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Anahtar Kelimeler Ozet: Pek cok Gram negatif patojen bakteri cesitli viriilens faktérlerinin iiretiminin
Ps"eudomonas aeruginosa, genetik seviyede kontroliinii N-Acil homoserin lakton aracili hiicreler arasi iletisim
Hiicreler arasi iletisim, sistemini kullanarak saglar. Bu nedenle bu hiicreler arasi iletisim sisteminin
?lf: pll]nerll, engellenmesi veya modifiye edilmesi, bu sistemi yeni terapétiklerin kesfi icin cazip
erpineot, bir hedef haline getirmektedir. Hiicreler arasi iletisim sistemi inhibitorii, bitkisel
Sineol, N , 1 e .
Linelol kokenli pek cok dogal tiriin bulunmaktadir. Bu calismada defne, adagayi, mersin ve

ardi¢ ugucu yaglarimin bakterilerdeki hiicreler arasi iletisim sistemi {lzerine
engelleyici 6zellikleri incelenmis ve bu yag érneklerinin major bilesenleri GC-MS ile
belirlenmistir. Alfa pinen, terpineol, sineol, linelol ve kamforun (yag 6rneklerinin
major bilesenleri) hiicreler arasi iletisim sistemi {izerine inhibitér etkileri C.
violaceum, 026, C. violaceum VIR07, Pseudomonas aeruginosa PAO1, P. aeruginosa
PAC-1 kullanilarak arastirilmistir. Sonuglar alfa pinen, terpineol, sineol, linelol ve
kamforun C. violaceum, 026, C. violaceum VIR07 susunda viyolasin liretiminin hem
de, P. aeruginosa PAO1 ve P. aeruginosa PAC-1 klinik izolatinda piyosiyanin, elastaz
iretimi ve kayma hareketini 6nemli derecede inhibe ettigini godstermistir.
Calismanin sonuglari alfa pinen, terpieneol, sineol, linelol ve kamforun, C violaceum
ve P. aeruginosa icin hiicreler arasi iletisim sistemi Ulzerine inhibitor etkileri
bulundugu tespit edilmistir.

Quorum Sensing Inhibitory Activities of Alpha-Pinene, Terpineol, Cineole, Linalool and

Camphor

Keywords Abstract: Many pathogenic Gram negative bacteria often use N-Acyl homoserine
Pseudomonas aeruginosa, lactone mediated cell to cell communication (quorum sensing) system to control
Quorum sensing, the gene expression of various virulence factors. Thus blocking or manipulating this
1;311?;:;%& system makes it an attractive target for discovery of new therapeutics. There are a
CintI:ole ’ _numbgr of plant-_based natural proc_iucts as quorum se.nsing inhibitprs.. _In this study, QS
Linalooi inhibitory potential of laurus, salvia, myrtus and juniperus essential oils were screened
and compositions of oils were analysed by GC-MS. The anti-quorum sensing activity of
alpha pinene, terpineol, cineole, linalool and camphor (major components of oils) tested
against using Chromobacterium violaceum strain CVV026, C. violaceum strain VIRO7,
Pseudomonas aeruginosa PAO1, P. aeruginosa PAC-1. Results showed that alpha
pinene, terpineol, cineole, linalool and camphor significantly inhibited violacein
production in C. violaceum 026, C. violaceum VIR07, as well as the elastase, pyocyanin
production, swarming motilty in P. aeruginosa PAO1, P. aeruginosa PAC-1. Our
findings demonstrated that alpha pinene, terpineol, cineole, linalool and camphor
have potential as inhibitors of quorum sensing system in C violaceum and P.

aeruginosa.
1. Giris ortamina saldiklari sinyal molekiillerinden
olusmaktadir. Bu molekiillerinin konsantrasyonunun
Bakteriler c¢evreleriyle ve birbirleriyle iletisim bakteriler tarafindan algilanmasiyla, bakteriler
yetenegine  sahip  sosyal organizmalardir[1]. birbirlerini algilayarak pek c¢ok o6zelligin topluluk
Bakterilerin iletisim dili, onlarin treterek bilylime halinde gergeklestirilmesini kontrol edebilmektedir.
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Bu sistem "Quorum Sensing" (Cevreyi/cogunlugu
Algilama Sistemi) olarak bilinmektedir[2]. Bu sistem
araciligiyla cesitli bakteriyel davranislarin (biyofilm
olusumu, antibiyotik sentezi, c¢esitli virililens
genlerinin ifadesi, simbiyoz) kontrol edildigi
bilinmektedir [3]. Gram-negatif firsatc1 patojenlerin
cogu, yliksek yapili organizmalarda kolonize olmalari
sirasinda, bu sinyal molekiillerini kullanarak
popiilasyon davraniglarini diizenlerler[4]. Bdylece bu
sistem, bakterilere konak {izerinde popilasyon
yogunluklarini algilayarak, esik hiicre yogunluguna
ulasildiginda viriilens faktorlerinin {iretimini genetik
seviyede kontrol etmelerini saglar [5, 6]. Firsat¢1 bir
insan patojeni olan Pseudomonas aeruginosa, cesitli
enfeksiyonlar (yanik, AIDS, kanser) sonucu bagisiklik
sistemi baskilanmis bireylerde veya kistik fibroz
hastalarinin  akcigerlerinde ciddi enfeksiyonlara
neden olmaktadir. P. aeruginosa’da viriilens
faktorlerinin tiretimi (elastaz, piyosiyanin, proteaz)
ve biyofilm olusumu N-acil homoserin lakton (HSL)
sinyal molekiilii aracili ¢evreyi algillama sistemi
tarafindan diizenlenmektedir[7, 8].

Yine Gram(-) firsatgr  bir  patojen  olan
Chromobacterium violaceum N-hekzanoyil-HSL (C6-
HSL) araci ¢evreyi algilama sistemini kullanarak
viyolasin iiretimini diizenlemektedir [9]. Yine C.
violaceum'un sinyal molekiilii iiretemeyen mutant
sugslari C. violaceum VIR07 ve C. violaceum 026, diger
bakterilerin acil homoserin lakton molekiilleri
lretimlerini test icin kullanilmaktadir [9, 10].
Bakteriler cevreyi algilama sistemini kullanarak,
trettikleri sinyal molekiilleri araciligy ile iletisim
kurmakta, bulunduklar1 ortamda hiicre sayilarini
takip ederek, yeter c¢ogunluga ulastiklar1 anda
viriilens faktorlerinin sentezi gibi kritik molekiillerin
tretimi  icin  gerekli gen  ekspresyonlarini
tetiklemektedir. Boylece patojen bakteriler, konagin
bagisiklik sistemini zamanindan 6nce uyarmayarak

basarili bir enfeksiyon silirecinin gelismesini
saglamaktadirlar.
Coklu ila¢ direncine sahip bakterilerin artisi,

enfeksiyonlarin tedavisi icin yeni yaklasimlarin
gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir. P. aeruginosa’da
biyofilm olusumu dahil bir¢ok viriilens faktériiniin
liretiminin ¢evreyi algilama sistemi ile diizenlenmesi,
yeni antibakteriyel molekiillerin gelistirilebilmesi i¢in
ilginin cevreyi algilama sistemi lizerine
yogunlasmasina neden olmustur[1]. Giiniimiizde,
bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisi icin kullanilan
antibiyotikler, bakteriyi dogrudan oldiirerek veya
¢ogalmalarini engelleyerek etki gosterdikleri icin
hizla direngli bakteriyel popiilasyonlarin gelismesine
neden olmaktadir. Bu da, kullanilan antibiyotiklerin
giderek etkisiz kalmasi, dolayisiyla hastaliklarin tam
anlamiyla tedavi edilememesi, direncin yayilmasi ve
ekonomik kayiplar ile sonuglanmaktadir. Bu nedenle
diinya genelinde pek cok arastirma grubu tarafindan
bakteriyel enfeksiyon hastaliklar1 engellemek veya
onlarin tedavisinde yeni stratejiler tespit etmek icin
onemli c¢alismalar yapilmaktadir. Bu ¢alismalar

ozellikle bakteri hiicreleri arasinda iletisimin
engellenmesi veya modifiye edilmesiyle, cevreyi
algilama sistemini bloke eden molekiillerin tespit
edilmesi tizerine yogunlasmistir[11]. Bu yolla, 6nemli
patojenlerin enfeksiyon olusturma yeteneklerinin
zayiflatilmas1 ve bakteriyel enfeksiyonlarin kontrol
altinda tutulmasi hedeflenmektedir.

Giiniimiizde alternatif tibba duyulan ilginin artmasi
nedeniyle, kullanilan bitkisel iriinlerin antikanser,
antibakteriyel, antienflamatuvar vs. etkilerini konu
alan ¢ok sayida ¢alisma yapilmaktadir[12, 13]. Ayrica
cesitli bitkisel kokenli {riinlerin kullanabilirligi
acisindan, bilimsel calismalar konusunda eksikler
mevcuttur.

Bu c¢alisma kapsaminda piyasadan temin edilen
adacayl, mersin, defne, ugucu yag Orneklerinin
potansiyel ¢evreyi algilama sistemi iizerine inhibitor
etkileri incelenmistir. Bunun icin ©ncelikle C.
violaceum VIR07 ve C. violaceum CV026 biyomonitor
suslari kullanilarak yag 6rneklerinin, ¢evreyi algilama
sistemine potansiyel inhibitor etkileri incelenmistir.
Daha sonra antibakteriyel etkilerini belirlenmesi
amaciyla yag orneklerinin minimum inhibisyon
konsantrasyonlar1  belirlenmis ve GC-MS ile
orneklerin ucucu bilesen analizleri yapilarak, yiizdece
fazla bulunan etken maddeler tespit edilmistir.
Bunlardan alfapinen, terpineol, sineol, kamfor ve
linelolun 6nemli bir insan patojeni olan P. aeruginosa
PAO1, P. aeruginosa PAC-1 Kklinik izolatinda, C
violaceum 026, C. violaceum VIR07 susunda cevreyi
algilama sistemi iizerine etkileri, elastaz, piyosiyanin,
biyofilm iretimi, viyolasin pigmenti ve kayma
hareketi iizerine etkileri aragtirilmistir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Bakteriyel suslar

Deneylerde kullanilan suslar (Tablo 1) Luria Bertani
(LB) siv1 besiyerine ekilmis ve 30°C veya 37°C de 1
gece inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiir
ortammma  %10(v/v) gliserol ilave edilerek
kullanilincaya kadar -80°C’de muhafaza edilmistir.

Tablo 1. Calisma sirasinda kullanilan suglar

Sus Adi Ozellik Kaynak
P. aeruginosa N SDU Biyoloji
PAO1 PTS5 orijinal tip Bsliimii Stogu

SDU Biyoloji
Boliimii Stogu

P. aeruginosa PAC- | Klinik izolat (Kan
1 kiiltiirii)

SDU Biyoloji
Boliimi Stogu

Viyolasin pigmenti

C. violaceum 026 .2
uretimi

SDU Biyoloji
Boliimii Stogu

Viyolasin pigmenti

C. violaceum VIR0O7 .o
uretimi
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2.2. Ucucu yag ornekleri

Ucucu yag ornekleri
kullanilmistir.

piyasadan temin edilerek
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2.3. GC-MS analizi

Ucgucu yag orneklerinin Shimadzu GC-MS QP 5050
(Kyoto, Japan) Gaz kromatografi-Kiilte Spektroskopisi
(GC-MS) sistemi kullanilarak analiz
gerceklestirilmistir. Analiz sirasinda CP WAX 52
kapiler kolon (50 m x0,32 mm ID, df: 1,2) (Varian),
tasiyici gaz olarak helyum kullanilmistir. Enjeksiyon
hacmi 1 pL dir. GC sicaklik programi: Firin baslangi¢
sicakligt 60°C olup dakikada 2°C’lik artis ile bu
sicakliktan 220°C’ye yiikselmistir. 220°C’de 20 dakika
bekletilmistir. Kolon olarak, Cp WAX 52 CB (50 m *

0,32mm) kullanilmistir. Dedektér ve enjektor
sicaklig1 250°C seklindedir.
2.4. Alfapinen, terpineol, sineol, kamfor ve

lineolun antibakteriyel 6zelliklerinin incelenmesi

Ucgucu yag orneklerinin anti-bakteriyel ozellikleri C.
violaceum 026, C. violaceum VIRO7, P. aeruginosa
PAO1, P. aeruginosa PAC-1 i¢in agar difiizyon teknigi
kullanilarak test edilmistir. Ayrica yag orneklerinin
MIK seviyeleri broth diliisyon metodu ile
belirlenmistir [13].

Inkiibasyon sonrasinda tiim suslar ve izolatlar icin,
gozle goriilebilir bulanikligin olmadigi en diisiik
derisimdeki yagin bulundugu tiip MIK degeri olarak
kabul edilmistir.

2.5. Alfapinen, terpineol, sineol, kamfor ve
linelolun viyolasin iiretimine etkisinin
incelenmesi

C. violaceum susunda viyolasin adl1 pigmentin lretimi
cevreyi algilama sisteminin kontroli altinda
gerceklesmektedir. C. violaceum 026 ve C. violaceum
VIR07 suslar1 mutant suslardir ve dogal olarak
viyolasin pigmentini iiretememektedir. Ancak ortama
C. violaceum CV026 igin kisa zincirli (C4-C8) ve C.
violaceum VIRO07 icin uzun zincirli (C12) sinyal
molekiilleri eklendigi zaman viyolasin {retimi
gerceklesmektedir [9, 10]. Bu ozelliklerinden
faydalanilarak C. violaceum 026 ve C. violaceum VIR07
suslar1 ortama sinyal molekiilii eklenerek viyolasin
tiretimi icin uyarilmakta ve potansiyel c¢evreyi
algilama sistemi inhibitérii oldugu disiiniilen
molekiillerin test ortamina eklenmesiyle pigment
tiretimindeki inhibisyon incelenmektedir.

C. violaceum 026, C. violaceum VIR07 suslar1 sivi
besiyerinde 14-16 saat 30°C’'de iiretilmistir. 5 ml LB
siv1 besiyeri icerisine oncelikle sinyal molekiilleri
eklenmistir. VIR07 icin OdDHL sinyal molekiiliinden
026 icin ise OHHL sinyal molekiiliinden ilave edilerek
viyolasin Uretimi saglanmistir. Test ortamina son
derisimleri sineol ve alfa pinen; 2mM, 1mM, 0,5 mM,
kamfor; 0,5mM 0,25mM, 0,125mM, terpineol; 0,1mM,
0,05mM, 0,025mM linelol; 0,125mM, 0,0625mM,
0,03125mM olacak sekilde eklenmis, bakteri
kiltiirlerinden ilave edilerek 30°C’de ¢alkalamali
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inkiibatéorde (120rpm) 18-24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda siseler
vortekslenerek 1’er ml kiiltiir tiiplere alinarak 13.000
rpm’de 10 dk. santrifiijlenmistir. Santriflij sonunda
iist faz atilarak alt kisimda kalan pellet iizerine 1 ml
dimetil siilfoksit (DMSO) ilave edilmistir. Vorteks
isleminden sonra tiipler santrifiijlenerek ist faz
spektrofotometre Kkiivetine aktarilmis 585 nm’de
absorbans degerleri okunarak kaydedilmistir [14].
Deneyler 3 kez tekrarlanarak ortalamalari alinarak
sonuglar kullanilmistir.

2.6. Kayma testi

Kayma hareketi testi icin P. aeruginosa suslar1 bir
gece Luria-Bertani besiyerinde 37°C’de lretilmistir.
Her bir kiiltiir, 8g nutrient broth 1’1, 5g bakto agar 11
ve %0.5 glikoz iceren kayma besiyerine (alfapinen,
terpieneol, sineol, linelol, kamfor 2mM, 1mM, 0.5mM
olacak sekilde eklenmis) iceren petrilere ilave edilmis
ve 37°C'de 18-24 saat inklibasyona birakilmistir [15].
Kayma hareketi, inokiilasyonun yapildig1 noktadan
cevreye dogru yayllmanin ¢apinin Olglilmesiyle test
edilmistir. Test sirasinda LB negatif kontrol olarak
kullanilmistir.  Deneyler 3 kez tekrarlanarak
ortalamalari alinarak sonuglar kullanilmistir.

2.7. Elastaz aktivitesi

Elastaz iiretim testi, Elastin Congo Red (ECR:Sigma)
testi ile incelenmistir [16]. Test edilecek bakteri
suslar1 LB besiyerinde 37°C'de 18-24 saat
tretilmistir. P. aeruginosa Kkiultiirleri absorbans
degerleri 600nm’de 0.02 olacak sekilde bulaniklari
ayarlanip icerisine derisimleri 2mM, 1mM, 0,5mM
olacak sekilde alfapinen, terpieneol, sineol, linelol,
kamfor eklenmis, 37°C'de 14 saat boyunca
calkalamali inkiibatérde 120 rpm’de inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda 100 pl bakteri
sipernatant;, 20 mg ECR ihtiva eden 900-ul ECR
tamponu (100 mM Tris, 1 mM CaCl2, Ph 7,5) ile
karistirilarak ve 37°C’de 3 saat inkiibe edilmistir. ECR
santifiijlenerek siipernatantin absorbansi 495 nm’de
okunmustur. Deneyler 3 kez tekrarlanarak
ortalamalari alinarak sonuglar kullanilmistir.

2.8. Piyosiyanin testi

Piyosiyanin iretimi testi icin bakteri suslar1 LB
besiyerinde 37°C’de 18-24 saat iretilmistir. P.
aeruginosa kiltiirleri (600nm 0.02) piyosiyanin broth
(PB) besiyerine ekilmis ve igerisine derisimleri 2ZmM,
1mM, 0,5mM olacak sekilde alfapinen, terpineol,
sineol, linelol, kamfor eklenerek 37°C’de 16 saat
calkalanarak Uretilmistir. PB ortaminda iiretilen P.
aeruginosa Kkiltiiriniin 5 mL si 5mL kloroform ile
ekstrakte edilmis ve organik faz ayrilmistir [17].
Ayrilan faza 2 mL 0.2 M HCl ilave edilerek piyosiyanin
miktar1 OD 520 nm’de okunarak sonuclar kayit
edilmistir. Deneyler 3 kez tekrarlanarak ortalamalari
alinarak sonugclar kullanilmistir.
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2.9. Biyofilm testi

Biyofilm testi icin, 1 ml P. aeruginosa Xkiltiri
(0D600=1.0) %1 (v/v) LB igeren 2 ml hacminde
tiiplere eklenmistir. Son derisimleri 2mM, 1mM,
0,5mM olacak sekilde alfapinen, terpieneol, sineol,
linelol, kamfor eklenmistir. Tiipler calkalanarak 37°C
de 1 giin inkiibe edilip, inkiibasyon siiresi sonunda
kiltiirler dokiilerek ve tiipler steril saf su ile 3 kez
yikanmistir. Tipler oda sicakliginda kurutulduktan
sonra 1 ml %0.5 (w/v) kristal viyole ile 30 dakika
boyanarak ve steril saf su ile boyanin fazlasi
yikanmistir. Tiiplere eklenen 1 ml % 95 (v/v)
etanoliin 520 nm i¢in absorbansi okunarak biyofilm
olusumu incelenmistir[18]. Deneyler 3 kez
tekrarlanmis ve sonuclar degerlendirilmistir.

2.10. istatiksel analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel analizleri icin tek
yonlii varyans (one way Anova) testi kullanilmistir.

3. Bulgular

Calisma icin tercih edilen adacayi, defne, mersin,
ardi¢ ugucu yag orneklerinin, bakterilerde hiicreler
arasl iletisim sistemine potansiyel etkilerinin oldugu
tespit edilmis ve etkiyi saglayan etken maddenin
belirlenebilmesi i¢cin GC-MS ile bilesen analizi
yapilmistir. GC-MS Analiz Sonuclar

GC-MS analiz sonuglarina gore yag orneklerinde
yluzdece fazla bulunan etken maddeler (alfa pinen,
terpineol, sineol, kamfor ve linelol) diger bakteriler
icin test edilmek lizere secilmistir (Tablo 2).

Alfa pinen, Terpineol, Sineol, Kamfor ve Lineoliin
Antibakteriyel Ozellikleri

Ugucu yag orneklerinin MiK degerleri C. violaceum
CV026, C. violaceum VIR07 susu icin alfapinen 2mM,
linelol 0.125mM, sineol 2mM, terpineol 0.1mM,
kamfor 0.5mM derisimde; P. aeruginosa PAO1, P.
aeruginosa PAC-1 ig¢in ise alfa pinen, terpineol,
kamfor, sineol, linelol 2mM derisim igin
antibakteriyel etkisinin olmadigi belirlenmistir.

Alfapinen, Terpineol, Sineol, Kamfor ve Lineloliin
Viyolasin Uretimine Etkileri

Alfapinen, terpineol, sineol, kamfor, ve linelolun farkli
derisimlerde C. violaceum 026 ve C. violaceum VIR07
susu icin viyolasin pigment {retimi {izerine
inhibisyon etkileri arastirllmistir. Bu tiretim OHHL ve
OdDHL sinyal molekilerinin varliginda
gerceklesmektedir.

C. violaceum 026 ve VIR07 suslari igin viyolasin
liretimini sirasiyla terpineoliin; %75-81; % 51-62
kamforun % 65-81; % 49-77 ve alfa pinenin % 40-34;

% 61-85 yiiksek oranda inhibe ettigi tespit edilmistir
(Sekil 1a-b).

Tablo 2. Adacayi, Defne,
orneklerinin % bileseni

Mersin, Ardi¢ ugucu yag

. defne |ardig adacayr | mersin
BILESENLER % oran | % oran | % oran %oran
Alfa-pinen 4.65 96.0 7.04 *
Beta-pinen 3.42 1.21 1.19 *
kamfor 0.16 0.26 6.45 *
sabinen 7.21 * 1,01 *
mirsen 0.54 1.51 2.53 *
alfa-terpinen 0.27 * * *
limonen 1.14 0.71 5.85 4.9
1,8-sineol 59.3 12.6 6.2
gama-terpinen | 0.72 * * *
simen 1.03 0.32 1.51 *
linelol 1.25 * 2.86 9.05
3,7-oktadiyen-2-

ol, 2,6-dimetil 0.82 * * *
Linalil

Propiyonat 0.32 * * *
3sikloheksen-1-

mentol, alfa-

alfa4-trimetil

asetat 14.1 * * *
Geranil asetat 0.16 * * *
Metil Ojenol 0.72 * * *
alfa-tujon * * 30.8 *
beta-tujon * * 3.73 *
kamfor * * 15.7 3.01
Selinen * * 4.02 *
Borneol * * 1.79 *
1,4-sineol * * * 1.06
0-simen * * * 1.58
alfa terpinolen * * * 0.57
linalil asetat * * * 7.06
l-terpinenol * * * 4.56
D-fenil alkol * * * 2.49
trans-karyofillen | * * * 0.68
1-2 propandiyol | * * * 3.88
terpinen-4-ol * * * 2.31
beta terpineol * * * 4.42
isoborneol * * * 1.93
alfa terpineol * * * 40.6
benzil alkol * * * 2.35
Timol * * * 1.95
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Alfapinen, Terpineol, Sineol, Kamfor ve Lineloliin
P. aeruginosa Kayma Hareketine Etkileri

Bu calisma da alfa pinen, terpineol, sineol, kamfor, ve
lineloliin P. aeruginosa PAO1 ve P. aeruginosa PAC-1
icin kayma hareketi tizerindeki etkileri incelenmistir
(Sekil 2).

Alfa pinen, kamfor, sineol, terpineol ve linelol son
derisimleri 1mM olacak sekilde kayma besiyerine
eklendiginde, P. aeruginosa PAO1 susu i¢in kayma
hareketini en yliksek oranda terpineoliin (%70) ve en
disiik oranda sineoliin (%46) inhibe ettigi tespit
edilmistir (Sekil 2a-f). P. aeruginosa PAC-1 i¢cin kayma
hareketini terpineolin %31 ve kamforun %5
oraninda azalttig1 tespit edilmistir.
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Sekil 1. Alfa pinen, terpineol, sineol, kamfor ve linelolun C.
violaceum 026 (a) ve VIR07 (b) suslarinin viyolasin
iretimine etkileri. Sonuglar One way Anova ile analiz
edilmis (*) ile isaretli sonuglar ile kontrol arasindaki fark
p<0,05 seviyesinde istatistiksel olarak  anlaml

bulunmustur.

Sekil 2. P. aeruginosa PAO1 i¢in kontrol (a), 1mM alfa pinen
(b), 1mM terpineol (c), 1mM sineol (d), 1mM kamfor (e),
1mM lineol (f) varliginda kayma hareketi.

Alfapinen, Terpineol, Sineol, Kamfor ve Linelolun
Elastaz Uretimine Etkileri

Bu ¢alismada 2, 1 ve 0.5mM alfa pinen, kamfor, sineol,
terpineol ve lineloliin, P. aeruginosa PAO1, P.
aeruginosa PAC-1, i¢in elastaz tliretimine etkileri test
incelenmistir. P. aeruginosa PAO1 ve P. aeruginosa
PAC-1 icin elastaz iiretimini, ortama 2 mM alfa pinen,
kamfor, sineol, terpineol ve lineloliin eklendigi zaman
sirasiyla; kamfor %49; %39, sineol %48; %39, linelol
%43; %44, alfapinen %41 ve terpineol %41; %42
oraninda inhibe etmistir (Sekil 3).

Elastaz iiretimi OD ; 495 nm
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Sekil 3. P. aeruginosa PAO1 (a), P. aeruginosa PAC-1 (b) i¢in
elastaz lretimine alfa pinen, kamfor, sineol, terpineol ve
lineloliin (2, 1 ve 0.5 mM igin) etkisi. Sonuglar One way
Anova ile analiz edilmis (*) ile isaretli sonuglar ile kontrol
arasindaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur.

Alfapinen, Terpineol, Sineol, Kamfor ve Lineloliin
P. aeruginosa PAO1, P. aeruginosa PAC-1 i¢in
Piyosiyanin Uretimine Etkileri

Piyosiyanin Uretimi bakimindan test ortamina alfa
pinen, kamfor, sineol, terpineol ve linelol 2, 1 ve 0.5
mM son derisimde eklenerek P. aeruginosa PAO1, P.
aeruginosa PAC-1 inhibisyon etkileri test edilmistir. 2
mM son derisim i¢in P. aeruginosa PAO1 ve P.
aeruginosa PAC-1 icin piyosiyanin tiretimini sirasiyla;
kamfor %48; %53, sineol %49; %66, linelol %76;
%55, alfapinen %56; %53 ve terpineol %60; %51
oraninda inhibe ettigi tespit edilmistir (Sekil 4).
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Alfapinen, Terpineol, Sineol, Kamfor ve Linelolun
P. aeruginosa PAO1, P. aeruginosa PAC-1 i¢in
Biyofilm Olusumuna Etkileri

P. aeruginosa PAO1 ve P. aeruginosa PAC-1 icin
biyofilm olusumunu, 2 mM son derisim i¢in sirasiyla;
kamfor %25; %30, sineol %24; %29, linelol %8; %20,
alfapinen %18; %29 ve terpineol %13; %33 oraninda
inhibe ettigi tespit edilmistir.
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Sekil 4. P. aeruginosa PAO1 (a), P. aeruginosa PAC-1 (b) i¢cin
piyosiyanin liretimine alfa pinen, kamfor, sineol, terpineol
ve lineloliin (2, 1 ve 0.5 mM igin) etkisi. Sonug¢lar One way
Anova ile analiz edilmis (*) ile isaretli sonuglar ile kontrol
arasindaki fark p<0,05 seviyesinde istatistiksel olarak
anlamh bulunmustur.

4. Tartisma ve Sonug

Giintimiizde klinik uygulamalarda ¢oklu ilag direncine
sahip bakteriyel suslarin artmasi, bakteriyel
enfeksiyonlarin  tedavisi icin yeni stratejiler
bulunmasini1 gerekli kilmaktadir. Ayrica alternatif
tibba duyulan ilginin artmasiyla, cesitli amaclarla
kullanilan bitkisel urunlerin antibakteriyel,
antienflamatuvar gibi 6zellikleri ¢ok sayida ¢alismaya
konu olmustur [12].

Pseudomonas dahil pek ¢ok patojen bakteri, liretmis
olduklar sinyal molekiilleri araciligi ile birbirleri ile
iletisim kurmakta, ortamdaki popiilasyon
yogunluklarint izlemekte ve yeterli ¢ogunluga
ulastiklar1 anda da viriilens faktorlerinin sentezi gibi
kritik gen ekspresyonlarini tetiklemektedir. Boylece,
konagin bagisiklik sistemini zamanindan Once
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uyarmayarak, basaril bir enfeksiyon
olusturmaktadir. Cevreyi algilama sisteminin
yonlendirilmesi ve modifiye edilmesiyle, bakteri
hiicrelerinin dogrudan oldiiriilmeden etkili olmasi,
antibiyotiklerde gozlenen diren¢ gelisimine neden
olmamasi agisindan bir avantajdir [1].

Bu nedenle patojen bakterilerilerde cevreyi algilama
sistemi modifiye edilmesi veya yonlendirilmesine
yonelik pek cok molekiiliin etkisini konu alan artan
sayida ¢alisma mevcuttur [14, 19-24]. Ancak mevcut
calismalarda rapor edilen molekiillerin toksik olmasi,
etki gostermesi icin yliksek derisimde viicuda
alinmasinin gerekmesi, in vivo stabilitelerinin diisiik
olmasi gibi pek ¢ok olumsuz 6zellikleri mevcuttur. Bu
nedenle hala bakterilerde hiicreler arasi iletisim
sistemini bozabilecek veya yonlendirebilecek toksik
olmayan, dogal inhibitér molekiillerin tespitine
ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu amagla bu ¢alismada zaten etnobotanik amacla
halk arasinda kullanilan bazi ugucu yag érneklerinin
etken maddelerinin bu potansiyeli incelenmistir.
Oncelikle potansiyel etkileri incelenmis ve alfa pinen
viyolasin iiretiminde C. violaceum VIR07 icin %84.8,
terpineol ise C. violaceum 026 icin %81.6 oraninda
inhibisyona sebep olmustur.

Elastaz, elastin ve kollajen gibi 6karyotik proteinleri
pargalayan bir metalloproteazdir [25]. Elaztaz lasB
geni tarafindan kodlanir. lasB geni, LasR-Lasl ¢evreyi
algilama sisteminin kontroliindeki LasR regiilatori
tarafindan kontrol edilir [26].

P. aeruginosa PAO1 susunda elastaz iretimini en
yliksek inhibisyonu %49 ile kamfor ve P. aeruginosa
PAC-1 klinik izolatinda ise en yliksek inhibisyonu
%44 oranla linelol gostermistir.

Piyosiyanin mavi renkli, kloroformda eriyen bir
pigmenttir. P. aeruginasa tarafindan {retilir,
bakterinin fizyolojisinde ve patojenezinde énemli rol
oynar. Piyosiyanin iretimi, dogrudan rhl sistemi
tarafindan kontrol edilirken; LasA lretimi las sistemi
tarafindan kontrol edilir [27, 28]. Ancak cevreyi
algilama sistemindeki hiyerarsiden dolay1 las
sisteminin ayni zamanda piyosiyanin {retimini de
etkiledigi bilinmektedir [27].

P. aeruginosa PAO1 susunda linelol, piyosiyanin
tiretimini %76 oraninda inhibe ettigi gozlenirken, P.
aeruginosa PAC-1 izolatinda ise %66 oranda
sineol’'un inhibisyon etkisi gdzlenmistir.

Yine 1mM derisimde terpineoliin P. aeruginosa PAO1
icin kayma hareketini %70 ve P. aeruginosa PAC-1
klinik izolatinda ise %31 oraninda inhibe ettigi
belirlenmistir.

Literatiirde P. aeruginosa'nin temel viriilans
faktorlerinden olan biyofilm yapinin, antibiyotik
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gecisinde bariyer gorevi gorerek bakteri direncine
katki sagladigi bilinmektedir[29, 30]. Bu ¢alismada
alfapinen, kamfor, sineol, terpineol, ve linelol'un P.
aeruginosa PAO1 susunda ve P. aeruginosa PAC-1
klinik izolatinda biyofilm olusumuna etkileri
arastirllmis ancak etken madde uygulanmamis
orneklere gore istatiksel olarak 6nemli inhibisyona
sebep olmadiklari tespit edilmistir.

Calisma sonuglarina gore alfapinen, kamfor, sineol,
terpineol ve lineloliin viyolasin tretimini neredeyse
tamamen inhibe etmesine ragmen (Sekill.), P.
aeruginosa PA01 ve P. aeruginosa PAC-1 Kklinik
izolatinda viriilens faktorlerinin iiretimi daha az
oranda inhibe ettigi (Sekil 2,3,4) tespit edilmistir.
Dahasi ozellikle biyofilm olusumu igin inhibisyon
oranlar1 olduke¢a diisiiktiir. Calisma sonucunda etkisi
incelenen etken maddeler arasinda terpineol ve
sineoliin viriilens faktorlerinin tretimini en yiiksek
oranda inhibe ettigi tespit edilmistir. Bu ¢alismayla
giinliik hayatta siklikla kullanilan yag 6rneklerinin
bilesiminde bulunan etken maddelerin, bakterilerde
hiicreler arasi iletisim sistemini farkli oranlarda
etkileyerek inhibitor etki gdsterdikleri tespit
edilmistir. Ayrica ayni etken maddeler farkli yag
orneklerinde ve ayn karisim igerisinde farkl
oranlarda farkli etken maddeler ile birlikte
bulunmaktadir. Bu degiskenlerin hepsi orneklerin
etki potansiyelini degistirmektedir. Calismanin
sonucunda bu etken maddelerin, bu iletisim sistemini
kullanan patojen bakterilerin neden oldugu cesitli
enfeksiyonlarin tedavisi ve kontrol edilmesi ve bu
amacla yeni trinlerin gelistirilmesi icin fayda
saglanabilecegi diisliniilmektedir.
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Bu ¢alismay1 2575-M-10 No’lu Proje ile maddi olarak
destekleyen Siileyman Demirel Universitesi Bilimsel
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