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Oz

Veteriner mikrobiyolojisinde antimikrobiyal direncin (AMR) artisi, hayvan
saghgi icin ciddi bir tehdit olusturmakta ve sentetik antibiyotiklerin
kontrolsiiz kullanimi ¢oklu ilaca diren¢li (MDR) suslarin ortaya ¢ikmasina
neden olmaktadw. Bu kiiresel halk saghgi sorunu, insan, hayvan ve
cevre saghgm biitiinlestiven “Tek Saglhk” (One Health) yaklasiminin
zorunlulugunu vurgulamaktad. Bu kapsamda, geleneksel tedavilere
alternatif olacak yeni, giivenilir antimikrobiyal ajanlarin arastiriimasi
biiyiik onem tasimaktadir. Bu c¢alismada, Tiirkiye'ye endemik bir alt
tiir olan, Tunceli-Ovacik, Munzur Daglari’ndan toplanan Daphne
oleoides subsp. kurdica’nin hem yaprak hem de sap-gévde kisimlarinin
antimikrobiyal potansiyeli arastirildi. Etanol ile ekstraksiyonu yapilan
bitkilerin antibakteriyel aktivitesinin belirlenmesi icin Agar Diliisyon
Yontemi, antifungal aktivitesinin belirlenmesi i¢in Sivi Makrodiliisyon
Yontemi kullanildi ve Minimum inhibisyon konsantrasyon (MIK) degerleri
belirlendi. MIK degerleri, veteriner hekimlikte klinik c6neme sahip
bakteri (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus
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subtilis, Bacillus cereus, Proteus mirabilis, Escherichia coli ve Klebsiella
pneumoniae) ve mantar (Candida albicans, Pichia kudriavzevii,
Candida tropicalis, Candida globrata, Malassezia pachydermatis,
Microsporum canis ve Trichophyton mentagrophytes) etkenleri i¢in ayrt
ayrt degerlendirildi. Yapilan testlerin sonucunda hem yaprak hem de
sap-govde ekstraktlarimin bakteri ve mantar etkenlerine karst herhangi
bir inhibisyon etkisi gostermedigi, sadece M. canis’e karst (sap-govde
ekstraktr 10100 ug/ml, yaprak ekstrakti 5050 ug/ml) diisiik seviyede bir
etki gosterdigi belirlendi. Bitkinin potansiyel antimikrobiyal ozelliklerini
daha kapsaml bir sekilde ortaya koymak igin, gelecekteki ¢alismalarin
farkl ¢oziiciiler kullamilarak hazirlanmis ekstraktlar ve daha diisiik MIK
degerlerini saptayabilecek yontemlerle test edilmesi onerilmektedir.

Anahtar kelimeler: Antimikrobiyal, antimikotik, Daphne oleoides subsp.
kurdica, Minimal Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK)

Investigation of antimicrobial and antifungal effects
of Daphne oleoides subsp. kurdica

Abstract

The increase in antimicrobial resistance (AMR) in veterinary microbiology
poses a serious threat to animal health, and the uncontrolled use of
synthetic antibiotics has led to the emergence of multidrug-resistant (MDR)
strains. This global public health issue highlights the necessity of the “One
Health” approach, which integrates human, animal, and environmental
health. In this context, the investigation of new, reliable antimicrobial
agents that may serve as alternatives to conventional treatments has
become increasingly important. In the present study, the antimicrobial
potential of both the leaf and stem parts of Daphne oleoides subsp. kurdica,
an endemic subspecies collected from the Munzur Mountains (Tunceli—
Ovacik, Tiirkiye), was investigated. Ethanol extracts were prepared, and
antibacterial activity was assessed using the Agar Dilution Method, while
antifungal activity was evaluated using the Liquid Macrodilution Method.
Minimum inhibitory concentration (MIC) values were determined for
each extract. The MIC values were evaluated separately for bacterial
pathogens of clinical relevance in veterinary medicine (Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis, Bacillus cereus,
Proteus mirabilis, Escherichia coli, and Klebsiella pneumoniae) and for
fungal agents (Candida albicans, Pichia kudriavzevii, Candida tropicalis,
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Candida glabrata, Malassezia pachydermatis, Microsporum canis, and
Trichophyton mentagrophytes). The results indicated that neither the
leaf nor the stem extracts exhibited inhibitory effects against the tested
bacterial and fungal agents, except for a low level of inhibition against
M. canis (10100 ug/ml for stem extract and 5050 ug/ml for leaf extract).
To more comprehensively elucidate the potential antimicrobial properties
of this plant, future studies should include extracts prepared with different
solvents and employ methods capable of detecting lower MIC values.

Keywords: Antimicrobial, Antifungal, Daphne oleoides subsp. Kurdica,
Minimum Inhibitory Concentration (MIC)

Giris

Veteriner mikrobiyolojisi alaninda, patojen mikroorganizmalarin
antimikrobiyal direncinde yasanan artis, hayvan saglig1 ve refah1 tizerinde
giderek biiyilyen bir tehdit olusturmaktadir. Ozellikle hayvancilik ve
pet hayvanlarinda sik¢a karsilasilan enfeksiyonlarin tedavisi, sentetik
antimikrobiyallerin yaygin ve kontrolsiiz kullanimi sonucu ortaya ¢ikan
coklu ilaca direngli suslar nedeniyle karmasik bir hal almistir (Palma
ve ark., 2020). Bu kiiresel sorunun ¢0zlimii, insan, hayvan ve cevre
sagliginin birbiriyle ayrilmaz biitiinliigiinii vurgulayan “Tek Saglik” (One
Health) yaklagimini benimsemeyi zorunlu kilmaktadir (WOAH, 2024).
Bu baglamda, geleneksel antibiyotiklere olan bagimlilig1 azaltacak ve
yeni tedavi segenekleri sunacak alternatif ajan arayislari kritik bir 6neme
sahiptir.

Sifali bitkiler, binlerce yildir geleneksel tipta kullanilan ve zengin biyoaktif
bilesik profilleriyle modern arastirmacilarin dikkatini ¢eken 6nemli bir
dogal kaynaktir. Bu bitkilerden biri olan ve Thymelaeaceae familyasina ait
olan Daphne cinsi, potansiyel antioksidan, anti-inflamatuar ve antitumoral
aktivitelerinin yani sira antimikrobiyal 6zellikleri ile de bilinmektedir
(Can T.H., 2019) Mundarca olarak adlandirilan bu bitki Tiirkiye'de Dogu
Karadeniz, Orta Kizilirmak, Yukar1 Kizilirmak, Konya, Yukari1 Firat,
Erzurum-Kars, Yukar1 Murat-Van, Hakkari, Adana alt bolgelerinde dogal
yayilis gostermektedir. Daphne cinsi, Ozellikle geleneksel Tiirk halk
tibbinda sitma, romatizma ve yara iyilestirme gibi c¢esitli rahatsizliklarin
tedavisinde kullanilan 6nemli bir bitkisel kaynaktir (Stintar ve ark., 2012).
Ancak, ozellikle lilkemize endemik bir alt tiir olan Daphne oleoides subsp.
kurdica'min antimikrobiyal potansiyeli ve bitkinin farkli kisimlar1 (yaprak
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ve sap-govde) arasindaki aktivite farkliliklari {izerine yapilan ¢alismalar
oldukga kisithdir.

Bu ¢alismanin amaci, Daphne oleoides subsp. kurdicanin yaprak ve sap-
gbovde etanol ekstraktlarinin, veterinerlikte klinik 6nemi kanitlanmis bakteri
ve mantar suslarina karsi in vitro antimikrobiyal aktivitelerini belirlemek
ve bu iki kisim arasindaki potansiyel farkliliklar1 ortaya koymaktir. Elde
edilen bulgular, antimikrobiyal diren¢le miicadelede kullanilabilecek
bitkisel kaynakli yeni ve etkili fitoterapotik ajanlarin gelistirilmesine
yonelik bilimsel bir zemin hazirlamay1 hedeflemektedir.

Materyal ve metot

Daphne oleoides subsp. kurdica bitki Ornekleri Temmuz- Agustos,
2023 yilinda Tunceli - Ovacik ilgesi Munzur daglarindan toplandi ve
ardindan golgeli bir alanda 20 giin boyunca kurumaya birakildi. Ornekler
ekstraksiyon icin ogiitiildii. Toz halindeki bitki materyali (20 g), 500 ml
coziicii ile soxhlet cihazinda 3 saat boyunca ekstrakte edildi. Whatman
No.l filtre kagidindan stiziildi. Filtrat ekstraktlari, doner buharlastirict
(Heidolph, Laborata 4000 serisi) kullanilarak 35°C'de diisiik basing
altinda konsantre edildi. Kurutulmus ham konsantre ekstraktlar, analizler
icin kullanilana kadar buzdolabinda (-4°C) saklandh.

Bu calismada, Daphne oleoides subsp. kurdica bitkisinin yaprak ve
sap-govde etanol ekstraktlarinin, antimikrobiyal aktivitesini belirlemek
icin iki farkli metodoloji kullanildi. Antibakteriyel aktivite icin agar
dilisyon yontemi, antifungal aktivite i¢in ise s1vi makrodiliisyon yontemi
uygulandi. Her iki yontemde de Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu
(MIK) degerleri saptandi.

Antibakteriyel aktivite tayini

Ekstraktlarin antibakteriyel etkilerini degerlendirmek amaciyla, agar
diliisyon yontemi kullanilarak MIK degerleri belirlendi (CLSI, 2006).
Calismada kullanilan bakteri suslari, Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 Kiiltiir Koleksiyonu'ndan
temin edildi. Bu suslar; Staphylococcus aureus (ATCC 29213),
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Bacillus subtilis (ATCC
6633), Bacillus cereus (ATCC 11778), Proteus mirabilis(ATCC 12453),
Escherichia coli (ATCC 25922) ve Klebsiella pneumoniae (ATCC
4352)'dir.
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Ekstraktlarin stok ¢ozeltileri, CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute 2006) kilavuzuna uygun olarak katyon ayarli Mueller Hinton
buyyon kullanilarak hazirlandi. Daphne oleoides subsp. kurdica (sap-
govde) ekstrakti i¢in son konsantrasyon aralig1 20200 — 3,945 pg/ml olarak,
yaprak ekstrakti i¢in ise 18100 — 3,535 pg/ml olarak belirlendi. Hazirlanan
on farkli diliisyondan alinan 1 ml soliisyon, 6 cm'lik petrilere dokiildii,
tizerine 45-50°C'ye sogutulan Mueller-Hinton agar eklenerek karigtirildi
ve oda sicakliginda donmaya birakildi. Test edilecek bakteri tiirlerinin 18-
24 saatlik Nutrient agardaki kiiltiirlerinden 0,5 McFarland bulanikliina es
degerde siispansiyonlar hazirlandi. Bu siispansiyonlar 1/10 oraninda steril
fizyolojik tuzlu su (FTS) ile seyreltilerek 107 cfu/ml inokulum yogunluguna
getirildi. Hazirlanan bakteri siispansiyonundan, ekstrakt iceren Mueller-
Hinton agarlara, replikator araciligiyla 2 pl miktarlarinda ekim yapildi.
Kiiltiirler 37°C'de 16-20 saat aerob ortamda inkiibe edildi. Besiyerinde
gozle goriiliir iremenin olmadig1 en diisiik ekstrakt konsantrasyonu MIK
degeri olarak kaydedildi. Testin dogrulugunu kontrol etmek i¢in gentamisin
ve ekstraksiyon solventi kullanildi.

Antifungal aktivite tayini

Ekstraktlarin mayalara ve mantarlara karst potansiyel antimikotik
etkilerini saptamak amaciyla sivi makrodiliisyon yontemi kullanildi. Bu
yontemle de MIK degerleri belirlendi. Calismada kullanilan Candida
albicans (ATCC 10231), Pichia kudriavzevii (Candida krusei; ATCC
6258), Candida tropicalis (ATCC 750), Candida globrata (ATCC
2001), Mallassezia pachydermatis, Microsporum canis ve Trichophyton
mentagrophytes fungal suslar1 Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Veteriner
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Kiiltiir Koleksiyonu'ndan temin
edildi. Suslarin canliligi, mayalar i¢in 37°C'de 48 saat, kiif mantarlar i¢in
25°C'de 7 giin siireyle SDA besiyerinde inkiibe edilerek saglandi. Sivi
makrodiliisyon testinde kalite kontrolii i¢in Amfoterisin B kullanildi.

S1vi makrodiliisyon yontemi i¢in tiim ekstraktlarin iki katl diliisyonlar1
hazirland1 ve her bir diliisyondan 500 pl steril tiiplere dagitildi. Maya
suslarinin 0,5 McFarland bulanikligina es degerde siispansiyonlari
fizyolojik tuzlu su igerisinde hazirland1 ve 1/10 oraninda steril FTS ile
seyreltilerek 107 cfu/ml inokulum yogunluguna getirildi. Mantar tiirlerinin
kolonilerinden ise fizyolojik tuzlu su ile 5 ml siispansiyon hazirlandi,
biiytik partikiillerin ¢6kmesi i¢in 15 dakika beklendi ve homojen konidya
slispansiyonu ayr1 bir tlipe aktarilarak 15 dakika karistirildi. Hazirlanan
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maya ve mantar stispansiyonlari, ekstraktlarin iki katl diliisyonlarina esit
miktarda eklendi. Maya inokulumu eklenmis diliisyonlar 37°C'de 48 saat,
mantar inokulumu eklenmis olanlar ise 26°C'de 7 giin siireyle inkiibe edildi.
Uremeyi inhibe eden en diisiik ekstrakt konsantrasyonu, ¢iplak gdzle veya
McFarland dansitometre cihazi ile dlgiilerek MIK degeri olarak belirlendi.

Bulgular

Bu calismada, Daphne oleoides subsp. kurdica bitkisinin sap-govde ve
yaprak etanol ekstraktlarinin, veterinerlikte klinik 6neme sahip bakteri
ve mantar suslarina karsi antimikrobiyal ve antimikotik aktiviteleri in
vitro kosullarda arastirilmistir. Elde edilen bulgular, her iki ekstraktin
da test edilen mikroorganizmalar {izerinde herhangi bir inhibisyon etkisi
gostermedigini ortaya koymustur.

Incelenen tiim Gram-pozitif bakteri suslarina (S. aureus, S. epidermidis,
B. cereus, B. subtilis) ve Gram-negatif bakteri suslarina (K. pneumoniae,
E. coli, P. mirabilis) kars1t hem sap-gévde hem de yaprak ekstraktlar
i¢in minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) degeri 20200 pg/ml
olarak belirlendi. Bu deger, denemelerde kullanilan en yiiksek ekstrakt
konsantrasyonuna karsilik gelmektedir ve hi¢bir konsantrasyonda iireme
inhibisyonu gozlenmedigini gostermektedir.

Benzer sekilde, ekstraktlarin antimikotik potansiyelini degerlendirmek
iizere test edilen maya ve mantar suslaria (P. kudriavzevii, C. albicans,
C. tropicalis, C. globrata, M. pachydermatis, T. mentagrophytes) karsi
da higbir aktivite saptanmadi. Sadece M. canis izolatina diisiik seviyede
etkinlik gosterdigi belirlendi. Bu fungal suslardan (P. kudriavzevii, C.
albicans, C. tropicalis, C. globrata, M. pachydermatis, T. mentagrophytes)
i¢in MiK degerleri 20200 pg/ml, M. canis igin sap-gévde ekstragini MIK
degeri 10100 pg/ml, yaprak ekstraginin MiK degeri 5050 pg/ml oldugu
belirlendi (Tablo 1).

Tablo 1. Ekstraktlarin Cesitli Bakteri ve Mantar Suslarina Karsi MIK
Degerleri (ug/ml)

Daphne oleoides subsp Daphne oleoides subsp
kurdica sap-govde kurdica yaprak
(ng/ml) (ng/ml)
S.aureus 20200 20200
S.epidermidis 20200 20200
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K.pneumoniae 20200 20200
E.coli 20200 20200
P.mirabilis 20200 20200
B.cereus 20200 20200
B.subtilis 20200 20200
Pichia kudriavzevii 20200 20200
Candida albicans 20200 20200
Candida tropicalis 20200 20200
Candida globrata 20200 20200
Malasezia 20200 20200
M.canis 10100 5050
T. mentagrophytes 20200 20200

Sonu¢ olarak, bu calismada kullanilan etanol ekstraktlarinin, test
edilen bakteri ve mantar suslarina (M. canis hari¢) karst 20200 pg/ml
konsantrasyonlarda etkisiz oldugu belirlendi.

Tartisma

Bu calismada, Daphne oleoides subsp. kurdica bitkisinin sap-gévde ve
yaprak etanol ekstraktlarinin, test edilen bakteri suslarina kars1 belirgin bir
antimikrobiyal aktivite gostermedigi saptanmistir. Daphne oleoides subsp.
kurdica bitkisinin sap-gévde ve yaprak etanol ekstraktlarinin, test edilen
mantar (M. canis harig) suslarina kars1 antimikotik etki gostermedigi
belirlenmistir. M. canis izolatma kars1 diisiik MIK degeri saptanmustir.
Bulgular, her iki ekstraktin da calismada kullanilan tiim bakterilere ve
M.canis hari¢ tim mantarlara kars1 ancak en yliksek konsantrasyonda
(20200 pg/ml) tiremeyi inhibe edebildigini ortaya koymaktadir. Bu sonug,
Daphne cinsine ait diger tiirler izerinde yapilan ve genellikle antimikrobiyal
aktivite rapor eden ¢alismalarla tezat olusturmaktadir. Bu durum, bitkinin
kimyasal icerigini ve biyolojik aktivitesini etkileyen ¢esitli faktorlere bagl
olabilmektedir.

Literatiirdeki bir¢cok ¢alisma, Daphne tiirlerinin zengin biyoaktif bilesikler
(kumarinler, flavonoitler, diterpenoitler, lignanlar vb.) icerdigini ve bu
bilesiklerin antimikrobiyal 6zellikler sergiledigini gostermektedir (Hussein
ve ark., 2012; Poto¢nik ve ark., 2014). Mousavi ve ark. (2019), Daphne
oleoides'in alkol ekstraktinin, dis plagindan izole edilen bakterilere
kars, ozellikle Streptococcus mutans'a kars1 gliclii antibakteriyel aktivite
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gosterdigini rapor etmistir. Benzer sekilde, Balkan ve arkadaslar1 (2017)
tarafindan yapilan bir arastirmada, Daphne oleoides subsp. oleoides'in
metanol ekstraktinin c¢esitli mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal
potansiyeli oldugu belirlenmistir. Bu c¢alismalarin aksine, mevcut
arastirmanin sonuclari, kullanilan ekstraktlarin test edilen patojenlere karsi
etkisiz oldugunu gostermektedir.

Bu farkliliklarin baslica nedenleri, kullanilan ekstraksiyon metodolojisi
ve bitkinin kimyasal profili arasindaki degiskenliklerdir. Calismamizda
ekstraksiyon solventi olarak etanol tercih edilirken, literatiirdeki
basarili ¢aligmalarin ¢ogu metanol gibi farkli ¢oziiciiler kullanmistir
(Mousavi ve ark., 2019; Balkan ve ark., 2017). Bitkisel materyalden elde
edilen bilesenlerin tiirli ve miktari, kullanilan ¢6ziicliniin polaritesine
dogrudan baghdir. Etanol, metanole gore farkli polaritede oldugu icin,
antimikrobiyal aktiviteden sorumlu olabilecek bazi aktif bilesenlerin
yeterince ekstrakte edilememis olmas1 muhtemeldir. Siintar ve arkadaslar
(2012) tarafindan yapilan bir ¢alismada, ayn1 bitkinin metanol ekstraktinin
giiclii yara iyilestirme, anti-inflamatuar ve antioksidan etkiler sergiledigi
rapor edilmistir. Bu aktivitenin, ekstrakt icinde bulunan daphnetin
ve Ozellikle luteolin-7-O-glukozit gibi bilesenlerden kaynaklandig:
belirlenmistir. Bu bulgular, bitkinin i¢erdigi biyoaktif bilesiklerin tiiriiniin
ve konsantrasyonunun, kullanilan ekstraksiyon ¢dziiciisiine gore biiyiik
Olciide degisebilecegini gdstermektedir. Bu nedenle, bu c¢alismada
kullanilan etanol solventi ile, antimikrobiyal aktiviteden sorumlu
olabilecek bilesenlerin yeterince ekstrakte edilememis olmasi elde edilen
sonuclar1 aciklayabilmektedir. Bu durum, bitkinin biyolojik potansiyelini
degerlendirmek icin farkli ¢oziiciilerle (6rnegin, metanol veya kloroform
gibi) daha kapsamli ekstraksiyon ¢aligmalarina ihtiya¢ duyuldugunu ortaya
koymaktadir.

Bu calismada elde edilen MIK degerlerinin literatiirde bildirilen bazi
calismalardan daha yiiksek bulunmasi, kullanilan antimikrobiyal test
yontemleri ve deneysel kosullardaki farkliliklarla aciklanabilir. Bitkisel
ekstraktlarin antimikrobiyal etkinliginin degerlendirilmesinde kullanilan
agar veya makrodiliisyon yontemlerinin, aktif bilesiklerin difiizyon ve
stabilite Ozellikleri nedeniyle mikrodiliisyon yontemlerine kiyasla daha
yiiksek MIK degerleri ile sonuglanabildigi bildirilmektedir (Cos ve ark.,
2006; Eloff, 2019). Ayrica ekstraksiyon sirasinda kullanilan c¢oziicii,
ekstraksiyon siiresi ve 1s1 gibi faktorlerin, bitkisel ekstraktlardaki fenolik
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ve diger antimikrobiyal bilesiklerin biyolojik aktivitesini azaltabilecegi
belirtilmektedir (Eloff, 2019). Bu nedenle ¢alismamizda elde edilen MIK
degerlerinin, literatiirde rapor edilen bazi sonucglardan farklilik géstermesi
metodolojik ve kimyasal faktorler ¢ercevesinde degerlendirilebilir olup,
gelecekte yapilacak calismalarda yontem se¢imi agisindan yol gosterici
niteliktedir.

Ek olarak, bitkinin yetistigi cografi bolge, hasat zamani, ¢evresel kosullar
ve bitkinin farkl alt tiirleri arasindaki genetik varyasyonlar da biyolojik
aktiviteyi etkileyebilmektedir. Bu ¢aligmada kullanilan Daphne oleoides
subsp. kurdica'min fitokimyasal icerigi, diger ¢alismalarin odaklandigi D.
oleoides veya D. oleoides subsp. oleoides gibi farkl alt tiirlerden farklilik
gosterebilmektedir. Nitekim, Daphne tiirlerinin kumarin ve flavonoit
profillerinin tiirler arasinda degiskenlik gosterdigi bilinmektedir (Hussain
ve ark., 2012).

Sonuc¢

Gelecekte yapilacak calismalarda, Daphne oleoides subsp. kurdica'nin
farkli ¢oziiciiler (metanol, hekzan, kloroform vb.) kullanilarak hazirlanan
ekstraktlarmin, daha diisik MIK degerlerini saptayabilecek ydntemlerle
test edilmesi, bu bitkinin potansiyel antimikrobiyal ve antimikotik
Ozellilerini daha kapsamli bir sekilde ortaya koyabilecektir.

Cikar catismasi beyani
Yazarlar, yayin ile ilgili herhangi bir ¢ikar catigmasi olmadigini beyan
ederler.

Etik kurul beyam

Bu arastirmada yalnizca bitki 6rnekleri (Daphne oleoides subsp. kurdica)
kullanilmis olup, insan veya hayvan denekleri iizerinde herhangi bir
deneysel uygulama yapilmamistir. Calismada kisisel veri toplanmamas,
klinik veya invaziv bir islem gerceklestirilmemistir. Bu nedenle etik kurul
onay1 gerekmemektedir. Arastirma ve yayn etigi ilkelerine uygun olarak
yuriitilmistir.

Tesekkiir

Daphne oleoides subsp. kurdica bitki orneklerinin toplanmasi ve
ayristirilmasina sagladiklari katkilarindan dolay: Sayin Haydar METINER
ve Sayn Ziilfii SADAG'a tesekkiir ederiz.
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