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Bu calismada Tirkiye'nin farkli yorelerinden toplanan Salicaceae familyasindan
Salix acmophylla Boiss.(erkekve disi), Salix amplexicaulisBory Et Chaub.(erkek ve
disi), Salix excelsal. F. Gmelin(erkek ve disi) ve Salix eleagnosScop. (erkek ve disi)
orneklerinden elde edilen sekiz hidroalkolik ekstraktin 14 bakteri susuna (Bacillus
subtilis, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Enterococcus faecalis,
Enterococcus faecium,Klebsiella pneumoinae,Pseudomons aeruginosa,
Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus aureus, Salmonella
enteritidis,Staphylococcus epidermidis, Salmonella infantis, Salmonella kentucky ve
Salmonella typhimurium) ve 1 maya mantar1 susuna (Candida albicans) karsi
sergiledigi antimikrobiyal aktivite incelenmistir. Ekstraktlarin antimikrobiyal
aktivitesi disk difiizyon (DD) yoéntemi ve minimum inhibisyon konsantrasyonu
(MIK) 96 kuyucuklu mikro diltisyon plakalar (mikrodiliisyon yontemi) kullanilarak
belirlenmistir.Ekstraktlarin aktivitesi ayni mikroorganizmalara karsitest edilen 10
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sonuglar ile karsilastirilmistir.

Bazi  bakteri suslarina karst tim  ekstraktlar1  antimikrobiyal  aktivite
sergilemislerdir.Ekstraktlarin konsantrasyonlar1 arttikca bu aktivitede de artig
meydana gelmistir.Bu ¢alismada, E.coli, B. Subtilis, K. pneumoniaeve P. aeruginosa
disindaki tiim bakterilerin bitki ekstraktlarinin en az bir tanesinden etkilendikleri
gozlemlenmistir.

Bu calismada kullanilan bitki ekstraktlarindan Salix amplexicaulis (erkek ve disi)
haricinde higbiri Candida albicans’a kars1 antimikrobiyal aktivite gostermemistir.
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ABSTRACT

MSc. Thesis

INVESTIGATION OF THE ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF SOME SPECIES
BELONGING TO SALIX

LalahumMilod M. ALAKKARI
Kastamonu University
Institute of Science
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Talip CETER

Eight hydroalcoholic extracts from Salicaceae family namely, Salix acmophylla(male
and female), Salixamplexicaulis(male and female), Salixexcelsa (male and female)
and Salix eleagnos (male and female) were collected from different localities in
Turkey were investigatedin vitrofor antimicrobial activity against fourteen bacteria
strains including, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes,
Enterococcus faecalis , Enterococcus faecium, Klebsiella pneumoinae, Pseudomons
aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus aureus, Salmonella
enteritidis, Staphylococcus epidermidis, Salmonella infantis, Salmonella kentucky
and Salmonella typhimurium and one fungus which is Candida albicans.
Antimicrobial activity of extracts was tested by using disk diffusion method and
minimum inhibitory concentration by using 96 micro-titer plates (microdilution
method). Antimicrobial activity of all extracts was compared with 10 standerd
antibiotics  including Ofloxacin,  Streptomycin, Tetrecyclin, Meropenem,
Vancomycin, Ampicillin, Ceftazidime, Gentamicin, Kanamycin and Linomycin.

All extracts showed antimicrobial activity against some bacteria strains. This activity
increased as the concentration of extracts increased.From this study it was observed
that all bacteria except E. coli, B. subtilis, K. pneumoniae and P. aeruginosa were
affected by at least one plant extract.

For Candida albicans used in this study all plant extracts did not show any
antimicrobial activity against this yeast except Salixamplexicaulis male and female.

Key Words:Salix, salicaceae, MIC, antimicrobial activity, disk diffusion method.
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1. GIRIS

Bakteri veya bagka bir mikroorganizmanin neden oldugu enfeksiyon hastaliklari,
kullanilan antibakteriyel veya antibiyotik gruplar1 tarafindan kontrol edilebilir, tedavi
edilebilir ve d&nlenebilir. Antibiyotikler, bakterilerin biyimesini durduran veya
olduren dogal, sentetik veya yari sentetik bilesikler olabilir.Bakteriler bir atibiyotikle
tedaviye karst (i) bolunmelerinin veya bilylmelerinin 6durmasi, dmeleleri yada
(i)hi¢  etkilenmeksizin  dire¢ kazanmalar1 gibi  farkli  sekillerde yanit

gosterebilmektedir[1, 2].

Antibiyotiklere karsi bakterilerin direncli kazanmalart dogal veya kazanilmis olmak
uzere iki sekilde gergeklesebilir.Dogal direng, mikroorganizmalarin dogasi geregi
ilacin etki edecegi hedef alanlara sahip olmamasi dolayisiyla ilaglarin onlar
etkilemesi ya da ilacin kimyasal yapisinda ve mikrobiyal zarlarin yapisinda olusan
farkliliklar nedeniyle mikroorganizmanin bu etkenlere yonelik diisiikk gecirgenlik
gostermesi olarak tanimlanabilir. Kazanilmis direng ise, dogal olarak duyarli bir
mikroorganizmanin, antimikrobiyal maddenin veya antimikrobiyal maddenin
hedefindeki bir mutasyonun inaktive edilmesine yol acan bir enzimin varli§ina baglh
olarak antimikrobiyal ajanlardan etkilenmeme yollar1 kazanmasi ve bdylece
antimikrobiyal maddenin direct olarak hiicreden atilmasi seklinde gerceklesen direng
tipidir [1, 2].

Antimikrobiyalin etki siireci, bakteri yapisina ya da antimikrobiyal etkenler
tarafindan etkilenen isleve gore siiflandirilabilir [2]. Bunlar genel olarak asagidaki

hususlart igerir:

e Hiicre duvari sentezinin inhibisyonu
e Ribozom fonksiyonunun inhibisyonu
e Nikleik asit sentezinin inhibisyonu

e Folik asit metabolizmasinin inhibisyonu

Bakterilerin  antibiyotiklere  ve  diger  antimikrobiyal ajanalara  karsi

direncikazanmalar1 biiyiik saglik sorunlarini beraberinde getirmektedir.Insan ve

1



hayvanlarda ilaca direngli mikroorganizmalarin neden oldugu hastaliklar1 tedavi

etmek igin yeni antimikrobiyal ajanlara ihtiya¢ duyulmaktadir [2, 3].

Bu sorunun ¢6ziimii i¢in basta gelen yaklasimlardan biri, bitki kdkenli biyolojik
acidan aktif bilesiklerin testedilmesidir[3].

1.1. Tibbi Acidan Bitkiler

Bitkiler, hastaliklarin tedavisi ve farkli hastaliklarin iyilestirilmesi i¢in tip alaninda
onemli bir rol oynamaktadir.Tibbi bitkilerin Misir, Hindistan, Yunan, Cin ve
gelismis iilkelerdeki tiim wuygarlik tarihi bdyunca hastaliklarin tedavisinde

kullanildig1 birgok belgeyle ortaya konulmustur[4, 5].

Diinyada yaklagik 250 000 ile 500 000 arasinda bitki tlri oldugu tahmin
edilmektedir. Bunlarin ¢ok azkismi hem insan hem de diger hayvan tiirleri tarafindan
gida olarak kullanilmaktadir [5]. Bitkilerdenuzun yillardan beri 6zellikle de son
¢eyrek yiizyilda insan saglhigini kontraol altina almak igin degerli dogal iiriin kaynagi
olarak yararlanilmistir.Bitkisel urunler geleneksel halk hekimliginde yaygin olarak
kullanilmaktadir.Diinya saglik orgiitiine gére (WHO), gelismis iilkelerdeki bireylerin
yaklasik % 80', bitkilerden izole edilmis aktif bilesikler igeren geleneksel ilaglar
kullanmaktadir.Bir¢ok gelismekte olan iilkenin kirsal bdlgeleri hala birincil saglik

bakim ihtiyaclari i¢in geleneksel tipa bagvurmaktadir [6, 7].

Bitkiler bakteri, bocek, mantar ve otgul memeliler gibi ¢ok sayida organizmaya karsi

biyolojik aktiviteye sahip organik bilesikler tretmektedir [8].

Bitkilerdeki antimikrobiyal bilesikler, bitkilerin yaprak, kabuk, govde, cigekler, kok
ve meyve gibi  kisimlarinda  olusabilmektedir.Bu  aktif  bilesikler,
mikroorganizmalarin biiyiime hizin1 ve gelismesini yavaslatan, durduran veya

tamamen Oldiren, bakteriostastik veya bakterisidal 6zellikte olabilmektedir[9,10,11].

Eski ¢aglardan giiniimiize en yaygin kullanima sahip baz1 bitkiler asagida verilmistir:



Zencefil (Zingiber officinale):Hindistan gibi bircok Asya llkesinde zencefil yemek
yapiminda kullanilmaktadir.Zencefil kokd, antiviral, antibakteriyel ve antioksidan da
dahil olmak fizere bir¢ok biyolojik etkiye sahiptir.Zencefil astim, seker hastalifi ve

kansere kars1 miicadelede kullanilmaktadir[11].

Lavanta (Lavandula officinalis):Lavanta ¢igeklerinden elde edilen yag iyi antiviral ve
antibakteriyel etkiye sahiptir. Stres, anksiyete ve depresyon gibi bir¢ok rahatsizligin

iyilestirilmesinde kullanilmaktadir [12].

Kekik (Tymus sp.):Eski Misir'da kekik, hastaliklarin tedavisi amaciyla kullanilmistir.
Rahatlatic1 olarak etki yapmasinin yani sira, gida kaynakli bakterilere Karst iyi
koruma sagladigi saptamis ve Avrupa bolgelerinde kan basincini dengelemek icin

kullanilmistir. Timol antiseptik ve antifungal olarak da kullanilmaktadir [11, 13].

Nane (Mentha sp.):Avrupa iilkelerinde nane yagi sindirim sistemini iyilestirmek,
hafizay1 glclendirmek ve ayrica gidalar1 lezzetlendiricisi olarak kullanilmaktadir.
Bitki ayrica antibakteriyel ve antifungal etkiye sahiptir [11].

Papatya (Anthemis sp.):Papatya ¢igegi, birgok hastaligin tedavisinde kullanilabilecek
cok sayida ucucu yag icermektedir. Dis problemlerini, iltihaplanmayi, kanser riskini

azaltier ve antibakteriyel ajan olarak kullanilabilir [14].

Kirmizi  biber (Capsicum annum):Kirmizi biber diinyanin farkli yerlerinde
ekilmektedir. Kirmiz1 biber, viicudun sindirim giiciinii artirmaya ve kan dolagimin

uyarmaya yardimct olur. Ayni zamanda kanser etkisini azaltmak igin de
kullanilmaktadir [11].

Sogiit (Salix):Sogiit, inflamasyonu azaltmak, bas agrilarin1 ve bel agrisin1 hafifletmek

i¢in kullanilan bir salisilik asit kaynagidir[15].



1.2. Tibbi Bitkilerdeki Biyoaktif Bilesikler

Bitkiler birgok biyoaktif bilesik iiretmektedir.Bu biyoaktif bilesikler, insanlar ve
hayvanlar Uzerinde farmakolojik etkiye sahiptir olup, mikroorganizma (mantarlar ve
bakteriler) ve otoburlar tarafindan btkinin yenmesine veya zarar verilmesine karsi
bitki savunmasi olarak gorev yapmaktadirlar.Biyoaktif bilesiklerin ¢ogu sekonder
metabolitlerdir.Yararli biyoaktif bilesikler birka¢ kategoriye ayrilabilir [8].

1.2.1. Alkoloidler

Alkaloidler, tadi ac1 olan ve giiglii etki gosteren heterosiklik azot bilesikleridir.EtKi
mekanizmasilarinin, hiicre solunumunu inhibe etme ve "RNA polimeraz, esteraz"
enzimlerini inhibe etme kabiliyetlerinden kaynaklanmaktadir.Alkaloidlerin en yaygin

ornekleri kafein ve solanin’dir[3].

1.2.2. Flavonoidler

Flavonoidlerin, mikrobiyal enfeksiyona tepki olarak bitki tarafindan {retildigi
bilinmektedir.Bunlar, bir karbonil grubu igeren fenolik yapilardan olusmaktadir.
Antiviral, antioksidan, inflamasyonu veya kanserojenligi azaltan genis bir tibbi
etkiye sahiptirler.Flavonoidler karabugday ve limon gibi pek ¢ok bitkide bulunur [16,
17].

1.2.3. Tanenler

Tanninler, tohumlu bitki familyalarinda bir ¢ok tiirden bitkide bulunan karmagik
polimerik fenolik maddelerdir. Tanenlerin antimikrobiyal etkisi, proteinlerle
baglanmak suretiyle birbag dokusuna yapisma kabiliyetleri  nedeniyle,
mikroorganizma adhezyonunu, hicre duvari tasima proteinlerini ve enzimleri
inaktive etme kabiliyetlerinden kaynaklanmaktadir.YUksek miktarda tanen barindiran
bitkilere Hint helvast out (Acacia catechu) ve Mese (Quercus sp.) kabuklari
verilebilir [18-21].



1.2.4. Kinonlar

Kinonlar, protein igerisindeki niikleofilik amino asitler ile geri doniisiimsiiz
kompleks olusturabilme yetenckleri nedeniyle antitimdoral, antimikrobiyal ve
antiparazitik olarak iyi biyolojik aktivite goOsteren aromatik bilesiklerdir [19].
Kinonlar, Rubiaceae, Polygonaceae, Liliaceae gibi familalarina bazi tiirlerin yan1 sira

bir ¢ok bitkide yaygin olarak bulunurlar.

1.2.5. Terpenler

Terpenler, o6zellikle kozalakli bitkiler ve termitler gibi bazi bocekler tarafindan
tiretilen organik bilesiklerdir.Parfim, esansiyel yagi ve ila¢ yapiminda kullanilan
yapisal  olarak  izoprenden  olusan  sekonder  metabolitlerdir. Terpenler
mikroorganizmalara kars1 (bakteriler, virGsler, protozoa ve mantarlar) etkindir.Etki
mekanizmasi agik¢a anlagilamamis fakat Ipofilik bilesikler araciligiyla zarlarda

tahribata yol agtiklar ileri siiriillmektedir[20].

1.2.6. Glikozitler (Kardiyak glikozitler)

Glikozitler, yiiksiikotu ve kuzu kulag1 gibi farkli tibbi bitkilerde bulunan sekonder
metabolitlerin indirgen olmayan organik bilesikleridir.Bu bilesiklerin ditiretik etkiye

sahip olduklari Kan dolagimini ve idrar atilimini diizenledikleri bilinmektedir[11].

1.2.7. Fenoller

Fenoller aromatik bir fenolik gruba bagli hidroksil fonksiyonel grubundan olusan
bitki bilesikleridir.Antiviral, anti-inflamatuar, antiseptik ve antioksidan gibi genis
biyolojik 6zelliklere sahiptirler. Fenoller kekik, koyu erik ve kahve gibi bircok
bitkide bulunurlar. Hos kokusu nedeniyle parfim ve aroma dretiminde de
kullanilirlar [20].



1.2.8.Saponinler

Saponinler, c¢esitli bitki tiirlerinde bulunan kimyasal maddelerdir (bitki
glikozitleri).Saponinlerin  diterpenoid ve steroidler olmak Gzere iki grubu
bulunmaktadir.Saponinler bagisiklik diizenleyici, antineoplastik Ozelliklere sahip
olup, bitkiyi bakteri ve mantarlara karsi korumaktadir.Ayn1 zamandabitkiyi
herbivorlara kars1 savunma gorevi de gorebilirler.Sabunotu (Saponariasp), vahsi yam
(Dioscorea villosa) ve sabirotu (Agave sp) saponin iceren bitkilere 6rnek verilebilir
[11].

1.2.9. Ugucu Yaglar

Ugucu yaglar bitkilerden c¢ikarilan, parflimlerin, sabunlarin, kozmetik iiriinlerin,
iceceklerin ve yiyeceklerin tadlandirilmasi icin ¢ok Onemli rol oynayan
maddelerdir.Ugucu yaglarin antiseptik ve anti inflamatuar Ozellikleri vardir.Cay

agaci ve nane gibi bir ¢cok bitkide bulunurlar [11].

1.2.10. Diger Bilesikler

Bitkiler, vitaminler, mineral, proteinler, act maddeler, kumarin ve mdsilaj gibi

biyolojik aktiviteye sahip diger bilesikleri de tiretirler [11,20].

1.3. Salicaceae (Sogiitgiller)

Salicaceae "sogiitgiller familyasi1" anavatan1 Cin olan ancak 1liman Arktik ve Tropik
bolgelerde (Asya, Avrupa ve Amerika) yayilis gosteren yaprak doken agac ve

calilardan olugmaktadir.Genellikle gdletlerde ve su kenarlarinda bulunurlar [21].

Salicaceae'nin bilimsel siniflandirmasi

Alem:Plantae

Ust sube: Spermatophyta
Sube: Magnoliophyta
Sinif: Magnoliopsida



Takim: Salicales
Familya: Salicaceae
Kuzey 1liman bolgelerde yayilis gosteren en fazla 400 tUriibarindiran iki cinsi (Salix

ve Populus) bulumaktadir[22].

1.3.1.SalixL. (Sogiir)

Salix (Sogiitler)20m yiikseklige kadar biiyiiyebilen gigekli agac veya calilardir. Fakat
¢ogu Salix10-15 m yiikseklige ulasabilmektedir.Salix, genellikle, sular altinda kalan
bolgelerde veya biiylik miktarlarda su emme yeteneginden dolayr suyun topraktan
buharlastirilmasigereken bolgelerde dikilmektedir[21,22].

Sogiit,kalin vesulubir kabuga, yumusak ve kuvvetli bir odun yapisina,yogun
dallanma gosteren yuvarlak dallara sahiptir. Sogiitiinkokleri oldukga kuvvetli olup
gbvdeden daha buyuktar [21, 22].

Salix’in yapraklari, uzamis veya yuvarlak oval, kenarlar disli Ust yuzeyi yesil, alt
yuzey beyazimsidir.Yapraklarin rengi mevsimden mevsime degisir ve ilkbahardan

sonbahara yesilden sartya degismektedir [21,23].

Salix erkek ve disi ¢icekleri barindiran dioik bir bitkidir. Kedicik seklindeki kicik
cicekler nektar acisindan zengin olupilkbahar baslarinda yogun olarak bocekleri
cekmektedir.Meyve kahverengi kapsiil seklindedir [21,23].

Sogiit cinsi (Salix), ylzlerce agag ve ¢ali tiirii igerir [22]. Tiirkiye’de yayilis gosteren

Salix cinsine ait 27 tiir sunlardir:

Salix rizeensis Salix triandra Salix alba

Salix acmophylla Salix bornmulleri Salix wihelmsiana
Salix amplexicaaulis Salix pentandra Salix purpurea
Salix pentandroides Salix elbursensis Salix cinerea



Salix aegyptiaca Salix fragilis Salix armenorossica

Salix babylonica Salix apoda Salix viminalis

Salix caprea Salix trabzonica Salix pseudodepressa
Salix caucasica Salix pseudomedemii Salix excelsa

Salix eleagnos Salix myrsinifolia Salix pedicellata

1.3.2. Salix’in Kullamim Alanlar:

Salix kabugu, salisin adinda terapotik ozelligini veren ve aspirin benzeri etkiler

saglayan aktif bilesen igermektedir [21].

Salix’in tipta antioksidan, analjezik ve antinflamatuar olarak genis kullanimi
bulunmaktadir.Salix, alternatif tiptayaygin olarak kullanilan bitkilerin basinda
gelmektedir.Salix, tabletler, tozlar ve kapsuller de dahil olmak Uzere ¢esitli sekillerde
kullaniimaktadir [24].

Sogiit ekstreleri;
e Kas agrisi
e Bas agrisi
o (Gut
e Bel agnist
e Osteoartrit

e Romatoid artrit

Gibi bir ¢ok rahatsizhigin tedavisinde yararlanilmaktadir.Uretim alaninda ise, Salix
oyuncak, kutu, kriket sopasi, olta, slplrge ve mobilya yapiminda kullanilmaktadir
[25].



2. LITERATUR INCELEMESI

El-kadum, Mohmoud ve Ahmad[26],Salixacmophylla yapraklarinin kuyu diflizyon
metodu kullanarak dort gesit patojen bakteri (E. coli, S. aureus, Klebsiella spp.ve
Streptococcus pyogenes) lzerindeki antimikrobiyal aktivitesini test etmislerdir. Bitki
ekstrakti biitiin konsantrasyonlarda(% 0,1-0,6) E. coli, S. pyogenes veS. aureus’a
kars1 degisen oranlarda aktivite sergilerken hi¢ bir konsantrasyonda Klebsiella
spp.’ye kars1 aktivte gostermemistir. En yiiksek etki % 0,6 konsantrasyonda E. coli,
S. pyogenes veS. aureus’a bakterilerine kars1 sirasiyla 9; 12 ve 14 mm zon ¢aplari ile
sergilenmistir. Sonu¢ olarak yapraklarin {i¢ patojen bakteriye karsi agik
antimikrobiyal aktivite gosterdigini ve bu aktivitenin, ekstrakt konsantrasyonunun

artmasi ile arttigini kanitlamislardir.

Sati, Singh, Badoni ve Sati[27],zehirli gida teknigini kullanarak Salix
babylonica’ninfarkli konsantrasyonlarinin Fusarium oxysporum’a kars:t fungisidal
aktivitesini incelemislerdir.Salix babylonica'ninetanolik ekstraktinin %29,2’lik bir

inhibisyon oraniyla iyi bir fungusidal aktivite gosterdigi kaydedilmistir.

Ali ve Aboud[28],Salix acmophylla'mn su ve metanol ekstraktinin S. aureus,
Shigelladysenteriae, Aeromonashydrophila, E. coli, Klebsiella spp., P. aeruginosa ve
Enterobacter spp.’yi iceren yedi bakteri susuna karsi antimikrobiyal aktivitesini
broth diliisyon ve disk difuzyon yontemlerini kullanarak tespit etmislerdir. Salix
acmophylla'ninsu ekstraktininmetanol ekstraktan daha yuksek aktivite gosterdigi
saptanmigtir. 9 mm ¢apindaki disklerin kullanildigi ¢alismada Salix acmophylla'nin
her iki ekstraktinin da Enterobacter spp.haricindeki diger bakterilerden, S.
aureus(16-30 mm), S. dysenteriae(9-15 mm), A. hydrophila(18-22 mm), E. coli(10-
14 mm), Klebsiella spp.(10-18 mm) ve P. aeruginosa’ya (18-25 mm) karst zon

caplari ile antimikrobiyal etki gosterdikleri belirlenmistir.

Islam vd.[29], Salix tetrasperma nin kok, yaprak ve kabuklarinin methanol:etilasetat
(1:9) ekstraktinin antibakteriyel etkinligini disk difizyon yontemiyle bes gram pozitif
(S. aureus, Bacillus cereus, Bacillus megatherium, B. subtilis ve Bacillus anthracis)

ve dort gram negatif bakteri (Pseudomonas aeruginosa, Shigellaflexnerti,



Shigellaboydii ve E.coli)’yekarsi testetmislerdir. Sonuclar, kabuk ekstraktinin tim
bakteri suslarina karsi antimikrobiyal aktivite sergiledigi, en yiliksek aktivitenin 12
mm zon ¢api ileE.coli’ye karsi gosterdigisaptanmistir.Ayrica, yaprak ekstraktlarinin
tim gram pozitif bakterilere karsi aktif iken Shegellaflexneri disindaki tiim gram
negatif bakterilere kars1 aktif olmadiklar1 belirlenmistir. Kok ekstraktlar1 ise herhangi

bir etki gostermemistir.

Pop, Vodnar, Ranga ve Socaciu[30],Salix alba’nin E.coli, S. aureus, Listeria
monocytogenes, Bacillus cereusve S. enteritidis’e kars1 antimikrobiyal aktivitesini
disk diflizyon teknigi kullanarak test etmislerdir.Salix alba ekstrakti S. enteritidis
haricindeki tiim bakterilere kars1 aktivite gostermistir. Salix alba ekstraktinin bos
disk ¢ap1 hari¢ B. cereus’a kars1 2,72 mm, S. aureus’a 1,10 mm,L. monocytogenes’e

3,08 mm ve E.coli’ye 0.85 mm zon gaplari ile etki gosterdigi belirlenmistir.

Zarger, Khatoon ve Akhtar[31], Salixalba'nin metanol ekstraktinin, Candida
glabrata, Candida parapsilosis ve Candida guilliermondii'ye kars1 keller-killiani
testi, braemers testi, salkowski testi, Mayers/wagners testi ve GS-MS analizi
kullanilarak ~ antifungal  aktivitesini ve  fitokimyasal = kompozisyonunu
arastirmiglardir.Minimum inhibisyon konsantrasyonu ve disk diflizyon yontemi ile
biyolojik aktivite belirlenmistir.Salix albaekstrakti, ¢alisilan tim Candida turlerine
kars1 antifungal aktvite sergilemis, en ylksek aktivite ise 1200 mg/mL
konsantrasyonda 12 mm zon ¢ap1 C.glabrata 'yakarsi saptanmistir. Salix alba’nin bu
iyi antifungal aktivitesi'nin, farkli konsantrasyonda steroidler, alkaloidler, fenoller,

glikozitler ve taninler icermesinden kaynaklandigi belirlenmistir.

Fayaz ve Sivakumaar[32],Salix alba kabugu ekstraktinin S. mutans, E.coli, ve
Lactobacillus spp.karsi antimikrobiyal aktivitesini disk difiizyon yontemi ile
incelemislerdir. Bitki ekstrakti, S.mutans ve Lactobacillusssp.ve S. aureus’a karsi iyi
antimikrobiyal aktivite sergiledigi, en diisiik aktivitenin ise E. coli’ye karsi

gosterildigi tespit edilmistir.

Sulaiman, Hussien, Marzoogand Awad[33],Salix alba kabugunun sicak etanol

ekstraktinin ~ antioksidan,  antimikrobiyal =~ ve  sitotoksik  aktivitelerini
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aragtirmiglardir.Ekstrakt agar kuyucuk difflizyun yontemi ile S. aureus,E. coli, P.
aeruginosa, K. pneumoniae veC. albicans’a karsi testedilmistir.EkstraktinS.aureus,
P. aeruginosa ve C. albicans'a karsi 6nemli antimikrobiyal aktivite gosterdigi, en
yiksek etkininC. albicans’a kars1 goruldiigii, bunuS. aureus ve P. aeruginosa’nin

izledigi, E. coli ve K. pneumoniaeise ekstrakttan hi¢ etkilenmedigi saptanmustir.

Zarger ve Khatoon[34],Salix viminalis'in petrol eteri yaprak ekstraktlarinin
antimikrobiyal aktivitelerini E. coliSN 1224, Salmonella typhiSN 0464 ve S.
aureusSN 1175 karsiminimum inhibisyon konsantrasyonu, disk diflizyon testi ve
biiytime egrisi ¢alismasi ile dl¢iilmiiglerdir. Salix viminalis’in petrol eteri ekstrakti 12
mg/mL konsantrasyonda E. coli, Salmonella typhive S. aureus suslarna karsi

sirastyla 10,15; 12,8 ve 11,4 mm zon gaplart ile antibakteriyel etkinlik gostermistir.

Hiseyin vd. [35],Salix subserratanin yaprak ve kabuk ekstraktlarinin
antimikrobiyal, antifungal ve antialgal etkilerini galismiglardir. Ekstraktin biyolojik
aktiviteleri  antibakteriyel (E.coli, Bacillus  megaterium),  antifungal
(Micobotryumviolaceum) ve antialgal (Chlorella fusca) aktiviteler icin agar diflizyon
yontemiyle test edilmistir.Ekstrakt, Chlorella fusca algine karsi 5-10 mm zon gapi iyi
bir aktivite gostermistir.Ayrica B.megateriumve E. coli’ye kars1 sirasiyla 6-10 mm ve
5-8 mm zon c¢aplar ile antibakteriyel aktivite kaydedilmistir.M.violaceum’a kars1 ise

5-6 mm zon ¢api ile antifungal aktivite tespit edilmistir.

Hussien, Mohamed ve Alalhamza[36],Salix alba’nin yesil sentez yontemiyle elde
edilen etanol ve nano ekstraktlarminiki tir patojen mikroorganizmaya (Proteus
vulgaris ve Candida albicans) kars1 antimikrobiyal etkisini agar kuyucuk diflizyon
yOntemi ile arastirmislardir. Alkol ekstraktiP.vulgaris tzerinde 8 mm zon ¢api ile
antibakteriyel etki gostermis ancak C. albicans’in biyumesi Uzerinde herhangi bir
etki sergilememistir. Bununla birlikte, nano ekstraktP.vulgaris’e karst 21 mm zon
cap1 veC. albicans’a karst1 11 mm zongap1 ile en yiiksek antimikrobiyal etkiyi

gostermistir.

Popova ve Kaleva[37], Bauer- Kirby’nin klasik agar-jel diflizyon metodu ve

Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MiK) yontemlerini kullanarak Salix
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babylonica yapraklarinin  suekstraktinin  invitroantibakteriyel ve antifungal
aktivitesiniE. coli, Salmonella enterica, S. aureus, Paenibacillus alvei tirlerine ait 20
bakteri susu ve bir mantar tiiriine (C. albicans) karsi testetmislerdir. Agar jel
difiizyon sonuglar1 ekstraktin E. coli’ye 10,5-16,63 mm, S. enterica’ya 11,5-14,25
mm, S. aureus’a 9,25-11 mm, P. alvei’ye 9,25-10,75 ve C. albicans’a kars1 14-14,25
mm zon ¢aplart ile invitroinhibisyon aktivitesi sergiledigini goéstermistir.Ayrica
ekstraktlar 56-104 mg/ml MIK degerleri ile Thiamfenikol antibiyotigine yakin

antimikrobiyal etkinlik gostermistir.

Kim ve Huh[38], agar kuyu difiizyon ve Broth dillisyon yontemlerini kullanarak
Salix gracilistyla nin dig bakimi izolatt bakteri suslarina (Streptococcus mutans,
Streptococcus mitis, Streptococcus sobrinus, Lactobacillius acidophilius ve
Actinomyces spp.) karsi antimikrobiyal aktivitesini  arastirmistir.  Salix
gracilistyla’nin etanol ekstrakti, test edilen tiim bakterilere kars1 disk kuyucuk capi
hari¢ 3,3-6,8 mm zongap1 ve 4-8 mg/mL MIK degeri ile iyi antimikrobiyal aktivite
gosterdigi kaydedilmistir.
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3.MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1.Bitki Ornekleri

Bu caligmada Tirkiyede dogal yayilis gosteren Salix acmophyllaBoiss., Salix
amplexicaulisBory Et Chaub, Salix eleagnosScop.veSalix excelsaJ. F. Gmelin
tirlerine ait erkek ve disibireyler kullanilmistir (Fotograf 3.1-3.7).Bu bitkiler,
Tiirkiye’de degisik alanlardaki dogal ortamlarindan toplanmus ve ilgili literattr
yardimiyla Karadeniz Teknik Universitesi'nden Prof. Dr. Kamil Coskungelebi
tarafindan teshis edilmistir [39-45].Bitki ornekleri ile ilgili ayrmtili bilgi Tablo
3.1.”de verilmektedir.

Fotograf 3.2.Salix acmophylla disi bireyine aityaprak ve gigekler.
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Tablo 3.1.Calismada kullanilan bitki ornekleri

Bitki Adi Yer Koordinatlar | Toplayict | Cinsiyet Fenolojik Toplama
kodu dénemi tarihi
S. Kastamonu-  |41°11°05,222’N | CT138 Erkek Cicekler 13.04.2014,
amplexicaulis llgazyolu 20. |33°47°51,071”’E Yaprak 14.09.2014
km, Kastamonu
S. Kastamonu-  [41°11°05,222°N |CT139 Disi Cicekler 13.04.2014,
amplexicaulis llgazyolu 20. |33°47°51,071”’E Yaprak 14.09.2014
km, Kastamonu
S. Set alabalik | 41°10°20,151°N | CT146 Disi Cicekler 23.04.2014,
amplexicaulis | yolu, Kastamonu | 33°47°56,358’E Yaprak 14.09.2014
S. excelsa Sabani kdyld, |37°10°46,312’N |CT105 Erkek Cicekler 23.03.2014,
Cizre/Sirnak [ 41°58°34,197’E Yaprak 01.08.2014
S. excelsa Sabani kdyd, |37°10°46,312’N | CT109 Disi Cicekler 23.03.2014,
Cizre/Sirnak | 41°58°34,197’E Yaprak 01.08.2014
S. elaeagnos | Kastamonu-llgaz [41°11°08,600’N |CT142 Erkek Cicekler 23.04.2014,
yolu 20. km, |33°47°46,951”’E Yaprak 14.09.2014
Kastamonu
S. elaeagnos Kastamonu- [41°11°05,222°N [CT140 Erkek Cicekler 13.04.2014,
llgazyolu20. km, | 33°47°51,071’E Yaprak 14.09.2014
Kastamonu
S. elaeagnos | Kastamonu-llgaz [41°11°05,222’N |CT137 Disi Cicekler 13.04.2014,
yolu 20. km, |33°47°51,071”’E Yaprak 14.09.2014
Kastamonu
S. elaeagnos Set alabalik | 41°10°37,440’N | CT143 Disi Gigekler 23.04.2014,
yolu, Kastamonu | 33°47°51,826”’E Yaprak 14.09.2014
S. elaeagnos Set alabalik | 41°10°20,151°N | CT147 Disi Cicekler 23.04.2014,
yolu, Kastamonu | 33°47°56,358’E Yaprak 14.09.2014
S.acmophylla | Gerciis-Midyat |37°33°47,431’N |CT129 Erkek Cicekler 26.03.2014,
yolu 2. km, |41°22°04,059°E Yaprak 03.08.2014
Gerciis/Batman
S. acmophylla Gerclis- 37°40°10,785°N | CT131 Erkek Gigekler 26.03.2014,
Hasankeyf yolu |[41°27°29,680"’E Yaprak 03.08.2014
14. km,
Gerciis/Batman
S.acmophylla | Saklanderesi, |37°17°41,046>’N |CT118 Disi Cicekler 25.03.2014,
Cizre/Sirnak  [42°10°03,616’E Yaprak 02.08.2014
S. acmophylla | Gerciig-Midyat |37°33°47,431°N |CT125 Disi Gigekler 26.03.2014,
yolu 2. km, 41°22°04,059°E Yaprak 03.08.2014
Gerciis/Batman
S. acmophylla Gerclis- 37°40°10,785’N |CT132 Disi Cicekler 26.03.2014,
Hasankeyf yolu |41°27°29,680°’E Yaprak 03.08.2014
14. km,
Gerciis/Batman
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Fotograf3.4.Salix amplexicaulisdisi bireyineaityaprak ve gicekler.
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Fotograf3.7.Salix excelsadisi bireyineaityaprak ve gicekler.
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3.1.2. Test Mikroorganizmalari

Ekstraktlarin antimikrobiyal aktivitesi ondort bakteri susu ve bir mantar turi
iizerinde degerlendirilmistir. Suslarin hepsi Kastamonu Universitesi Biyoloji

Laboratuvari’ndan (Tablo 3.2) temin eldilmistir.

Tablo 3.2.Test edilen mikroorganizmalarin listesi

Bakteri suglari Gram sus tip ve sekli Kullamlal-l Bakteri
suslarina ait detaylar

B. subtilis Cubuk, gram pozitif DSMZz 1971

C. albicans Dimorphicfungi DSMZ 1386

E. aerogenes Cubuk, gram negatif ATCC 13048
E. coli Cubuk, gram negatif ATCC 25922
E. faecalis Kok, gram pozitif ATCC 29212
E. faecium Kok, gram pozitif 4

K. pneumoniae Cubuk, gram negatif 13

P. aeruginosa Cubuk, gram negatif DSMZ 50071
P. fluorescens Cubuk, gram negatif -

S. aureus Kok, gram pozitif ATCC 25923

S. enteritidis Cubuk, gram negatif ATCC 13075

S. epidermidis Kok, gram pozitif DSMZ 20044
S. infantis Cubuk, gram negatif 9
S.kentucky Cubuk, gram negatif 10

S. typhimurium Cubuk, gram negatif -

ATCC: Amerikan Tur Kdltir Koleksiyonu.
DSMZ:Alman Mikroorganizma ve Hiicre Kultir Koleksiyonu.

4, 9, 10 ve 13: Gidalardan izole edilen ve Ankara Universitesi Biyoloji Bolumiinde
tamimlanan.

3.1.3. Kullamlan Ekipman, Sarf ve Kimyasal Malzemeler

Nutrient agar (NA): Bakterilerin aktiflestirilmesi  i¢in hazir oarak alinan (OR-
BAK) NA besiyerleri kullanilmistir.

Nutrient broth (NB): Aktive edilen mikroorganizmalar'in standart hale getirilmesi
icin NB s1v1 besiyeri hazirlanarak (MERCK) kullanilmastir.

Saboraud Dekstroz Agar (SDA): Candida’nin aktivasyonu i¢in hazir olarak alinan
SDA besiyeri plaklari (OR-BAK) kullanilmistir.
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Muller Hinton Agar(MHA): Antimikrobiyal aktivite testinin belirlenmesinde hazir
olarak alinan MHA besiyeri (OR-BAK) plaklarikullanilmistir.
Muller Hinton Broth (MHB): MIK degerlerinin belirlenmesi amaciyla
mikrodilliisyon plaklarina sivi besiyeri olarak MHBkonulmustur.
Sodyum kloriir: Mikroorganizmalarin standart hale getirilmesi islemlerinde
kullantlmistir.
Etanol: Bitki 6rneklerinin ekstraksiyon islemlerinde ¢oziicii olarak, ayrica
dezenfeksiyon islemlerinde kullanilmstir.
Saf su: Besiyeri hazirlama, ekstraksiyon ve su gerektiren tim islemlerde
kullanilmastir.
Standart antibiyotik diskler: Disk diflizyon testinde pozitif kontrol olarak
kullanilmistir (Oxoid).
Bos steril antibiyogram diskleri: Disk difiizyon testinde bitki ekstraktlarinin
yuklenerek  antimikrobiyal etkilerinin  belirlenmesi  amaciyla  kullanilmigtir
(Biyoanalyse).
Dijital yoriingesel karistirici (Wiseshaker): Bitki drneklerinin ekstraksiyon
islemlerinde kllanilmistir.
Doner buharlagtirict (Heildolph): Ekstraktlardan alkoliin uzaklastirilmasi isleminde
kullanilmistir.
Liyofilizator (Christ): Ekstraktlardan suyun uzaklastirilmasi islemlerinde
kullanilmistir.
Laboratuvar tipi blendir: Bitki 6rneklerinin 6giitiilmesi islemlerinde kullanilmistir.
Sogutmali inkiibator (Pol-Eko): Candida’nin uygun sicaklik kosullarinda
gelistirilmesi icin kullanilmistir.
Etlv inkibator (Mipro/Protek): Bakterilerin uygun sicaklik kosullarinda
gelistirilmesi i¢in kullanilmistir.
Otoklav (Wiseclave): Calismada kullanilan besi yeri ve her tiirlii malzemenin
sterilizasyon islemlerinde kullanilmistir.
Otomatik Pipet: ekstraktlarin ve mikroorganizma solusyonlarinin dl¢iilii sekilde
aktarilmasi islemlerinde kullanilmastir.
Steril ekiivyon gubugu: disk difiizyon yonteminde mikroorganizmalarin besi
ortamina diizgiin olarak yayilmasini saglamak i¢in kullanilmigtir.

Filtre kagidi: Ekstraktlarin siiziilme islemlerinde 125 mm capinda filter kagidi
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kullantlmistir.
Ayrica ¢alismada ekstraktlarin hazirlanmasi, siiziilmesi, icerisindeki ¢oztictlerin
uzaklastirilmasi sirasinda erlen, beher, mezur, petri kabi ve test tiipii gibi bir

¢ok cam malzeme kullanilmuistir.

3.2.YOntemler

3.2.1. Bitki Ekstraksiyonu

Ogiitme islemini kolaylastirmak igin bitkilerin tiim parcalart (dal, yaprak ve

cicekler)laboratuvar tipi blendir ile ince bir toz haline getirilmistir(Fotograf3.8).

Fotograf 3.8. Bitki materyallerinin 6gilitme makinesiyle dgiitiilmesi

Ogiitme isleminden sonar 20 g toz bitki materyalitartilarakerlen igerisine konulmus
ve Uzerine 120 ml etanol solusyonu (% 60 etanol ve% 40 damitilmis su) ileve
edilerek oda sartlarindal20 rpm'de 3 giin boyunca calkalayicida (WiseShake)
ekstraktsiyona birakilmistir (Fotograf 3.9).
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Fotograf3.9.Bitki 6rneklerinin ¢alkalayicida ekstraksiyona birakilmasi

3 gilin sonra erlenin igerigi, temiz ve kuru haldeyken tartilmis ve agirliklari
kaydedilmis buharlastirma balonlara bir filtre kagidi (125 milimetrelik bir ¢apa

sahip) ile tamamen siiziilmiistiir (Fotograf3.10).

Fotograf3.10.Filtre kagidi kullanarak bitki materyallerinin siiziilmesi

Filtrat iceren buharlastirma balonlar1 doner buharlastiriciya (Heidolph) takilmis ve
vakum altinda, 30 - 40 °C sicaklik ve 100 - 120 devir/dak arasinda bir donme hizi ile
alkol faz1 buharlastirilmistir. Ekstraktlardan alkol ayrilmasi, 6rneklerin ¢ogunda 3 - 4
saat slirerken, bazilarinda alkol ¢ikarma islemini tamamlamak 12 saat kadar

stirmiigtiir (Fotograf 3.11).
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Fotograf3.11.Déner buharlagtirici kullanarak etanollin buharlastiriimasi

Tiim etanol bitki ekstraktlarindan tamamen ayrildiktan sonra, buharlagtirma balonlari

bir gece derin dondurucuda bekletilmistir.

Ertesi giin, donmus ekstraktlardaki suyu da uzaklastirarak, yalnizca etken maddeleri
elde etmek i¢in, buharlagtirma balonlar1 liyafilizatore (Christ) takilmistir. Ana
kurutma prosediiriinde, parametreler suyun kaynama noktasini diisiirmek igin,
sicaklik - 82 °C’ye, vakum 0,12 atm’e (atmosfer basinci) ayarlanmistir. Bu sayede
cihaza takildigi zaman donmus haldeki kati suyun, sivi hale ge¢meden gaz haline
geemesi saglanmistir (siiblimlesme). Tiim ekstraktlar, tamamen kuru ince toz haline
gelene kadar, biitliin su igerigi ekstraktlardan g¢ikarilmis; bu islem yaklasik ¢ giin
slrmiisttir (Fotograf 3.12).

Kurutma isleminin sonunda buharlastirma balonlar1 tartilmis ve sise icindeki
kurutulmus  ekstraktin  agirhi§i, bos buharlastirma balonunun agirliginin

cikarilmasiyla tespit edilmistir.
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Fotograf3.12.Liyofilizator ile suyun buharlastirilmasi

3.2.2.Stok Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Disk diflizyon yontemi igin 1,5 g ince toz halinde kurutulmus ekstrakt, vida kapakli
50 mL’lik bir falkon tiipline aktarilmis ve stogun 1:10 (w:v)’e getirilmesi i¢in 15 mL
etanol ilave edildikten sonra tim ekstrakt etanol icinde c¢Ozulene kadar iyice

karigtirilmistir.

Minimum Inhibisyon Konsantrasyonunun (MIK) belirlenmesi icin ekstrakt stok
cozeltisi, ekstrakttan 100 mg tartilmis, 1,5 mL kapasiteli Eppendorf tiiplerine
aktarilmis ve daha sonra, 1 mL steril distile su ekstrakt zerine ilave edilerek

kuvvetli bir sekilde karistirilmak siiretiyle hazirlanmistir.

3.2.3. Ekstrakt Yuklii Disklerin Hazirlanmasi

Bitki ekstraktlarinin disk diflizyon yontemi ile belirlenmesi i¢in 6 mm ¢apli steril bos

antibiyogram test diskleri (Bioanalyse) satin alinarak kullanilmigtir.
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Bos diskler, her bir bitki ekstrakti i¢in dort gruba boliinmiis ve biyoglvenlik
kabininde (Sinif II) steril petri kaplarina konmustur. Deneyde negatif kontrol olarak
kullanilan ilk disk grubuna hi¢ ekstrakt yliklenmemistir. 10 pL - 100 pL olarak
ayarlanabilir bir mikropipet kullanilarak ikinci grubun disklerine 10 pL, tigiinci

gruba 50 pL ve dordiincii gruba 100 pL ekstrakt stogundan yiiklenmistir.

Tim Petri kaplar1 hem bitki tiirti, hem de icerdigi ekstrakt hacmine gore
etiketlenmistir (Ornegin, “S. excelsa, 10 uL”, “S. excelsa, 50 uL” ve “S. excelsa, 100
uL gibi).

Disk iizerinde kalarak yanlis pozitif sonu¢ ¢ikmasina sebep olmamasi igin etanolii
ucurmak igin, diskler bir gece boyunca 30 °C’de steril kosullar altinda kurutulmaya

brrakilmistir.

Kalan biitiin etanoliin u¢urulmasindan sonra, Petri kaplar1 Parafilm (Bemis) ile siki

bir sekilde kapatilmigtir[46].

Her ekstrakt ve her hacim icgin ticer tekrar ¢alismasina yetecek sayida ekstrakt yiiklii

disk hazirlanmistir.

3.2.4. Mikroorganizmalarin Aktivasyonu

Mikroorganizmalar1 aktive etmek i¢in Nutrient Broth (Merck) kiiltir ortami
kullanilmistir. Besiyeri, etiket lizerindeki talimatlara gére hazirlanmais, test tiiplerine
aktarilmig ve 1,5 bar basing altinda 121 °C ile 15 dakika sireyle otoklavda (Daihan
Scientific) sterilize edilmistir. Kontaminasyonu kontrol etmek igin, besiyeri

inklbator (Selecta) icinde 37 °C'de 16 - 24 saat siireyle inkiibe edilmistir.

Aynm1 zamanda Nutrient Agar (Merck) kiltir ortami1 hazirlanmis ve sterilize
edildikten sonra 45 ila 50 °C arasindaki bir sicakliga sogutulmustur. Besiyeri sivi
fazdayken, her petriye yaklagik 20 mL gelecek sekilde dokiilmiistiir. Ardindan oda
sicakliginda jellesmeye birakilmis ve kontaminasyonu kontrol etmek i¢in 16 - 24 saat

boyunca 37 © C’de inkiibe edilmistir.
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Ertesi giin, dnceden aktive edilmis suslarin kolonileri, kontaminasyonu 6nlemek igin
steril kosullar altinda Nutrient Broth kiiltlir ortamina aktarilmistir. Bakteri kiiltiirleri
37 °C’de 16 - 24 saat sireyle ve mantar kiiltiirii ise 30 °C’de 36 - 48 saat inkibe

edilmistir.

24 saat sonra sivi besiyerinden her bir mikroorganizma, steril bir 6ze ile ayr1 agar
besiyerine aktarilmis ve besiyerleri bakteriler i¢in 37 °C'de 18 saat ve mantar i¢in ise

30 °C'de 36 - 48 saat inkube edilmistir [47-51].
Agarin yiizeyinde lireyen koloniler sonraki adimlarda kullanilmistir.
3.2.5. Inokiilanin (Mikroorganizmalarin) Hazirlanmasi

Her bir mikroorganizma i¢in inokulum, mikroorganizmanin morfolojik olarak benzer
kolonilerini % 0,9 steril NaCl ¢o6zeltisi i¢inde stispanse ederek hazirlanmis ve
bulaniklig1 0,5 McFarland standardina gore bakteri icin yaklasik 108cfu.mL? ve C.
albicans icin 10’cfu.mL™? olacak sekilde ayarlanmigtir[52-54].

3.2.6.Antimikrobiyal Aktivite Testileri

Bitkilerin antimikrobiyal aktivitesi disk difiizyon metodu ile belirlenmis, aktivite
saptanan bitki ekstraktlarinin minimum inhibisyon konsantrasyonunu (MIK)

belirlemek igin Mikrodilliisyonplak metodu kullanilmistir.
3.2.6.1.Disk diftizyon metodu (DDM)

Bitki ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesini test etmek icgin disk difiizyon testi
uygulanmustir. Disk difiizyon testi i¢in, steril bir 6ze yardimiyla hazir Miiller Hinton
Agar (MHA) plaklarina (OR-BAK) 0,5 McFarland standardina goére ayarlanmis 0,1
mL inokulumun inokiile edildigi Bauer-Kirby antimikrobiyal duyarlilik test yontemi

uygulanmistir[46].
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Her bir MHA plagi icin 4 disk kullanilmis, bunlardan biri negatif kontrol olarak bos
disk kullanilirken, bos diskten sonra sirastyla 10 uL, 50 pL ve 100 pL ekstrakt yiikli

Uc disk besiyerine yiizeyine esit araliklarla yerlestirilmistir.

Plaklar bakteriler icin 37 °C'de 18 - 24 saat ve mantar icin 30 °C'de 24 - 36 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon doneminden sonra inhibisyon zonlarinin capi

milimetre (mm) olarak kaydedilmistir.

Bu uygulama her bakteri icin g tekrar olarak yapilmstir.
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Fotograf 3.13.Bitki ekstratlar1 emdirilmis steril bos diskler.

3.2.6.2.Minimum inhibisyon konsantrasyonunun (MIK) saptanmasi

Disk difiizyon testinde pozitif aktivite gdsteren bitki ekstrakti ve mikroorganizma
kombinasyonu Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) testi igin segilmistir.
MIK degeri, mikroorganizmanin gorsel biiyiimesini tamamen inhibe eden en diisiik

ekstrakt konsantrasyonu olarak tanimlanmustir.

Aktivite gosteren konsantrasyonu belirlemek igin, bir ekstrakt stok ¢ozeltisi dnceki

boliimlerde belirtildigi sekilde hazirlanmistir.

Inokula, &nceki boliimlerde tamimlanan prosediirlere gore hazirlanirken, MIK

testinde kullanilacak olan Miiller Hinton Broth (MHB) kiiltiir ortami etiketteki
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talimatlara gore hazirlanip, sterilize edilmis ve Onceki bolimlerde anlatildigr gibi

kontaminasyon kontrolii yapilmuistir.

MIK testi, 96 kuyucuklu plaklar kullanilarak seri mikrodiliisyon ydntemi seklinde
gerceklestirilmistir.

Baglangicta 0,1 mL (100 pL) MHB besiyeri, mikrotitrasyon plagimin tim
kuyucuklarina (1 numarali kuyucuktan 12'ye kadar) pipetle konmustur. Ekstrakt stok
¢ozeltisinin 100 pL'si birinci kuyucuga konulup iyice karistirilmis ve 1 numaral
kuyucuktan 100 pL pipetle ikinci kuyucuga aktarilmistir. Ikinci kuyucugun igerigi
dikkatle karistirilmig, bu seri mikrodiliisyon, 10. kuyucuga kadar uygulandiktan

sonra onuncu kuyucugun igeriginden 100 pL disar1 atilmustir.

Seri diliisyonu tamamladiktan sonra 10 pL inokulum (Standt mikroorganizma stogu)
12 numarali kuyucuk hari¢ tiim kuyucuklara pipetle aktarilmistir. Boylece, bitki
ekstraktinin aktivitesini test etmek igin 1 - 10 numarali kuyucuklar kullanilmis, 11
numarali kuyucuk mikroorganizma i¢in pozitif kontrol olurken, 12 numarali kuyucuk
sadece MHB besiyeri i¢erdiginden negatif kontrol olarak belirlenmistir. Biitiin bu

islemler tiger tekrarli olarak yapilmastir.

Bakteriler i¢in mikrodiliisyon plaklar1 37 °C’de 18-24 saat, Candida plaklart 30
°C’de 24 saat bagka bir inkuibatdr (POL-EKO) igerisinde inkiibe edilmistir [51].

Fotograf3.14.Mikrodillisyon plakalari ile MIK testinin yapilmasi
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Fotograf3.15.MIK testinde kullanilan mikrodiliisyon plag:
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Fotograf 3.16.MIK sonuglarini gosteren birMikrodilliisyon plag:

3.2.7. istatistiksel Analiz

Tiim bulgularm  tutarhiligmni  saglamak i¢in tim analizler ¢ tekrarh
gerceklestirilmistir. SPSS programi kullanilarak analiz edilen sonuglar, ortalama,

standart sapma, c¢arpiklik, kurtozi ve 6nem derecesi <0,05 olan tek yonli anova

testiyle karsilastirilmistir [55].
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3.2.8. Kontroller

Disk Diflizyon Testi igin bos steril diskler negatif kontrol olarak kullanilirken, 15
mikroorganizmaya kars1 antibiyotik i¢eren 10 standart antibiyotik disk (Kanamycin
30 ug, Streptomycin 10 pg, Meropenem10 pg, Vancomycin 30 pg, Ampicillin 10
Mg, Gentamicin 10 pg, Ofloxacin 5 pg, Linocomycin 2 pg, Ceftazidime 30 pg ve
Tetracycline 30 pg) pozitif kontrol olarak kullanilmigtir (Oxoid).

MIK testinde ise MHB besiyeri ve mikroorganizma igeren 11 numarali kuyucuk
pozitif kontrol, sadece MHB besiyeri iceren 12 numarali kuyucuk negatif kontrol

olarak kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Disk Difuizyon Testi Sonuglari

Bitki ekstraktlarinin 15mikroorganizmaya (5 gram pozitif bakteri, 9 gram negative
bakteri ve bir maya mantar1) karsi antimikrobiyal aktivitesi disk diflizyon yontemi ile
degerlendirilmis, her hacim i¢in {i¢ parallel sonucu tez sonunda Ek2’de tablolar
halinde parallel g¢aligmalarin ortalana degerleri ise tez igerisindeki tablolarda

verilmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Salix acmophylla’ninerkek ve disi 6rneklerinin antimikrobiyal aktivitesi

Bakteri ismi Erkek Disi
inhibisyon zonlari (mm) inhibisyon zonlari (mm)
10 uL 50 uL 100 pL 10 pL 50 uL 100 pL

B. subtilis - = = - - -
C. albicans - - - - - -
E.aerogenes - - - - - -
E. coli S E - -
E. faecalis - 7 7,66 - 7 9,33
E. faecium - - 8,66 - - 7,66
K. pneumoniae - - - - - -

P. aeruginosa - - -
P. fluorescens - - 7,66 - - 9

S. aureus - 7 9,33 - 7,66 8,66
S. enteritidis - - - - - -
S. epidermidis - - 10 - - 11,33
S. infantis - - - - - -
S. kentucky - - - - -

S. typhimurium - 7 8 - - 7

Tablo 4.1°deSalix acmophyllaerkek ve disi birey ekstraktlarinin antimikrobiyal
aktivitesigosterilmstir.Salix acmophyllaerkek bireyekstrakti, 100 pul hacimde E.
faecalis, E. faecium, S. aureus, S. epidermidis, S. typhimrium ve P. fluorescens’e
karsi 7.66 -10 mm arasinda inhibisyon zonlar1 ile antimikrobiyal aktivite
gostermistir. Ote yandan, 50 uL hacimde E. faecalis, S. aureus ve S. typhimurium’a
karst 7 mm inhibisyon zonuna sahip antimikrobiyal aktivite g0Osterirken, 10 pL

hacimde hicbiretki gozlenmemistir (Fotograf 4.1, Fotograf 4.2 ve Grafik 4.1).
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Salix acmophylla erkek birey
12 0
10 - 8.66 9.33 8
8 - =10 L
1S
=6
2
S4 1 50 pL
N
<2 17000 000 000 000 O
S0 - |= 100 L
S SRSy & F
= @'\”\ eo‘b\ \Q’& & 0&\&
S F & F S
K &S S
%.
Mikroorganizmalar

Grafik4.1.Test mikroorganizmalarina karsi Salix acmophylla erkek birey ekstraktinin
antimikrobiyal aktivitesi

Fotograf 4.1.Salix acmophylla 'minerkek birey ekstraktinin S. epidermidis e kars1 inhibisyon
zonlari

Fotograf 4.2.Salix acmophylla minerkek birey ekstraktininS. typhimurium 'a Karsi

inhibisyon zonlar1
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Salix acmophylladisi birey ekstraktt 100 pLhacimde E. faecalis, E. faecium, S.
aurues, S. typhimurium, S. epidermidia ve P. fluorescens’e kars1 7 -11,33 mm
arasinda inhibisyon zonlar1 ile antimikrobiyal aktivite gostermisttir. Ote yandan 50
uL hacimde E. faecalis ve S. aureus’a kars1 7- 7,66 mm arasindaki inhibisyon zonlari
ile antimikrobiyal etkigosterirken, 10 pL hacimde hicbir etki gozlenmemistir
(Fotograf 4.3, Fotograf 4.4ve Grafik 4.2).

S.acmophylla’nin erkek ve disibirey ekstraktlart ayni mikroorganizmalariizerinde
antimikrobiyal aktivite gostermis (Tablo 4.1), E.coli, K. pneumoinae, B. subtilis, E.
aerogenes, S. enteritidis, P. aeruginosa,S. kentucky, S. infantis ve C. albicans’a karsi
antimikrobiyal aktivite sergilememislerdir (Grafik 4.1 ve Grafik 4.2).

Salix acmophylla disi birey
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Mikroorganizmalar

Grafik 4.2.Test mikroorganizmalarina kars1 S. acmophylla disi birey ekstraktinin
antimikrobiyal aktivitesi
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Fotograf4.4.Salix acmophylla disi birey ekstraktininS.aureus ’a karsi inhibisyon zonlari

32



Tablo 4.2.Salix elaeagnos 'un erkek ve disi 6rneklerinin antimikrobiyal aktivitesi

Bakteri ismi Erkek Disi
inhibisyon zonlari (mm) inhibisyon zonlari (mm)
10 uL 50 uL 100 pL 10 uL 50 uL 100 pL
B. subtilis - - - - - -
C. albicans - - - - - -
E. aerogenes - - - - - -
E. coli - - - - - -
E. faecalis - 7,33 8,66 - - 8
E.faecium - 7 7,33 - - 7
K. pneumoniae - - - - - -
P. aeruginosa - - - - - -
P. fluorescens - 7,33 8,66 - 7 8
S. aureus - 7 8,33 - 7,33 9
S. enteritidis - - - - - -
S. epidermidis - 7,66 9,33 - 7,33 10
S. infantis - - - - - -
S. kentucky - - - - - -

S. typhimurium

Tablo 4.2°deSalix eleagnoserkek ve disi birey ekstraktlarinin antimikrobiyal

aktivitesi gosterilmstir.Salix

faecalis, E. faecium, S. aureus, S. epidermidis ve P. fluorescens’e kars1 7,33 — 9,33

mm arasindaki inhibisyon
yandan, 50 pL hacimde E.

fluorescens’e kars1 7- 7,66 m

gosterirken, 10 pL hacimde hicbir etki gézlenmemistir(Fotograf 4.5, Fotograf 4.6 ve
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Fotograf 4.5.Salix eleagnos erkek birey ekstraktinin S. aureus’a karsi inhibisyon zonlari

Fotograf 4.6.Salix eleagnos erkek birey ekstraktinin P. fluorscens’a karsi inhibisyon zonlari

S. eleagnos disi birey ekstrakti1 100 pL hacimde E. faecalis, E. faecium, S. aurues, S.
typhimurium, S. epidermidia ve P. fluorescens’e kars1 7-10 mm arasindaki inhibisyon
zonlar1 ile antimikrobiyal aktivite gostermistir. Ote yandan, 50 pL hacimde P.
fluoerscens, S. epidermidis ve S. aureu’a karst 7-7,33 mm arasindak inhibisyon
zonlar1 ile antimikrobiyal aktivite gosterirken, 10 pL hacimde higbir etki

gozlenmemistir (Fotograf 4.7, 4.8).

S. eleagnos erkek vedisi bireyekstraktlari ayni mikroorganizmalar (izerinde

antimikrobiyal aktivite gostermis (Tablo 4.1), E.coli, K. pneumoinae, B. subtilis, E.
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aerogenes, S. enteritidis,S. typhimurium,P. aeruginosa, S. kentucky, S. infantis ve C.
albicansa karsi ise antimikrobiyal aktivite sergilememislerdir (Grafik 4.3 ve Grafik
4.4).
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Grafik 4.4.Test mikroorganizmalarina kars1 Salix eleagnos disi birey ekstraktinin
antimikrobiyal aktivitesi

Fotograf4.7.Salix eleagnos disi birey ekstraktinin E. faecium’a kars1 inhibisyon zonlari
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Fotograf4.8.Salix eleagnos disi birey ekstraktinin S. aureus’a karsi inhibisyon zonlar1

Tablo4.3.Salix excelsa 'min erkek ve digi 6rneklerinin antimikrobiyal aktivitesi

Bakteri ismi Erkek Disi

inhibisyon zonlari (mm) inhibisyon zonlari (mm)

10pL | 50uL | 100pL | 10pL | 50 L | 100 uL

B. subtilis - - - - - -
C. albicans - - - - - -
E. aerogenes - - - - - 7
E. coli - - - - - -
E. faecalis - - - - 7 8
E. faecium - - 7,33 - - 8,33

K. pneumoniae - - - - - -

P. aeruginosa - - - - - -

P. fluorescens - 7 8,66 - 7 9
S. aureus - 7 8 - 7,66 9
S. enteritidis - - - - - -
S. epidermidis - - 8,33 - 7 9
S. infantis - - - - - -
S. kentucky - - - - - 7

S. typhimurium - - - - - -
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Tablo 4.3°deS.excelsa erkek ve disi bireyekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesi
gosterilmektedir.S.excelsa erkek birey ekstrakti, 100 pul hacimde E. faecium, S.
aureus, S. epidermidis ve P. fluorescens’e kars1 7,33-8,66 mm arasindakiinhibisyon
zonlar1 ile antimikrobiyal aktivite gostemistir. Ote yandan, 50 pL hacimde S.
aureusve P. fluorescens’e karst 7 mm inhibisyon zonlar1 ile antimikrobiyal aktivite
gosterirken, 10 plL  hacimde higbir bir mikroorganizmaya karsi etki
gbzlenmemistir(Fotograf 4.9, Fotograf 4.10 ve Grafik 4.5).

S. excelsa erkek bireyekstraktiB. subtilis, E. faecalis, E. aerogenes, E. coli, K.
pneumoniae, S. enteritidis, S. typhimurium, P. aeruginosa, S. kentucky, S. infantis ve

C. albicans’a kars1 higbir aktivite gostermemistir (Grafik 4.5).
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Grafik4.5.Test mikroorganizmalarina karg1 Salix excelsaerkek birey ekstraktinin
antimikrobiyal aktivitesi
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Fotograf 4.10.Salix excelsa erkek birey ekstraktinin S. aureus ’a karsi inhibisyon zonlari

S. excelsadisi biret ekstrakt1 100 uL hacimde E. faecalis, E. faecium, E. aerogenes, S.
aurues, S. kentucky, S. epidermidis ve P. fluorescens’e karsi 7-9 mm arasindaki
inhibisyon zonlar1 ile antimikrobiyal aktivite gostermistir. Ote yandan, 50 pL
hacimde E. faecalis, P. fluoerscens, S. epidermidis ve S. aureus’a kars1 7-7,66 mm
arasinda inhibisyon zonlar1 ile antimikrobiyal gosterirken, 10 uLL hacimde higbir etki
gozlenmemistir(Fotograf 4.11, Fotograf 4.12 ve Grafik 4.6).
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S. excelsa disi bireyekstrakti B. Subtilis, E. coli, K. pneumoniae, S. enteritidis, S.
typhimurium, P. aeruginosa, S. infantis ve C. albicans’a karst higbir aktivite

gostermemistir (Grafik 4.6).
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Grafik 4.6.Test mikroorganizmalarina kars1 Salix excelsa disi birey ekstraktinin
antimikrobiyal aktivitesi

Fotograf 4.11.Salix excelsa disi birey ekstraktinin E. aerogenes’a karsi inhibisyon zonlar1
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Fotograf 4.12.Salix excelsa disi birey ekstraktinin S.aureus’a karsi inhibisyon zonlar

Tablo 4.4.Salix amplexicaulis’in erkek ve disi Orneklerinin antimikrobiyal aktivitesi

Bakteri ismi Erkek Disi
inhibisyon zonlari (mm) inhibisyon zonlari (mm)
10pL | s0puL | 100pL | 10pL | 50pL | 100 pL
B. subtilis - - - - - -
C. albicans - - 8 - - 8
E. aerogenes - - 8,33 - - 7,33
E. coli - - - - - -
E. faecalis - 7 9,33 - 8,33 9,33
E.faecium - 7,33 9 - 7,33 8,66
K. pneumoniae - - - - - -
P. aeruginosa - - - - - -
P. fluorescens - - 8,33 - 7 7,66
S. aureus 7,33 9 11,66 - 9,66 10,66
S. enteritidis - - 9 - - 7
S. epidermidis - 7,66 10,33 - 8,33 9,33
S. infantis - - 8,33 - - -
S. kentucky - - 8,33 - - -
S. typhimurium - - 8,33 7,66 8,66 9
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Tablo 4.4.’deS.amplexicauliserkek ve disi bireyekstraktlarinin antimikrobiyal
aktivitesi gosterilmistir.S. amplexicauliserkek birey ekstrakti, 100 pL hacimde E.
faecium,E. faecium, E. aerogenes, S. enteritidis, S. typhimurium, S. aureus, S.
epidermidis, P. fluorescens, S. kentucky, S. infantis ve C. albicans’a kars1 8-11,66
mm arasindaki inhibisyon zonlar1 ile antimikrobiyal aktivite gostermistir. Ote
yandan, 50 pL hacimdeE.faecalis, E. faecium, S. epidermidis veS. aureus’a karst 7- 9
mm arasinda inhibisyon zonlar1 ile antimikrobiyal aktivite gosterirken, 10 uL
ekstrakt sadece S. aureus'a karsi 7,33 mm inhibisyon zonu ile etki géstermistir
(Fotograf 4.13., Fotograf 4.14. ve Grafik 4.5).

Salix amplexicaulis erkek birey ekstrakti B. Subtilis, E. coli, K. pneumoniae

veP.aeruginosa’yakarsi higbir aktivite gostermemistir (Grafik 4.7).
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Grafik 4.7.Test mikroorganizmalarina kars1 Salix amplexicauliserkek birey ekstraktinin

antimikrobiyal aktivitesi
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Fotograf 4.13.Salix amplexicaulis erkek birey ekstraktininF. faecalis 'e karsi
inhibisyonzonlari

Fotograf 4.14.Salix amplexicaulis erkek birey ekstraktininS.typhimurium a karsi

inhibisyonzonlari

S.amplexicaulis disi bireyekstrakti 100 uL hacimde E. faecalis, E. faecium, E.
aerogenes, S. aurues, S. epidermidis, S. enteritidis, S. typhimurium, P. fluorescens ve
C. albicans’a kars1 7- 10,66 mm arasindaki inhibisyon zonlar1 ile antimikrobiyal
aktivite gostermistir. Ote yandan, 50 pL hacimde E. faecium,E. faecium, S.
epidermidis, S. aureus,S. typhimurium ve P. fluorescens’e kars1 7- 9,66 mm arasinda
inhibisyon zonlar ile antimikrobiyal gosterirken, 10 pL hacimde ekstrakt sadece S.
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aureus’ya karst 7,66 mm inhibisyon zonu ile etki gostermistir (Fotograf 4.15.,
Fotograf 4.16. ve Grafik 4.8.).

Salix amplexicaulis disi birey ekstraktiB. Subtilis, E. coli, K. pneumoniae,P.
aeruginosa,S.kentucky ve S. infantis’ekarsi higbir aktivite géstermemistir (Grafik
4.8).
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Grafik4.8.Test mikroorganizmalarina karg1 Salix amplexicaulis disi birey ekstraktinin

antimikrobiyal aktivitesi

Fotograf4.15.S. amplexicaulis disi birey ekstraktininE.faecalis’e karsi
inhibisyonzonlar1
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Fotograf4.16.S. amplexicaulis disi birey ekstraktiminC.albicans’a kars1 inhibisyon zonlar1

4.2. Pozitif kontrol Antibiyotik Sonuglari

Disk difuzyon yonteminde pozitif kontrol olarak test mikroorganizmalara karsi
kullanilan standart antibiyotiklerin sonuglarin1 Tablo 4.5’teg0sterilmektedir.
SonuglarMeropenem 10 pg’nin en yiiksek etkiye sahip oldugunu,Lincomycin 2
Hg’nin en diisiik etkiye sahip oldugunu ve C. albicans’inhicbir standart antibiyotik

diskinden etkilenmedigini gostermektedir.

Tablo4.5.Disk difuizyon yonteminde pozitif kontrol amagl kullanilan standart antibiyotiklerin
inhibisyon zonlar1 (Deger mm cinsindendir)

Antibiyotik — K S MEM [VA |AM |[CN |OFX |L |CAZ|TE
Mikroorganizama | 30pg | 10pg | 10pg | 30pg | 10pg | 10pg | 5pg | 5pg | 30pg | 30pg
B. subtilis 20 10 25 8 - 21 21 - 8 16
C. albicans - - - - - - - - - -
E. faecalis 11 - 15 - 15 - 14 - - -
E. aerogenes 18 21 25 - - 21 23 - 20 17
E. coli 15 20 30 12 7 20 - - 14 -
E. faecium - - - - - - - - - -
K. pneumoniae 15 11 22 - - 10 20 - - 18
P. aeruginosa - 18 30 - - 20 18 - 11 -
P. fluorescens - - - - - - - - - -
S. aureus 20 15 30 17 22 22 24 20 - 22
S. enteritidis 21 15 35 14 13 24 24 20 - 10
S. epidermidis 18 10 30 7 15 14 25 - 18 17
S. infantis - 13 22 8 15 18 15 - 18 -
S. kentucky 15 10 25 7 14 10 20 - 18 17
S. typhimurium 20 - 30 8 13 21 23 - 15 15

(-): etki yok, K: Kanamisin, S: Streptomisin, MEM: Meropenem, VA: Vankomisin, AM:
Ampisilin, CN: Gentamisin, OFX: Ofloksazin, L: Linkomisin, CAZ: Seftazidim, TE:
Tetrasiklin.
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Fotograf4.17.Standart antibiyotiklerin S.aureus ’a karsi inhibisyon zonlart

Fotograf4.19.Standart antibiyotiklerin K.pneumoina a kars1 inhibisyon zonlar1
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4.3. Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIiK) Sonuclari

Minimum inhibisyon konsantrasyon (MiK) testine ait sonuclar Tablo 4.6 ve Tablo

4.7'de verilmistir.

Tablo 4.6.Salix acmophylla ve Salix amplexicaulis inMIKtesti sonuglar: (mg/mL)
MIK (mg/mL)

Bakteri Adi

S.acmophylla | S.acmophylla | S.ampliexiculis | S.amplexicaulis

Erkek Disi Erkek Disi
B.subtilis - - - -
C.albicans - - 100 10
E.aerogenes - - 50 100
E.coli - - - -
E.faecalis 100 100 100 6,25
E. faecium 50 50 100 100
K. pneumoniae - - - -
P. aeruginosa - - - -
P. fluorescens 100 50 100 100
S. aureus 50 50 100 100
S. enteritidis - - 50 100
S. epidermidis 50 50 50 50
S. infantis - - 100 -
S. kentucky - - 100 -
S. typhimurium 100 100 100 100

Tablo 4.6.S.acmophylla erkek ve disi ekstraktlar1 ileS. amplexicaulis erkek ve disi
ekstraktlar1 i¢in MIK degerlerini gostermektedir.S.acmophylla erkek ve disi bireyleri
icin MIK degeri E.faecium, S.aureus, S.epidermidis, S.typhimurium, E.faecalis ve P.
fluorescen’e karst 50 ve 100 mg/mL’ye olarak saptanmustir. S. amplexicaulis erkek
birey ekstrakt: icin MIK degeri E.aerogenes, S.enteritidis ve S.epidermidis’e kars1 50
mg/mL’ye esitken,S.typhimurium, E.faeclis, S.aureus, S.kentucky, S. infantis, P.
fluorescens E.faeciumve C.albicans’a karst 100 mg/mL olarak saptanmistir. Ancak,
Salix amplexicaulis disi birey ekstrakti sadeceE. faecalis’e kars1 6.25 mg/mLMIK

degeri gosterirken E.faecium, E.aerogenes, S.aureus, S.enteritidis, S.typhimurium,
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P.fluorescens ve C. albicans 'ya Karst 100 mg/mL'ye esit MIK degeri sergilemistir. S.
epidermidis’e kars1 MIK degeri ise 50 mg/mL olarak tespit edilmistir.

Tablo4.7.Salix eleagnos ve Salix excelsa ninMIK testisonuclari(mg/mL)

MIK (mg/mL)
Bakteri Adi S.eleagnos S.eleagnos S.excelsa S.excelsa

Erkek Disi Erkek Disi
B.subtilis - - - -
C.albicans - - -
E.aerogenes - - 25
E.coli - - - -
E.faecalis 100 100 - 25
E.faecium 50 50 6,25 12,5
K.pneumoniae - - - -
P.aerginosa - - - -
P. fluorescens 100 - 6,25 25
S.aureus 100 50 6,25 12,5
S.enteritidis - - - -
S.epidermidis 100 50 6,25 12,5
S. infantis - - - -
S.kentucky - - - 12,5

S.typhimurium - - - -

Tablo 4.7.S.eleagnoserkek ve disi birey ekstrakti ile S.excelsaerkek ve disi birey
ekstraktlarmin MIK degerlerini gostermektedir.S.eleagnoserkek birey ekstraktinin
E.faecium’a karst MIK degeri 50 mg/mL’ye esitken, E.faecalis, S.aureus,
S.epidermidisveP.fluorescens karsi olan MIK degeri 100 mg/mL olarak saptanmuistir.
S.eleagnosdisi birey ekstraktininE.faecium, S.aureusveS.epidermidis’ekarst MIK
degeri 50 mg/mL’ye esitken, E.faecaliskarsi olan MIK degeri 100 mg/mL olarak
saptanmigtir. S.excelsaerkek birey ekstraktinin MIK degeri E.faecium, S.aureus,
P.fluorescensveS.epidermidis’e kars1 6.25 mg/mL olarak belirlenmistir.S.excelsadisi
birey ekstraktinin  E.faecium, S.aureus, S.epidermidisveS.kentucky’e kars1 MIK
degeri 12.5 mg/mL,E.faecalis, P.fluorescensveE.aerogenes e kars1 25 mg/mL olarak

saptanmuistir.
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4.4, Tstatistiksel Analiz Sonuclar1

Istatistiksel analiz verilerine gore, 10 uL kullanilan ekstraktlar icin F degeri 0,0062
ve istatistiksel anlamlilik degeri ise 0,9938 olarak hesaplandigi i¢in uygulanan 10 L

paralel caligmalarin istatistiksel olarak farkli olmadig1 goriilmiistiir.

Istatistiksel analiz verilerine gére, 50 pL erkek bireylerin ekstraktlarinin grup ici kare
ortalamasi 0,262; gruplar arasi kare ortalamalar1 ise 0,421 olarak bulunmustur. 50 pL
erkek bireylerin ekstraktlari i¢in F degeri 1,611 ve istatistiksel anlamlilik degeri ise
0,248 olarak hesaplandigi i¢cin uygulanan 50 pL erkek bireylere ait ekstraktlarin
paralel c¢alismalarin istatistiksel olarak farkli olmadigi goriilmiistiir. 50 pL disi
bireylerin ekstraktlarinin grup i¢i kare ortalamast 0,396; gruplar arasi kare
ortalamalar1 ise 1,083 olarak bulunmustur. 50 pL disi bireylerin ekstraktlar1 i¢in F
degeri 2,737 ve istatistiksel anlamlilik degeri ise 0,094 olarak hesaplandigi icin
uygulanan 50 pL disi bireylere ait ekstraktlarin paralel ¢alismalarinin istatistiksel

olarak farkli olmadig1 goriilmiistiir.

Istatistiksel analiz verilerine gore, 100 pL erkek bireylerin ekstraktlarmmn grup ici
kare ortalamas1 0,903; gruplar aras1 kare ortalamalar1 ise 0,999 olarak bulunmustur.
100 pL erkek bireylerin ekstraktlart i¢in F degeri 1,105 ve istatistiksel anlamlilik
degeri ise 0,368 olarak hesaplandig1 i¢in uygulanan 100 pL erkek bireylere ait
ekstraktlarin paralel ¢alismalarinin istatistiksel olarak farkli olmadigr goriilmiistiir.
100 pL disi bireylerin ekstraktlarinin grup i¢i kare ortalamasi 1,389; gruplar arasi
kare ortalamalar1 ise 0,488 olarak bulunmugtur. 100 pL disi bireylerin ekstraktlar
i¢cin F degeri 0,351 ve istatistiksel anlamlilik degeri ise 0,789 olarak hesaplandigi i¢in
uygulanan 100 pL disi bireylere ait ekstraktlarin paralel ¢alismalarinin istatistiksel

olarak farkli olmadig1 goriilmiistiir.

Salix acmophylla erkek bireyinden elde edilen ekstraktin antimikrobiyal etkisi diger
bitkilerin erkek bireylerinden elde edilen ekstraktlarla karsilagtirilidiginda etkiler
arasinda istatistiksel bir fark bulunmadig1 goriilmiistiir (p > 0,05) (S. eleagnos igin p
= 0,850 ve S. amplexiculs i¢in p = 0,133).

Salix eleagnos erkek bireyinden elde edilen ekstraktin antimikrobiyal etkisi diger

bitkilerin erkek bireylerinden elde edilen ekstraktlarla karsilagtirihidiginda etkiler
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arasinda istatistiksel bir fark bulunmadig1 goriilmiistir (p > 0,05) (S. excelsa igin p =
0,910 ve S. amplexiculs igin p = 0,057).

Salix excelsa erkek bireyinden elde edilen ekstraktin antimikrobiyal etkisi diger
bitkilerin erkek bireylerinden elde edilen ekstraktlarla karsilastirihidiginda etkiler
arasinda istatistiksel bir fark bulunmadig1 goriilmiistiir (p > 0,05) (S. eleagnos igin p
= 0,910 ve S. acmophylla igin p = 0,765). Ote yandan S. amplexiculs erkek birey

ekstraktinin etkisi ile istatistiksel agidan anlamli bir fark gézlenmistir (p = 0,032).

Salix amplexiculs erkek bireyinden elde edilen ekstraktin antimikrobiyal etkisi diger
bitkilerin erkek bireylerinden elde edilen ekstraktlarla karsilastirilidiginda etkiler
arasinda istatistiksel bir fark bulunmadig1 gériilmistiir (p > 0,05) (S. acmophylla i¢in
p = 0,133 ve S. eleagnos icin p = 0,057). Ote yandan Salix excelsa erkek birey
ekstraktinin etkisi ile istatistiksel agidan anlamli bir fark gézlenmistir (p = 0,032).

Salix acmophylla disi bireyinden elde edilen ekstraktin antimikrobiyal etkisi diger
bitkilerin disi bireylerinden elde edilen ekstraktlarla karsilagtirihidiginda etkiler
arasinda istatistiksel bir fark bulunmadigi goriilmiistiir (p > 0,05) (S. amplexiculs igin

p =0,702; S. eleagnos i¢in p = 0,550 ve S. excelsa i¢in p = 0,337).

Salix eleagnos disi bireyinden elde edilen ekstraktin antimikrobiyal etkisi diger
bitkilerin disi bireylerinden elde edilen ekstraktlarla karsilastirllidiginda etkiler
arasinda istatistiksel bir fark bulunmadigi goriilmiistiir (p > 0,05) (S. amplexiculs igin

p=0,772; S. excelsa i¢in p = 0,764 ve S. acmophylla i¢cin p = 0,550).

Salix excelsa disi bireyinden elde edilen ekstraktin antimikrobiyal etkisi diger
bitkilerin disi bireylerinden elde edilen ekstraktlarla karsilastirllidiginda etkiler
arasinda istatistiksel bir fark bulunmadig1 goriilmiistiir (p > 0,05) (S. eleagnos igin p
=0,764; S. amplexiculs i¢in p = 0,505 ve S. acmophylla i¢in p = 0,337).

Salix amplexiculs disi bireyinden elde edilen ekstraktin antimikrobiyal etkisi diger
bitkilerin disi bireylerinden elde edilen ekstraktlarla karsilastirllidiginda etkiler
arasinda istatistiksel bir fark bulunmadigi gériilmiistiir (p > 0,05) (S. eleagnos icin p
=0,772; S. acmophylla i¢in p = 0,702 ve S. excelsa i¢in p = 0,505).
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5. TARTISMA

Antibiyotik maddelerin bilingsiz ve yogun kullanimina bagli olarak direncli
mikroorganizma suglar1 ortaya ¢ikmakta, bu durum tiim diinyada saglik otoritelerini
endiselendirmektedir. Mevcut antibiyotiklerin bir ¢ok mikroorganizma karsisinda
etkisiz kalmasi bilim insanlarinin bitkilerden kesfedilecek yeni aktif maddelere

yonlendirmekte ve bu alanda tarama ¢alismalar1 yogunlasmaktadir.

Bu amagla iizerine pek fazla calisma yapilmamis olan ve biyoaktif maddeler
bakimindan zengin olabilecegi diisindigiimiiz dort Salix (S. amplexicaulis, S.
acmophylla,S. eleagnos, S. excelsa) tiiriiniin sekiz farkli 6rnegi 15 mikroorganizma

tizerinde test edilmistir.

Calisma sonuglar1 ele alindiginda 10 pL hacimdeki ekstraktlardan sadece
S.amplexicaulis’in erkek ve disi birey ekstraktlarinin birer mikroorganizma tizerinde
etki gosterdigini diger bitki ekstraktlarinin c¢alisilan higbir mikroorganizma tlizerinde
etki gostermedigi saptanmustir. 50 pL hacimde S. amplexicaulis’in erkek birey
ekstrakti 4 mikroorganizma disi birey ekstrakti 6 mikroorganizma iizerine, S.
acmophylla’nin erkek birey ekstraktt 3 mikroorganizma disi birey ekstrakti 2
mikroorganizma Uzerine, S. eleagnos’nin erkek birey ekstrakti 5 mikroorganizma disi
birey ekstraktt 3 mikroorganizma iizerine ve S. excelsa’nin erkek birey ekstrakti 2
mikroorganizma disi birey ekstrakti 4 mikroorganizma iizerine etki gostermistir. 100
puL hacim sonuglart ele alindiginda S. amplexicaulis’in erkek birey ekstraktr 11
mikroorganizma disi birey ekstraktt 9 mikroorganizma lzerine, S. acmophylla’nin
erkek ve disi birey ekstrakti ayn1 sekilde 6 mikroorganizma Uzerine, S. eleagnos’un
erkek erkek ve disi birey ekstrakti aymi sekilde 5 mikroorganizma Uzerine ve S.
excelsa’nin erkek birey ekstrakti 4 mikroorganizma disi birey ekstrakti 7
mikroorganizma iizerine etki gostermistir. Bu sonuglar 10 uL hacim S. amlexicaulis
hari¢ diger bitki ekstraktlar icerisindeki etken madde dozunun yetersiz kaldiginm
ortaya koymaktadir. Ote yandan kullanilan ekstrakt hacmi arttikca genel olarak
etkiledigi mikroorganizma sayisi ve zon ¢apinin da arttig1 goriilmektedir. El-kadum,

Mohmoud ve Ahmad [26] da ekstrakt konsantrasyonunun artmasi ile antimikrobiyal
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etkinin arttigin1 belirtmislerdir.

Bu sonuglar 1g181nda en yiiksek doz olan 100 uL hacimde 4 mikroorganizma tizerinde
etki gosteren S. excelsa erkek birey ekstraktinin en zayif, 11 mikroorganizma
Uzerinde etki gosteren S. amplexicaulis erkek birey ekstraktinin en gii¢lii ekstrakt

oldugu saptanmustir.

Calisma sonuclarina gore testedilen hacimlerde higbir bitki ekstrakti tarafindan
inhibe edilmeyen B. subtilis, E. coli, K. pneumoniae ve P. aeruginosa en direncli
suslar olarak saptanirken, bunlari sadece bir bitki ekstraktindan etkilenen C. albicans,
S. enteritidis ve S. infantis takip etmektedir. Tim bitki ekstraklarinin 100 pL hacmi
tarafindan inhibe edilen E. faecalis, E. faecium, P. fluorescens, S. aureus ve S.

epidermidis ise en duyarli mikroorganizmalar olarak saptanmuistir.

Yapilan calismalarda S. tetrasperma’nin methanol:etilasetat ekstraktinin [29],S.
alba’nin etanol ekstraktinin [30, 32, 33] ve S. viminalis petrol eteri ekstraktinin
[34]S.aureus’a karst antimikrobiyal aktivite gosterdigini ortaya koymustur. Bu
durum Salix turlerinde ortak olarak bulunan bir antimikrobyal maddenin S. aureus

Uzerinde etki sergiledigini ortaya koymaktadir.

Calisma sonuglart en yiiksek hacim (100 pL) i¢in ele alindiginda, S. acmophylla
erkek ve disi birey ekstraktlarinin alti mikroorganizma iizerine yakin zon ¢aplari ile
etki gosterdigini, S. elaeagnos erkek ve disi birey ekstraktlarinin bes mikroorganizma
lizerine yakin zon gaplar ile etki gosterdigini, S. excelsa erkek bireyi dort
mikroorganizma lizerinde etki gosterirken disi birey ekstrakti 7 mikroorganizma
tizerine daha yiiksek zon gaplari ile etki gosterdigini ve tersine S. amplexicaulis disi
bireyi 9 mikroorganizma tizerinde etki gosterirken erkek birey ekstrakti 11
mikroorganizma iizerine daha yiiksek zon caplarn ile etki gosterdigini ortaya
koymaktadir. Aymi bitki tlirlinlin erkek ve disi Orneklerin toplandigi toplanma
zamani, lokalite ve ekolojik kosullarda farklilik olmadigindan (Tablo 3.1) olusan bu
etki farkinin erkek ve disi bireylerin yapisinda olusan etken maddelerin gesitliligi ve

miktarindaki farkliliklardan kaynaklanabilecegi diistintilmektedir.

El-kadum, Mohmoud ve Ahmad [26], S. acmophylla yapraklarinin su ve etanol
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ekstraktlariin kuyu difiizyon metoduyla E. coli, S. aureus, Klebsiella spp. ve
Streptococcus pyogenes suslari tizerindeki antimikrobiyal aktivitesini test etmislerdir.
Bitki ekstrakti biitiin konsantrasyonlarda (% 0,1-0,6) E. coli, S. pyogenes ve S.
aureus’a karst degisen oranlarda aktivite sergiledigini, hi¢ bir konsantrasyonda
Klebsiella spp.’ye kars1 aktivte gostermedigini saptamislardir. En yiiksek etki % 0,6
konsantrasyondaE. coli, S. pyogenes ve S. aureus’a bakterilerine karsi sirasiyla 9, 12
ve 14 mm zon c¢aplart ile sergilendigini ve bu aktivitenin, ekstrakt

konsantrasyonunun artmasi ile antimikrobiyal etkinin arttigini belirtmislerdir.

Ali ve Aboud [28], S. acmophylla 'nin su ve metanol ekstraktinin S. aureus, Shigella
dysenteriae, Aeromonas hydrophila, E. coli, Klebsiella spp., P. aeruginosa ve
Enterobacter spp.’yi igeren yedi bakteri susuna karsi antimikrobiyal aktivitesini
broth dillisyon ve disk difiizyon yontemlerini kullanarak tespit etmislerdir. S.
acmophylla’nin su ekstraktinin metanol ekstrakttan daha yiiksek aktivite gosterdigi
saptanmistir. 9 mm capindaki disklerin kullanildig1 ¢alismada S. acmophylla nin her
iki ekstraktinin da Enterobacter spp. haricindeki diger bakterilerden, S. aureus (16-
30 mm), S. dysenteriae (9-15 mm), A. hydrophila (18-22 mm), E. coli (10-14 mm),
Klebsiella spp. (10-18 mm) ve P. aeruginosa’ya (18-25 mm) karsi zon gaplar ile

antimikrobiyal etki gosterdikleri belirlenmistir.

Tez caligmamizda S. acmophylla’ninerkek birey ekstraktinin, 100 pL hacimde E.
faecalis (7,66 mm), E. faecium (8,66 mm), S. aureus (9,33 mm), S. epidermidis (10
mm), S. typhimrium (8 mm)ve P. fluorescens’e (7,66 mm) karsi inhibisyon zonlari
ile antimikrobiyal aktivite gosterdigi, disi birey ekstraktinin ise 100 pL hacimde E.
faecalis (9,33 mm), E. faecium (7,66 mm), S. aureus (8,66 mm), S. epidermidis
(11,33 mm), S. typhimrium (7 mm)ve P. fluorescens’e (9 mm) karsi inhibisyon

zonlar1 ile antimikrobiyal aktivite gosterdigi saptanmigtir.

Ug calisma sonuglar karsilastirildiginda ortak yanlar olarak ¢dziicii olarak suyun
kullanilmasi, yontem olarak ise kuyucuk difiizyon veya disk difiizyon yontemlerinin
kullanilmasidir. Kullanilan suslar arasinda ise E.coli ve S. aureus ortak suslar olarak
kullanilmistir. Ug ¢alismada da S. aureus’a kars1 antimikrobiyal aktivite saptanirken

diger iki ¢alismanin aksine tez ¢alismamizda E. coli’ye kars1 antimikrobiyal aktivite

52



saptanmamistir.

El-kadum, Mohmoud ve Ahmad [26] E. coli, S. aureus,ve S. pyogenes’e Karsi S.
acmophylla ekstraktinin antimikrobiyal aktivitesini saptarken, Klebsiella spp.
Uzerinde  etki  olmadigmi  belirtmislerdir.  Aym  zamanda  ekstrakt
konsantrasyonundaki artisin etkyi arttirdigini tespit etmisledir. Tez calismamizda
benzer sekilde S. aureus’a karsi antimicrobial etki saptanirken K. pneumoniae’ye
kars1 etki saptanmamis ve konsantrasyon artisinin antimikrobiyal etkiyi arttirdig
tespit edilmistir. Farkli olarak E. coli’ye karsi antimikrobiyal etki saptanmamustir.
Farkliligin ~ nedeninin calisilan orneklerin  toplandigi lokalite ve
toplanmazamanlarinin farkli olasina bagl olarak bitki 6rneklerindeki aktif madde
cesit ve miktarinin farkl olmasindan kaynaklanmig olabilecegi

degerlendirilmektedir.

Ali ve Aboud [28], S. acmophylla nin su ve metanol ekstraktinin S. aureus, Shigella
dysenteriae, Aeromonas hydrophila, E. coli, Klebsiella spp., P. aeruginosa ve
Enterobacter spp.’yi igeren yedi bakteri susuna karsi antimikrobiyal aktivitesini
broth diltisyon ve disk difuzyon yontemlerini kullanarak tespit etmis ve her iki
ekstraktin da Enterobacter spp. haricindeki diger mikroorganizmalar {izerinde
antimikrobiyal aktivite sergiledigini belirtmistir. Tez ¢alismamizda da benzer sekilde
S. aureus’a kars1 antimicrobial etki saptanirken, K. pneumoniae, P. aeruginosa ve E.
coli’ye karst antimikrobiyal etki saptanmamigtir. Farkliligin nedeninin ¢alisilan
orneklerin toplandig1 lokalite ve toplanmazamanlarinin farkli olasina bagli olarak
bitki 6rneklerindeki aktif madde c¢esit ve miktarinin farkli olmasindan kaynaklanmisg

olabilecegi degerlendirilmektedir.

Minimum inhibisyon konsantrasyonu sonuglari sirasiyla Tablo 4.6.ve 4.7.°de
gosterilmistir. En diisiik MIK degeri 6,25 mg/mL ile S.excelsa erkek birey ekstrakti
tarafindan E. faecium, S. aureus, S. epidermidis ve P. fluorescens’e kars1 ve yine ayni
degerle S. amplexicaulis disi birey ekstrakti tarafindan E. faecalis’e karsi
sergilenmistir. S.excelsa disi birey ekstrakti ise E.faecium, S.aureus, S.epidermidis
veS. kentucky’ye karst 12,5 mg/mL MIK degeri ve E.aerogenes, E.faecalisve P.

fluorescens’e karst 25 mg/mL mik degeri ile ikinci sirada etki sergilemistir. S.
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amplexicaulis, S. acmophylla ile S. eleagnos erkek ve disi birey ekstraktlar etki
ettikleri mikroorganizmalara 50 ve 100 mg/mL MIK degeri ile antimikrobiyal

aktivite sergilemislerdir.

Disk difiizyon yonteminde pozitif kontrol amaciyla ayn1 mikroorganizmalara karsi
testedilen standartantibiyotiklerin sonuglari ele alindiginda C. albicans, E. faecium
ve P. fluorescens suslari iizerinde higbir antibiyotigin etki gdstermedigi saptanmuistir.
Buna karsi testedilen tiim bitki ekstraktlar1 100 pL hacimde E. faecium ve
P.fluorescens’e karsi antimikrobiyal etki sergilemistir. Yine S. amplexicaulis erkek
ve disi birey ekstrakti 100uL hacimde C. albicans’a karsi antimikrobiyal etki

sergilemistir.

Pozitif kontrol antibiyotiklerinden VVankomisin 30ug E. faecalisve P. fluorescens etki
gostermezken S. enteritidis’e karst 7 mm ve S. typhimurium’a karst 8 mm zon ¢api
ile etki gostermistir. Buna karsin c¢alismada kullanilan S. acmophylla, S. excelsa
erkek ve disi birey ekstraktlarinin bu mikroorganizmalara daha yiiksek zon caplari ile

etki ettikleri gorilmektedir.

Linkomisin 5 pg sadece S. aureus ve S. enteritidis’e karst 20 mm zon ¢api ile etki
gostermistir. Buna karsin S. amplexicaulis erkek bireyinin 100 pL hacimdeki
ekstrakti 11 mikroorganizmaya karst etki gostermis, S. aureus ve S. enteritidis’e

sirastyla 11,66 ve 9 mm zon ¢api ile etki géstermistir.

Bu sonuglar testedilen salix ekstraklarinin bir¢ok standart antibiyotikten daha diisiik
zon caplar ile etki sergiledigini gosterirken antibiyotiklerin etki etmedigi bazi
mikroorganizmalar iizerinde etki gosterdikleri ve yine bazi mikroorganizmalara kars1
antibiyotiklerle esdeger etki gosterdikleri saptanmistir.Kullanilan ekstraktlarin ham
ekstraktlar oldugu ve etken maddelerin diisiik konsantrasyonlarda kullanilmig
olabilecegi de dikkate alindiginda bu extraktlardaki etken maddelerin tespit edilerek
saflagtirilmast ve standardize edildigi takdirde alternative bir antimikrobiyal ajan

olabilecegi dikkate alinmalidir.
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6. SONUC

Bu caligmada kullanilan dort tiire ait sekiz ekstraktin mikroorganizmalar {izerinde
farkli oranlarda antimikrobiyal etkinlik sergiledikleri ortaya konulmustur. Calisma
sonuglart en etkili ekstraktin 11 mikroorganizma iizerinde etki sergileyen S.
amplexicaulis erkek birey ekstrakti ve 9 mikroorganizmay1 etkileyen gisi birey
ekstrakti oldugu belirlenmistir. Ayrica ¢alismada S. amplexicaulis ve S.excelsa erkek
ve disi birey ekstraktlarinin farkli sayida mikroorganizmaya kars1 farkli zon gaplari
ile etki etikleri belirlenmis boylece ayni bitki tiirlerinin farkli bireylerinin farkli

etkiler sergileyebilecekleri tespit edilmistir.
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7. ONERILER

Calisma sonuglarina gore sunlar 6nerilmektedir,

Calisilan ornekler igeriklerinin ve yeni antimikrobiyal 6zelliklerinin ortaya
belirlenmesi i¢in farkli ¢oziiciilerle de ekstrakte edilerek farkli yontemlerle
daha ileri analizlere tabi tutulmalidir (6rnegin erkek ve disi bireydeki aktif
bilesikler belirlenebilir).

Bitkilerin kok, govde gibi diger kisimlart ile ilgili de c¢aligmalar
gerceklestirilebilir.

Ekstraktlarin sitotoksisite caligmalar1 yapilarak ekstraktlarin giivenilirlik

indeksleri belirlenebilir.
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EKLER

Ekler 1: Istatistiksel Analiz Paralel

Ekler 2:Ttim bulgularin tutarliligini saglamak i¢in tiim analizler ti¢ tekrarli

ihibisyon zonlari
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Ekler 1: Istatistiksel Analiz Paralel

Tek yon
Tanimlayicilar
N | anlamma | Standart | standart | Ortalama i¢in% 95 | Minimu | Maksim
gelmek sapma hata Giiven Araligi m um
alt stmir | Ust sinir
1 6 8,2192( 0,99891| 0,40780( 7,1709| 09,2675 7,33 10,00
2 5 7,8630| 0,49007( 0,21917| 7,2545| 8,4715 7,17 8,50
ES50 3 4 7,7475| 0,44033( 0,22017| 7,0468| 8,4482 7,33 8,33
4 11 8,4823 | 0,42420 0,12790| 8,1973| 8,7673 8,00 9,33
T 26 8,1894 | 0,65095 0,12766| 7,9265| 8,4523 7,17 10,00
1 6 8,5525| 1,51167 0,61714] 6,9661| 10,1389 7,00 11,33
2 5 7,8660| 0,63829( 0,28545| 7,0735| 8,6585 7,00 8,67
E100 3 7 7,7371| 0,57506( 0,21735| 7,2053| 8,2690 7,00 8,33
4 9 8,2128 | 0,98281 0,32760| 7,4573| 8,9682 7,00 10,16
T 27 8,1007 | 0,98655 0,18986| 7,7105| 8,4910 7,00 11,33
ANOVA
Uyarilar
Bagimsiz degisken F10 i¢in ikiden az grup var. Higbir istatistik hesaplanmaz.
Kareler Std anlamina gelmek F Anlamlilik.
toplami1 Hata
Gruplar Arasinda 1,264 3 0,421 1,611 0,248
E50 Gruplar halinde 2,617 10 0,262
Toplam 3,881 13
Gruplar Arasinda 2,996 3 0,999 1,105 0,368
E100 Gruplar halinde 19,876 22 0,903
Toplam 1,264 25
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EK 1’in devam

N Mean Medyan Mod | Range | Minimum | Maksimum | toplam
Gegerli Eksik
E10.1 1 59 7,00 7,00 7 0 7 7 7
E10.2 1 59 7,00 7,00 7 0 7 7 7
E10.3 1 59 8,00 8,00 8 0 8 8 8
E50.1 14 46 7,07 7,00 7 1 7 8 99
E50.2 14 46 7,21 7.00 7 2 7 9 101
E50.3 14 46 7,64 7,00 7 3 7 10 107
E100.1 |26 34 8,27 8,00 8 4 7 11 215
E100.2 |26 34 8,62 8,00 8 5 7 12 224
E100.3 26 34 9,04 9,00 9 5 7 12 235
E10 1 59 7,3333 |7,3333 |7,33 0,00 7,33 7,33 7,33
E50 14 46 7,3095 |7,0000 |[7,00 2,00 7,00 9,00 102,33
E100 26 34 8,6410 |8,3333 |8,33 4,33 7,33 11,67 224,67
Std. Std. Varyans Skewness Std. Kurtosis Std.
Ortalama Sapma HataSkewness HataKurtosis
hata
0,071 0,267 0,071 3,742 0,597 14,000 1,154
0,155 0,579 0,335 2,803 0,597 7,679 1,154
0,248 0,929 0,863 1,529 0,597 2,029 1,154
0,180 0,919 0,845 1,085 0,456 2,076 0,887
0,208 1,061 1,126 1,304 0,456 2,932 0,887
0,225 1,148 1,318 0,607 0,456 0,977 0,887
0,14603| 0,54638 0,299 2,578 0,597 7,518 1,154
0,18758| 0,95649 0,915 1,426 0,456 2,946 0,887
Kareler Std anlamina gelmek F Anlamlilik.
toplamt Hata
Gruplar Arasinda 3,248 3 1,083 2,737 0,094
D50 Gruplar halinde 4,352 11 0,396
Toplam 7,600 14
Gruplar Arasinda 1,463 3 0,488 0,351 0,789
D100 Gruplar halinde 31,952 23 1,389
Toplam 33,416 26
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EK 1’in devam

N | Mean Std. Std. Ortalama igin% 95 | Minimum [ Maksimum
Sapma Hata Giiven Araligi
Alt simir | Ust Sinir
1 21 7,3333 0,47140] 0,33333| 3,0979 11,5687 7 7,67
2 317,2222 0,19245| 0,11111| 66,7441 7,7003 7 7,33
E50 3 4| 7,1667 0,33333| 0,16667| 6,6363 7,6971 7 7,67
4 6] 8,1667 0,86281| 0,35224| 7,2612 9,0721 7 9,33
T 15| 7,6000 0,73679| 0,19024| 7,1920 8,0080 7 9,33
1 6] 8,8333 1,50185| 0,61313| 7,2572 10,4094 7 11,33
2 51 8,4000 1,14018 | 0,50990| 16,9843 9,8157 7 10,00
E100 3 7| 8,1905 0,89974| 0,34007| 7,3584 9,0226 7 9,00
4 9| 8,5926 1,15202 | 0,38401| 7,7071 9,4781 7 10,67
T 27| 8,5062 1,13367( 0,21818] 8,0577 8,9546 7 11,33
Baagiml m ) Ortalama D. Std Anlamlilik. [ 995 Giiven Arahig
degisken Ekstrakt  Ekstrakt (-) Hata Al U
t sinir [ Ust sinir
2 0,11111| 0,57418 0,850 -1,1527- 1,3749
1 3 0,16667 | 0,54472 0,765 -1,0322- 1,3656
4 -0,83333-| 0,51356 0,133 -1,9637- 0,2970
1 -0,11111-| 0,57418 0,850 | -1,3749- 1,1527
2 3 0,05556 | 0,48040 0,910 -1,0018- 1,1129
E50 4 -0,94444- | 0,44476 0,057 | -1,9234- 0,0345
1 -0,16667-| 0,54472 0,765 -1,3656- 1,0322
3 2 -0,05556- | 0,48040 0,910 -1,1129- 1,0018
4 -1,00000-" | 0,40601 0,032 -1,8936- -0,1064-
1 0,83333 | 0,51356 0,133 -0,2970- 1,9637
4 2 0,94444 | 0,44476 0,057 -0,0345- 1,9234
3 1,00000" | 0,40601 0,032 0,1064 1,8936
2 0,43333| 0,71371 0,550 -1,0431- 1,9098
1 3 0,64286 | 0,65574 0,337 -0,7137- 1,9994
4 0,24074| 0,62121 0,702 -1,0443- 1,5258
1 -0,43333-| 0,71371 0,550 -1,9098- 1,0431
2 3 0,20952 | 0,69015 0,764 -1,2182- 1,6372
£100 4 -0,19259-( 0,65742 0,772 -1,5526- 1,1674
1 -0,64286-| 0,65574 0,337 -1,9994- 0,7137
3 2 -0,20952-( 0,69015 0,764 | -1,6372- 1,2182
4 -0,40212-| 0,59399 0,505] -1,6309- 0,8266
1 -0,24074-| 0,62121 0,702 | -1,5258- 1,0443
4 2 0,19259| 0,65742 0,772 -1,1674- 1,5526
3 0,40212 | 0,59399 0,505 | -0,8266- 1,6309

E50: 50 pL/disk, E100: 100 pL/disk.
E: erkek, 1:Salix acmophylla, 2: Salix eleagnos, 3: Salix excelsa ve 4: Salix

amplexicaulis.

*. Ortalama fark 0.05 diizeyinde anlamlidir.

65




EK 1’in devam

Goklu Karsilagtirmalar

Baagimli 0) Q) OrtalamaD. | s | , . | %95 Glven Aralig
degisken Ekstrakt | Ekstrakt (1-3) Hata "1 Altsinir Ust sinir
2 -.26667- | .37357 | 0.492 -1.0990- | 0.5657
1 3 .00000 | .46696 | 1.000 -1.0405- | 1.0405
4 -.75000- | .39069 | 0.084 -1.6205- | 0.1205
1 26667 | .37357 | 0.492 -.5657- | 1.0990
2 3 26667 | .42798 | 0.547 -.6869- | 1.2203
D 4 -48333- | .34315 | 0.189 -1.2479- | 0.2812
1 .00000 | .46696 | 1.000 -1.0405- | 1.0405
3 2 -.26667- | .42798 | 0.547 -1.2203- | 0.6869
4 -.75000- | .44300 | 0.121 -1.7371- | 0.2371
1 75000 | .39069 | 0.084 -1205- | 1.6205
4 2 48333 | .34315 | 0.189 -.2812- | 1.2479
3 75000 | .44300 | 0.121 -2371- | 1.7371
2 15556 | .57556 | 0.789 -1.0381- | 1.3492
1 3 47222 | .61355 |  0.450 -.8002- | 1.7446
4 -44444- | 48240 | 0.367 -1.4449- | 0.5560
1 -.15556- | .57556 | 0.789 -1.3492- | 1.0381
2 3 31667 | .63762 | 0.624 -1.0057- | 1.6390
D 4 -.60000- | .51266 | 0.254 -1.6632- | 0.4632
1 -47222- | 61355 | 0.450 -1.7446- | 0.8002
3 2 -31667- | .63762 | 0.624 -1.6390- | 1.0057
4 -.91667- | .55497 | 0.113 -2.0676- | 0.2343
1 44444 | 48240 |  0.367 -.5560- | 1.4449
4 2 .60000 | .51266 | 0.254 -4632- | 1.6632
3 91667 | .55497 | 0.113 -.2343- | 2.0676

D: disi, 1: Salix acmophylla, 2: Salix eleagnos, 3: Salixexcels ve 4: Salix

amplexicaulis.
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Ekler: 2.Ttim bulgularin tutarliligini saglamak i¢in tim analizler li¢ tekrarli

mhibisyon zonlari

Bakteri ismi

Salix amplexicaulis erkek

inhibisyon zonlari (mm)

10 uL

50 uL

100 uL

B. subtilis

E. faecalis

10

E. faecium

~N| o~

7
7

oo N

E.aerogenes

| ©| ©

K.pneumoniae

S. aureus

12

S. enteritidis

S.typhimurium

S. epidermidis

11

P. aeruginosa

P. fluorescens

E. coli

S. kentucky

S. infantis

C. albicans

oo| 00| OO

| 00| 0

| ©| ©
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Ek2'nin Devami (inhibisyon zonlari)

Bakteri ismi

Salix amplexicaulisdisiinhibisyon zonlari (mm)

10 uL

50 uL

100 uL

B. subtilis

E. faecalis

10

E. faecium

~| oo

8
7

oo| ©

E.aerogenes

9
9
7

K.pneumoniae

S. aureus

12

S. enteritidis

S.typhimurium 7

S. epidermidis

10

P. aeruginosa

P. fluorescens

E. coli

S. kentucky

S. infantis

C. albicans

Bakteri ismi

Salix acmophylla erkek inhibisyon zonlari (mm)

10 L

50 uL

100 uL

B. subtilis

E. faecalis

7

8

E. faecium

9

E.aerogenes

K.pneumoniae

S. aureus

S. enteritidis

S.typhimurium

S. epidermidis

P. aeruginosa

P. fluorescens

E. coli

S. kentucky

S. infantis

C. albicans
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Ek 2'nin Devami (inhibisyon zonlari)

Bakteri ismi Salix acmophylladisi

inhibisyon zonlari (mm)

10 uL

50 uL

100 pL

B. subtilis

E. faecalis

7 7

E. faecium

oo| ©
oo| ©

E.aerogenes

K.pneumoniae

S. aureus

S. enteritidis

S.typhimurium

S. epidermidis

P. aeruginosa

P. fluorescens

E. coli

S. kentucky

S. infantis

C. albicans

Bakteri ismi

Salix eleagnos erkek inhibisyon zonlari (mm)

10 uL

50 uL

100 uL

B. subtilis

E. faecalis

E. faecium

~| o~

7
7

~| 0o

~| ©o

8
7

E.aerogenes

K.pneumoniae

S. aureus

S. enteritidis

S.typhimurium

S. epidermidis

P. aeruginosa

P. fluorescens

E. coli

S. kentucky

S. infantis

C. albicans
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Ek 2'nin Devami (inhibisyon zonlari)

Bakteri ismi

Salix eleagnosdisi inhibisyon zonlari (mm)

10 uL

50 uL

100 uL

B. subtilis

E. faecalis

E. faecium

~| oo

8
7

E.aerogenes

K.pneumoniae

S. aureus

S. enteritidis

S.typhimurium

S. epidermidis

P. aeruginosa

P. fluorescens

E. coli

S. kentucky

S. infantis

C. albicans

Bakteri ismi

Salix excelsa erkekinhibisyon zonlari (mm)

10 uL

50 uL

100 uL

B. subtilis

E. faecalis

E. faecium

7

E.aerogenes

K.pneumoniae

S. aureus

S. enteritidis

S.typhimurium

S. epidermidis

P. aeruginosa

P. fluorescens

E. coli

S. kentucky

S. infantis

C. albicans
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Ek 2'nin Devami (inhibisyon zonlari)

Bakteri ismi Salix excelsadisi

inhibisyon zonlari (mm)

10 pL

50 uL

100 uL

B. subtilis

E. faecalis

7

E. faecium

E.aerogenes

~| 00| oo

K.pneumoniae

S. aureus

S. enteritidis

S.typhimurium

S. epidermidis

10

P. aeruginosa

P. fluorescens

10

E. coli

S. kentucky

S. infantis

C. albicans
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