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Pseudomonas aeruginosa, bagisikhgi baskilanmis hastalarda akut ve kronik enfeksiyonlara sebep olan Gram-negatif,
firsatcl bir patojendir. P. aeruginosa, virllens faktorlerinin Uretimi ve biyofilm olusturma &zelliklerini bir gesit hiicreler
arasi iletisim sistemi olan gevreyi algilama (Quorum sensing, QS) haberlesme sistemi ile kontrol eder. Bu haberlesme
sisteminin farkli sentetik veya dogal moleklller ile engellenmesi veya yodnlendiriimesiyle patojen bakterilerin
kontroliinli konu alan calismalar yapiimaktadir. icerdigi aktif molekdiller sayesinde antibakteriyel, antifungal ve antiviral
aktivitelere sahip olan bitkisel ugucu yaglar bu anlamda buyuik potansiyel tasimaktadir. Bu galismada gul ugucu
yaginin, gul ugucu yaginin temel bilesenlerinin (sitronellol, geraniol ve nerol) ve bu Ug¢ bilesenin karisiminin (CGN)
Pseudomonas aeruginosa PAO1 susu icin hiucrelerarasi iletisim (QS) sistemi Uzerine engelleyici etkisi arastiriimistir.
Calisma sonucunda P. aeruginosa PAO1 susu igin kayma hareketini; gul ugucu yaginin %83, sitronellol, geraniol,
nerol ve karisim CGN’nin, %61-75 oraninda engelledigi belirlenmistir. P. aeruginosa PAO1 susu icin biyofilm
olusumunu, gil ugucu yagi %54-68, sitronellol, geraniol, nerol ve karisim CGN %10-15 oraninda baskilamistir. Gl
ugucu yaginin P. aeruginosa'nin kayma hareketini ve biyofilm olusumunu gil yaginin temel bilesenlerinden daha
yuksek oranda inhibe etmesi 6nemlidir. Bu ¢alismanin sonuglari, sitronellol, nerol, geraniol ve CGN'nin P. aeruginosa
susu icin anti-QS aktivitesine sahip oldugunu, ancak gul ucucu yaginin gesitli uygulamalarda kullanilabilecek
potansiyelinin bulundugunu gdéstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Gl ugucu yagi, Biyofilm, P. aeruginosa, Kayma hareketi

Effect of Rose (Rosa damascena Mill) Essential Oil on Biofilm Formation and Swarming
Motility on Pseudomonas aeruginosa

ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is a Gram-negative, opportunistic pathogen that causes acute and chronic infections in
immunocompromised patients. P. aeruginosa controls the production of virulence factors and biofilm formation
properties with the Quorum sensing (QS) communication system, which is a kind of intercellular communication
system. Studies have been carried out on the control of pathogenic bacteria by blocking or directing this
communication system with different synthetic or natural molecules. Herbal essential oils, which have antibacterial,
antifungal and antiviral activities because of their active molecules, have great potential in this sense. In this study, the
inhibitory effects of rose essential oil, its major components (citronellol, geraniol, and nerol), and a combination of
these three components (CGN) on the intercellular communication (QS) system of Pseudomonas aeruginosa PAO1
strain were investigated. As a result of the study, it was determined that rose essential oil inhibited the swarming
motility for the P. aeruginosa PAO1 strain by 83%, and the inhibition by citronellol, geraniol, nerol, and a mixture CGN
was in the range of 61-75%. For P. aeruginosa PAO1 strain, biofilm formation was suppressed by rose essential oil by
54-68%, citronellol, geraniol, nerol, and mixture CGN by 10-15%. It was important that rose essential oil inhibited the
swarming motility and biofilm formation of P. aeruginosa at a higher rate than the essential components of rose oil.
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The results of this study showed that citronellol, nerol, geraniol, and CGN had anti-QS activity for P. aeruginosa strain,
but rose essential oil had a potential to be used in various applications.

Keywords: Rose essential oil, Biofilm, P. aeruginosa, Swarming motility

GiRIiS

Pseudomonas aeruginosa, akut ve kronik solunum yolu
enfeksiyonlari, g6z ve vyanik vyaralari gibi birgok
enfeksiyona neden olan Gram-negatif firsatgi bir patojen
bakteridir [1-3]. P. aeruginosa, bu enfeksiyonlara
olusturmak icin hareketlilik, cesitli proteazlar ve toksinler
gibi cok cesitli virllans faktorlerini iceren donanima
sahiptir. Ayrica dezenfektanlara ve antibiyotiklere karsi
yuksek direng seviyeleri nedeniyle
P. aeruginosa’nin sebep oldugu enfeksiyonlar en 6nemli
saglik sorunlari arasinda kabul edilmektedir [4-7].

virilans faktorlerinin  Uretilmesi,
biyofilm olusumu gibi 06zelikler QS iletisim sistemi
tarafindan duzenlenmektedir. P. aeruginosa’da bu
sistemi olugturan las, rhl, Pseudomonas kinolon sinyal
(PQS) ve entegre QS (IQS) olmak lzere dort temel QS
yolagi rapor edilmigtir [8-12]. Bu iletisim sistemi, P.
aeruginosa’da biyofilm olusumu, piyosiyanin, elastaz ve
ramnolipid Uretimi ve virtlans genlerinin ekspresyonunu
dizenlemek igin birbirine baghdir [13]. P. aeruginosa’nin
biyofilm olusturma yetenegdi, geleneksel antibiyotiklere
diren¢ saglamasi nedeniyle hastalar ve saglik sektori
icin ciddi bir sorun olusturmaktadir. P. aeruginosa’nin
sebep oldugu biyofilm enfeksiyonlarinin tedavisi oldukca
zor ve maliyetlidir. Ayrica bu enfeksiyonlar yiksek
morbidite ve mortalite oranlarina sebep olmaktadir [14].

P. aeruginosa'da

Son yillarda, antibiyotik direngli suslarin ortaya ¢ikisini
azaltmak igin virllans faktorlerinin ve dizenleyici
mekanizmalarin (QS) hedeflenmesi, Pseudomonas’in
sebep oldugu enfeksiyonlarin kontroll igin umut verici
yaklagimlardan biridir [15, 16]. Dogada bitkisel ugucu
yaglar antimikrobiyal &zellikleri sayesinde bitkilerin
korunmasinda, 6nemli bir rol oynamaktadir. Cesitli
patojenlere kargi segici toksisiteye sahip olmalari ve
mikroorganizmalarda direng gelisimini 6nleyen farkl etki
mekanizmalarina sahip bilesenler igcermesi, ugucu
yaglarin dikkat ¢ekici o©zelliklerindendir [17]. Ayrica
ugucu yaglarin QS sistemi Uzerine etkilerini inceleyen
arastirmalar mevcuttur [18-22].

Gul yaginin, antioksidan, antimikrobiyal, antikanser,
antifungal, probiyotik, antipiretik etkiler, anti Human
Immunodeficiency Virus (HIV), antitlser etkileri cesitli
calismalarla rapor edilmistir [23-30]. Ancak gul yaginin
ve onun baslica bilesenlerinin P. aeruginosa igin biyofilm
olusumuna etkisi ilk defa bu ¢calisma ile arastiriimistir.

MATERYAL ve METOT

Bakteri Susu, Ortam, Kiiltir

Kimyasallar

Sartlan ve

Bu galismada Pseudomonas aeruginosa PAO1 susu (P.
aeruginosa PAO1) kullanilmigtir. P. aeruginosa PAO1
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susunu gelistirmek icin Luria-Bertani (LB) besin ortami
kullaniimis [31] ve 24 saat 37°C'de inklbe edilmistir. Gl
(R. damascena) ugucu yagi Sebat Ltd. S$ti'den
(Kegiborlu, Isparta) temin edilmistir. Sitronellol, geraniol
ve nerol, Sigma Aldrcih'den (St. Louis, ABD) satin
alinmis ve etanol ile ¢ozilmustur.

GC-MS Analizi

Gul ugucu yaginin bilesen analizi Shimadzu QP5050
(Kyoto, Japonya) marka GC-MS ile Siuleyman Demirel
Universitesi Deneysel ve Gozlemsel Aragtirma
Uygulama Merkezinde yapilmistir. Analiz Varian marka
CP WAX 52 kapiler kolon (50m x 0,32 mm), taslyici gaz
olarak helyum kullanilarak gercgeklegtirilmigtir.

Enjeksiyon hacmi 1 uL dir.
Antibakteriyel Etkilerin Arastiriimasi

Sitronellol, geraniol, nerol ve gul ugucu yaginin farkh
derisimlerinin anti-bakteriyel Ozellikleri, P. aeruginosa
PAO1 suslari icin agar difuizyon teknigi kullanilarak test
edilmistir [26].

Biyofilm Testi

GUl ugucu yagi, sitronellol, geraniol ve nerolin anti-
biyofilm o6zellikleri, Zhang vd. [32] tarafindan Onerilen
yontem kullanilarak degerlendirilmistir. Bu amagla, 1 mL
LB sivi besiyeri iceren plastik tiplere 0.5 McFarland
bulanikliga esdeger bulaniklikta ayarlanmis olan gecelik
P. aeruginosa kulturi eklenmistir. Ardindan Minimum
inhibitér Konsantrasyon (MiK) seviyelerinin altindaki
derisimlerde gil yadi %1, %0.5, %0.25 (h/h), sitronellol
(2.25mM, 1.125mM, 0.5625 mM), geraniol (1.44mM,
0.72mM, 0.36mM), nerol (0.81mM, 0.405mM,
0.2025mM) ve bu bilesenlerin karisgimi CGN ilave
edilmigtir. Tupler iki gin 37°C'de inkube edilmigtir.
inkiibasyondan sonra besiyerleri dokiilerek her tiip saf
su ile U¢ kez yikanmis, kurutulmustur. Biyofilm tabakasi
%0.1 kristal viyole ile 30 dakika boyanmistir. Ardindan
kristal viyole dokulerek, tipler U¢ kez saf su ile
yikanmistir. Daha sonra, tiplere 1 mL %95 etanol
(hacim/hacim) ilave edilmis ve 15 dakika bekletilmistir.
Sire sonunda absorbans 570 nm’de Olgulmustir. Her
deney ug¢ kez tekrar edilmistir. % biyofilm inhibisyonu
asagidaki formal kullanilarak hesaplanmustir.

Ornek Absorbans
Kontrol Absorbans

%Biyofilm inhibisyonu = 100 — x 100

Kayma Hareketi Testi

Gull ugucu yagi, sitronellol, geraniol ve nerolin P.
aeruginosa igin kayma hareketine etkisi Rashid ve
Kornberg'in [33] metoduna gére incelenmistir. Bunun
icin %0.5 ve noble agar ve glikoz igeren besiyeri
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hazirlanmistir.  Hazirlanan  besiyerine  sitronellol
(2.25mM), geraniol (1.44mM), nerol (0.81mM), CGN ve
%1 oraninda gul ugucu yagi ilave edilmistir. Sonrasinda
gecelik P. aeruginosa PAO1 kultarl, swarming agar
petrilerinin ortasina inokule edilmis ve 37°C’de 24 saat

inkibe edilmisti. Kayma hareketi, inokilasyon
noktasindan etrafa dogru hareket eden bakteri
hdcrelerinin olusturdugu caplar Olcllerek

degerlendirilmistir. Her deney Ug¢ kez tekrarlanmistir.
istatistiksel Analiz

Tdm deneyler Uger tekrarli yapilarak ortalamalar
alinmis ve standart sapmalari hesaplanmistir.

BULGULAR ve TARTISMA
GC-MS Analizi

GC-MS analiz sonuglarina gére, R. damascena Mill.
ucucu yaginin %70’ini sitronellol (%35), geraniol (%22),
nerol (%13)'Un olusturdugu belirlenmistir (Tablo 1). Bu
sonuglara gore sitronellol, geraniol ve nerol sirasiyla
%35, %22 ve %13 oranlarinda karistirlip CGN
hazirlanmigtir.

Tablo 1. Gil yaginin GC-MS analiz sonuglari
Table 1. GC-MS analysis results of rose essential oil

Bilesen Adi Gul Yagi (%)
Etanol 1.08
Linalool 0.5
Sitrenellol 35
Nerol 22
Geraniol 13
Fenil etil alkol 1
Nanodekan 13
Metil 6jenol 1.33
Ojenol 0.82

Antibakteriyel Etki

Agar difiizyon yontemi ile sitrenellol, geraniol, neroliin
100 mM- 6.25 mM ve gll ugucu yaginin %20-%2.5
(hacim/hacim) derisimlerinde P. aeruginosa PAO1 susu
icin antibakteriyel etkileri incelenmistir. Test edilen
derisimlerde bu maddelerin P. aeruginosa PAO1 susu
igin antibakteriyel etki gostermedikleri belirlenmigtir.

Biyofilm Olusumu

P. aeruginosa'nin biyofilm hicrelerinin, antibiyotiklere ve
biyositlere, planktonik hicrelere goére daha direncli
oldugu bildiriimektedir. Bu nedenle bu bakteri ile enfekte
olmus hastalarin tedavisi olduk¢a zor olmaktadir. Son
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zamanlarda yapilan birgcok calisma, QS iletisim
sisteminin inhibisyonunun, virilans faktérlerinin Gretimini
ve biyofilm olusumunu dogrudan etkileyebilecegini tutarli
bir sekilde vurgulamaktadir. Bu nedenle, P.
aeruginosa’da QS iletisim sisteminin baskilanmasinin,
virlilans 0zellikleri kontrol etmenin potansiyel bir yolu
olabilecedi ve enfeksiyon hastaliklarinin kontrolu ile
biyofilm olusumuna karsi yeni tedavi alternatiflerin
kesfedilmesini saglayabilecegi distnilmektedir [34, 35].

Bu calismada sitronellol, geraniol, nerol, CGN ve gl
ugucu yaginin P. aeruginosa PAO1 susu icin biyofilm
olusumuna etkisini degerlendirmek icin statik biyofilm
testi yapilmistir. Sitronellol, geraniol, nerol ve CGN P.
aeruginosa PAO1 i¢in biyofilm olusumunu &6nemli
seviyede baskilamamistir. Sitronellol (2.25mM), geraniol
(1.44mM), nerol (0.81mM) ve CGN biyofilm olusumunu
sirasiyla %10, %10, %15, %10 oranlarinda azaltmigtir
(Sekil 1). Bununla birlikte, gul ugucu yagi, biyofilm
olusumunu %1, %0.5 ve %0.25 (hacim/hacim)
derisimlerinde sirasiyla %68, %57 ve %54 oraninda
baskiladigi belirlenmistir (Sekil 2). Sonu¢ olarak gl
ucucu yagl yuksek antibiyofilm aktivitesine sahipken,
onun temel bilesenleri sitronellol, geraniol, nerol ve
bunlarin karisimi olan CGN’nin dusitk antibiyofilm
aktivitesi gosterdigi belirlenmistir.

Kayma Hareketi Analizi

Kayma hareketi (swarming), P. aeruginosa ve bazi
baska bakterilerde tanimlanan kamgiya bagh ylzey
hareketliliginin bir seklidir [36]. Bu hareket, bakterinin bir
yuzeye tutunarak orada kolonize olmasini saglamaktadir
[37, 38]. Kayma hareket yetenegi bulunan patojenler,
hizla degisen ortamlarda karsilastiklari gesitli zorluklara
uyum  saglayabilmektedirler. Kayma  hareketinin,
bakterinin biyofilm olusumu ve virGlansinda 6nemli rol
oynadidi iyi bilinmektedir [39, 40]. Ayrica, bu hareket
yeteneginin antibiyotik direnci ile de iligkili oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle, kayma hareketini kontrol
etmek, yeni anti-enfektif stratejilerin gelistiriimesi igin
blyUk ilgi gormektedir [41, 42].

Bu galismada gul ugucu yaginin, sitronellol, geraniol,
nerol ve CGN karisiminin P. aeruginosa PAO1susu igin
kayma hareketine etkileri incelenmistir. Gul ugucu yagi,
%1 derisimde kayma hareketini %83 oraninda
engellemistir. 2.25 mM sitronellol, 1.44 mM geraniol,
0.81 mM nerol ve CGN ise P. aeruginosa PAO1
susunun kayma hareketini %61 ila %75 oraninda inhibe
etmistir [Sekil 3, 4]. Sonug olarak, gul ugucu yaginin ana
bilesenlerden daha yUksek oranda kayma hareketini
engelledigi belirlenmigtir.
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Sekil 1. Farkl derisimlerde sitronellol (cit 1: 2.25mM, cit 2: 1.125mM, cit 3:
0.5625mM), geraniol (ger 1:1.44mM, ger 2: 0.72mM, ger 3: 0.36mM),
nerol (ner 1: 0.81mM, ner 2: 0.405mM, ner 3: 0.2025mM) and CGN’nin P.
aeruginosa PAO1 Uzerinde biyofilm olusumuna etkileri. (Kontrol= Major
bilesen icermeyen P. aeruginosa PAO1 kiiltirii)Tim deneyler en az 3 kez
tekrarlanmis ve ortalamalari ainmistir.

Figure 1. Effects of different concentrations of citronellol (cit 1: 2.25mM,
cit 2: 1.125mM, cit 3: 0.5625mM), geraniol (ger 1:1.44mM, ger 2: 0.72mM,
ger 3: 0.36mM), nerol (ner 1: 0.81) mM, ner 2: 0.406mM, ner 3:
0.2025mM) and CGN on biofilm formation on P. aeruginosa PAOT.
(Control= P. aeruginosa PAO1 culture without major component) All
experiments were repeated at least 3 times and averaged.
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Sekil 2. Farkli derigsimlerde Rosa damascena Mill. ugucu yaginin (%1, %0.5,
%0.25) P. aeruginosa PAO1 Uzerinde biyofilm olusumuna etkisi. (Kontrol= Rosa
damascena ugucu yagi icermeyen P. aeruginosa PAO1 kiltiri) Tim deneyler en
az 3 kez tekrarlanmis ve ortalamalari alinmistir.

Figure 2. Effects of different concentrations of rose essential oil (1%, 0.5%, 0.25%)
on biofilm formation on P. aeruginosa PAO1. (Control= P. aeruginosa PAO1
culture without rose essential oil) All experiments were repeated at least 3 times
and averaged.
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Diameter of swarming

Control cit1 geri neri cgn1

Sekil 3. Kayma hareketi testi. (a) Kontrol P. aeruginosa PAO1 (Kontrol= Major bilesen
icermeyen P. aeruginosa PAO01), (b) sitronellol (cit1: 2.25mM), (c) geraniol (ger1:
1.44mM), (d) nerol (ner1: 0.81mM), (e) CGN. Tim deneyler en az 3 kez tekrarlanmis ve
one-way ANOVA kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Asterix, kontrole
gore istatistiksel olarak anlaml verileri géstermektedir (P<0.05).

Figure 3. Swarmig moitility test. (a) Control P. aeruginosa PAO1 (Control P. aeruginosa
PAO1 culture without major component), (b) citronellol (cit1: 2.25mM), (c) geraniol
(ger1: 1.44mM), (d) nerol (ner1: 0.81mM), (e) CGN. All experiments were repeated at
least 3 times and their statistical significance was evaluated using one-way ANOVA.
Asterix shows statistically significant data compared to control (P<0.05).

Diameter of swarming

Contral T o ol

Sekil 4. Kayma hareketi testi. (a) Kontrol P. aeruginosa PAO1
(Kontrol= Etken madde igermeyen P. aeruginosa PAO1), (b)
Rosa damascena Mill. ugucu yagi (%1). Tum deneyler en az 3
kez tekrarlanmis ve one-way ANOVA kullanilarak istatistiksel
olarak degerlendirilmistir. Asterix, kontrole goére istatistiksel
olarak anlaml verileri gostermektedir (P<0.05).

Figure 4. Swarmig motility test. (a) Control P. aeruginosa PAO1
(Control P. aeruginosa PAO1 culture without major component),
(b) R. damascena Mill essential oil (1%). All experiments were
repeated at least 3 times and their statistical significance was
evaluated using one-way ANOVA. Asterix shows statistically
significant data compared to control (P<0.05).
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QS iletisim sistemi, P. aeruginosa dahil birgok Gram-
negatif bakterinin ¢oklu ilag direnci ve patogenezinde
onemli rol oynayan duzenleyici sistem olarak kabul
edilmektedir [43]. P. aeruginosa, bilinen antibakteriyel
tedavileri sonugsuz birakan en tehlikeli patojen
bakterilerden biridir [44]. Bu yuzden son zamanlarda, P.
aeruginosa’nin da neden oldugu enfeksiyon hastaliklari

ile  micadelede yeni antibakteriyel stratejilerinin
gelistiriimesine  buyuk  ilgi  duyulmaktadir.  Bu
stratejilerden, mikroorganizma canlihgini veya

blyUmesini dogrudan etkilemeyen, dolayisiyla kullanilan
ajana direng gelistirmeyen ama patogenezi engelleyen
sonuglar beklenmektedir. Bu nedenle test edilen
ajanlarin  MIK  seviyesinin  altinda  kullaniimasi
gerekmektedir [45].

Sokovi€ vd. [46] Thymus vulgaris, Origanum vulgare gibi
bazi ugucu vyaglarin antibakteriyel etkilerini, yag
icerisinde oransal olarak ¢ok bulunan mentol, timol,
karvakrol gibi bilesenlerle iligskilendirmiglerdir. Ancak
bazi ugucu yag orneklerinin antibakteriyel aktiviteleri ile
bilesenlerin oranlari arasinda anlamli bir iligki olmadigini
belirtmiglerdir. Bu durumun ugucu yag igerisindeki farkli
bilesenlerin  sinerjik etkisilerinden ve/veya disik
konsantrasyonlarda bile aktif olabilen diger bilesenlerin
varligiyla agiklanabilecegini belirtmiglerdir.

Bu galisma sonucunda gul ugucu yaginin hem kayma
hareketini hem de biyofilm olusumunu yagin baslica
bilesenlerinden daha c¢ok baskiladigi belirlenmistir.
Sonug olarak, P. aeruginosa PAO1 susu igin sitronellol,
geraniol, nerol ve bu U¢ molekulin kombinasyonunun
belirli seviyede kayma hareketi ve biyofilm olusumunu
azalttigi belirlense de, gul ugucu yaginin kayma hareketi
ve biyofilm olusumunu 6nemli seviyede inhibe ettigi
tespit edilmistir.

SONUG

Patojenik bakterilerin biyofilm olusturma 6zellikleri, gida
endustrisi ve insan/hayvan saghgi icin buylk bir sorun
olarak kabul edilir. Bakteriyel biyofilm olusumunu da
dizenleyen QS iletisim mekanizmanin engellenmesi
ve/veya bozulmasi, biyofilm olusumunun onlenmesine
ve biyofilm kaynakli  birgok saglik sorununun
¢dzllmesine yardimci olabilir.

Bu calismada, gul ugucu yaginin, saf etken maddelere
gore daha etkili sekilde P. aeruginosa’da biyofilm
olusumunu ve kayma hareketini engelledigi
belirlenmistir. Bu etkinin detaylarinin ortaya konabilmesi
icin, gul ugucu yag bilesenlerinin sinerji ve antagonizm
Ozelliklerinin detayh olarak arastiriimasi gereklidir.
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