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Oz

Antimikrobiyal ajan olarak kullanilan ilaglarin olasi yan etkileri ve mikroorganizmalarin bu ilaglara karg1 direng
kazanmasi, insan sagligi i¢in biiyiik tehlike olusturmaktadir. Bu durum bilim g¢evrelerini yeni arayiglara itmistir. Gida
olarak tiiketilen pek ¢ok bitkisel iirliniin ayn1 zamanda hastaliklardan korunma amaciyla da halk tarafindan kullanildig:
bilinmektedir. Ancak, bunlardan pek ¢ogu halen bilimsel verilerle dogrulanmamigtir. Bu bakimdan, mevcut ¢alismada
Elaz1g ilinden toplanan ve yore halki tarafindan geleneksel olarak pek ¢ok rahatsizligin hafifletilmesinde kullanilan
Morus nigra L. (karadut) taze meyve ekstraktlarmin (etanol, metanol ve etil asetat) pomolojik ozellikleri, toplam
fenolik ve toplam flavonoid icerik degerleri ile toplam antioksidan kapasiteleri belirlendi. Bununla birlikte, etanol
ekstraktinin fitokimyasal igerigi RP-HPLC ile degerlendirildi. Ayrica bunlarin, antimikrobiyal o6zellikleri ve
antibiyotiklerle (kloramfenikol, novobiosin ve nalidiksik asit) olan sinerjileri test edildi. Etanol ekstraktinin toplam
fenolik igerik degeri ve antioksidan 6zellikleri digerlerine gore anlamli derecede yiiksek bulundu. Bu ekstraktin major
bileseni ise klorojenik asit olarak tespit edildi. Ekstraktlarin test mikroorganizmalarina karst diisiik etkinlik gosterdigi,
bununla beraber metanol ekstrakti/kloramfenikol kombinasiyonu haricinde tiim ekstrakt antibiyotik karigimlarinin ciddi
bir patojen olan P. aeroginosa iizerine tam sinerjik etki gosterdigi tespit edildi. Tam sinerji olmasi ise, antibiyotigin
daha diisik dozda daha etkili olmasimi saglamasi agisindan olduk¢a Onemlidir. Sonu¢ olarak, M. nigra meyve
ekstraktlarinin sahip oldugu biyolojik aktiviteleri nedeniyle, gida ve ilag endiistrilerinde dogal ve alternatif bir kaynak
olarak kullanilma potansiyeline sahip oldugu diisiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Antimikrobiyal, Antioksidan, HPLC, Morus nigra L., Sinerjik Etki

Abstract

Possible side effects of drugs used as antimicrobial agents and microorganisms' resistance to these drugs pose a great
danger to human health. This situation led to the scientific community to new searches. It is known that many herbal
products consumed as food are also used by the public for the protection of diseases. However, many of these are still
not confirmed by scientific data. In this regard, in the current study, Morus nigra L. (black mulberry) fresh fruit extracts
(ethanol, methanol and ethyl acetate) collected from Elazig province and used by local people to alleviate many
diseases, total antioxidant content of total phenolic and total flavonoids capacities were determined. However, the
phytochemical content of the ethanol extract was evaluated by RP-HPLC. In addition, their antimicrobial properties
and synergies with antibiotics (chloramphenicol, novobiosin and nalidixic acid) were tested. The total phenolic content
value and antioxidant properties of ethanol extract were significantly higher than the others. The major component of
this extract was determined as chlorogenic acid. It was determined that the extracts showed low efficacy against the test
microorganisms, however, all extract antibiotic mixtures exhibited a full synergistic effect on P. aeroginosa, a serious
pathogen, except for the methanol extract / chloramphenicol combination. The full synergy is important in terms of
ensuring that the antibiotic is more effective at a lower dose. As a result, due to the biological activities of M. nigra fruit
extracts, it is thought to have the potential to be used as a natural and alternative source in the food and
pharmaceutical industries.
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1. Giris

Genellikle dut olarak adlandirilan Morus cinsi,
16°dan fazla tiir icerir ve Moraceae familyasina
mensuptur (Ercisli ve Orhan, 2007). Dut agaglari
diinya genelinde tropikal, subtropikal ve 1limh
olmak  tizere farkli  iklimsel kosullarda
yasayabilirler ve deniz seviyesinden itibaren 4000
metreyi agan yliksekliklere kadar genis bir yayilis
gostermektedirler (Vijayan vd., 2011). Bunlardan
ozellikle Morus nigra L. (karadut), sahip oldugu
zengin antioksidan igerik ve lezzetinten dolayi
hem gida olarak hem de pek c¢ok rahatsizligin
hafifletilmesi amaciyla insanlar tarafindan siklikla
tiiketilmektedir (Kostic vd., 2013). Ornegin,
karadutun ¢esitli kisimlar1 (meyve, kok ve kabuk
gibi) bogaz agrisi, anemi, demir -eksikligi,
bademcik iltihabi, yara iyilestirme, hipertansiyon,
diyabet ve artrit tedavisinde; ates diisiirlicii ve
diiiretik olarak karacigeri koruma amacli, gorme
giicliigiinii tedavi edici, kan basincini azaltma ve
kardiyovaskiiler ~ hastaliklarin ~ 6nlenmesinde
geleneksel tipta kullanilmaktadir (Jiang, 2011).
Bu bitkinin 6nemli miktarlarda biyoaktif maddeler
barindirdig1 ve antimikrobiyal, antienflamatuar,
antioksidatif, antidiyabetik, antiaterojenik,
antiaging, antiobezite ve noéroprotektif gibi farkli
pek ¢ok biyolojik aktiviteler sergiledigi bilimsel
caligmalarla da ortaya konmustur (Hojjatpanah
vd., 2011; Diab vd., 2020). Sergilemis oldugu
cesitli  farmakolojik aktiviteleri, gida katki
maddesi olarak giivenli kullanimi ve buna bagh
olarak ulusal ekonomide yiiksek degere sahip
olusu ile, Morus cinsi bitkiler son yillarda giderek
daha fazla dikkat ¢ekmektedir (Yan vd., 2020).

Kiiresel iklim degisikligi ve yasam bigimlerinin
degismesiyle pek c¢ok problem ortaya ¢ikmugtir.
Bunlarin  baginda da diinya genelinde halk
saghgini ciddi bigimde tehdit eden, antibiyotik
direncli organizmalarin neden oldugu
enfeksiyonlar gelmektedir (Ozcan ve Acet, 2018).
Bu problemin ¢oziimiinde de ne yazik ki mevcut
antibiyotikler yetersiz kalmaktadir ve bu durum
acil olarak ¢oziilmesi gereken bir hal almistir.
Bilim insanlar1 yeni antibiyotikler kesfetme veya
doz artinmi gibi birtakim ¢abalar iginde olsalar
da, bunlar patojen suslar {izerinde ya yetersiz
kalmakta ya da insanlar {izerinde ciddi yan
etkilere neden olmaktadirlar (Rehman vd., 2020).
Bu bakimdan, bilinen antibiyotiklerin dogal

bilesenlerle zenginlestirilerek etkinliginin
artirilmast  yaklagimi  dogmustur  (Wang vd.,
2020).  Ogzellikle  bitki  ekstraktlart ile

antibiyotiklerin sinerjistik etkilerinin bilinmesi,
dogal, ucuz ve daha az yan etkiye sahip alternatif
bir yaklagim olarak ortaya ¢ikmaktadir. Boylelikle
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daha diisiik dozda antibiyotik kullanilarak daha
etkili sonuclar elde etmek miimkiin
olabilmektedir. Morus nigra’nin basta antioksidan
ve antimikrobiyal 6zellikler olmak {izere, pek ¢ok
biyolojik aktiviteler sergiledigi bilinmektedir
(Budiman vd., 2020; Thakur vd., 2020). Ancak,
literatiirde Elazig ilinden toplanan karadut ile
yapilan benzer bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu
bolgenin 6zelligi farkli iklim ve yiikseltiye sahip
olmasidir. Bitkilerin bu zorlu kosullarda hayatta
kalabilmek i¢in, onlarin biyolojik aktivitelerinden

sorumlu olan, sekonder metabolit
kompozisyonlarin1  degistirdigi  bilinmektedir
(Alhaithloul vd., 2020). Bu yiizden mevcut

calismamizda, Elaz1g ilinin yiiksek kesimlerinden
toplanan ve yerel halk tarafindan geleneksel
olarak tedavi amagli kullanilan, Morus nigra L.
(karadut) taze meyvelerinin: i-) pomolojik, ii-)
toplam fenolik, toplam flavonoid icerik degerleri
ve antioksidan, iii-) antimikrobiyal ve iv-)
antibiyotiklerle sergiledigi sinerjik aktivitelerinin
belirlenmesi ve v-) fenolik bilesenlerinin analiz
edilmesi amaglanmuigtir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Orneklerin Toplanmast

Morus nigra L. meyve 6rnekleri 2018 tarihinin
Temmuz ayinda Elazig ilinden toplandi
(lokasyonu 38.77082° kuzey-38.91900° giliney ve
rakimi ise 1242 m olarak belirlendi). Ornekler
toplanirken meyvelerin ezilmemesi amaciyla
porsiyonlara ayrildi ve hava geg¢irmeyen Kkilitli
posetlere konarak sonraki analizler i¢in -20 °C’de
muhafaza edildi.

2.2. Orneklerin Pomolojik Ozellikleri

Meyve  Ornekleri  toplanirken  pomolojik
Ozelliklerinin  belirlenmesi amaciyla rastgele
secilen 10 adet meyvenin boy ve en Ol¢iimleri
0.05 mm hassasiyete sahip kumpas ile yapildi ve
daha sonra hassas terazide (Kern, ABJ-NM/ABS-
N, Balingen—-Almanya) meyvelerin agirliklari
Olciildi. Meyvelerin nem oranmin belirlenmesi
amaciyla ornekler 40 °C’ye ayarlanmig etiive
(Daihan Scientific, ThermoStable 1G-105, Giiney
Kore) yerlestirilip belirlenen zaman araliklarinda
agirlik dlgtimleri yapildi ve agirligin degismedigi
ardisik tartimla birlikte islem sonlandirilarak kuru
agirlik hesaplamast yapildi. Morus nigra L.
meyve Orneklerinin pH degerinin belirlenmesi
maksadiyla meyve homojenize edilerek kaba filtre
kagidindan gecirildi. Elde edilen meyve suyunun
pH’st pH metre cihazi (Metler Toledo,
SevenCompact S210, ABD) ile o6lgiildii. Son
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olarak orneklerin renk Olgiimleri renk olcer cihazi
ile ol¢iildii.

2.3. Orneklerin Ekstraksiyonu

Meyve orneklerinin  ekstraksiyonu  bazi
modifikasyonlar uygulanarak Sanchez-Salcedo
vd., (2015)’e gore yapildi. Ekstraksiyon ¢ozeltisi
olarak etanol, metanol ve etil asetat cozeltileri
kullanildi. Ekstraksiyon i¢in ornekler once oda
sicakliginda homojenize edildi ve ardindan 2.5 g
orneklerin iizerine 10 ml ekstraksiyon ¢oziiciileri
eklendi ve oOrnekler 1 saat boyunca 25 °C’de
ultrasonik su banyosunda (Wisd Laboratory
Instruments, WUC-D10H, Almanya) sonikasyona
tabi tutuldu. Daha sonra karisim, 5 dakika
boyunca 2500 rpm’de santrifiijlendi (Beckman
Coulter, Allegra X-30R Centrifuge, ABD) ve
stipernatant kisim alind1. Pellet kisim tizerine 5 ml
¢oziicli ilave edildi ve iki ek ekstraksiyon daha
yapildi. Son ekstraksiyon 0Oncesi ekstraksiyon
cozeltisi eklenen pellet kisim bir gece boyunca +4
°C’de sogutucuda bekletildi ve tekrar 1 saat
siireyle sonike edilip ardindan santrifiij islemine
tabii tutuldu. Toplanan {i¢ siipernatant kisimin son
hacmi 25 ml olacak bicimde kendi ¢oziiciileri ile
tamamlandi. Ekstraktlar 0.45 pm por ¢apina sahip
siringa ucu filtreden gecirildikten sonra 5 ml
hacimdeki porsiyonlara ayrildi ve sonraki
analizler i¢in -20 ©°C’de muhafaza edildi.
Ekstraksiyon sonrasinda ornek ekstraktlar;; MN1
(etanol Morus nigra L. meyve ekstrakti), MN2
(metanol M.nigra L. meyve ekstraktr), MN3 (etil
asetat M. nigra L. meyve ekstrakt1) olmak iizere
kodlandi.

2.4. Toplam Fenolik Icerigin Belirlenmesi

Ekstraktlarin toplam fenolik madde analizi Folin-
Ciocalteu yonteminde kiiciik uyarlamalarla 96
kuyucuklu plakalarda yapildi (Beara vd., 2014).
Dut ekstraktlar1 kendi c¢oziiciileri ile 10 kat
seyreltildi. Ekstraksiyon ve standart
cozeltilerinden 25 pl alinarak iizerine 125 pl, 1/10
yogunluktaki ~ Folin-Ciocalteu  fenol reaktifi
eklendi. 10 dakika beklendikten sonra karigima
100 pl Na,COs (%7.5) ¢ozeltisi eklendi ve oda

sicakliginda karanlikta 2 saat reaksiyonun
tamamlanmasi beklendi, 760 nm dalga boyunda
kore karst okundu. Sonuclar gallik asit
esdegeri/taze meyve (mgGAE/gTM) olarak
hesapland.

2.5. Toplam Flavonoid I¢erigin Belirlenmesi

Dut ekstraktlarinin toplam flavonoid igerigini
belirlemek maksadiyla 96 kuyucuklu plakaya
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uyarlanan aliiminyum kloriir kolorimetrik yontem
kullanildi (Beara vd., 2014). Ekstraktlardan ve
gerekli seyreltmeler yapilan standart ¢ozeltilerden
30 pl alinarak {izerine sirastyla 80 pl metanol, 6 pl
%10’luk aliiminyum klortir, 6 pl 1 mol/l
potasyum asetat ve 125 pl ultra saf su ilave edildi.
Oda sicakliginda ve karanlikta 30 dakika
reaksiyonun  gerceklesmesi  i¢in  beklendi.
Mikroplaka okuyucuda, 415 nm dalga boyunda
kore karst okuma yapildi. Sonuglar kuersetin
esdegeri/taze meyve (mg QE/g TM) olarak
verildi.

2.6. Antioksidan Aktivite Analizleri
2.6.1. DPPH Radikali Siipiirme Yontemi

Dut  ekstraktlarmin, DPPH  (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil) radikali siipiiriicii etkisi, Soler-
Rivas vd., (2000)’nin 96-kuyucuklu mikroplakalar
icin metoda gore yapildi. Ekstraktlardan ve ve
gerekli seyreltmeler yapilan standart ¢ozeltilerden
10 pl alarak iizerine 100 pl DPPH ¢ozeltisi
eklendi ve karisim metanol ile 190 ul’ye
tamamlandi. Oda sicakliginda karanlikta 1 saat
bekleme stiresinden sonra 515 nm dalga boyunda
mikroplaka okuyucuda kore karst okundu.
Sonuglar hem standart egri grafigi olusturularak
hem de ICso yontemiyle degerlendirildi. Standart
ve pozitif kontrol olarak sentetik ve dogal
antioksidan  kimyasallar  kullanildi.  Dogal
antioksidan olarak askorbik asit, sentetik
antioksidan olarak troloks tercih edildi. Sonuglar
hem esdegerlik hem de ICso olarak verildi.

2.6.2. ABTS Radikali Siipiirme Yiontemi

Dut ekstraktlarinin ABTS giderme aktiviteleri,
Silva vd., (2007)’e  gore  96-kuyucuklu
mikroplakalarda gerceklestirildi. Ekstraktlardan
ve gerekli seyreltmeler yapilan  standart
cozeltilerden 8 pl alinarak, tizerine 230 pl ABTS
(saf su ile seyreltilerek 734 nm dalga boyunda 0.7
Abs olarak ayarlandi) ¢ozeltisi ilave edilerek
reaksiyon baslatildi. Karanlikta, 30 °C’de 6 dakika
reaksiyonun bitmesi beklendi. Reaksiyonun
bitisiyle birlikte 6rnekler ve standart ¢ozeltiler 734
nm dalga boyuna ayarlanmis olan mikroplaka
okuyucuda kore karsi okundu. Sonuglar hem
standart egri grafigi olusturularak hem de ICsp
yontemiyle degerlendirildi. Standart ve pozitif
kontrol olarak sentetik ve dogal antioksidan
kimyasallar kullanildi. Dogal antioksidanlar
temsilen askorbik asit, sentetik antioksidanlar
temsilen troloks tercih edildi. Sonuglar hem
esdegerlik hem de ICso olarak verildi.
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2.6.3. Toplam Antioksidan Kapasite
(Fosfomolibdat ) Yontemi
Ekstraktlarin  toplam  antioksidan  kapasitesi,

fosfomolibdat test yonteminde kiigiik degisiklikler
yapilarak 96  kuyucuklu  mikroplakalarda
spektrofotometrik olarak ol¢iildii (Zengin vd.,
2014). Bunun i¢in 6nce, 300 pl numune iizerine
300 pl fosfomolibdik asit kompleksi ilave edildi.
Reaksiyonun gerceklesmesi igin deney tiipleri
daha 6nceden ayarlanan 95 °C'deki su banyosunda
(Memmert, WNE 10, Almanya) 90 dakika
bekletildi. Ardindan, sogumus karisim otomatik
pipet yardimiyla 96 kuyucuklu plakaya 250 pl
hacimde enjekte edildi ve mikroplaka okuyucuda
695 nm'de kore karsi (distile su) okundu. Toplam
antioksidan kapasite askorbik asit esdegeri (mg
AAE/g ekstrakt) ve troloks esdegeri (mg TE/g
TM) olarak hesaplandi.

2.6.4. Yiiksek Performansh S Kromotografisi
(HPLC) Analizi ile Fenolik Madde Igeriginin
Belirlenmesi

Toplam fenolik madde miktari en yiiksek olan etil
asetat ekstraktnin fenolik bilesen analizi Ozcan
vd., (2019)’a gore gerceklestirildi. Analiz
kapsaminda, Shimadzu Marka HPLC cihaz1 ile
dut bitkilerinde yaygim olarak goriilen 23 adet
fenolik bilesigin varligi arastirildi. Gallik asit,
protokatekuik asit, katesin, p-hidroksi benzoik
asit, klorojenik asit, kafeik asit, epikatesin,
siringik asit, vanilin, p-kumarik asit, ferulik asit,
sinapinik asit, benzoik asit, o-kumarik asit, rutin,
hesperidin, rosmarinik asit, eriodiktiol, sinnamik
asit, kuersetin, luteolin, kaemferol ve apigenin
fenolik bilesiklerinin miktarlar1 pg/g ekstrakt
olarak verildi.

Analiz i¢in pompa (LC-10 ADvp), degazor linitesi
(DGU-14A), otosampler (SIL-10 ADvp) ve
detektor (DAD, X max=278) iceren Shimadzu
Marka HPLC sistemi ve Agilent Eclipse XDB-
C18 (250%4.60 mm, 5 pm partikiil bityiikligii)
kolonu, CTO-10Avp kolon firin1 kullanildi. Mobil
faz %3’lik asetik asit ¢ozeltisi (Mobil faz A) ve
metanol (Mobil faz B), faz akis hiz1 0.8 ml/dk.,
akis tipi gradient eliisyonu ve enjeksiyon hacmi
ise 20 pl olarak belirlendi.

2.7. Dut  Ekstraktlarimn  Antimikrobiyal
Oczelliklerinin ve  Antibiyotiklerle Olan
Sinerjisinin Belirlenmesi

2.7.1. Disk Difiizyon Yontemi
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Dut ekstraktlarinin antimikrobiyal etkinlikleri disk
diftizyon yontemiyle belirlendi (CLSI, 2007).
Gram pozitif bakteriler olarak Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Vankomisin diren¢li Enterococcus
faecium DSMZ 13590, Mietisilin direncli
Staphylococcus aureus ATCC 43300, Bacillus
cereus ATCC 9634, Listeria monocytogenes
ATCC 7644; gram negatif bakteriler olarak
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Yersinia
enterocolitica  ATCC 27729, Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883, Vibrio
parahaemolyticus ATCC 17802, Escherichia coli
0157:H7 ATCC 35150, Proteus vulgaris FMC 1
ve maya- kiif olarak Candida tropicalis ATCC
13803, Aspergillus flavus ATCC 46283 test
organizmalari olarak kullanildi.

Test organizmalarinin taze kiiltiirleri hazirlandi
ve 0.5 McFarland bulanmkligma (1.5x10®
mikroorganizma/ml) seyreltildi. Daha sonra her
bir mikroorganizmanin ~ Miiller-Hinton  agar
besiyeriye inokiilasyonu gerceklestirildi. Test
mikroorganizmasi uygulanmis petrilerin iizerine
6 mm capinda steril bos disk yerlestirildi ve
disklere 60 mg/ml konsantrasyondaki 20 pl
ekstrakt soliisyonu emdirildi. Petriler 2 saat
4°C’de  bekletilerek  ekstraktlarimin =~ agara
diflizyonu saglandi. Pozitif kontrol olarak
kloramfenikol, novobiosin, nalidiksik asit; negatif
kontrol olarak DMSO kullanildi. Bakteriler igin
37 °C’de 24 saat, mayalar i¢in 28 °C’de 48 saat
inkiibasyon sonrasinda disklerin ¢evresinde olusan
zon ¢aplar dijital kumpasla 6l¢iildii.

2.7.2. Dut Ekstraktlaromn MIK ve MBK
Degerlerinin Belirlenmesi

Dut ekstraktlarmin MIK (minimum inhibisyon
konsantrasyonu) degerleri broth diliisyon metodu
kullanilarak ~ 96-kuyucuklu  mikroplakalar ile
belirlendi (CLSI, 2007). Besiyeri olarak Miiller-
Hinton Broth  kullanildi.  Oncelikle  tiim
kuyucuklara 100 pl sivi besiyeri dagitildi. Daha
sonra ise dut ekstraktlarindan 100 pl alinarak ilk
kuyucuga eklendi ve seri diliisyonla seyreltme
islemi gerceklestirildii. Seri seyreltme ile 0.016-
8.2 mg/ml araliginda 10 farkli konsantrasyon elde
edildi. Aymi sekilde novobiosin, nalidiksik asit,
kloroform ve kloramfenikol i¢in seri seyreltmeyle
0.25-128 pg/ml araliginda 10 farkli konsantrasyon
elde edildi. Son  olarak, 10l
mikroorganizmalarin slispansiyonlar1 (0.5
MacFarland bulanikligi) mikroplakalara inokiile
edildi. Bakteriler i¢in 37 °C’de 24 saat boyunca,
mayalar i¢gin 28 °C’de 48 saat boyunca
inkiibasyondan sonra mikroorganizmalarin
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iiremesi kontrol edildi. Dut ekstraktlar1 ve secilen
antibiyotiklerin, mikroorganizmalarin ¢ogalmasini
engelleyen en diisik konsantrasyonlar1 MIC
degerleri olarak belirlendi. Pozitif kontrol olarak
kloramfenikol, novobiosin, nalidiksik asit; negatif
kontrol olarak DMSO kullanildi.

MBK (minimal bakterisidal konsantrasyon)
degerlerinin belirlenmesi i¢in ise her kuyudan 10
ul broth alindi, Miiller-Hinton agara asiland1 ve 37
° C’de 24 saat boyunca bakteriler i¢in, 28 °C’de
48 saat boyunca mayalar i¢in inkiibasyona
birakildi. Dut ekstraktlarinin bakterilerin
%99.9’unu  6ldiirdiigi en disik konsantrasyon
MBC degeri olarak belirlendi.

2.7.3. Dut Ekstraktarinin Antibiyotiklerle Olan
Sinerjisinin Belirlenmesi

Checkboard yontemi; dut ekstraktlari ile segilen
antibiyotikler —arasindaki sinerji  checkboard
yontemi ile incelendi (Fadli vd., 2012). Ekstrakt
ve antibiyotik kombinasyonlarinin sinetjilerinin
belirlenmesi  amaciyla Vankomisin  direngli
Enterococcus faecium DSMZ 13590, MRSA
ATCC 43300 ve Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 test mikroorganizmalari olarak segildi.
Novobiosin, nalidiksik asit, kloramfenikol ve dut
ekstraktlarinin baglangi¢c konsantrasyonu 16xMIC
olarak hazirlandi. Ekstrakt ve antibiyotik
kombinasyonlarini olusturmak igin her seyreltik
1:1 oraninda karistinldt  ve elde edilen
kombinasyon karigimlart 100 pl hacimde olacak
sekilde ilk kuyucuklara pipetlendi. Seri iki kat
seyreltme ile 4xMIC’den MIC/128’e¢ kadar 10
farkl diliisyon elde edildi. Daha sonra ise 10 pl
0.5 MacFarland  bulanikligina  ayarlanan
mikroorganizmalar kuyucuklara inokiile edildi.
Son olarak mikroplakalar 37 °C’de 24 saat
boyunca inkilbe edildi. = Mikroorganizmal
bliylimenin olmadigi en diisik konsantrasyon,
kombinasyonlarin MIC degeri olarak belirlendi.

Kombinasyon  analiz  sonuglar1  asagidaki
denklemden faydalanilarak, FICI (fraksiyon
inhibitdr ~ konsantrasyon indeksi)  degerleri

hesaplanarak elde edildi (Didry vd., 1993).

FICI = (MICA/B / MICA) + (MICB/A [ MICB)
Bu esitlikte;

MICA; sadece dut ekstraktlarinin,
MICB; sadece antibiyotiklerin,
MICA/B; dut ekstraktlarimin
igindeki,

MICB/A; antibiyotiklerin kombinasyon i¢indeki
MIC degerlerini temsil etmektedir.

kombinasyon
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FICI<0.5 tam sinerji, 0.5<FICI< 0.75 kismi
sinerji, 0.76<FICI<1) sinerjistik etkilesimin
olmamasi ve FICI>2 antagonistik etkiligsim olarak
yorumlandi (Kuok vd., 2017).

2.8. Istatistiksel Analizler

Yapilan analizler 3 tekrarl olarak calisildi ve elde
edilen sonuglar IBM SPSS Statistics 21
programinda, One-way ANOVA ile hesaplandi ve
onemli farkliliklar Duncan’in ¢oklu sira testleri ile
belirlenip p<0.05 degerleri anlamli olarak kabul
edildi.

3. Bulgular ve Tartisma

3.1. Morus nigra L. Meyve Orneklerine Ait
Pomolojik Ozellikler

Rastgele secilen meyvelerin boy-en, agirlik ve
renk Olglimleri yapilmistir (Tablo 1-2). Elde
edilen sonuglara gore, Orneklerinin ortalama
agirligimmin  (4.61 g), karadut iizerine yapilan
benzer calismalara oranla, daha yiiksek oldugu
goriilmistiir (Giines ve Cekig, 2004; Ercisli ve
Orhan, 2007).

Tablo 1. Meyve orneklerinin boy-en ve agirlik
Olciimleri

Ortalama
Boy dl¢timleri (cm) 2.51+£0.18
En 6l¢timleri (cm) 1.69+0.14
Agirlik olgiimleri (g) 4.61+0.33

Tablo 2. Meyve 6rneklerinin renk dl¢iim degerleri

Ortalama
L 15.79+094
a’ 13.50+2.59
b* -2.3240.78
AL" 7.48+0.94
Aa” 17.07+£2.62
Ab” -5.11+0.78
AE” 19.434+2.19

Sonuglar ortalama + standart sapma ile gésterildi. L*: Rengin
agikligl, a": Kirmizi-yesil renk ekseni, b™: Sari-mavi renk
ekseni. L, a*, b™: Mutlak deger; AL", Aa", Ab", AE": Renk
farki.

Yapilan analizler sonucunda karadut meyve
orneklerinin toplam kuru agirhigr %24.17+0,71
olarak  hesaplanmistir. Benzer c¢aligmalarla
kiyaslandiginda, calismada kullanilan karadut
meyvelerinin kuru agirlik bakimindan ortalamanin
tizerinde bir degere sahip oldugu soOylenebilir
(Giines ve Cekig, 2004; Ercisli ve Orhan, 2007).
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Meyvelerin  pH degeri ise 3.66+0,8 olarak
belirlenmistir. Yilmaz vd., (2012)’nin Erzincan
bolgesindeki karadutlar iizerine yapmis olduklari
caligmada, benzer pH degerleri rapor edilmistir.

Bir meyvenin pomolojik 6zellikleri onun
kalitesini gosteren parametrelerdendir. Elde edilen
sonuclar birlikte degerlendirildiginde, ¢alismada
kullanilan karadut meyvesinin literatiire gore daha
yiiksek kalitede oldugu soylenebilir.

3.2. Toplam Fenolik-Flavonoid Icerikleri

Morus nigra L.’nin farkli ekstraktlarinin toplam
fenolik ve flavonoid igerik degerleri Tablo 3’te
verilmigtir. Buna goére, MN1 (2.54 mg GAE/g
TM) en yiiksek toplam fenolik ve flavonoid (0.35
mg QE/g TM) igerige sahipken, her iki analizde de
benzer bigimde MN2>MN3 siralamasi
gozlenmistir  (p<0.05)|. Dort  farkli  karadut
genotipi tizerinde yapilan bir galigmada, toplam
fenolik icerik 1.83-2.49 mglg (GAE/TM)
araliginda bulunmustur (Ercisli vd., 2010). Buna
gore, calismada kullanilan etanolik meyve
ekstraktlarinin ~ fenolik  igerik  bakimindan
oratalama bir degerle, literatiire uygun oldugu
gorilmistir. Ancak, flavonoid igerik bakimimdan
literatiirdeki benzer calismalarla kiyaslandiginda,
tiim ekstraktlarin daha diisiik degere sahip oldugu
ortaya ¢ikmustir (Ercisli ve Orhan, 2007;
Mahmoud vd., 2014). Bu durumun, kullanilan
ekstraksiyon metodundan veya bitkinin yetisme
kosullarindan kaynaklanmas1 muhtemeldir.

Tablo 3. Ekstraktlarin toplam fenolik ve
flavonoid igerik analiz sonuglar1
Toplam Fenolik Toplam
Miktari Flavonoid
Ekstraktlar malg Miktar:
(GAE /TM) (QE/TM)
MN1 2.544+0.112 0.35+0.0022
MN2 1.79+0.09° 0.23+0.01°
MN3 1.5440.04° 0.15+0.01°¢

GAE: Gallik asit esdegeri, QE: Kuersetin esdegeri, TM: Taze
meyve, MN1: M. nigra L. etanol ekstrakti, MN2: M. nigra L.
metanol ekstrakti, MN3: M. nigra L. etil asetat ekstrakti.
Sonuglar ortalama + standart sapma ile gosterildi ve p<0.05
degerleri anlamli olarak kabul edildi. Ayn: siitunda yer alan
kiigiik harfler (> > ©) istatistiksel olarak anlamli farkliliklart
gostermektedir.

3.3. Antioksidan Aktivite Analizleri

Karadut meyve  Orneklerinin  antioksidan
kapasitesinin belirlenmesi i¢in yaygmn olarak
kullanilan DPPH, ABTS ve Fosfomolibdat
metotlart tercih edilmistir. DPPH radikali siiplirme
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aktivitesi sonuclar1 Tablo 4’te verilmistir. Buna
gore, MN2’nin ICso (bu degerin diisiik olmasi
aktivitenin  yliksek oldugunu belirtmektedir)
degerinin (143+0.2 pg/ml) en diisiik oldugu ortaya
cikmistir (p<0.05). Ayrica, askorbik asit esdegeri
bakimindan ise MN1 (6.96+0.36 mg AAE/g TM),
troloks esdegeri olarak MN2’nin (7.25+0.49 mg
TE/g TM) en yiiksek degere sahip oldugu
goriilmistiir (p<0.05). MN3’iin radikal siipiirme
etkinliginin de digerlerine oranla en diisiik oldugu
tespit edilmistir (ICs0.722.7+0.3 ug/ml) (p<0.05).
Biitiin bu sonuglar birlikte degerlendirildiginde,
antioksidan igerikleri yiiksek olan ekstraktlarin
antioksidan aktivite bakimindan da yiiksek oldugu
gibi bir ¢ikarim yapilabilir. Ercisli vd., (2010) dort
farkli karadut genotipi iizerinde yaptiklar
calismada oOrneklerin DPPH analiz sonuglarini
4.06-5.30 mg TE/ g TM olarak rapor etmislerdir.
Li vd., (2018)’¢ gore ise karadut Orneklerinin
antioksidan kapasiteleri benzer yontemle 6.43 mg
AAE/ g TM olarak bulunmustur. Jelled vd.,
(2017) ise aym klimatik etmenler altinda fakat
farkli bolgelerde yetisen dort karadut Orneginin
antioksidan kapasitelerini 1Csy parametresine goére
degerlendirmistir ve DPPH radikali yakalama
analizi i¢in, 1.1-6.11 mg/ml olarak rapor
etmiglerdir. Bu bilgiler 1s18inda, c¢alismada
kullanilan karadut meyvelerinin yiiksek bir rakikal
stiptirticii etkisi oldugu sdylenebilir.

Karadut meyvelerinin antioksidan kapasitelerinin
belirlenmesi amaciyla yapilan ABTS radikali
siipiiriici ~ aktivitesi  sonuglar1  Tablo 3’te
verilmistir. Buna gore, sirasiyla ekstraklarin
aktiviteleri MN1>MN2>MN3 olarak bulunmustur
(p<0.05). Diger yandan, MN1 ve MN2’nin ABTS
radikali siipiirme kapasitesinin, standart olarak
kullanilan troloks ve askorbik asitin kapasitesine
yakin oldugu belirlenmistir. 14 karadut cesidi
lizerine yapilan bir calismada ABTS radikali
stipirme aktiviteksinin 1.7-3.6 mg TE/g TM
oldugu rapor edilmistir (Kafkas vd., 2008).
Benzer yontemin kullanildig1 bagka bir ¢alismada
ise, karadut drneklerinin aktivitesi 2.51 mg AAE/g
TM olarak belirlenmistir (Li vd., 2018). Jelled vd.,
(2017) ise aym klimatik etmenler altinda fakat
farkli bolgelerde yetisen dort karadut 6rneginin
ICso degerlerinin 3.0-6.5 mg/ml oldugunu rapor
etmiglerdir. ~ Sonuglar  kendi i¢inde de
kiyaslandiginda, ekstraktlarin DPPH aktiviteleri
ile de uyumlu oldugu ve radikal siipiirme
aktivitesi bakimindan etanol ekstraktinin 6n plana
ciktig1 goriilmektedir (p<0.05). Ayrica, elde edilen
sonuglar antioksidan aktivite ile toplam biyoaktif
madde icerikleri arasinda bir iliski olduguna
dikkat gekmektedir.
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Karadut meyve  Orneklerinin  antioksidan
kapasitesinin belirlenmesi amaciyla kullanilan
diger bir yontem olan fosfomolibden analiz
sonuglart Tablo 3’te verilmistirr MN1 ve MN2
toplam antioksidan kapasite agisindan daha yakin

Ornegin, bir calismada M. nigra L. meyvelerinin
toplam antioksidan kapasitesi 1.8 mg AAE/ g TM
olarak tespit edilmistir (Ozden ve Ozden, 2014).
Buna gore, mevcut c¢alismadan elde edilen
sonuglarin  (MN1: 21.70, MN2: 20.83, MN3:

sonuclar sergilerken, MN3’{in anlaml1 bir bigimde 15.41 mg AAE/g ™) literatiirle
digerlerinden diisik oldugu tespit edilmistir karsilagtirildiginda  hayli  yiikksek  oldugu
(p<0.05). Literatiirde, benzer yontemin goriilmistiir.
kullanildigr  kisith  c¢alismalar  bulunmaktadir.
Tablo 4. Ekstraktlarin antioksidan 6zellikleri
DPPH ABTS TAK
mgAAE mMgAAE mgTE I1Cso MgAAE
JgTM mgTE/gTM  ICso (ug/m) ) s IgTM (ug/ml) JgTM
MN1 6.96+0.36% 6.63£0.36° 172.5+0.19°  5.22+0.012  4.36+0.152 218.240.17¢  21.70+0.212
MN2 6.47+0.222 7.25+0.492 143+0.2° 3.93£0.07°  3.45+0.24° 295.1£0.4° 20.83+0.06°
MN3 1.084+0.01° 1.03+0.02¢ 722.740.3*  1.05+0.03¢ 1.09+0.08¢ 622.2+0.32 15.41+0.10°
AA 64.2£0.16° 72.8+0. 18¢
T 52.7+0.17¢ 64.1+0. 1°

Sonuglar ortalama + standart sapma ile gosterildi. TAK: Toplan antioksidan kapasite, A.A: Askorbik asit, T: Troloks, AAE: Askorbik
asit esdegeri, TE: Troloks esdegeri, TM: Taze meyve, MN1: M. nigra L. etanol ekstrakti, MN2: M. nigra L. metanol ekstrakti, MN3:
M. nigra L. etil asetat ekstrakti. Meyve ekstraktlarinin analiz sonuglari arasindaki farkliliklar Duncan’in ¢oklu kargilagtirma testi ile
analiz edildi ve p<0.05 degerleri anlamli olarak kabul edildi. Ayni siitunda yer alan kiigiik harfler (* ® ¢ ¢) istatistiksel olarak anlaml

farkliliklart gostermektedir.

3.4. Fenolik Bilesik Icerik Analiz Sonuclar
(HPLC)

Total fenolik, total flavonoid ve toplam
antioksidan analizleri sonucunda en yiiksek
icerige sahip olan MNI1 (etanol ekstrakti)’in
HPLC ile fenolik icerik analizi yapilmis ve
sonuglar Tablo 5’te belirtilmistir. Kromotogramlar
ise Sekil 1°de gosterilmistir. Sonuglara gore,
etanol ekstraktinda 23 fenolik bilesik taranmis ve
bunlardan 11 tanesinin bulundugu goriilmiistiir.
Bununla birlikte, ekstraktta en fazla bulunan
bilesenin klorojenik asit (405.9 ug/g ekstrakt)
oldugu ve bunu rutin (313.3 pg/g ekstrakt),
protokatekuik asit (133.0 pg/g ekstrakt), apigenin
(112.4 pg/g ekstrakt), kuersetin (108.5 ug/g
ekstrakt), sinnamik asit (57.0 pg/g ekstrakt),
kaemferol (47.9 pg/g ekstrakt), p-hidroksi benzoik
asit (43.0 pg/g ekstrakt), gallik asit (37.4 pg/g
ekstrakt), kafeik asit (17.4 pg/g ekstrakt) ve p-
kumarik asit (14.7 ng/g ekstrakt)’in takip ettigi
gorilmistiir. Bunlardan 6zellikle, klorojenik
asit’in bitkilerde antioksidan ve antimikrobiyal
aktiviteler basta olmak {iizere, pek ¢ok biyolojik
aktiviteden sorumlu oldugu bilinmektedir (Ozcan,
2019; Acet, 2020). Yine, klorojenik asit’in dut
meyvelerinde bulunan baglica fenolik
bilesenlerden biri oldugu ve bu durumun bitkinin
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genis capll teropatik kullamimlart ile iligkili
oldugu rapor edilmistir (Dhiman vd., 2020).
Gundogdu vd., (2011)’nin kara dut {izerine
yapmisg oldugu bir ¢alismada, klorojenik asit’in
3.106 mg/g TM oldugu bulunmustur. Bu sonucun
mevcut  c¢alismaya  gore  yiksek  oldugu
goriilmektedir ancak bu farkliligin ekstraksiyon
metodundaki  farkliliktan  kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir. Bununla birlikte, M. nigra
meyve ekstraktlarinin HPLC ile fenolik iceriginin
aydinlatildigi baska bir calismada klorojenik
asit’in 358 ug/g TA oldugu bulunmustur
(Pehluvan vd., 2015). Bununla birlikte, Turan vd.,
(2017)  karadut {izerine yapmig olduklan
caligmalarinda, klorojenik asit miktarmi 309.6
ug/g ekstrakt olarak tespit etmisleridir. Bununla
kiyaslandiginda, mevcut ¢aligmadaki meyve
ekstaktinin  fenolik miktarinin (4059 pug/g
ekstrakt), daha yiiksek oldugu ve elde edilen
sonuclarin literatiirle kiyaslanabilir oldugu ortaya
cikmaktadir. Bununla birlikte, ekstrede tespit
edilen diger bilesenlerin pek ¢ok biyolojik
aktiviteden sorumlu olduklar1 daha onceki
calismalarla ortaya konmustur (Ozcan vd., 2019;
Dhiman vd., 2020). Dolayisiyla, ekstrakttaki
major ve mindr fenolik bilesenlerin mevcut
antioksidan ve antimikrobiyal etkinliklerden
sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Tablo 5. Etanol ekstraktinin fenolik bilesen analizi

No Fenolik bilesen Miktar (ug/g ekstrakt)
1 Gallik asit 37.4+0.31
2 Protokatekuik asit 133.0+0.80
3 Katesin *

4 p-hidroksi benzoik asit 43.0+£0.25
5 Klorojenik asit 405.9+0.61
6 Kafeik asit 17.4+0.25
7 Epikatesin *
8 Siringik asit *
9 Vanilin *

10 p-kumarik asit 14.7+0.15
11 Ferulik asit *

12 Sinapinik asit *

13 Benzoik asit *

14 o-kumarik asit *

15 Rutin 313.34+0.35
16 Hesperidin *

17 Rosmarinik asit *

18 Eriodiktiol *

19 Sinnamik asit 57.0+0.15
20 Kuersetin 108.5+0.26
21 Luteolin *

22 Kaemferol 47.9+0.21
23 Apigenin 112.4+0.32

Sonuglarn {i¢ paralel iizerinde ortalamasi alind1 ve ortalama + standart sapma olarak verildi. *Tespit edilemedi.

3.5. Dut Ekstraktlarinin  Antimikrobiyal
Ozelliklerinin ve  Antibiyotiklerle Olan
Sinerjisinin Belirlenmesi

Ekstraktlarin  antimikrobiyal aktivitesi  disk
difiizyon ve mikrodilisyon ydntemleriyle
belirlenmistir. Ekstraktlara ait disk diflizyon
inhibisyon 6l¢iimleri Tablo 6, mikrodiliisyon testi
sonucu belirlenen MIK degerleri Tablo 7 ve MBK
degerleri Tablo 8’de verilmistir. Standart
antibiyotik olarak novobiosin, kloramfenikol ve
nalidiksik  asit  kullanilmistir.  Ekstraktlarin
kullanilan antibiyotikler ile se¢ilen 6nemli direngli
patojen organizmalar (Enterococcus faecium
DSMZ 13590, MRSA ATCC 43300 wve
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) iizerine
Checkboard yontemi ile belirlenen sinerjistik
etkisinin ifade edilmesinde kullanilan FICI
degerleri Tablo 9°da verilmistir.
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Karadut ile yapilan ¢alismalarda Dimitrova vd.,
(2014) agar difiizyon yontemi ile karadut
meyvelerinin antimikrobiyal etkinliklerini Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli’ye karsi test ettiklerini ve
sirastyla 12, 6, 11 mm’lik zon ¢aplan
belirlediklerini rapor etmislerdir. Calismamizda
da  kullamlan ekstraktlarin ~ Staphylococcus
aureus’a kars1 gostermis oldugu antimikrobiyal
etkinin dikkate deger oldugu goriilmektedir.
Basgka bir ¢alismada ise Yigit ve Yigit (2008),
karadut meyvelerinin metanolik ekstraklarmin
antimikrobiyal etkisini; Staphylococcus aureus ve
Escherichia coli i¢in 10 mm zon c¢ap1 olarak
belirlemislerdir. Pseudomonas aeroginosa’ya
kars1 ise antimikrobiyal ~ bir  aktivite
belirlemediklerini rapor etmislerdir.
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Sekil 1. Morus nigra’nin fenolik bilesenlerine ait RP-HPLC kromotogramlari, a-) Standartlar (*), b-) bitkinin

etanol ekstakti

(*) 1: gallic acid, 2: protocatechic acid, 3: catechin, 4: p-hydroxy benzoic acid, 5: chlorogenic acid, 6: caffeic acid, 7: epicatechin, 8:
syringic acid, 9: vanilin, 10: p-coum acid, 11: ferulic acid, 12: sinapinic acid, 13: benzoic acid, 14: o-coum acid, 15: rutin, 16:
hesperidin, 17: rosmarinic acid, 18: eriodictiol, 19: cinnamic acid, 20: quercetin, 21: luteolin, 22: kamferol, 23: apigenin

Caligmamizda Pseudomonas aeroginosa’ya karsi
antibakteriyel aktivite tespit edilmistir.
Ekstraktlarin patojen mikroorganizmalar lizerine
etkinlik ~ konsantrasyonunu  belirleyen ~MIK
degerlerine  bakildiginda  diisiik etkinlik
gosterdikleri anlagilmaktadir. MN3 ekstraktinin E.
faecalis: 256 pg/ml ve L. monocytogenes: 512
ng/ml MIK degerleri diger ekstraktlara nazaran
daha etkili bulunmustur. Yigit ve Yigit (2008),
karadut meyvelerinin metanolik ekstraktlarinin
Staphylococcus aureus ve Escherichia coli’ye
karst 0.625 mg/ml’lik MIiK degeri gosterdigini
rapor etmislerdir.

Yapilan literatiir taramasi sonucunda Morus nigra
L. meyvelerinin antibiyotiklerle sinerjistik etkisini
irdeleyen c¢alisma tespit edilememistir. Fakat
farkli  bitki  ekstraktlarinin  antibiyotiklerle
sinerjistik etkilesimlerde bulunduklar1 {izerine
calismalar mevcuttur (Ozcan ve Acet, 2018;
Vambe vd., 2018; Kuok vd., 2017). Dut
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ekstraktlari/novobiosin denemelerinde test edilen

mikroorganizmalara  karsi  MN3/novobiosin
haricinde tam sinerji goriilmiistiir. Dut ekstraktlar
/kloramfenikol uygulamalarinda
MN3/kloramfenikol tim organizmalar,

MN1/kloramfenikol ise P. aeruginosa tizerine tam
sinerji gosterirken, dut ekstraktlari/nalidiksik asit
uygulamalarinda tiim ekstraktlar sadece P.
aeruginosa’ya tam sinerji sergilerken diger
ekstrakt ve antibiyotik kombinasyonlar1 herhangi
bir sinerjistik etkilesim gostermemistir. Tim
sonuclar beraber degerlendirildiginde ekstrakt ve
antibiyotiklerin ~ birlikte  uygulamalarn1  P.
aeruginosa tlizerine olduke¢a etkili bulunmustur.
Ekstraktlarin  antibiyotiklerle sinerjik aktivite
gostermeleri daha diisiik antibiyotik uygulamalar1
ile ilgili patojenlerle miicadele edilebilecegini

gostermektedir. Bu durumda normalde
antimikrobiyal  etkinligi  diisik olan dut
ekstraktlarinin kullanilan antibiyotiklerin

etkinligini arttirdig1 agikga gortilmektedir.
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Tablo 6. Ekstraktlarin patojen mikroorganizmalara karsi inhibisyon zon dl¢timleri (mm)

Ekstraktlar MN1 MNZ2 MN3 Nov. Klor. Nal.
Gram (+) bakteriler
E. faecalis 10.84+0.09 10.24+0.12 9.59+0.04 14.66+0.22 14.88+0.12 14.21+0.17
S. aureus 11.10+0.15 11.33+£0.12 10.30+0.06 15.09+0.18 15.41+0.17 15.05+0.24
E. faecium 10.26+0.05 10.19+0.13 10.24+0.03 14.39+0.15 15.01+0.10 14.56+0.46
B. cereus 9.50+0.15 9.50+0.11 9.90+0.05 14.73+0.15 14.74+0.17 14.54+0.18
L.monocytogenes 9.55+0.10 9.12+0.07 8.90+0.04 15.05+0.19 14.52+0.28 14.44+0.21
MRSA 8.91+0.14 8.82+0.07 8.59+0.03 13.23+0.22 13.15+0.18 13.23+0.22
Gram (-) bakteriler
P. aeruginosa 10.21+0.11 10.09+0.09 11.39+0.08 14.434+0.11 14.50+0.15 14.47+0.16
Y.enterocolitica 8.86+0.11 8.42+0.06 8.17+£0.17 13.80+0.22 14.10+0.23 13.47+0.20
K. pneumoniae 9.20+0.06 9.02+0.06 8.82+0.05 14.80+0.13 14.74+0.10 14.45+0.12
V.parahaemolyticus 9.83+0.11 10.73+0.05 10.25+0.10 14.47+0.17 14.84+0.12 14.27+0.17
E.coli O157:H7 10.36+0.13 9.30+0.06 9.04+0.07 14.87+0.10 14.71+0.15 14.19+0.23
P. vulgaris 10.11+0.14 9.87+0.10 9.55+0.09 14.83+0.18 14.94+0.19 14.18+0.16
Maya ve Kiif
C. tropicalis 11.97+0.12 9.79+0.03 9.91+0.04 - - -
A. flavus 10.58+0.13 9.25+0.06 9.05+0.10 - - -

MNZ1: M. nigra L. etanol ekstrakti, MN2: M. nigra L. metanol ekstrakti, MN3: M. nigra L. etil asetat ekstrakti, Nov.: Novobiosin,

Klor.: Kloramfenikol, Nal.: Nalidiksik asit.

Tablo 7. Ekstraktlar ve antibiyotiklerin mikroorganizmalara kars1 MIK degerleri (mg/ml)

Ekstraktlar MN1 MN2 MN3 Nov. Klor. Nal.
Gram (+) bakteriler

E. faecalis 4.1 2.05 0.256 0.016 0.016 0.016

S. aureus 8.2 8.2 8.2 0.128 0.128 0064

E. faecium 4.1 2.05 1.025 0.001 0.004 0.064

B. cereus 8.2 8.2 8.2 0.016 0.016 0.032

L.monocytogenes 8.2 8.2 0.512 0.016 0.016 0.032

MRSA 1.25 2.05 4.1 0.001 0.032 0.032
Gram (-) bakteriler

P. aeruginosa 41 4.1 41 0.001 0.004 0.032

Y.enterocolitica 41 41 41 0.032 0.032 0.064

K. pneumoniae 41 41 41 0.032 0.032 0.128

V.parahaemolyticus 8.2 8.2 8.2 0.128 0.064 0.128

E.coli O157:H7 8.2 8.2 8.2 0.064 0.016 0.064

P. vulgaris 2.05 2.05 2.05 0.064 0.032 0.032

Maya ve Kiif
C. tropicalis 8.2 8.2 8.2 0.008 0.016 0.032
A. flavus 8.2 8.2 8.2 0.008 0.016 0.064

MN1: Morus nigra L. etanol ekstrakti, MN2: Morus nigra L. metanol ekstrakti, MN3: Morus nigra L. etil asetat ekstrakti.

Tablo 8. Ekstraktlarin patojen mikroorganizmlara karst MBK degerleri (mg/ml)

Ekstraktlar MN1 MN2 MN3
Gram (+) bakteriler
E. faecalis 4.1 4.1 0.512
S. aureus 8.2 8.2 8.2
E. faecium 4.1 4.1 2.05
B. cereus 8.2 8.2 8.2
L.monocytogenes 8.2 8.2 1.025
MRSA 2.05 4.1 4.1
Gram (-) bakteriler
P. aeruginosa 4.1 4.1 4.1
Y.enterocolitica 4.1 4.1 4.1
K. pneumoniae 4.1 4.1 4.1
V.parahaemolyticus 8.2 8.2 8.2
E.coli O157:H7 8.2 8.2 8.2
P. vulgaris 4.1 4.1 4.1
Maya ve Kiif
C. tropicalis 8.2 8.2 8.2
A. flavus 8.2 8.2 8.2

MNZ1: M. nigra L. etanol ekstrakti, MN2: M. nigra L. metanol ekstrakti, MN3: M. nigra L.etil asetat ekstrakti, TM: Taze meyve.
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Tablo 9. Ekstrakt ve antibiyotik karigimlarinin FICI degerleri

Ekstrakt+antibiyotik P. aeruginosa MRSA E. faecium
MN1/Nov. 0.25 0.25 05
MN2/Nov. 0.25 0.25 0.25
MN3/Nov. 0.06 0.12 1
MNZ1/Klor. 0.5 1 1
MN2/Klor. 1 1 2
MN3/Klor. 0.06 0.06 0.12
MNZ1/Nal. 0.5 2 1
MN2/Nal. 0.5 2 2
MN3/Nal. 0.03 1 2

MNZ1/Nov.: M. nigra L. etanol ekstrakti + novobiosin, MN1/Klor.: M. nigra L. etanol ekstrakt1 + kloramfenikol, MN1/Nal.: M. nigra
L. etanol ekstrakti + nalidiksik asit, MN2/Nov.: M. nigra L. metanol ekstrakti + novobiosin, MN2/Klor.: M. nigra L. metanol
ekstrakti + kloramfenikol, MN2/Nal.: M. nigra L. metanol ekstrakti + nalidiksik asit, MN3/Nov.: M. nigra L.etil asetat ekstrakti +
novobiosin, MN3/Klor.: M. nigra L.etil asetat ekstrakti + kloramfenikol, MN3/Nal.: M. nigra L.etil asetat ekstrakti + nalidiksik asit.
FICI<0.5 tam sinerji, 0.5<FICI< 0.75 kismi sinerji, 0.76<FICI<1) sinerjistik etkilesimin olmamas1 ve FICI>2 antagonistik etkiligim

olarak degerlendirildi.
4. Sonuclar

Sonug olarak, bu c¢aligmada Elazig’dan toplanan
Morus nigra meyvelerine ait ekstraktlarin
sinerjistik aktivitesi ilk defa rapor edilmistir. Bu
baglamda, calisilan ekstraktlarin antibiyotiklerle
beraber kullanildiginda antibiyotigin
antimikrobiyal  etkinligini  arttirdign  tespit
edilmistir. Boylece antibiyotiklerin daha diisiik
dozlarda kullanilmalar1 ile antibiyotik direnclilik
konsantrasyonlarinin  diisiik tutulmast miimkiin
olabilecektir. Ayrica klorojenik asit, etanol
ekstraktinin ana bileseni olarak tespit edilmistir.
Ekstraktlarin  antioksidan ve antimikrobiyal
etkilerinin igerdikleri major ve mindr bilesenlerin
birlikte  olusturdugu etkiden kaynaklandig1
distiniilmektedir. Dut ekstraktlarinin  dogal
antioksidan ve antibiyotiklerle beraber kullanma
potansiyeli farmasotik agidan kullanilabilirligi
oldugunu igaret etmektedir.
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