda, tarihte ve gilinlimiizde
likenlerden yararlanilmaktadir®.

Likenler, mikobiyont partnerleri tarafindan yalniz-
ca liken olusturduklarida sentezlenen ve cogunlu-
gu likenlere 6zgli olan sekonder metabolitlere
sahiptir”. Genellikle asit bilesikleri olmalarindan
dolay1 “liken asitleri” olarak da adlandirilan bu
liken maddeleri sayesinde likenler antibakteriyel,
antifungal, antiviral, antioksidan ve antitiimor gibi
cesitli biyolojik aktiviteler gosterirler®!?. Liken
sekonder metabolitlerinin hem Gram pozitif hem
de Gram negatif bakterilere karsi antibakteriyel
etkinlikleri, son zamanlarda literatiirde yer alan
cok sayida caligma ile kanitlanmigtir!!'-'¥-

Insan niifusunu ciddi sekilde tehdit eden ve en
stk goriilen patojen bakterilerden biri de
Escherichia coli’dir. Enterobacteriaceae famil-
yasinin en onemli tiirlerinden biri olan E. coli,
insan bagirsak mikroflorasinda bulunan Gram
negatif bir bakteridir'. E. coli suglari icerisin-
de, bagirsak ve bagirsak disi cesitli hastaliklara
neden olan suslar yer almaktadir. Idrar yolu
enfeksiyonu bu hastaliklarin en 6nemlilerinden
biridir. Bunun yaninda, septisemi, menenjit ve
peritonit gibi hastaliklara yol actigi da
bilinmektedir*'9. Kadmlarin yaklagik olarak
%50’sinin yasamlart boyunca en az bir kez
E. coli’den kaynakli idrar yolu enfeksiyonuna

maruz kaldiklart rapor edilmistirt!”. E. coli’nin
kullanilan antibiyotiklerin tiiriine, kullanim dozu-
na ve siiresine bagli olarak antibiyotik direnci
gelistirdigi ve kronik enfeksiyonlara neden oldugu
durumlar rapor edilmistir™. Bazi direngli E. coli
suglarinin neden oldugu enfeksiyonlarla miicadele-
de farmakolojik potansiyeli olan biyolojik mater-
yallerin  arastirllmasi  yoOniinde calismalar
yapilmaktadir'?. Likenler, yeni antibiyotikler elde
edilebilecek aday organizmalar olarak bu biyolojik
materyaller arasinda yer almaktadir.

Bu calismada, farmakolojik potansiyele sahip
olduklar1 bilinen liken tiirlerinden Parmelia
saxatilis (L.) Ach. ve Parmelia sulcata Taylor
aseton Oziitlerinin E. coli bakterisi tizerinde,
antibakteriyel etkinliklerinin tespit edilmesi
amaclanmigtir. Kontrol grubunda E. coli kay-
nakli enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin olarak
kullanilan kanamisin antibiyotigi kullanilmigtir®.

GEREC VE YONTEM
Bakterinin cogaltilmasi

Bakteri susu olarak Escherichia coli ATCC
25922 kullanilmistir. Bakterinin kanli agar besi-
yerine inokulasyonu gerceklestirilerek bir gece
boyunca 37°C’de inkiibe edilmigtir. Kati kiiltiir-
ler 4°C’de saklanmig, deneyde kullanilmak iizere
Luria-Bertani siv1 besiyerine (LB) inokiile edil-
dikten sonra 1 gece boyunca 37°C’de inkiibe
edilmistir. LB siv1 besiyeri bakterilerin hizli ve
kolay bir sekilde iireyebildikleri bir ortam oldu-
gu icin tercih edilmistir®?,

Liken Aseton Oziitlerinin Elde Edilmesi

Balikesir bolgesinden toplanan liken drnekleri-
nin Oncelikle tiirleri tanimlanmustir. Parmelia
saxatilis (L.) Ach. ve Parmelia sulcata Taylor
olarak belirlenen iki tiire ait 6rnekler distile su
ile yikandiktan sonra kurutulmaya birakilmigtir.
Kuru liken 6rneklerinin her birinden 3 g tartila-
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rak steril havanlara alinmig ve herhangi bir
¢oOziicii eklenmeden steril tokmaklar ile ezilerek
toz haline getirilmistir. Toz halindeki liken
ornekleri steril falkon tiiplere aktarilmis ve iizer-
lerine ¢oziicii olarak 35 mL aseton eklenmistir.
Liken ornekleri aseton ¢oziiciisii icerisinde 24
saat boyunca karanlik bir ortamda bekletilmis,
daha sonra kurutma kagidi ile siiziilerek steril
cam petrilere aktarilmigtir. Cam petrilerde bulu-
nan liken oziitleri, coziiclilerinin u¢masi igin
petrilerin iizerine filtre kagitlari konularak ¢ceker
ocakta 24 saat bekletilmistir. Coziiciileri ugtuk-
tan sonra toz halindeki liken oziitleri steril sant-
rifiij tiiplerine alinmig ve her bir liken oziitline
ait toz agirhiklar tartilarak kaydedilmistir.
P. saxatilis ve P. sulcata liken 6rneklerine ait toz
halindeki aseton oziitleri %100°liik 1 mL dimetil
stilfoksit (DMSO)’te ¢oziilmiistiir. Yiizde 100
DMSO icerisinde ¢oziinmiis olan liken aseton
oziitlerinden 60 ul alinmis ve distile su ile 1000
pul’ye ile tamamlanarak deneylerde DMSO orani
%6 olacak sekilde seyreltilmistir.

Antibakteriyel MiK testleri

Antibakteriyel etkinligin saptanmasi sivi mikro-
diliisyon yontemi ile 96’lik mikroplak kullanila-
rak gerceklestirilmistir. Mikroplak kuyucuklarina
sirastyla 100 ul LB Broth besi yeri, 100 u1 0.5
McFarland E. coli bakteri siispansiyonu ve final
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konsantrasyonlar1 2.5-40 pg/ml arasinda degisen
P. saxatilis ve P. sulcata liken aseton Oziitleri
eklenmistir. Kontrol grubu olarak, kanamisin
antibiyotigi kullanilmistir. Distile su ile ¢oziilerek
50 mg/ml konsantrasyonunda kanamisin stok
cozeltisi hazirlanmig ve deneylerde kullanilmak
tizere seyreltilerek 2.5-40 pg/ml arasinda degisen
konsantrasyonlarda kuyucuklara eklenmistir.
Pozitif kontrol grubu olarak yalnizca besiyeri ve
E. coli bakterisi igeren kuyucuk, negatif kontrol
olarak ise aseton ve besiyeri iceren kuyucuklar
kullanilmigtir. Mikroplak 37°C’de 1 gece boyun-
ca inkiibe edilmis ve bakteri konsantrasyonlari
625 nm’de mikroplak okuyucuda (BioTek) spekt-
rofotometrik olarak Olciilmiistiir. Bakteri iireme-
sini engelleyen gruplar etkili olarak belirlenmistir.
Bakteri konsantrasyonunu tamamen inhibe eden
en diisiik dozlar MIK degeri olarak kabul edilmis-
tir. Tlim testler 3 kez yinelenmisgtir.

BULGULAR

Bu calismada Balikesir Kazdaglar1 yoresinden,
yaklagtk 1200 metre yiikseklikten toplanan
Parmelia saxatilis ve Parmelia sulcata liken
tiirlerine ait aseton oziitlerinin E. coli lizerindeki
antibakteriyel etkinlikleri test edilmis ve deney-
sel olarak elde edilen veriler Tablo 1’de gdsteril-
migtir. Liken aseton oziitleriyle karsilagtirma
amaclh kanamisin antibiyotigi kullanilmistir.

Tablo 1. Liken aseton oziitleri ile kanamisin antibiyotiginin Eescherichia coli iizerine antibakteriyel MiK degerleri

Gruplar E. coli + kanamisin
Doz (ug/ml) 40 20 10 5 25
24. saatte bakteri konsantrasyonu (cfu/mL) ~0 1.5x108 3x108 9x108 9x10%

E. coli + P. saxatilis

Doz (ug/ml)
24. saatte bakteri konsantrasyonu (cfu/mL)

40 20 10 5 25
~0 ~0 3x108 6x108 9x108

E. coli + P. sulcata

Doz (pg/ml)
24. saatte bakteri konsantrasyonu (cfu/mL)

40 20 10 5 25
~0 108 3x108 6x10 9x108
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Spektrofotometrik olarak yapilan 6l¢iimler sonu-
cunda, kanamisinin 40 ug/ml’lik konsantrasyo-
nu antibakteriyel etkinlik gostermis fakat diisiik
dozlarla beraber antibakteriyel etkinligi de azal-
mustir.

Test edilen iki liken tiirlinden P. saxatilis aseton
Oziitliniin, hem 40 pg/ml hem de 20 pg/ml’lik
konsantrasyonunun antibakteriyel etkinlik gos-
terdigi ve boylece kanamisinin etkin dozundan
daha diisiik dozda dahi antibakteriyel etkinlige
sahip oldugu saptanmustir. P. sulcata’ya ait ase-
ton Oziitiiniin ise 40 pg/ml’lik konsantrasyonun-
da kanamisinle ayni dozda antibakteriyel etkin-
lik gosterdigi tespit edilmistir.

Sonug¢ olarak, her iki liken aseton Oziitiiniin
azalan dozlarimin bakteri konsantrasyonunu
inhibe ettikleri saptanmigtir. Bu veriler kontrol
amaclh kullanilan antibiyotiklerle kiyaslandi-
ginda, liken oziitlerinin oldukca etkili antibak-
teriyel potansiyeli, likenlerin ileride yeni anti-
biyotikler olarak kullanilabileceginin sinyalle-
rini vermistir.

TARTISMA

Bakteriyel enfeksiyonlar ve hastaliklarin tedavi-
si i¢in gereksinim duyulan antibiyotik ilaglarin
elde edilmesinde bitkisel kaynaklardan yillardan
beri yararlanilmaktadir. Bunun yan1 sira bircok
tiirii bu acidan potansiyele sahip olan likenlerin
de son zamanlarda 6nemi artmaktadir. Bu calig-
mada, patojenik suglarmin gelistirdigi antibiyo-
tik direnci ile kronik enfeksiyonlara yol agma
potansiyeli bulunan E. coli’ye karg1 iki liken
tiirtiniin (P. saxatilis ve P. sulcata) antibakteriyel
etkinlikleri saptanmustir. Literatiirde bu ve ben-
zeri tiirlerle yapilan ¢alismalarin sonuglari karsi-
lastirildiginda, liken Orneklerinin toplandigi
habitat, liken 6ziitii eldesinde kullanilan ¢oziicii-
ler ve yontem basamaklarindaki bazi farkl
uygulamalar bulunmaktadir. Dolayisiyla elde
edilen bulgular, bir kismu1 ile benzerlik gosterir-

ken bir kismi ile de farkliliklar gostermektedir.
Calismamizda E. coli’ye kars: test edilen kana-
misin antibiyotiginin yalnizca en yiiksek doz
olan 40 ug/ml konsantrasyonunda etkinlik gos-
terdigi ve bunun yaninda P. sulcata likeninin
aseton Oziitiiniin kanamisin ile ayn1 dozda anti-
bakteriyel etkinlige sahip oldugu belirlenmisgtir.
Benzer olarak Stojanovic ve ark.??’nin ¢aligsma-
sinda, P. sulcata likenine ait metanol Oziitiiniin 1
mg/ml MIK degeri ile E. coli’ye kars1 antibakte-
riyel etkinlik gosterdigi belirtilmigtir. Buna ila-
veten, ¢alismamizdaki P. sulcata aseton Oziitii-
niin MIK degerinin 40 yg/ml olarak bulunmast,
asetonun liken sekonder metabolitlerinin yiliksek
oranda ve etkinlikte elde edilmesi i¢cin metanol-
den daha ideal bir ¢oziicii olarak kullanilabilece-
gini gostermistir. Candan ve ark.®?’nin ¢aligma-
sinda ise, P. sulcata aseton Oziitiiniin Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus ve
Streptococcus faecalis gibi Gram pozitif bakteri-
ler iizerinde antibakteriyel etkinligi tespit edil-
mis ve MIK degeri 40 yg/ml olarak bulunmus-
tur. Buna karsilik, calismamiz sonucunda
P. sulcata aseton oziitlinlin yalnizca Gram pozi-
tif bakteriler tizerinde degil, Gram negatif bakte-
riler iizerinde de etkinlige sahip olabilecegi
belirlenmistir.

Yine ¢alismamizda, P. saxatilis aseton 6ziitliniin
E. coli tizerinde kanamisinden daha diisiik dozda
antibakteriyel etkinlige sahip oldugu (MIK dege-
ri 20 pug/ml) saptanmustir. Kosanic ve ark.*®
tarafindan yapilan calismada ise, P. saxatilis
aseton Oziitiiniin hem Gram pozitif hem de Gram
negatif bakteriler iizerinde etkinlik gosterdigi,
ancak E. coli bakterisi direncli formda oldugu
icin bu bakteri iizerinde etkinlik gostermedigi
rapor edilmistir. Kosanic ve ark.*® tarafindan
yapilan diger bir calismada da, P. saxatilis ve
P. sulcata tiirlerinin E. coli’ye kars1 etkili olma-
dig1 rapor edilmistir. P. caperata (L.) Ach,
P. sulcata ve P. saxatilis aseton Oziitlerinin anti-
bakteriyel ve antifungal etkinliklerinin test edil-
digi calismada®, E. coli tizerinde P. caperata ve
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P. sulcata tirlerinin etkinlik gosterdigi,
P. saxatilis aseton Oziitliniin ise etkili olmadig1
rapor edilmistir. Calismamizda farkli olarak,
ayni bakteriye karst P. saxatilis aseton Oziitlinlin
P. sulcata aseton Oziitiinden daha fazla etkinlik
gosterdigi goriilmiistiir. Liken tiirlerinin toplan-
dig1 bolgenin fiziksel kosullarinin ve liken 6ziit-
lerinin eldesindeki basamaklarin farkli olmasi,
liken tiirlerinin antibakteriyel etkinliklerini etki-
leyebilmektedir.

Giillice ve ark.®®’nin yaptig1 bir ¢alismada,
Artvin bolgesinden toplanan P. saxatilis liken
tiirline ait metanol Oziitiiniin E. coli {lizerinde
antibakteriyel etkinlik gosterdigi belirlenmis ve
MIK degeri 15.62 pug/ml olarak bulunmustur.
Ayrica ¢alismada, kontrol grubu olarak kullani-
lan antibiyotigin MIK degeri 30 pug/ml olarak
belirlenmis ve P. saxatilis metanol Oziitiinlin
antibiyotikten daha fazla antibakteriyel etkinlik
gosterdigi belirlenmigstir. Bu sonuclardan yola
cikarak, P. saxatilis’in antibakteriyel etkinliginin
toplandig1 bolgeye ve 0ziit ¢ikarma islemleri
sirasinda kullanilan ¢oziicliye gore degisiklik
gosterebilecegi anlagilmaktadir. P. saxatilis 6zii-
tiiniin, icerdigi sekonder metabolitler itibariyle
de antibiyotigin etkin dozundan daha diisiik
dozda etkinlik gosterdigi goriilmiistiir.

Likenlerden elde edilen liken asitlerinin ayr1 ayri
antibakteriyel etkinliklerinin incelendigi calis-
malar da bulunmaktadir®2®. Calismamizda kul-
landigimiz iki Parmelia tiiriiniin de yer aldigi
Manojlovic ve ark.*”’nin ¢ahsmasinda, P. sulcata’da
salazanik asit, protosetrarik asit, atranorin ve
kloroatranorin; P. saxatilis’te ise salazanik asit,
usnik asit, atranorin ve kloroatranorin maddeleri
tespit edilmistir. Bunlardan salazanik asit, sroto-
setrarik asit, atranorin, kloroatranorin ve usnik
asidin E. coli lizerindeki antibakteriyel etkinlik-
leri test edilmis ve bu maddeler icerisinde en
etkili olarak 250 pzg/ml MIK degeri ile usnik asit
bulunmustur. Bizim ¢alismamizdaki P. sulcata
ve P. saxatilis aseton Oziitlerinin E. coli’ye karsi
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gosterdigi giicli antibakteriyel etkinligin, bu
maddeler ve bu maddelere ek olarak toplandigi
bolgeye gore degisebilen farkli sekonder meta-
bolitlerden kaynaklanabilecegi diistiniilmekte-
dir. Liken oziitleri icerisinde yer alan sekonder
metabolitlerin bir arada bulunmasinda antago-
nistik ya da sinerjistik etkiler sonucu antibakte-
riyel etkinliklerinin degisebilecegi goriilmekte-
dir.

Tiirkiye’de farkli liken tiirlerine ait Oziitlerin
antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri iizerine
yapilmig pek cok calisma bulunmaktadir®-3b.
Cobanoglu ve ark.®®’nin yaptiklar1 ¢alismada,
Bolu ve Isparta bolgelerinden toplanan liken
tiirlerinin kloroform ve metanol oziitlerinin 4
bakteri (E. coli, Enterococcus faecalis,
Pseudomonas aeruginosa, S. aureus) ve 1 maya
(Candida albicans) tiirii lizerindeki antimikrobi-
yal etkinlikleri test edilmistir. Calismada, kloro-
form kullanilarak elde edilen liken Oziitlerinin,
metanol kullanilarak elde edilen liken oziitlerin-
den daha yiiksek oranda antimikrobiyal etkiye
sahip oldugu goriilmiistiir. Akkol ve ark.®?’nin
yaptiklar1 ¢alismada, Kiitahya bolgesinden top-
lanan Pseudevernia furfuracea (L.) Zopf liken
tiiriniin  biyolojik aktiviteleri test edilmistir.
Metanol, diklorometan ve etil asetat olmak
lizere 3 farkli coziicii kullanilmig ve oziitler
Gram negatif ve Gram pozitif bakteri tiirleri ile
maya tiirleri tizerinde test edilmistir. Elde edilen
sonuclar degerlendirildiginde E. coli, Klebsiella
pneumoniae ve Proteus mirabilis bakteri tiirleri
tizerinde, 3 farkli coziiciiden elde edilen liken
oOziitlerinin hicbirinin etki gostermedigi goriil-
muistir.

Tiirkiye’de yapilan caligmalardan elde edilen
sonuclar ile calismamizdan elde edilen ¢alisma-
lar genel olarak degerlendirildiginde, liken tiirle-
rinin antibakteriyel etkinlikleri toplanilan bolge-
ye ve liken oziitleri elde edilirken kullanilan
coziiciiler ve yontemlerin farkliligina gore degi-
siklik gosterdigi goriilmektedir. Likenlerin
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bulunduklar1 bolgelerin nemlilik ve hava kirlili-
§i oranlari, hava sicaklik ve 1s1k farkliliklart gibi
parametrelerin, sekonder metabolitlerin sentez-
lenmesi agsamalarinda rol sahibi olduklart, bunun
bir sonucu olarak da antimikrobiyal aktivitelerin
degiskenlik gosterdigi diistiniilmektedir. Bununla
birlikte, liken oziitleri elde edilirken kullanilan
coziiciiler de likenlerin antimikrobiyal etkinlik-
lerini etkilemektir.

Calismamizdan elde edilen veriler ile literatiirde
yer alan diger calismalari sonucunda, P. saxatilis
ve P. sulcata aseton Oziitlerinin E. coli izerinde
antibakteriyel etkinliklere sahip oldugu ve bu
sonuglar degerlendirildiginde, bu tiirlerin gerek-
li testler gerceklestirildikten sonra antibiyotikle-
re yardimct ya da alternatif olabilecek potansiyel
biyolojik materyaller arasinda yer alabilecekleri
ortaya koyulmustur. Ayni liken tiirlerinin anti-
bakteriyel etkinliklerinde goriilen farkliliklar,
orneklerin toplandig1 bolgelere ve oziit ¢ikarir-
ken kullanilan ¢oziiciilere gore degisebilmekte-
dir. Bu nedenle benzer caligmalarin daha cok
sayida yapilmasi ile daha genis kapsamli veriler
elde edilebilecektir. Calismamizin, bu alandaki
diger calismalar i¢in bir kaynak olabilecegi,
likenlerin antibakteriyel etkinliginin tespit edil-
mesi agisindan yararlanilabilecek bir caligma
oldugu 6ngoriilmektedir.
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