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Hypericum L. Cinsine Ait Baz1 Tiirlerin Ugucu Yaglarinin Antibakteriyel Etkisi

Altug KARAMANY, Neslihan TASAR?, Ferit Can YAZDIC? Osman GEDIK?®

One Cikanlar: OZET:
* 5 gesit patojen
bakteri kullanilarak
antibakteriyel etki
arastirilmagtir.
Hypericum cinsine
ait 3 tiir galigtlmugtir
e Calisilan 3 tiiriin
antibakteriyel
aktivite gosterdigi

Bitkilerden elde edilen biyolojik aktif bilesenlerin incelenmesi son zamanlarda en ¢ok arastirilan
konular arasindadir. Tiirkiye florasinin ¢ok zengin bir yapiya sahip olmasi, bu cografyada yetisen
bitkilerin arastirilmasinin 6nemli oldugunu gostermektedir. Bu calismada, kimyasal bilesen
olarak eski ve yaygin bir kullanim alanina sahip olan ayni zamanda 6nemli bir tibbi bitki olan
Hypericum cinsine ait 3 taksondan elde edilen ugucu yaglar antibakteriyel etkileri yoniiyle
arastirtlmistir. Hypericum spectabile Jaub. & Spach (endemik tiir), H. scabrum L., H. venustum
Fenzl. tiirlerinin ugucu yaglar distilasyon yontemi kullanilarak elde edilmistir. Elde edilen bu
yaglarin antibakteriyel etkileri, in vitro olarak bir¢ok ilaca direng gosterdigi bilinen; Enterobacter
aerogenes (ATCC 13048), Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Salmonella enteritidis (ATCC

behrlenml.stlr . 13075), Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922)
Anahtar Kelimeler: : ; o .
< Endemik ve Serratia marcescens (ATC;C 13880) patojen bakterileri kullgnllarak arastirilmistir. Turlerlg
« Hvpericum farkli ugucu yaglari, ¢esitli mikroorganizmalara karsi antibakteriyel aktivite igin oyuk agar testi
. UZlFl)cu vag kullanilarak analiz edilmistir. Tiim ugucu yaglarin test edilen tiim patojen strainlerine karsi

. Antibakterivel degisen oranlarda (4,80+0,87-27,73+1,27 mm) aktivite gosterdigi goézlenmistir. Bu tiirler,
y literatiirde antibakteriyel aktivite agisindan yeni degerlendirilen tiirler arasinda gosterilebilir.

Antibacterial Effect of Essential Oil Components of Some Species Belonging to the Genus Hypericum L.

Highlights: ABSTRACT:

» Antibacterial effect
was investigated by
using 5 types of
pathogenic bacteria.

» Three species
belonging to the
genus Hypericum
were studied

+ It was determined
that 3 species
studied showed
antibacterial activity

Examination of biologically active compounds obtained from plants is among the most
researched subjects recently. The fact that the flora of Turkey has a very rich structure shows that
it is important to research the plants that grow in this geography. In this study, essential oils
obtained from 3 taxa of Hypericum genus, which has an old and widespread use as a chemical
component and an important medicinal plant, were investigated in terms of their antibacterial
effects. Hypericum spectabile Jaub. & Spach (endemic species), Hypericum scabrum L.,
Hypericum venustum Fenzl. the essential oils of the species were obtained by using the
distillation method. The antibacterial effects of these obtained oils are known to be resistant to
many drugs in vitro; Enterobacter aerogenes (ATCC 13048), Enterococcus faecalis (ATCC
29212), Salmonella enteritidis (ATCC 13075), Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC
25923), Escherichia coli (ATCC 25922) and Serratia marcescens (ATCC 13880) pathogenic
bacteria. Different extraction extracts of the species were analyzed using the well agar test for

%‘: antibacterial activity against various microorganisms. It was observed that all extracts showed
. Hvpericum varying rates (4.80+0.87-27.73+£1.27 mm) activity against all tested pathogen strains. These
. Egsrt)antial oil species can be shown among the newly evaluated species in the literature in terms of antibacterial

« Antibacterial activity.
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GIRIS

Hypericaceae familyasinin bir diger ad1 Clusiaceae (Guttiferae) olarak bilinir ve genellikle tropik
alanlarda yayilis gosteren bir familyadir. Metabolizmalarinda ugucu yag ve sekonder metabolit
bulunduran bu familya yaklasik 35 cins ve 400’den fazla tiirden olusmaktadir (Davis, 1967). Ulkemizde
ise bu familyanin 1 cinsi ve 100 civarinda taksonu bulunmaktadir (Baytop, 1983). Hypericum cinsine
ait bitki tiirleri biinyelerinde bol miktarda ugucu yag bulundurmakta ve flavonoid olarak hiperisin
icermektedir. Bu cins yaygin olarak kirmizi veya siyah renklere sahip cali ya da otlardan olusan bir
cinstir (Robson, 2001). Tiirkiye’de Hypericum cinsi 119 tiir ile temsil edilir. Bu tiirlerin 49 tanesi
endemik ozellik gostermektedir (Gtliner ve ark., 2012). Endemik tiir sayis1 olduk¢a fazla olan bu cinsin
endemizm orani yaklasik %49 dur. Hypericum cinsi genel olarak kantaron adi ile bilinmektedir
(Nogueira ve ark., 2007) ve halk dilinde endemik bir tiir olan H. spectabile, tarlakantaronu; H. scabrum,
Karahasangay1 ve H. venustum ise tentiirdiyototu olarak adlandirilmaktadir (Giiner ve ark., 2000).

Antibakteriyel direncteki artis, halk sagligini tehdit etmektedir. Bu nedenle de acil ¢dziim
bulunmasi gereken kiiresel bir endiseye donlismiis durumdadir (Fahed ve ark., 2021). Direng¢ olusumu,
mikrobiyal genomlarin gelismesini saglayan mutasyonlar ve yatay gen transferleri gibi rastgele genetik
olaylarin sonucudur (Duval-Iflah ve ark., 1980; Dobnndt ve ark., 2002). Bu sonug¢ ekosistemde
kullanilan antibakteriyel ajanlar tarafindan gerceklestirilen selektif baski nedeniyle her gegen siirede
artmaktadir. Direngli strainlerin ortaya ¢ikmasini onlemek i¢in kullanilan yontemlerden birisi, birkag
antibakteriyel ajanin birlestirilmesinden olusan kombinasyon tedavisidir. Farkli etki mekanizmalarina
sahip direngli patojenlerin bulunma ihtimali ¢ok azdir. Bu nedenle direng gelistirme olasiliklar1 da daha
diisiiktiir (Fischbach, 2011). Bu tiir kombinasyonlarin bir bagka avantaji, daha diisiik dozlarin
kullanilmasi, tedavinin yan etkilerini ve maliyetini azaltmasidir (Fadli ve ark., 2012). Bu alanda, bitki
esansiyel yaglar1 ve klasik antibakteriyeller arasindaki iliskilerin etkinlikleri kanitlanmigtir (Mahboubi
ve ark., 2010). Hypericum cinsine ait bitkiler, terapotik faydalari ile 1y1 bilinmektedir ve bu konuda en
popiiler tiir sar1 kantaron olarak bilinen Hypericum perforatum'dur (St John's Wort). Ozii, diinyanin en
cok satan bitkisel ilaclarindan birisidir ve hafif ila orta derecede depresyonu tedavi etmek igin
kullanilmaktadir (Cavaliere ve ark., 2009). Hypericum scabrum L. (Hypericaceae) geleneksel olarak
diinyanin farkli yerlerinde hemoroit, yiiksek ates, mide agrisi, ishal, giines yanik ve cilt lezyonlar1 gibi
bir¢ok rahatsizligin tibbi tedavisinde yer almaktadir (Sezik ve ark., 2004; Fakir ve ark., 2009; Amiri ve
ark., 2012).

Farkli Hypericum tiirlerinin 6zleri ve ugucu yaglar arastirilmis ve ilgili biyolojik aktivitelere sahip
oldugu bildirilmis olsa da (Eslami ve ark., 2011; Ebrahimzadeh ve ark., 2013), farkli lokalitelerden
toplanan Hypericum tiirlerine ait ucucu yaglarin antibakteriyel o6zellikleri 6nemli 6l¢iide farklilik
gostermektedir. Bu nedenle, kimyasal bilesimini arastirmak ve insanlardaki ¢esitli enfeksiyonlarindan
sorumlu patojen mikroorganizmalara kars1 antibakteriyel aktivitesini degerlendirmek onemlidir. Bu
calismada, farkli lokalitelerden toplanan H. spectabile, H. scabrum ve H. venustum bitkilerinden elde
edilen ugucu yaglarinin, antibakteriyel diren¢ Ozelikleri bilinen ve standart sus olarak kullanilan
Enterobacter aerogenes (ATCC 13048), Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Salmonella enteritidis
(ATCC 13075), Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922)
ve Serratia marcescens (ATCC 13880) patojenlere karsi antibakteriyel ozeliklerinin belirlenmesi
amaclanmistir. Hypericum spectabile tiirliniin endemik bir tiir olmasi elde edilen verilerin
degerlendirilmesinin daha 6nemli oldugunu gdstermektedir.
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MATERYAL VE METOT

Arastirma Bitki materyali: Calismada Hypericum cinsine ait ii¢ tiir kullanilmistir ve bu bitkiler
Kahramanmaras ilinden toplanmistir (Cizelge 1). Kahramanmaras Siitcii imam Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Tarla Bitkileri Béliimii’nde Dr. Ogretim Uyesi Osman GEDIK tarafindan yapilmustir.

Ugucu Yag Izolasyonu: Calismada kullanilan Hypericum tiirlerine ait meyve ornekleri bitkinin
vejetatif doneminde toplanmistir. Toplanan orneklerden ucucu yag i¢in 50 gram 6giitiilmiis numune
ornegi lizerine 500 ml saf su ilave edilerek balon jojelere birakilmistir. Daha sonra ii¢ saat boyunca Neo-
clevenger cihazinda ugucu yaglarin elde edilmesini saglanmistir.

Cizelge 1. Bitki ornekleri ve toplanma alanlar1

Bitki Tiirleri Toplanma Alani
H. spectabile Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi, Avsar kampiisii
H. scabrum Kahramanmaras, Nurhak il¢esi, Nurhak Dag1, Kocaeski mevkii, 1903 m.
H. venustum Kahramanmaras, Nurhak il¢esi, Nurhak Dag1, Kocaeski mevkii, 1903 m.

Oyuk Agar Difiizyon Test Yontemi

Ugucu yaglarin iiriinlerinin antibakteriyel aktivitesinin belirlenmesinde oyuk agar difiizyon test
yontemi kullanilmistir (Perez ve ark., 1990; Russo ve ark., 2013; Jiang ve ark., 2016). Oyuk agar
yontemi, bitkilerin veya mikrobiyal ugucu yaglarin antibakteriyel aktivitesini degerlendirmek i¢in
yaygin olarak kullanilan bir yontemdir (Valgas ve ark., 2007). Antibakteriyel aktivite ATCC (American
Type Culture Collection) strainleri olan Enterobacter aerogenes (ATCC 13048), Enterococcus faecalis
(ATCC 29212), Salmonella enteritidis (ATCC 13075), Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC
25923), Escherichia coli (ATCC 25922) ve Serratia marcescens (ATCC 13880) kullanilarak
degerlendirilmistir. Bakteri strainleri i¢in Muller Hinton agar (MHA) kullanilmistir. Kisaca, her
indikator patojen 6rneginin 100 pl gecelik kiiltiirleri (McFarland 0.5 standardina gore 1-1.5 x 108 CFU
ml-1'e ayarlanmistir) 20 ml MHA besiyerine eklenerek petri kaplarina dokiilmiistiir. Daha sonrasinda
MHA petrilerine oyuk agmak icin steril mantar delici (6 mm ¢ap) kullanilmis ve her kuyuya 10 pL ugucu
yag asidi ilave edilmistir. Pozitif kontrol olarak standart antibiyotik eritromisin’den (15 mcg/ml) 10 pL
kullanilmistir. Petriler bakteri gelisimi igin bir gece 37 °C'de inkiibasyona birakilmistir ve inhibisyon
bolgesinin gozlemlenmesi durumunda ugucu yaglarin antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu kabul
edilmistir. Deneme {i¢ tekerriirlii olarak yiiriitiilmiistiir. Antibakteriyel aktivite, her bir kuyunun
etrafindaki zon ¢aplarinin mm olarak 6l¢giilmesiyle belirlenmistir (Balouiri ve ark., 2016).

Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz i¢in GraphPad Prism 8 yazilimi kullanilmistir ve tiim testler {ic kopya halinde
yapilmstir. Elde edilen bulgular ortalama ve standart hata olarak ifade edilmistir. Sonuglarin
karsilastirilmasinda varyans analizi ve en kii¢iik 6nemli fark testi kullanilmistir (p <0.05 ve p<0.01)
(Steel ve Torrie, 1980; Torgut ve ark., 2022).

BULGULAR VE TARTISMA

Bitki ugucu yaglarmin antibakteriyel aktiviteleri yaygin hastane patojenleri Enterobacter
aerogenes, Enterococcus faecalis, Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli ve
Serratia marcescens bakterilerine kars1 denenmistir. Bu galismanin sonuglari ¢izelge 2° de gosterilmistir.
Inhibisyon zonlarmin sonuglari mm olarak kaydedilmistir. Ucgucu yaglar bakterilerin biiyiimesini
bastirmistir. Bakterilere karsi olusturulan bu inhibisyon bdélgeleri 4,80+0,87-27,734+1,27 mm arasinda
degismektedir. Hypericum scabrum’un tiim bakterilere karsi kontrol grubu olarak kullanilan
Eritromisin’den daha yiiksek antibakteriyel aktivite gostermesi dikkat ¢ekmektedir. Diger bir dikkat
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cekici nokta ise, diinya ¢apinda en yaygin gida kaynakli patojenlerden biri olup kamu giivenligi igin
ciddi bir tehdit olusturan Salmonella enteritidis’e (Gu ve ark., 2022) kars1 gosterdigi yiiksek
antibakteriyel etkidir (23,37+1,07) (P<0.01). H. venustum ve H. spectabile bitkilerinde bu etki
gorilmemistir.

Cizelge 2. H. spectabile, H. scabrum, H. venustum bitkilerinden elde edilen ugucu yaglarinin

antibakteriyel aktivitesinin ve patojen mikroorganizmalar arasindaki inhibisyon bdlgesinin
karsilastirtlmas: (mm=SD).

Temel Yag Asitleri Standart Antibiyotikler

Mikroorganizmalar H. spectabile ~ H.scabrum  H. venustum Eritromisin (E15)*

S. aureus subsp. aureus (ATCC 25923) 8,70+1,06 22,60+1,05%" 6,20+0,40 18,77+0,65

E. faecalis (ATCC 29212) 21,10+2,33*  22,9042,33% 5,37+0,31 18,33+0,74

S. enteritidis (ATCC 13075) NI1Z 23,37+1,07% NIZ NIZ

S. marcescens (ATCC 13880) 15,43+0,70  25,60+0,53*"  6,00+0,36 18,43+0,47

E. aerogenes (ATCC 13048) NIZ 26,27+1,50%* 4,80+0,87 21,37+1,56

E. coli (ATCC 25922) NI1Z 27,73+£1,27%"  5,33+0,45 21,03+0,68

Veriler, li¢ bagimsiz ornegin ortalama = standart sapmast (SD) olarak sunulur; NIZ, inhibisyon bolgesi yok anlamina gelir. 1: Eritromisin (E15), en biiyiik
zon gapi. (* P<0.03, ** P<0.01)

Bitki yaglar1 ve 6zleri binlerce yildir insanlar tarafindan bircok amag i¢in kullanilmigtir (Jones,
1996). Bircok bitki zengin biyolojik igerikleri nedeniyle yeni tibbi ilaglar1 gelistirmek icin bilesikler
olarak kullanilmaktadir (Palombo, 2011). Yapilan bu arastirmanin sonuglari, Hypericum cinsinden elde
edilen ugucu yaglarin antibakteriyel aktivitelere sahip oldugunu dogrulamaktadir. Bu ¢aligmada H.
spectabile, H. scabrum ve H. venustum tiirlerinin ugucu yaglar1 oldukga yaygin bir sekilde goriilen
patojenlere kars1 denenmistir. Elde edilen sonuglar Eritromisin ile karsilagtirilarak degerlendirilmistir.

Hypericum venustum, H. scabrum ve H. spectabile u¢ucu yaglarinin antibakteriyel aktiviteleri
oyuk agar diflizyon yontemi ile alt1 patojen bakteriye karsi1 taranmistir. Eritromisin (pozitif kontrol) bes
tiirtin timi igin engelleyici etki gostermistir. H. venustum, H. scabrum ve H. spectabile 6rneklerinin
Cizelge 2'de sunulan sonuglarina gore, H. scabrum ve H. spectabile ¢ok genis bir aktivite spektrumu
sergilerken, yani gram + ve gram- bakterilere kars1 aktivite gosterirken H. venustum genel anlamda
gram+ bakterilere karsi bir aktivite sergilemistir. H. scabrum tiiriniin ugucu yagmin, c¢alismada
kullanilan tiim patojenlere kars1 standart antibiyotikten daha etkili oldugu gosterilmistir. Hypericum
cinsinin bagka bir tiirii (H. perforatum) ile yapilan antibakteriyel ¢calismada, bu tiiriin genis bir inhibitor
aktivite spektrumuna sahip oldugu vurgulanirken, Staphylococcus aureus’a karst 16 mm ve
Streptococcus agalactiae'ye karst 14 mm'lik bir inhibitor etki gosterdigi belirtilmistir (Keles ve ark.,
2001). Bu arastirmadan elde edilen sonuglara gore, H. scabrum tiirliniin Staphylococcus aureus’a karsi
inhibitor etkisi 22,60+1,05 mm olarak bulunmustur. Bu sonu¢ onceki ¢alismalarda goriilen etkiler ile
karsilastirildiginda daha iyidir (Rancic, 2005). Tiirler arasindaki fitokimyasal farkliliklar nedeniyle bitki
gruplarinin antibakteriyel etkilerinde farkliliklar olmasi sasirtict degildir. S. aureus, gida kaynakli
hastaliklara, cilt rahatsizliklar1 ve sistemik hastaliklara kadar degisen enfeksiyonlar dahil olmak tizere
patojenik durumlara neden olabilen yaygin bir Gram pozitif bakteridir. Farkli bitkilerden elde edilen
ucucu yaglarin S. aureus'a karsi test edilmis ve hepsinin potansiyel inhibitor aktiviteye sahip oldugu
bulunmustur (Chouhan ve ark., 2017).

Ucgucu yaglarin aktivitesini belirleyen faktorlerin baginda bilesimindeki aktif bilesenlerde bulunan
fonksiyonel gruplar ve bunlarin sinerjik etkilesimleridir (Dorman ve ark., 2000). Antimikrobiyal etki
mekanizmasi, UY ’lerin tipine veya kullanilan mikroorganizmanin tiiriine gére degisir (Chouhan ve ark.,
2017). Gram-pozitif bakterilerin, gram-negatif bakterilerine gore UY'lara daha duyarli oldugu iyi
bilinmektedir (Azhdarzadeh ve Hojjati, 2016). Bu duruma Gram-negatif bakteriler agisindan
bakildiginda, kati, lipopolisakkarit (LPS) ac¢isindan zengin ve daha karmasik bir dis zara sahip

76



Altug KARAMAN ve ark. 13(1), 73-79, 2023
Hypericum L. Cinsine Ait Baz1 Tiirlerin Ug¢ucu Yaglarimin Antibakteriyel Etkisi

olmalarina ve dolayisiyla hidrofobik bilesiklerin diflizyonunu sinirlamasina baglanirken, bu ekstra
kompleks zar gram-pozitif bakterilerde bulunmazken, bunun yerine kiiciik antimikrobiyal molekiillere
direnecek kadar yogun olmayan ve hiicre zarma erisimi kolaylastiran kalin bir peptidoglikan duvarinin
bulunmasi olarak agiklanmaktadir (Zinoviadou ve ark., 2009). Ayrica, Gram-pozitif bakteriler, hiicre
zarinda bulunan lipoteikoik asidin lipofilik uglar1 nedeniyle UY'larin hidrofobik bilesiklerinin
infiltrasyonunu kolaylagtirabilmektedir (Cox ve ark., 2000).

Daha onceki ¢alismada Hypericum ugucu yaglarinin, Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris,
Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa dahil olmak tizere bir dizi Gram pozitif ve Gram negatif
bakteriye karsi in vitro bakterisidal aktivite gosterdigi belirlenmistir (Barbagallo ve Chisari, 1987).
Benzer sonuglar bu caligmada da goriilmektedir (Cizelge 2). S. aureus hiicreleri kiiresel, diizenli,
dayanakli ve pliriizsiiz bir ylizeye sahip bir bakteri tiirtidiir (Li ve ark., 2019). Yapilan bir ¢alismada 4
saat boyunca UY’ye maruz birakildiklarinda bu bakterinin, hiicre zarmin bulustugu, ylizeyde ¢ukurlar
ve deliklerin olustugu goriilmiistiir (Li ve ark., 2019). Hiicre zarindaki tahriplerin bakteriler i¢in 6liimciil
olduklar1 bilinmektedir. Hedef mikroorganizmalar, ucucu yag kaynakli deformasyon sonucu
muhtemelen sitoplazmik membran yiizeyinde meydana gelen bir temas dnleyici etki yoluyla bozuldugu
veya niifuz ettigi i¢in etkinliklerini kaybetmis veya 6lmiislerdir (Diao ve ark., 2014). Bu nedenle, zarin
yapisindaki kiigiik degisiklikler bile hiicre metabolizmasini ¢arpici bigimde etkileyebilir ve dliimle
sonuglanabilir (Sharma ve ark., 2013). Onceki ¢alismalara gore, UY’lerinde bulunan fenolikler hiicre
zarin1 bozabilir, hiicresel enerji (ATP) iiretim sistemine miidahale edebilir ve proton hareket giiciinii
bozabilir, sonunda hiicrenin i¢ igeriginin sizmasina neden olabilir (Bajpai ve ark., 2012; Li ve ark.,
2019). UY ’lar bakterilerin zar biitiinliigilinii etkileyerek niikleik asitlerin ve proteinlerin zardan sizmasina
ve sonug olarak hiicre 6liimiine yol acgabilecegi, diger bir olasilik ise ugucu yagin sitoplazmik zardan
niifuz etmeleri ve Ozellikle mitokondriyal zarlara zarar vermeleri ve bundan sonra mitokondrinin
lipidleri, proteinleri ve DNA'y1 oksitleyen ve zarar veren serbest radikaller iiretmesi seklinde
yorumlanabilir (Li ve ark., 2019).Arastirma makalelerinin bulgular ve tartisma kism1 ayn1 baslik altinda
yazilmalidir.

SONUC

H. venustum, H. scabrum ve H. spectabile bitkilerinin ugucu yaglarindan elde edilen sonuglar, bu
tiirlerin ugucu yaglariin gram pozitif ve gram negatif bakterilere karsi antibakteriyel aktiviteye sahip
oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar, tiim bu Hypericum tiirlerinin gelecekte enfeksiyon
hastaliklarinin tedavisinde ve geleneksel tipta kullanilabilir olduklarimi gostermektedir. Hypericum
tiirlerinin bu ugucu yaglarimi olusturan bilesenleri belirlemek i¢in daha fazla arasgtirmaya ihtiyag
duyulmaktadir. Elde edilen sonuglar, Hypericum orneklerinin farkli antibakteriyel aktivite sergiledigini
gostermistir. Bu aktivite, yagin ana bilesenlerinden birine atfedilemez. A¢ikgasi, az miktarda bulunanlar
da dahil olmak {izere birkag¢ bilesenin etkilesiminden kaynaklanmis olabilecegi diisliniilmektedir. Bu
caligma, zengin bir floraya sahip olan iilkemizde dogal olarak yetisen ve ayn1 zamanda tibbi 6zellikleri
olan bitkilerin belirlenmesi, enfeksiyon hastaliklartyla miicadelede alternatif bir yOntem olan
antibakteriyel maddelerin gelistirilmesi ¢abalarina katkida bulunacak ve daha sonra yapilacak diger
arastirmalar i¢in temel bir basamak olusturacaktir.

Cikar Catismasi
Makale yazarlar1 aralarinda herhangi bir ¢ikar ¢atismasi olmadigini beyan ederler.

Yazar Katkisi
Yazarlar makaleye esit oranda katki saglamis olduklarini beyan eder.
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