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OZET

Bitkilerin belirgin gevreyi algilama (QS) inhibisyon aktivitesi, bakteriyel patojeniteyi azaltmak igin yeni bir
midahale stratejisi olarak kullanilabilir. Bu ¢alismada, metanol ile hazirlanan iki farkli ¢am turd (Pinus
nigra L.ve Pinus brutia L.) kabuk ekstraktlarinin, Pseudomonas aeruginosa PAO1 ve Chromobacterium
violaceum bakterilerin Quorum Sensing (QS)'ye bagh virtlans faktorlerinin Gretim potansiyeli Gzerindeki
aktivitelerinin arastinimasi amaclanmistir. Ekstraktlar, elde etmek igin ultrasonik destekli ekstraksiyonlar
yapilmistir. Sonuglar, ekstraktlarin her iki bakteri susu izerinde farkli oranlarla istatistiksel yonden anlamli
olmakla birlikte P. nigra kabuk ekstraktin daha etkili oldugunu gostermistir. Pinus brutia L ekstraktinin,
kayma hareketi Uzerinde inhibisyon orani (%77) gosterirken Pinus nigra L ekstraktinin inhibisyon orani
(%80) daha yiksek bulunmustur.. Ayrica, Pinus nigra ekstraktinin P. aeruginosa PAO1’e kars! elastaz
disinda piyosiyanin Uretimi ve biyofilm olusumu Gzerindeki inhibisyon etkisi, sirasiyla %62 ve %54 olarak
Pinus brutia ekstraktina gore (%41,%51) daha ylksek diizeyde tespit edilmistir. Calisma sonucunda elde
edilen veriler P. nigra ve P. brutia ekstraktlarinin piyosiyanin, elastaz, viyolasein uretimi, biyofilm
olusumu ve kayma hareketligi dahil olmak Uzere fenotipe glcli bir sekilde muidahale ettigini ortaya
cikarmistir. Bu sonuglar, cam kabugu ekstraktlarinin anti-QS ajanlar olarak potansiyele sahip olabilecegini
gOstermistir.
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ABSTRACT

The apparent Quorum Sensing (QS) inhibition activity of plants could be used as a new intervention strategy
to reduce bacterial pathogenicity. This study, it was aimed to investigate the activities of the bark extracts of
two different pine species (Pinus nigra L. and Pinus brutia L) prepared with methanol on the production
potential of Quorum Sensing (QS)-dependent virulence factors of Pseudomonas aeruginosa PAO1 and
Chromobacterium violaceum bacteria. Ultrasonic-assisted extractions were performed to obtain the extracts.
The results showed that the extracts were statistically significant at different rates on both bacterial strains,
but the P. nigra bark extract was more effective. Pinus brutia bark extract showed an inhibition rate (77%) on
swarming motility. The bark extract of Pinus nigra had a higher inhibition rate (80%). In addition, the inhibition
effect of Pinus nigra bark extract against P. aeruginosa PAO1 on pyocyanin production and biofilm formation
other than elastase, inhibition rates of 62% and 54%, respectively, were higher than Pinus brutia bark extract
(41%, 51%). Our study revealed that Pinus nigra L. and Pinus brutia L. bark extracts strongly interfere with the
phenotype, including pyocyanin, elastase, Violasein production, biofilm formation, and swarm motility. These
results may indicate the potential use of pine bark extracts as anti-QS agents.

Keywords: Pinus nigra L., Pinus brutia L., Pseudomonas aeruginosa PAO1, Chromobacterium violaceum, Quorum
Sensing, Virulence,
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1. Giris

Antibiyotiklerin asiri ve yanlis kullanimi sonucu ortaya ¢ikan coklu ilaca direngli bakterilerin neden
oldugu hastane enfeksiyonlari tim diinyada hekimlerin korkulu riyasidir. Mevcut konvansiyonel
antibiyotiklere direncli bakterilerin ortaya ¢ikmasi ve bu tir bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde antibiyotiklerin yetersiz kalmasi, etkili tedavi segenekleri gelistirmek icin yeni stratejilere
acil intiyac oldugunu gostermektedir [1,2]. Biyofiimlerin neden oldugu enfeksiyonlar, bagisiklik sistemi
zayIf olan hastalarda mortalite ve morbiditeyi artiran durumlardir. Nitekim son yillarda yeni antibiyotik
kesifleri yavaslarken, coklu antibiyotik direngli mikroorganizmalar ortaya c¢ikmis ve antibiyotikler
etkinligini blylUk o6lgude kaybetmeye baslamistir [3]. Bu nedenle bakterilere karsi yeni stratejiler
kullanmak gerekli hale gelmistir. Yeni antibiyotik gelistirme arastirmalarin yani sira bakterileri 6ldirmek
yerine virllent sistemlerin inhibisyonu Gzerine yapilan ¢alismalar da hiz kazanmistir.

Gunumuzde bakteri duvari disinda yeni terapdtik hedefler bulunmustur. Hicreler arasi “gevreyi
algilama” ya da “Quorum Sensing” olarak da adlandirilan bu mekanizma bakterilerde biyofilm olusumu
ve virlilans faktorlerinin (elastaz ve piyosiyanin) Uretimi gibi 6nemli rol oynayabilen spesifik genleri
dizenleyerek, bakteri populasyonlarinin davraniglarini koordine etmelerini saglayan dizenleyici bir
iletisim mekanizmasidir. Bu nedenle, bu mekanizmanin inhibisyonu, antibiyotik direncinin tstesinden
gelmek icin ilag kesif programlarinda alternatif bir tedavi stratejisi olarak arastiriimaktadir [4]. Bitkiler
uzun suredir tipta tedavi amaciyla kullaniimaktadir [5] ve insanlarin yaklasik %80'inin hastaliklar
tedavi etmek igin tibbi bitkilere glivendigi tahmin edilmektedir [6].

Turkiye'de diger birgok Ulkede oldugu gibi tibbi agidan énemli bitkiler geleneksel olarak tedavi amagl
olarak kullaniimaktadir [7]. Bitkilerin tibbi amagh kullanimi bugiine kadar birgok geleneksel tip
sisteminin temelini olusturmustur ve giinimuizde de tedavi agisindan insanlida yeni umutlar sunmaya
devam etmektedirler [8].

Yakin zamanda tibbi bitkilerin gesitli kisimlari Gzerinde yapilan ¢alismalar, tibbi bitkilerin antioksidan,
antidiyabetik, kardiyoprotektif, ndroprotektif, hepatoprotektif, antikanser, antiinflamatuar, antiviral ve
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antimikrobiyal aktiviteler gibi genis bir farmakolojik aktivite yelpazesine sahip oldugunu gostermistir
[9,10]. Bakterilerin hiicre digi virulans faktorlerinin salinimi QS mekanizma ile kontrol edilip
dizenlenmektedir [11,12]. Yapilan galismalar, tibbi bitkilerin potansiyel QS inhibitorlerinin bakteriyel
patojeniteyi azaltabilecegini ve hicreleri dldirmek yerine bakteriyel QS sistemlerini hedefleyip, direng
gelistirmek icin segici basinci azaltip veya yavaslatabilecegini gostermistir [11,13]. Bu bagdlamda
bitkilerin tibbi amagh kullanimi birgok hastaligin tedavisinde 6zellikle mikroorganizmalarla miicadelede
bir ¢c6zim olmug ve umut verici bir strateji olarak benimsenmistir [14]. Calismamizda kullandi§imiz
Pinus brutia L. (kiziigam) ve Pinus nigra L. (karagam) Pinaceae familyasi icerisinde yer alip,
Tarkiye’de en genis yayilis alanina sahip tdrlerdir. Bilimsel literatiirlere gére etnobotanik kullanimlari
diger turlere gore daha fazla gézlenmistir [15]. Cam kabudu, kozalak ve igne gibi orman atiklarinin
kullanimi ilgi gekici oldugu kadar, ayni zamanda sayi ve kapsami sinirli kalmis bir konudur. Ozellikle
belirli gam tlrleri ve bunlar arasinda galismamizda segilen 2 tur (Pinus brutia, P. nigra) hakkinda
yapilan ¢ok sinirli sayida galisma mevcuttur [16,17,18]. Bu bilgiler dogrultusunda antibiyotiklere ve
cevresel kosullara kargl artan mikrobiyal direng igin dogal Urlnleri kullanmak umut verici bir tedavi
yontemi olabilir.

Bu nedenle bu calismada, Pinus nigra ve P. brutia kabuk ekstraktlarinin Pseudomonas aeruginosa
PAO1 ve Chromobacterium violaceum bakterilerinin QS'ye bagli virdlans faktérlerinin  Uretim
potansiyeli Gzerindeki aktivitesinin dederlendirilmesi amaclanmigtir.

2. Materyal ve Metot

Bitki Materyali ve Ekstrakt Hazirlama

Arastirmada kabuklari kullanilan iki gam tirG (Pinus nigra ve P. brutia) ticari olarak temin edilmistir.
Numuneler bir blender (Waring 8011 EB, Amerika) yardimiyla toz haline getirildi. 5.5 g toz numune
tartildi ve 50 mL metanol ilave edildi. Daha sonra toz numune 45 dakika ultrasonik banyoda
(Elmasonic P, Almanya) ekstrakte edildi. Daha sonra ¢o6zlcu rotavapor (Heidolph Hei-Vap Doner
Evaporatér, ingiltere) yardimiyla 40-45 °C'de uzaklastirildi. islem sonunda verim hesaplandi.

Antibakteriyel Aktivite

Mevcut calismada Suleyman Demirel Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik Mikrobiyoloji ve
Immunoloji ABD bakteri stokugundan elde edilen Pseudomonas aeruginosa PAO1 ve
Chromobacterium violaceum kullanildi.

QS inhibitdr Aktivitesi
Biyofilm Olusumu Deneyi

Pinus turlerinin kabuk metanol ekstraktlarinin bakteriyel biyofilm Gzerindeki etkisi kristal viyole (CV)
testine goére arastirildi [19]. Kuyucuklarda bulunan Luria-Bertani broth (LB) besi ortamina farkl
konsantrasyonlarda ekstraktlar eklendi. Kuyucuklara 5 yl PAO1 kiltirt yapilip 37°C'de 48 saat
inkibasyondan sonra plaka icerigi dokuldi ve planktonik bakterileri uzaklastirmak igin 3-5 kez yikandi.
Daha sonar kuyucuklara %0.1 konsantrasyonda CV eklendi ve 30 dakika sonra tekrar 3-5 kez saf su
ile yikandi. Ardindan %95 metanol eklenerek 15 dakika bekletildi. Optik Yogunluk (OD) degerleri
(Epoch Microplate Spectrophotometer) 570 nm'de kaydedildi. Referans PAO1 susu bu deneyde pozitif
kontrol olarak kullanildi. Negatif kontrol steril LB idi. Ekstraktlarin biyofilm olusumu Uzerindeki
inhibisyon orani asagidaki formule gére hesaplandi.

*OD: Optik Yogunluk

inhibisyon orani (%) = [ (kontrolde OD — tedavide OD) x 100 ] / kontrolde OD

Elastolitik Deneyi

Ekstraktlarin elastolitik aktivitesi, Ohman ve ark.'nin ydontemine gore Elastin Congo Red (ECR; Sigma-
Darmstadt, Aimanya) testi ile belirlendi [20]. Bu yontemle her bir kuyucuga 100 uL bitki 6zUti ilave

edildi ve OD degeri 600 nm'de belirlendi. Daha sonra inkibator calkalayicida 37°C'de 14-16 saat
bekletildi. Kltirtiin 100 pl stipernatant kismi bir tiipe aktarildi ve izerine 900 ul ECR tamponu eklendi.
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Elde edilen karisim 37°C'de 3 saat 200 rpm'de galkalanarak inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra
numune 4500 rpm'de 5 dakika santrif(j edildi. Numunenin sipernatanti bir klvete aktarildi ve 495 nm
dalga boyunda optik absorpsiyonu spektrofotometrik olarak okundu (BioTek-Epoch 2 Mikroplaka
Spektrofotometre). PAO1 kultiri ve LB, sirasiyla pozitif ve negatif kontroller olarak kullanildi. Testler
Uc kez tekrarlandi ve sonuglarin ortalamasi alindi.

Piyosiyanin inhibisyon Deneyi

Ekstraktlarin piyosiyanin pigment Uretimi Gzerindeki etkisi, Essar ve arkadaslari tarafindan gelistirilen
ydnteme gore yapildi [21]. Ekstrakt piyosiyanin pigment Uretimi Uzerindeki inhibitor etkisini arastirmak
icin 600 nm'de 0,05 OD'de uretilen bir PAO1 bakteri kiltlrt kullanildi. LB ortami igeren siselere 100 uL
bitki ekstrakti ilave edildi. Daha sonra 37 °C'de calkalanarak 16-18 saat inklbasyona birakildi.
inkiibasyon periyodundan sonra ortama 5 mL kloroform ilave edildi ve 30 saniye vortekslendi. Daha
sonra sigelerin dibindeki kloroformdan ayrilan faz (2 mL) alinarak cam tlplere yerlestirildi. Buna 1 mL
HCL-su karisimi eklendi ve tekrar 30 saniye vortekslendi. TUplerin yuzeyinde olugsan pembe faz OD
520 nm'de okundu ve kaydedildi. Testler U¢ kez tekrarlandi ve sonuglarin ortalamasi alindi.

Kayma Motilitesi

Kayma motilitesi swarm agar (SA) testi Rashid ve ark.'nin ydntemine gore ile yurutildi. Pseudomonas
aeruginosa PAO1, 37°C'de calkalayici bir inkibatér ile LBB ortaminda gece boyunca Uretildi.
inkiibasyon sonunda steril tiipe alindi ve 4500 devir dk-1" de 5 dk santrifijj edildi. Ekstraktlardan 200
pL alinarak 20 ml swarm agar ortami ile kangstirildi ve petri kaplarina dokildid. Her bir petrinin
merkezine 5 pL bakteriyel slipernatant asilanarak 10-15 dakika kurumaya birakildi ve 37°C'de 16-18
saat inkiibe edildi [22]. kayma hareketliligi asilama noktasindan disa dogru yayilmanin ¢api dlgllerek
test edildi. Sonuclar, kontrol ortaminda PAO1 susu ile karsilagtirilarak degerlendirildi. Testler ¢ kez
tekrarlandi ve sonuglarin ortalamasi alindi.

Viyolasin Pigment Uretiminin inhibisyonu

Chromobacterium violaceum 12472 Uizerinde Pinus nigra ve P. brutia kabuk ekstraktlarinin viyolasin
Uretimini 6nleyici aktivitesini 6lgmek icin spektrofotometrik inkiibasyon deneyi kullanildi [23]. Bu
deneyde 100 uL bitki ekstraktina 5 ml LBB ortami eklendi ve bir gece boyunca ¢alkalayici inkibatérde
30 °C de inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda 1 mL bakteri kiitirii 13000 dev dk-1'de 10 dakika
santriflij edildi. Daha sonra supernatant ¢ikarildi Gzerine 1 mL DMSO ilave edilerek 30 saniye boyunca
vortekslendi. 10 dakika boyunca 13000 dev/dak-1'de tekrar vorteks isleminden sonra, violaseinli
stpernatant 585 nm'de okundu.

istatistiksel Analiz

Deneyler, rastgele parsel tasarimina gore Ug tekrar halinde gerceklestiriimis ve elde edilen veriler,
JUMP yazilimi ile varyans analizine tabi tutulmus ve sonuglarin ortalamalari arasindaki farklar LSD
coklu karsilastirma testine goére harflerle karsilastinimistir.

3. Bulgular
Anti-QS Etkinligi

Bu calismada, Pinus brutia L. ve P. nigra L. metanol ekstraktlarinin Pseudomonas aeruginosa
virulansinda 6nemli roli olan Ug¢ faktore karsi inhibitor etkisi oldugu tespit edilmistir. P. brutia L.
ekstraktinin farkli dalga boylarinda [OD(495,520,570)] absorbans degerleri elde edilerek elastaz,
piyosiyanin ve biyofilm olusumu Uzerindeki etki inhibisyon oranlari sirasiyla %34, %41, %55 olarak
saptanirken, P. nigra ekstraktinin oranlar %17, %62, %54 olarak saptanmistir. Elastaz inhibisyon
etkisi P. nigra ekstraktinin P. brutia'ya gére daha disik olarak gézlenirken, P. nigra ekstraktinin
biyofilm olusumu Uzerindeki inhibisyon etkisi ise P. brutia’ya gére daha yiiksek saptanmistir (Sekil 1).
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Sekil 1: Pinus brutia ve P. nigra kabuk ekstraktlarinin antiquorum algilama aktivitesi **Farkli harflerle ortalamalar
arasindaki fark nemlidir, p<0.01 (SDz)

P. brutia, P. nigra'nin kabuk ekstraktlarinin kayma hareketi Gzerine etkisi ise PAO1 igin 54 mm iken;
P. brutia L. ekstraktinin eklendigi (75 mg/mL) petri de 12 mm, P. nigra’nin eklendigi (75 mg/mL) petri
de ise 11 mm olarak bulunmus ve elde edilen bu sonuglarin istatistiksel olarak anlamli oldugu
gorulmustar (Sekil 2 ).

Elde edilen sonuglar; P. brutia L., P. nigra L. kabuk ekstraktlarinin PAO1 (izerinde elastaz,
piyosiyanin, biyofilm olusumu ve kayma hareketi Gizerinde gostermis olduklari ihibisyon oranlarinin
istatistiksel olarak anlamli oldugu gérilmustir (p<0.01).
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Sekil 2: Pinus brutia ve P. nigra kabuk ekstraktlarinin bakteriler Gzerinde Onleyici aktivitesi **Farkli harflerle
ortalamalar arasindaki fark énemlidir, p<0.01 (SDx) Neyi Onleyici aktivitesi, belirgin degil. Ayrica kayma moatilitesi
ile ilgili bulgulardan bahsedilmeli

Viyolasin inhibisyonu

Besiyerinde merkezden duvara yayillma olgulerek degerlendirilen C. violaceum 12472 (izerinde Pinus
nigra ve P. brutia kabuk ekstraktlarinin viyolasin énleyici aktivitesinin arastirildigi deney sonucunda, 50
mg konsantrasyonda %21 inhibisyon istatistiksel olarak anlamli olarak tespit edilmistir (p<0.01) (Sekil
3).
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Sekil 3: Ekstraktlarin viyolasin Uretimi Gzerindeki inhibisyon etkisi**Farkli harflerle ortalamalar arasindaki fark
onemlidir, p<0.01 (SD+)
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4. Tartisma ve Sonug

Bulasici hastaliklar insanligin varolusundan bu yana tim toplumlar etkileyen en énemli sorunlardan
biri olmustur. Bu enfeksiyonlara neden olan bakterilerden Pseudomonas aeruginosa 6zellikle
immunosupresif hastalarda oldurici bir etkendir. Antimikrobiyal tedavi basarisizligi ile iliskili en buyuk
sorun direncin ortaya ¢ikmasidir. Ayrica, P. aeruginosa hucreleri, elastaz, piyosiyanin, biyofilm gibi
virllans faktorlerinin ekspresyonunun dizenlenmesini ve ikincil metabolitlerin Gretimini iligkilendiren
kiguk sinyal molekdllerini sentezleyerek QS yoluyla iletisim kurar. Kontrolstiz antibiyotik kullaniminin
ve bakterilerde direng genlerinin transferinin antibiyotige direngliligin ortaya ¢ikmasina neden oldugu
ve bu nedenle bulasici hastaliklarla micadelede zorluklar yarattidi bilinmektedir [2,3].

Bakteri virllansi, solunum yolu, damar sistemi ve idrar yolu dahil olmak Uzere cesitli vicut
sistemlerindeki hastane enfeksiyonlarindan sorumludur [24]. Piyosiyanin, P. aeruginosa tarafindan
Uretilen bir pigmenttir ve 6zellikle akciger enfeksiyonlarina neden olmada etkilidir [25]. Ek olarak,
piyosiyanin biyolojik membranlara kolayca nifuz edebilir ve 6zellikle kistik fibrozlu hastalardan biyik
miktarlarda izole edilebilir [21]. Bu nedenlerle piyosiyanin Uretiminin azaltiimasi bulasici hastaliklarin
Onlenmesinde hayati 6neme sahiptir.

Bu baglamda geleneksel tip sistemlerinde siklikla kullanilan bitkiler, modern ila¢ endustrisinde de aktif
olarak kullaniimakta ve bilinen etken maddeleri ile gesitli hastalik durumlarina kargi kullaniimaktadir.
Cam kabugu ekstraktlarinin antimikrobiyal aktiviteleri ¢calisiimis olmasina ragmen Pinus brutia ve P.
nigra tlrlerinin kabuk ekstraktlarinin antibakteriyel ve anti-QS aktivitelerinin henlz calisiimadigi
gézlenmistir. Ancak bir calismada Pinus brutia var. eldarica (iran gami) tiiriiniin P. aeruginosa'ya karsi
etkili oldugu ve virtlans faktorini 6nemli 6lclide engelledidi gdsterilmistir (P <0.001) [16]. Mevcut
¢alismada, ¢am kabugu ekstraktlarinin P. aeruginosa’ya kargl virllans ve biyofilm olusumunun
diizenlenmesi Uzerinde inhibitér aktiviteye sahip oldugunu kanitlamistir.

Gram negatif firsat¢i bir patojen olan Chromobacterium violaceum cilt lezyonu ¢oklu karaciger ve
akciger apselerine ve 6limcll septisemiye neden olmaktadir [25]. Yapilan bir ¢alismada, Pinus
pinaster Aiton subsp. atlantica hidro-etanolli kabuk ekstraktlari 0.25, 0.50 ve 80.00 mg/mL
konsantrasyonlarda Gram pozitif bakteriler tGzerinde etkili olmasina ragmen test edilen bitiin Gram
negatif bakterilere karsi inhibisyon etkisi gostermemistir [26].Bunun nedeni Gram negatif bakteriler,
makro molekillere ve hidrofobik bilesenlere karsi bir bariyer olusturan dis lipopolisakkarit yapisi
nedeniyle dogdal veya sentetik molekillere kargi daha direnglidir [27,28]. Ancak bazi bitki ekstraktlarin
hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakterilerin zar gecirgenligini artirarak makro molekdllerin
hicre disina sizmasina neden oldugu bildirilmistir [30,31]. Calismamizda Pinus brutia ve P. nigra agac
kabugu ekstraklarinin C violaceum’a karsi anlamli diizeyde inhibisyon aktivitesi umut verici bir strateji
olarak gortlmektedir.

Sonug olarak bu galisma, bakteriyel iletisimi sinirlayarak glcli bir dogal anti-quorum sensing ajani
olarak Pinus nigra ve P. brutia ekstraktlarinin kullanilabilecegiyle ilgili heyecan verici sonugclar
gOstermistir. P. nigra ve P. brutia turleri elastaz, piyosiyanin ve biyofiimler dahil olmak Uzere P.
aeruginosa'nin virtlans faktorlerinin Uretimini azaltarak etki mekanizmasina iliskin ilk rapordur. Kayma
hareketliligi ve bakteriyel iletisimden sorumlu olan QS sistemi inhibisyonunu P. nigra ve P. brutia
ekstraktlarini kullanilarak sinirlandinidi. P. nigra ve P. brutia ekstraktlarinin diger dogal antibakteriyel
bilesiklerle kombinasyon halinde diger bulasici mikroorganizmalar ve 6zellikle mayalar UGzerindeki
etkisini belirlemek icin calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Etik Beyani

Bu galismada, “Yiiksekégretim Kurumlari Bilimsel Aragtirma ve Yayin Etigi Yénergesi” kapsaminda
uyulmasi gerekli tiim kurallara uyuldugunu, bahsi gegen ybnergenin “Bilimsel Arastirma ve Yayin
Etigine Aykiri Eylemler” basligi altinda belirtilen eylemlerden hicbirinin gerceklestiriimedigini taahhdit
ederiz.
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