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Uziimsii meyveler arasinda énemli bir yere sahip olan yaban mersini (Vaccinium myrtillus), antioksidan,
antimikrobiyal, antidiyabetik, antienflamatuar, antiseptik vb. ézellikleri bilinen pek ¢ok fenolik bilesik agisindan zengin
bir kaynaktir. Son yillarda patojen bakterilere karsi antimikrobiyal etkiye sahip bitkisel kaynaklar Uzerindeki
arastirmalar hiz kazanmis olup, bu calismada Turkiye’'nin Erdek ve Kapidag yorelerinden 3 farkl lokasyonda dogal
olarak yetisen taze ve kurutulmus yaban mersini meyve ve yapraklarindan elde edilen ekstraklar ile fenolik
standartlarin bazi bakteri tirlerine karsi etkilerinin arastiriimasi amaclanmistir. Ekstraktlarin ve standart fenolik
bilesiklerin; gida sanayiinde dnem tasiyan Salmonella Enteritidis (ATCC 13076), Escherichia coli (ATCC 25922),
Staphylococcus aureus spp. aureus (ATCC 29213), Enterobacter aerogenes (ATCC 13048), Listeria monocytogenes
serotype 1/2b, Salmonella Typhimurium, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus NRRL B 548, Lactobacillus casei
NRRL B 1922 ve Lactobacillus acidophilus NRRL B 4495 karsi etkileri, disk difiizyon yontemiyle test edilmistir. Taze
ve kurutulmus yaban mersini meyve ve yaprak ekstraktlari doza ve fenolik bilesen igerigine bagh olarak patojen ve
probiyotik bakteriler Uzerinde farkli etkiler gbéstermistir. Bakterilere karsi (L. acidophilus NRRL B 4495 harig),
kurutulmus yaprak ekstraktlari pozitif kontrol (24-26 mm) ile karsilastirildiginda en etkili ekstrakt (20-25 mm), siringik
asit (16-26 mm), trans ferulik asit (14-26 mm) ve naringin (14-26 mm) en etkili; kafeik asit (16-18), resveratrol (16-19
mm) ve (+)-katesin (16-18 mm) en az etkili fenolik bilesik olmustur. Standart fenolik bilesiklere en dayanikli patojenler
sirasiyla S. Enteritidis (ATCC 13076), L. monocytogenes serotype 1/2b ve S. Typhimurium’dur. Siringik asit,
hesperidin, 3-hidroksi-4-metoksi sinnamik asit ve rutin hidratin ise probiyotikler Gzerinde etkili oldugu tespit edilmigtir.
Elde edilen sonuglara gore, yaban mersini ekstraktlarinin patojenlere ve LAB’'ne (L. acidophilus hari¢) karsi etkili
olabilecegi ve dogal koruyucu olarak gelistiriime potansiyelinin bulundugu, fenolik bilesiklerin ise farkli etkiler
gosterdigi belirlenmisgtir.

Anahtar Kelimeler: Antibakteriyel aktivite, Disk diflizyon, Yaban mersini, Ekstrakt, Fenolik bilesik

Effect of Fresh and Dried Blueberry (Vaccinium myrtillus) Fruit and Leaf Extracts on Probiotics
and Pathogens

ABSTRACT

Blueberry (Vaccinium myrtillus) has a significant place among berry fruits, and is a rich source of phenolic compounds
with antioxidant, antimicrobial, anti-diabetic and anti-inflammatory properties. Recently, studies on plant-derived
antimicrobial agents against pathogens have increased. In this study, the antibacterial activity of fresh and dried
blueberry fruit and leaf extracts grown in three different locations of Erdek and Kapidag, Turkey and phenolic
standards were determined. The extracts and phenolic standards were tested against Salmonella Enteritidis (ATCC
13076), Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus spp. aureus (ATCC 29213), Enterobacter aerogenes
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(ATCC 13048), Listeria monocytogenes serotype 1/2b, Salmonella Typhimurium, Lactobacillus delbrueckii NRRL B
548, Lactobacillus casei NRRL B 1922, and Lactobacillus acidophilus NRRL B 4495 by the disc diffusion method.
Fresh and dried blueberry fruit and leaf extracts exhibited phenolic composition with a dose-dependent inhibitory
effect against the growth of pathogens and probiotics. The dried leaf extracts were the most effective (20-25 mm)
against all bacteria (except L. acidophilus NRRL B 4495) in comparison to positive control (24-26 mm) while syringic
acid (16-26 mm), trans ferulic acid (14-26 mm), and naringin (14-26 mm) were the most effective and caffeic acid (16-
18 mm), resveratrol (16-19 mm) and (+)-catechin (16-18 mm) were the least effective phenolics on all pathogens. S.
Enteritidis (ATCC 13076) was the most resistant to phenolics, followed by L. monocytogenes serotype 1/2b and S.
Typhimurium. Syringic acid, hesperidin, 3-hydroxyl-4-methoxy-cinnamic acid, and rutin hydrate were the effective
phenolics on LAB. Results indicated that blueberry extracts are effective against pathogens and LABs (except
L.acidophilus), and they may have an important potential as a natural preservative while phenolic standards may

exhibit variations in their effects.

Keywords: Antibacterial activity, Disc diffusion, Blueberry, Extract, Phenolics

GIRiS

Bitki, hayvan ve bakteri hiicreleri tarafindan sentezlenen
dogal antimikrobiyal bilesikler, izole edildikleri
kaynaklara gore 6 grupta siniflandinimaktadir. Fito-
antimikrobiyaller grubuna dahil olan fenolik bilesikler de
bitkisel kaynakli gidalarda genis dagilim gostermektedir
[1]. insan saghgi (zerinde pek g¢ok olumlu etkisi
(antioksidan, antihipertansif, antidiyabetik, antiobesite,
antienflamatuar, antiseptik, antimikrobiyal vb.) bulunan
fenolik bilesiklerin absorbsiyonu ve biyoyararliid ince
bagirsaklardaki metabolik reaksiyonlara bagli olarak
degismekte, mide ve ince bagirsaklarda absorbe
edilmeyen bu bilesikler kolon mikrobiyotasi tarafindan
parcalanabilmektedir [2-11].

Dinya genelinde dogal ve kiltire alinmis bigcimde
yetisen ve vyetistiriciligi yapilan, Ericaceae familyasinin
Vaccinium cinsine dahil Vac.myrtillus (yaban mersini)
meyve ve yapraklarinin yiksek diizeyde fenolik bilesik
icerigine sahip oldugunu belirtir pek c¢ok calisma
bulunmaktadir [1-3, 12-20]. Yaban mersini meyve ve
yapraklari, fenolik bilesen, (6zellikle fenolik asitler,
antosiyaninler), igerikleriyle huzursuz barsak sendromu,
idrar yolu enfeksiyonlari, kardiyovaskiiler hastaliklar,
Alzheimer ve kanser gibi pek cok hastalikta olumlu etki
gostermektedir. Fenolik asitler, flavonoidler, 6zellikle de
antosiyanin ve proantosiyanidinlerin, patojenlerin barsak
epitelyum dokularinin yuzeyine tutunmalarini
engelleyecek antimikrobiyal etkiye sahip olduklari
bildiriimektedir [20-24].

Gida kaynakl  enfeksiyonlarda, S. Enteritidis,
L.monocytogenes, enterohemorajik E. coli O157:H7 gibi
patojenler ilk siralarda yer almakta ve dinya genelinde
olimcil sonuglara sebep olabilmektedir. Buna karsin,
fermente gidalarin Uretiminde kullanilan probiyotikler,
ozellikle de laktik asit bakterileri (L casei, L. plantarum,
L. rhamnosus vb.) saglik Uzerindeki yararli etkilerinin
yanisira, barsak sagligini iyilestirici (akut ishal, yangisal
barsak hastaliklarinda) ve antibiyotik uygulamalarina
alternatif olmalari sebebiyle dikkat ¢cekmektedirler [23,
25].

Vaccinium cinsine dahil bitkilerdeki fenolik bilegiklerin
patojen mikroorganizmalar Uzerindeki antimikrobiyal
aktiviteleri; bitkinin cesidine, yetistirildigi bolge, toprak
kosullari ve mevsime, olgunluk derecesine, hasat
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sonrasi depolama kosullarina, mikroorganizmanin
tirine, fenolik bilegiklerin yapisina, ekstraksiyonda
kullanilan ¢oziicu, ¢6ziclnin polaritesi ve ekstraksiyon
yontemine, uygulanan doza bagli olarak degisiklik
gOstermekte, ayni bilesikler laktik asit bakterileri
Uzerinde ise stimile edici rol oynamaktadirlar [3, 13-14,
17, 22, 26-28].

Bu ¢alismada, taze ve kurutulmus yaban mersini meyve
ve vyapraklarindan elde edilen fenolik bilesen
ekstraktlarinin ve standart fenolik bilesiklerin patojen (S.
Enteritidis (ATCC 13076), E. coli (ATCC 25922), S.
aureus (ATCC 29213), E. aerogenes (ATCC 13048), L.
monocytogenes serotype 1/2b, S. Typhimurium) ve
probiyotik (L. delbrueckii NRRL B 548, L. casei NRRL B
1922 ve L. acidophilus NRRL B 4495) bakteriler tizerine
antimikrobiyal etkilerinin belirlenmesi amaclanmistir.

MATERYAL VE METOT

Marmara Bodlgesi'nin Kapidag (470 m yukseklik) ve
Erdek (deniz seviyesi) yorelerinden 3 farkl bodlgeden
toplanan yaban mersini meyve ve yapraklari, hasarli
kisimlarindan ve yabanci maddelerinden temizlendikten
sonra 2 kisma ayrilmistir. ilk kisim 50°C'de 2 saat
siireyle sicak hava (fleyen bir kurutma dolabinda
kurutularak vakum ambalajlama ile poliamid-polietilen
poset film (PO, = 15 cm®m?/24 h at 23°C and 75%
relative humidity; Flexopack S.A. Plastics Industry,
Koropi, Yunanistan) kullanilarak paketlenmis (VC
999/K12NA packing machine, Verpackungs systeme
AG, Herisau, isvicre), 2.kisim meyve ve yaprak érnekleri
ise taze olarak ayni ambalaj malzemesiyle
paketlendikten sonra, her iki grup analiz edilinceye
kadar - 20+2°C’de muhafaza edilmistir.

Meyve ve yaprak fenolik ekstraktlarinin
hazirlanmasinda, Ehlenfeldt ve Prior [2] tarafindan
Onerilen yontem, igeriginde degisiklik yapilarak
uygulanmigtir. Taze ve kurutulmus yaban mersini meyve
ve yaprak 6rneklerinde (2 g); meyve fenolik ekstraktlari
icin metanol (Merck 10609, 20 mL, 2 kez), yaprak
fenolik ekstraktlari igin ise, yag igeriklerinden dolayi
siraslyla aseton (2%99.9, Merck 100012, 20 mL, 2 kez)
ve metanol (2%99.9, Merck 10609, 20 mL, 2 kez)
kullaniimis, ekstraksiyon 20°C’de 15 dakika slreyle 90
W ve 53 kHZ'lik ultrasonik banyo (Kudos SK2200 HP)
kullanilarak gergeklestirilmistir. Elde edilen ekstraktlar,
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4°C’de 1372xg kuvvetinde 10 dakika santrifijlendikten
sonra (Sigma 3K30, Ingiltere), sivi kisimlar ayrilarak
vakum altinda déner buharlastiricida (40°C, Heidolph
Laborota 4001, Almanya) ¢Ozlculleri uzaklastirilarak 5
mL’ye konsantre edilmistir. Ekstrakt hacmi 10 mL olacak
sekilde methanol ile seyreltilen ekstraktlar, 0.2 pm
(Minisart 16534, Sartorius Biotech GmbH 37070
Goettingen, Almanya) filtreden gegirilerek kullanilincaya
kadar -20°C’de muhafaza edilmistir. Antibakteriyel
etkinin belirlenmesinde kullanilacak fenolik bilesikler 100
mg/mL konsantrasyonda (stok ¢dzelti) hazirlanmig, 0.2
um filtreden gegirilerek sterilize edilmis, 50 ve 10 mg/mL
diizeyindeki konsantrasyonlar ise, stok c¢o6zeltiden
seyreltilerek elde edilmistir. Calismada kullanilan fenolik
bilesikler analitik saflikta olup Fluka (St. Louis, MO,
ABD; (gallik asit (91215), resveratrol (34092), (+)-
katesin (43412), (-)-epikatesin (68097)), Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, ABD; kuersetin (Q4951)), Sigma (St.
Louis, MO, ABD; kafeik asit (C0625), siringik asit
(S6881), p-kumarik asit (C9008), naringin (N1376),
hesperidin (H5254), rutin hidrat (R5143)), Aldrich (St.
Louis, MO, ABD; vanillik asit (H36001), trans ferulik asit
(128708), 3-hidroksi-4-metoksisinnamik asit (10312)), ve
HWI Analytk GmbH (Ruelzheim, Almanya) (klorojenik
asit (0050-05-09)) firmalarindan temin edilmistir.

Ekstraktlarin ve fenolik standartlarin antimikrobiyal
etkilerinin belirlenmesinde disk diflizyon yontemi [29]
uygulanmig, galismada kullanilan mikroorganizmalara
ait bilgiler ve gelisme kosullari Tablo 1‘de belirtilmistir.

Patojenlere ve laktik asit bakterilerine ait 18-24 saatlik
(107-108 kob/mL) kiiltirlerinden 100 uL alinarak sirasiyla
TS ve MRS agar besiyerine ylzey surme ydntemiyle
ekim yapiimis ve 4°C’'de 2 saat sureyle bekletilerek
kllturlerin  besiyerine difizyonu saglanmigtir. Sire
sonunda 6 mm capindaki kagit diskler (Oxoid CT0998B)
besiyeri ylizeyine vyerlestirilerek meyve ve yaprak
ekstraktlar ile standart fenolik bilesikler 20 pL olacak
sekilde kagit disklere emdirilmistir. Pozitif kontrol olarak
20 pL kloramfenikol (0.1 g/L, Oxoid SRO078E), 20 pL
metanol ise kagit  disklere emdiriimis  ve
buharlastirildiktan  sonra  negatif kontrol  olarak
kullanilmistir. inkiibasyon sonrasinda petrilerdeki zon
caplan Olgllerek (-: inhibe edici etki yok) test edilen
mikroorganizmalar Uzerine taze ve kurutulmus yaban
mersini meyve ve yaprak ekstraktlarinin antibakteriyel
etkileri degerlendirilmistir. Calismada yapilan analizler
U¢c kez tekrarlanmis ve sonuglar bu Ug¢ degerin
ortalamasi olarak verilmistir.

istatistiki Analiz

Analizler sonucunda elde edilen veriler iki yonli varyans

analizi (ANOVA) testiyle SPSS paket programi
kullanilarak  (SPSS 16.0, Chicago, IL, ABD)
degerlendiriimigtir. Elde edilen ortalama degerler

arasindaki istatistiki farkliliklarin belirlenmesinde p<0.05
olasilik dizeyinde LSD (Least Significant Difference)
testi kullaniimistir.

Tablo 1. Antimikrobiyal aktivite belirlenmesinde kullanilan mikroorganizmalar ve gelisme kosullari

Kullanilan besiyeri ve Gelisme

Mikroorganizma adi Kisaltma  Temin edildigi yer kosullar,

S. Enteritidis (ATCC 13076 SE .

E. coli (ATCC( 25922) ) EC Uludag Universitesi Tip

S. aureus (ATCC 29213) SA Fakiltesi Mikrobiyoloji Anabilim  Tryptic Soy Broth (TSB)/ Tryptic
) Dali Soy Agar (TSA), (Oxoid

E. aerogenes (ATCC 13048) EA _. CM0129)/ (Oxoid CM0131)

L. monocytogenes LSM Erciyes Universitesi Veteriner 37°C’de 24 saat

serotypel/2b Fakaultesi, Mikrobiyoloji

S. Typhimurium SET Anabilim Dali

L. delbrueckii subsp. Birlesik Devletler Tarim

bulgaricus NRRL B 548 LD Bakanhgi’'nin Tarimsal (Ijb(z Ynzr;] l'\i;%g%sszssf;]é;rrp BAro;r:/

L. casei NRRL B 1922 LC Arastirma Servisi Kulttr (Merck 1 109661)/(Mer2k 9

Koleksiyonu (USDA’s 1 10660).
L. acidophilus NRRL B 4495 LA Agricultural Research Services i

Culture Collection)

37°C’ de 2 glin

BULGULAR VE TARTISMA

Taze ve kurutulmus yaban mersini meyve ve yaprak
ekstraktlarinin antibakteriyel etkilerine dair inhibisyon
sonuglari Tablo 2'de bildirilmistir. Bu sonuglara gore,
Erdek yéresinden toplanan taze ve kurutulmus meyve
ekstraktlarina en direngli mikroorganizmalarin
Salmonella cinsine ait oldugu, meyvelerin taze ya da
kurutulmus olmasinin  ve lokasyon farklihginin
mikroorganizmalar Uzerinde farkli inhibisyon etkisi
yaratmadigi (p>0.05) belirlenmistir. Antibakteriyel etkisi
en fazla olan ekstraktin, lokasyon etkisi olmaksizin
kurutulmus yaban mersini yapraklarindan elde edildigi
ve Gram (+) ve Gram (-) patojen bakteriler Uzerinde
inhibisyon sagladigi, meyve ve yaprak ekstraktlarina en
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duyarl patojen bakterilerin ise, E. aerogenes ve L.
monocytogenes oldugu tespit edilmistir. Kurutma
isleminin, taze ve kurutulmus yaban mersini meyve ve
yapraklarin antibakteriyel etkisi Uzerinde istatistiki olarak
farklihga yol agmadigi (p>0.05), 6rneklerin toplandigi
bolgelerin farkli lokalizasyonda yer almalarinin da
sonucu etkilemedigi saptanmistir. Literatirde, Gzimsu
meyvelerden farkl ¢oziculerle elde edilen ekstraktlarin
fenolik igeriklerinin Salmonella hicreleri Gzerinde inhibe
edici etkilerinin oldugunu gdsteren sonuglara [3, 13]
rastlaniimis olup; Shen ve ark. [30] tarafindan yapilan
bir g¢alismada, Elliott (Vac. elliottii), Darrow (Vac.
darrowii), Duke (Vac. duke) ve Bluecrop (Vac. bluecrop)
gesitlerinin - meyvelerinden elde edilen etanol
ekstraktlarinin L. monocytogenes ve S. Enteritidis
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Uzerinde doza bagh olarak inhibitdr etkiye sahip oldugu,
L.monocytogenes’in  ekstraktlara karsi daha fazla
hassasiyet gosterdigi, ekstraktlardaki klorojenik asit,
kuersetin, elajik asit ve kuersetin-3-galaktosidin aktif
antimikrobiyal etkili bilesikler oldugu belirtilmigtir.
Yapilan bir diger calismada, yaban mersininden elde
edilen %100 etanol ekstraktinin L. monocytogenes ve S.
Enteritidis Gzerindeki etkili dozunun 24 ppm oldugu [6],
%100 yaban mersini suyunun ise S. Typhimurium ve L.

monocytogenes Uzerinde antibakteriyel etki gdsterdigi
tespit edilmistir [14]. Bogurtlen, ahududu ve cilek
meyveler Uzerinde yapilan bir diger ¢alismada ise sivi
ve kati besiyerine ilave edilen 1 mg/mL dozdaki meyve
sularinin 24 saatte S. Typhimurium lzerinde inhibe edici
etki gosterdigi [3], tam yagh ve yagsiz sute ilave edilen
bégurtlen suyunun (%10, v/v) ise S. Typhimurium ve L.
monocytogenes  seviyelerinde 2-4 log kob/mL
dlzeylerinde azalmaya neden oldugu belirlenmistir [25].

Tablo 2. Disk diflizyon testinde taze ve kurutulmus meyve ve yaprak ekstraktlarinin patojenler ve probiyotikler

Uzerinde olusturdugu inhibisyon etkisi

Ekstrakt Gram (-) Gram (+) Laktik asit bakterileri
SE SET EC EA LSM SA LD LC LA
ETM (mm)} - - 22+0.25A3k 23+0.404s0k | 22+0 2940 22+0.1242 1920.144ak 18+0.4448k -
EKM (mm) 20+0.234ak 22+0.12Ram  2240.20AH 23+0.14A0m 23+0.274ak - -
KTM (mm) - - - 24+0.17Kak 25+0.48Kak - 18+0.15Kbk 19+0.18Kak
KKM (mm}) - 19£0.4464ak 23+0.38Ksbl | 2440 52Kam 18+0.27Kbom -
ETY (mm) 22+0.34Btk 24401382k - 23%0.44Ack 2418+0,1640 2440 .23Abk - 18+0.54A8k
EKY(mm) 24+0.614am  2440.29%m  2340.63A 240.174bm | 2340 .50An 2410.32400 2010.44ram -
KTY (mm) 23+0.39Ktk  2340.27Kbk - 2440.14Kbk 252+0.46Kak - 19+0.23Kak
KKY (mm)} 24+0.18Kam  2440.19Kam  25+0.42Kam  25+0.21Kam | 25+0.30Kam 25+0.15Kam | 20+0.23Kam  20%0.12Kam -
Pozitif kontrol (mm)'  25+0.23 26+0.61 26+0.23 26+0.18 26+0.34 26+0.32 24+0.23 24+0.19 25+0.50
Negatif kontrol (mm)?2  12+0.49 1240.63 13+0.41 1340.55 12+0.55 12+0.26 1240.29 12+0.35 14+0.52

E: Erdek, K: Kapidag, T: Taze, K: Kurutulmus, M: Meyve, Y: Yaprak, ! Kloramfenikol, 2Metanol, ":-:

inhibe edici etki yok; SE: S. Enteritidis

(ATCC 13076); SET: S. Typhimurium; EC: E. coli (ATCC 25922); EA: E. aerogenes (ATCC 13048); LSM: L. monocytogenes serotypel/2b;
SA: S. aureus (ATCC 29213); LD: L. delbrueckii NRRL B 548; LC: L. casei NRRL B 1922; LA: L. acidophilus NRRL B 4495, Degerler;
ortalama t standart sapma (tabloda verilen zon gaplari kagit disk ¢apini icermektedir), A-B, K-L: Ayni situndaki farkl biyik harfler taze
veya kurutulmus olmasina gére meyve ve yaprak ekstraktlari arasindaki farkliliklari (p<0.05), a-c: Ayni situndaki farkli harfler meyve ve
yaprak ekstraktlari arasindaki farkliliklari (p<0.05), k-, m-n: Ayni sttundaki farkli harfler lokalizasyon farkhligina gére meyve ve yaprak

ekstraktlari arasindaki farkliliklari (p<0.05) ifade etmektedir.

Gr (-) bakteriler, fenolik bilesiklerin toksik etkisinden
kendilerini koruyabilmek igin efflux pompa sistemine
sahip iken, Gr (+) bakteriler kalin peptidoglikan hiicre
duvarlar sayesinde kendilerini ¢evre kosullarina karsi
koruyabilmektedir [31]. Ayrica Gr (-) bakterilerin hiicre
duvarinin  dis  katmanlarindaki lipopolisakkaritler
immunomodilatér bilesikler olup, yag asidi profilinde
goérulen  degisikliklerin ~ bakteri  metabolizmasinda
bozulmalara neden olabilecegi ve L. monocytogenes’in
fenolik bilesiklere karsi olan hassasiyetini arttirabilecegi
ifade edilmektedir [32]. Nohynek ve ark. [13] yaptiklari
galismalarinda, farkh Uzimsi meyvelere ait aseton:su
(70:30, v/v) ekstraktlarinin patojenler Uzerindeki
antibakteriyel etkilerini incelemisler ve ekstraktlarin gallik
asit iceriklerine bagli olarak Salmonella turleri Gzerinde
hicre zari gegirgenliginde artisa sebep olduklarini ve
antibakteriyel etki gosterdiklerini, 12 ay depolama
sonrasi ekstraktlardaki antibakteriyel etkinin
azalmadigini  belirlemislerdir.  Vac.  macrocarpon
Uzerinde vyapilan c¢alismalarda S. aureus, E. coli
0O157:H7 gibi patojenler Uzerinde antibakteriyel etki
gosterdigi [33, 34]; Vac. oxycoccos L. meyvelerine ait
metanol ekstraktlarinin  S. aureus Uzerinde orta
dizeyde, E. coli Uzerinde ise belirgin dizeyde inhibe
edici etkiye sahip oldugu [35]; ayni bitkinin Avrupa’'da
yetisen turlerine ait etanol ekstraktlarinin ise E. coli, S.
Typhimurium, L. monocytogenes, S. aureus Uzerinde
benzer etki gosterdigi belirlenmistir [36]. Kylii ve ark. [37]
ise polimerik proantosiyanidin fraksiyonuna sahip Vac.
vitis-idaea ve Vac. microcarpon’un S. aureus Uzerinde
antimikrobiyal etki gosterirken, S.  Typhimurium,
L. rhamnosus ve E. coli lzerinde etkisinin olmadigini
ifade etmislerdir. Vac. arctostaphylos yaprak ve
meyvelerinin su ekstraktlarinin S. Typhimurium Gzerinde
metanol ekstraktlarina gore daha yiksek antimikrobiyal
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etki gosterdigi belirlenmistir [38]. Kryvtsova ve ark. [39]
ise Vac. vitis-idaea tiriniin meyve ve yapraklarina ait
etanol ve metanol ekstraktlarinin S. aureus ATCC
25923 ve E. coli ATCC 25922 (izerindeki antimikrobiyal
etkisinin karsilastirildigi bir calismada, meyve etanol
ekstraktlari ile yaprak metanol ekstraktlarinin ylksek
antimikrobiyal etki (S. aureus) gosterdigi, firsatgi
mikroorganizmalara kargi antogonistik etki gdsteren
probiyotik tirler (L. plantarum) (zerinde ayni etkiye
sahip olmadigdini tespit etmislerdir. Vac. myrtillus L.’e ait
yaprak ve meyve metanol ekstratlarinin S. aureus ve E.
coli ATCC 9863 uzerindeki antimikrobiyal etkisinin
incelendigi bir diger calismada ise S. aureus’un en
hassas mikroorganizma oldugu belirlenmigtir  [6].
Uzimsii meyvelerden elde edilen fenolik ekstraktlarin;
molekdl yapilarinin kigik olmasindan dolayr hicre
zarindan kolaylikla gecip hicre iginde c¢o6zlnerek
antimikrobiyal etki gOsterdikleri, bu etkinin
mikroorganizmalarin Gr (+) veya Gr (-) olmalarina bagl
olarak farklh sonuglar gosterdigi, ekstraktin bitkinin hangi
kismindan elde edildigine, bitkinin yetistiriime kosullari,
toplanma zamani ve lokasyonu, kurutma kosullari,
ekstraksiyonda kullanilan ¢dzicinin g¢esidi, polaritesi,
konsantrasyon, ekstraksiyon kosullariyla bitkinin fenolik
madde miktarina bagl oldugu ifade edilmektedir [3-4,
30-41].

Laktik asit bakterileri arasinda ise, taze ve kurutulmus
yaban mersini meyve ve yapraklarindan elde edilen
ekstraktlara en direngli mikroorganizmanin
L. acidophilus NRRL B 4495 oldugu belirlenmistir.
Yaban mersini yaprak ekstraktlarinin  gosterdigi
antioksidan ve antibakteriyel etkilerin ylksek fenolik
icerikleriyle iligkili oldugu, bitkinin asidik ve yetersiz
besin elementi igeren toprak sartlarinda UV isinlarindan,
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parazitlerden ve serbest radikallerden kendisini
koruyabilmek igin fenolik bilesikleri sentezledigi, bu
bilesiklerin patojenleri gelisimini engellerken probiyotik
tirler (L. rhamnosus) Uzerinde de koruyucu etki
gOsterebildigi ifade edilmektedir [22]. Degirmencioglu ve
ark [42] tarafindan vyapilan bir g¢alismada,taze ve
kurutulmus yaban mersini yaprak ekstraktlarinin,
meyvelerden elde edilenlerle karsilastirildiginda daha
yuksek oranda toplam fenol igerigine sahip oldugu
belirlenmis, bu sonug farkli Gzimsu meyve ve yapraklari
Uzerinde yapilan diger calismalarin sonuglariyla da
dogrulanmistir [2, 10, 43-44]. Bu ¢alismada test edilen
L. casei NRRL B 1922 ve L. delbrueckii subsp.
bulgaricus NRRL B 548 bakterilerinin, bitkinin meyve ve
yaprak kisimlarinin kurutulmasi sirasinda ve toplandigi
lokasyona bagl olarak fenolik bilesen kompozisyonunda
ortaya ¢lkan degisimlere goére, farkl direng ve
hassasiyet gosterdikleri tespit edilmigtir. Ayrica, meyve
ekstraklarinin daha ylksek oranda antosiyanin bilesikleri
icermesi, yapraklarin ise fenolik asitler ve katesinler
acisindan zengin olmasi [42] ve fenolik bilesiklerin
antimikrobiyal etki mekanizmalarindaki farklliklar,
okside olmus bilesiklerle enzimlerin inhibisyonu, siilfidril
gruplariyla reaksiyonlar, proteinlerle gerceklestirdikleri
spesifik olmayan interaksiyonlar ve ortam pH’sindaki
degisimler, elde edilen sonuglari anlaml kilmaktadir [20,
45].

Bakteri hicrelerinde yag asitlerini barindiran sitoplazmik
membran, inhibisyon etkisinin goéruldugu ilk etkilesim
noktasidir. Gr (-) bakterilerin dis membranlari yag asidi
bariyeri olarak davranirken, Gr (+) bakterilerde dis
membran, i¢ membrana dogru yag asitlerinin gegisine
izin vermektedir [46, 47]. Bakteri hiicre zarinin segici
gecirgen Ozellikte ve hasar goérmemis olmasi,
mikroorganizmalari antibakteriyel etkiden korumaktadir.
Flavonollar, sitoplazmik membran fonksiyonlarini veya
enerji metabolizmasini inhibe ederek etkili olurken [48],
katesinler ise, ylzey proteinleriyle etkilesime girerek
velveya H,O, olusturarak bakteri hicrelerine oksidatif
strese sokmakta [49], antosiyaninler ise, hicre zarina
zarar verdiginden protein ve niukleik asit kaybina neden
olmakta, adenozin trifosfataz (ATPaz), slper oksit
dismutaz (SOD) gibi enzimlerin daha disuk aktivite
gOstermesine neden olarak patojenlerin gelismesini
engellemektedir [23, 25, 28, 50].

Yapilan c¢alismada, yaban mersini meyve ve
yapraklarindan elde edilen ekstraktlarin ve standart
fenolik bilesiklerin antimikrobiyal etkilerinin
belirlenmesinde disk difizyon yontemi ve pozitif kontrol
olarak da Staphylococcus spp., Salmonella spp., L.
monocytogenes, E. coli gibi mikroorganizmalar tzerinde
etki gosteren genis spektrumlu antibiyotik, kloramfenikol
kullaniimistir. Avrupa Klinik Mikrobiyoloji ve Enfeksiyon
Hastaliklari Birligi (EUROCAST) tarafindan yayinlanan
disk diflizyon yontemi kilavuzunda 30 ug’lk dozlarda
onerilen kloramfenikol, E. coli (ATCC 25922) ve S.
aureus ssp. aureus’a (ATCC 29213) karsi 24 mm’lik
hedef zon ¢api olusturmaktadir [51]. Arastirmada pozitif
kontrol dozu (20 uL, 0.1 g/L) uygulanmis, patojenler 18-
20 mm zon capi ile hassasiyet gostermistir. Fenolik
bilesiklerin  antibakteriyel etkilerinin  belirlenmesine
yonelik bu calismada; tium patojenlerin kafeik asit,
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resveratrol ve (+)-katesine karsi direng gosterdigi (Tablo
3); siringik asit, trans ferulik asit ve naringin’in ise tim
patojenler Uzerinde inhibe edici etkiye (100 mg/mL)
sahip oldugu belirlenmistir. Patojen mikroorganizmalar
arasinda, fenolik bilesiklere en ylksek direnci gdsteren
patojenin S. Enteritidis, en hassas patojenin ise E.
aerogenes oldugu tespit edilmistir. Laktik asit bakterileri
arasinda ise, en hassas mikroorganizmalarin; L. casei
ve L. acidophilus (10 ve 50 mg/mL), tim laktik asit
bakterileri icin en duslk dozda (10 mg/mL) inhibe edici
etki goOsteren fenolik bilesiklerin ise siringik asit, 3-
hidroksi-4-metoksisinnamik asit, hesperidin ve rutin
hidrat, tim dozlarda etkili olan fenolik bilesiklerin ise,
siringik  asit, hesperidin ve rutin hidrat oldugu
saptanmigtir. Fenolik toksititeye sahip hidroksil gruplari
iceren fenolik bilesikler, bu gruplar sayesinde
mikroorganizma hucrelerinde enzimatik aktiviteyi inhibe
etmekte, Ozellikle gallik asit ve kafeik asit gibi fenolik
asitler L. monocytogenes’in metabolik prolin inhibitdru
olarak rol oynamaktadir [30]. Ancak bu galismada, saf
fenolik bilesiklerin gdsteremedigi etkiyi, meyve ve
yaprak ekstraktlarinin hazirlanmasinda ¢ozuicu olarak
kullanilan metanol, suda sinirli élgiide ¢dézliinmesinin de
verdigi etkiyle Gr (-) bakterilerin hidrofilik dis
membranlarinda hasara yol agip hiicre fonksiyonlarini
bozarak, hucre bilesenlerinde kayba neden olup hicreyi
OldUrerek [52] gostermistir.

Fenolik bilesikler, hicrenin dinamik dengesini etkileyen
ve K* kanallari aracihigiyla 6zellikle K* iyonlarinin hiicre
disina difizyonunu arttiran hiperpolarizasyona neden
olmakta, hiicre zarindaki tasiyici molekillerin (Na/H)
degdisimini gerceklestirerek bakterilerin dlisik ozmotik
basinca toleranslarini azaltmakta, lipofilik karakterde ve
fenolik hidroksil gruplarina sahip siringik asit gibi fenolik
bilesikler, hucrenin membran yapisi, gegirgenligi ve
fonksiyonlarina zarar vererek hiicre bilesenlerinin

(protein, nikleik asit, potasyum veya fosfat gibi
inorganik iyonlar) sitoplazmik membran yoluyla
difizyonuna neden olmakta, mikroorganizmalarin

barsak epitel dokularina tutunmasini engellemekte,
protein yapisindaki intraselllar molekullerin kaybina
sebep olarak hicre gegcirgenligini degistirmekte,
mikrobiyal enzimleri inhibe edebilmektedirler. Hidroksil
gruplari igceren fenolik bilesiklerin (disik pH’da) hidrojen
baglan ve yarattiklari hidrofobik etki ile bazi membran
Ozelliklerinde (hicre igi- ve hucre disi gegirgenligi, yik
vb.) geri dontisimsuz degisiklikler olusturmasi, negatif
yuzey ylkinde azalmaya, hicre membranlarinda por
olusumuna veya Ilokal kopmalara sebep olarak
antimikrobiyal etkiyi guc¢lendirmektedir [3, 6, 13-14, 22,
31, 52-57].

Vaccinium bitkilerinin laktik asit bakterileri Gzerindeki
etkisini  belirlemeye yonelik yapilan g¢alismalarin
sonuglarinda; fenolik bilesiklerin probiyotik bakteriler
Uzerinde inhibe veya stimile edici etki gosterdigi ve bu
etkinin sitoplazma memebraninin ve hicre duvarinin
yapisindan, ayrica hafif asidik sartlarda probiyotiklerin
fenolik bilesikleri besin maddesi olarak
degerlendirmesinden de kaynaklandigi ifade edilmistir
[3, 14, 22, 25 28, 58, 59]. Bizim calismamizda ise,
meyve ve yaprak ekstraktlariyla fenolik bilesiklerin laktik
asit bakterileri Uzerinde gosterdikleri etkide, istatistiki
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olarak farklilik (p<0.05) tespit edilmis, etkinin fenolik
bilesiklerin bireysel ve butlncul etkilerinden, gallik asit,
p-kumarik asit, serbest antosiyaninler gibi pek c¢ok
fenolik bilesigin fermente edilebilir bir enerji kaynadi,
hidrojen alicisi veya buylime faktori gibi rol oynayarak
bazi laktik asit bakterileri Uzerinde (L.acidophilus)
sitimile edici etki gosterdigi dustunilmektedir.

Vac.myrtillus meyve ve vyapraklarinin fenolik bilesen
kompozisyonunun  belirlenmesine  ybnelik  yapilan
calismalarda, yesil kahve c¢ekirdeklerinde 5-O-kafeoll
kuinik asit (5-CQA) olarak refere edilen klorojenik asit,
en baskin fenolik asit olarak bildirilirken [16],

Degirmencioglu ve ark. [42] tarafindan vyapilan
calismada meyve ekstraktlarinda en ylksek oranda
bulunan fenolik  asidin  siringik  asit, yaprak
ekstraktlarinda ise bu asidin yani sira, p-kumarik, gallik
ve vanillik asitler oldugu tespit edilmistir. Siringik asit gibi
p-kumarik asit, trans ferulik asit, gallik asit, klorojenik
asit ve naringin’in 6zellikle Gr (-) ve (+) patojenlere karsi
(Tablo 3) demir baglama kapasitelerinin ylksek
olmasindan dolayl S. aureus ve E. coli Uzerinde guglu
antibakteriyel etki gostermesi ve biyofilm olusumunu
engelleme yeteneklerinin bulunmasi da dikkate degerdir
[3, 22, 30-31, 53-60].

Tablo 3. Disk diflizyon testinde fenolik standartlarin (100 mg/mL/disk) patojenler ve probiyotikler (10, 50 ve 100

mg/mL/disk) uzerinde olusturdugu inhibisyon etkisi

i Gram (-) \ Gram (+) Laktik asit bakterileri

Fenolk ar  SE SET EC EA | Lsm SA LD Lc LA LD Lc LA LD Lc LA
100 mg/mL 10 mg/mL 50 mg/mL 100 mg/mL

Gallik asit 2550 125 25+ 314 2550 177 16:042%  16£044% | 1720215 17201152 172023% | 182052% 1920174 1920414
Vanillk asit 240,19 23+0.11% - - - - - - 16:026%  16£0.19% 1620224
Kafeik asit - - - 1640 1442 - 1740 5442 - - 1840194  16£0.215  1620.10%
;(;?t“"e“'k - - 2420415 24+0.14% - 26+026% 14+0.17% 1420 .18% - 14:032%  15:0284% 15+015%% | 16+023% 16+045% 1620165
Siringikasit  26+054% 26:045% 26:026% 26+0.14% | 254043 26+033% 16:024% 1820198 1820215 | 18:015% 1820238  18:047% | 18#016% 1920134 1920195
g's'i‘t“ma"k 25+0.12% 26:0.16% 27:0.14% 2606245 2540 275 1760194 16:012%  17:021% | 18:038% 174035 1820174
fTeff‘l';"SkaS“ 26+024% 26:0175 2620175 2620184 | 240345 26:030% 14+026% 1430220 | 16:027%  1620.19%  16+02080= | 17+0.44%% 1720125 1820304
3—hidrok57i—
giﬁne;?nkiil_ 2450345 2450.12% 14:011% 1420215 143016 | 14£032%  14:022%  14:0.16% | 16£024% 1520194 1420295
asit
Naringin 2240195 24+0.14% 24:048% 2450285 | 26:026% 26£0 294 . - 1420 125 - 1420215 16£023% | 16£0.17% 16:020% 16:028%
Hesperidin - 2410315 26+020% 25:025%% 26:014% 26+035%| 142031% 1420208 142011% | 16:0.44% 1420235  16:025% | 17:0.18%% 16:0.21%  1620.14%
Kuersetin - 25+0.14%82 2440185 | 2610315 26+0.32% - 1430145 14£023% | 1420215  16:0.42%  16:0.12%c | 16£0.26% 1820314 17+0.09%
Rutin hidrat 245023% 25101258 2610474 | 26:022% 26£018| 14:0125° 14£0395c 1430315 | 1620 14% 1620.12% 16£0.114% | 17:0.11% 16£0.32% 1620.14%
Resveratrol - - : - - 1620155 1602458 : 18:0. 164 1820175  16+0.16%¢ | 18:028% 1940114 1840474
(+)-katesin - - - 160,24 - 16:019% | 1740218  16:0.18%  18+025% | 18:0.144 17:0.44%c 1820335
oaikatesin 24:+0 412 2240158 2240 24%| 14+0.13¢ 1440 245 | 16:+0 292 1640 1455 | 1760 635  14+025% 1740524
Eg:;:gp 25:023 26:061 26:023  26+018 | 26+034 262032 | 243023  24:019  25:050 | 24#023  24:019 25050 | 243023 242019 252050
I’("Uerﬁf‘;ilfz 124049 124063  13:041 132055 | 12:055 12:026| 126029 124035 142052 | 124029 124035  14x052 | 126029 124035  14x052

! Kloramfenikol, 2 Metanol, ":-: inhibe edici etki yok; SE: Salmonella Enteritidis (ATCC 13076); SE: S. Enteritidis (ATCC 13076); SET:
S. Typhimurium; EC: E. coli (ATCC 25922); EA: E. aerogenes (ATCC 13048); LSM: L. monocytogenes serotypel/2b; SA: S. aureus
(ATCC 29213); LD: L. delbrueckii NRRL B 548; LC: L. casei NRRL B 1922; LA: L. acidophilus NRRL B 4495, Degerler; ortalama +
standart sapma, (tabloda verilen zon g¢aplari kagit disk ¢apini igermektedir), A,B: Ayni satirdaki farkh harfler mikroorganizmalar
arasindaki farkliliklari (p<0.05), a-d: Ayni sttundaki farkh harfler fenolik standartlar arasindaki farkhliklar (p<0.05) ifade etmektedir.

SONUG

Arastirma sonuglarina gore; siringik asit patojenler
Uzerinde pozitif kontrol (25-26 mm) ile
karsilastirildiginda en etkili (25-26 mm) fenolik bilesik
olarak 6n plana gikarken, vanillik asit ise en zayif etkili
fenolik bilesik, en hassas mikroorganizmalar ise E.
aerogenes ve L. monocytogenes serotype 1/2b
belirlenmisti. Hem taze hem de kurutulmus yaban
mersini yapraklarindan elde edilen ekstraktlarin; S.
Enteritidis ve S. Typhimurium Uzerinde zayif da olsa
antibakteriyel etkiye sahip oldugu, LAB arasinda ise
sadece L.acidophilus’un ekstraktlara direng gosterdigi
tespit edilmistir. L.rhamnosus, L.acidophilus, L. casei,
L.plantarum, Bifidobacterium lactis gibi gibi probiyotik
bakterilerle karsilastirildiginda, L. monocytogenes,
S.typhimurium gibi patojenler yaban mersininde bulunan
fitokimyasallara karsi 2 ila 4 kat daha fazla hassasiyet
gOstermekte, pek c¢ok gida proseslerinde LAB cesitli
asitler, etanol ve polifenoller gibi antimikrobiyallerin
varhiginda gelisme gosterebilmektedir. Ozellikle barsak
epitellerinin gegirgenliginin gastrointestinal hastaliklarda
onemli oldugu disunllecek olursa [61], barsak kokenli
bakteriler ve toksinlerinin barsak epitellerinden gegisini
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azaltan fenolik bilesiklerce zengin meyvelerin tiketimi ve
bu meyvelerin probiyotik katkill gida Uretimlerinde
prebiyotik amach kullanimi énem arz etmektedir. Yaban
mersini meyve ve yaprak ekstraklarinin saglik, kozmetik
ve gida endustrisinde patojen mikroorganizmalara karsi
doza bagll olarak etkili olabilecedi, ekstrakt eldesinde
kullanilan ¢dzicinun antimikrobiyal etkide 6neminin
oldugu, probiyotik bakteri iceren gida
formulasyonlarinda ise hem stimule edici etkilerinden

hem de fonksiyonel &zelliklerinden dolayr rahatlikla
kullanilabilecegi, ayrica fenolik  bilesenlerin  ve
gosterdikleri  antioksidan, antimikrobiyal vb.etkilerin

korunabilmesi amaciyla farkli kurutma yéntemlerinin de
denenmesi gerektigi sonucuna variimistir.
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