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Amag: Giiniimiizde mevcut kullanimdaki antimikrobiyaller iizerinde direncli bakterilerinin sayisinin artmasi halk sagligi
acisindan biiyiik tehlike olusturmaktadir. Coklu ilaca direngli patojenlerin ortaya ¢ikmasi, alternatif tedavi stratejilerinin
arastirilmasini zorunlu hale getirmistir. Bitki ugucu yaglar1 hastaliklarin tedavisinde toksik olmayan, uygun maliyetli ve
erisilebilir olmasi nedeni ile alternatif antimikrobiyaller olarak degerlendirilmektedir. Bu ¢aligmada, Cinnamomun verum
yaprag1 esansiyel yaginin (EY) Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter baumannii iizerindeki antibakteriyel ve anti-
biyofilm etkisi ile anti-quarum sensing (QS) 6zelliklerini degerlendirmek amaglamistir. Gere¢ ve Yontem: Calismada C.
verum EY’nin P. aeruginosa ve A. baumannii iizerindeki Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIC) ve Minimum Bakterisidal
Konsantrasyon (MBC) lar1 belirlenmistir. Minimum inhibitdr konsantrasyonlarinin (MIC'ler) belirlenmesinde mikrodiliisyon
yontemi kullanilmustir. C. verum EY’nin kimyasal icerigi, Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi (GC-MS) kullanilarak
belirlenmigtir. Bulgular: C. verum EY test edilen suslara kars1 0,5 ve 1,0 mg/mL oranlarinda MIC ve MBC gostermistir. C.
verum EY’nin 2 mg/mL konsantrasyonda yiiksek oranda anti-QS aktivite gosterdigi belirlenmistir. GC-MS sonucuna gore
C. verum yaginda en bol bulunan bilesik sinnamaldehit olarak bulunmustur. Sonug: C. verum EY ’nin bakteriyel biyofilmlerin
neden oldugu enfeksiyonlara kars: potansiyel kullanim alani olusturabilecek etkinlige sahiptir. C. verum EY’lerin anti-QS
aktivitesi lizerine yapilan ¢aligmalar sinirli olup, bu alanda daha ¢ok patojen mikroorganizma tizerindeki anti-QS aktivitesi
arastirilmalidir.

Anahtar Kelimeler: Tar¢in, Ugucu yag, Anti-biyofilm, Anti-quarum Sensing.

Anti-biofilm and Anti-quarum Sensing Activity of Cinnamomum verum Essential Oil
on Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter baumannii

ABSTRACT

Obijective: The increase in the number of bacteria resistant to antimicrobials in current use poses a great danger to public
health. The emergence of multi-drug-resistant pathogens on antimicrobials in current use has made it necessary to search for
alternative treatment strategies. Plant essential oils are considered as alternative antimicrobials in the treatment of diseases
because they are non-toxic, cost-effective and accessible. This study aimed to evaluate the antibacterial and antibiofilm effect
and anti-quarum sensing (QS) properties of Cinnamomun verum leaf essential oil on Pseudomonas aeruginosa and
Acinetobacter baumannii. Materials and Methods: In the study, Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum
Bactericidal Concentration (MBC) of EO on P. aeruginosa and A. baumannii were determined. The microdilution method
was used to determine the minimum inhibitory concentrations (MICs). The chemical content of C. verum EO was determined
using Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS). Results: C. verum EO showed MIC and MBC at 0.5 and 1.0
mg/mL versus strains tested. It was determined that C. verum EO showed high anti-QS activity at a concentration of 2 mg/mL.
According to GC-MS results, cinnamaldehyde was found to be the most abundant compound in C. verum EO. Conclusion:
C. verum EO has potential to be used against infections caused by bacterial biofilms. Studies on the anti-QS activity of C.
verum EOs are limited, and the anti-QS activity on pathogenic microorganisms should be investigated in this area.
Keywords: Cinnamon, Essential oil, Anti-biofilm, Anti-quarum Sensing.
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GIRiS

Son yillarda mevcut antimikrobiyal terapotiklerin
diizensiz ve keyfi kullanim1 direngli bakteri sayisinin
artmasina sebep olmus ve bu durum kiiresel bir saglik
sorunu haline gelmistir (Wijesinghe, 2021). Direngli
bakteri sayisindaki artis, diinya capinda mortalite
oranlarinin  artmasina, tedavi maliyetinin ve
hastanede kalis siliresinin uzamasina sebep olmustur.
Biyofilm olusumu, bakterilerin bu tiir bir direng
gelistirme mekanizmalarindan biri olup,
mikroorganizmalarin canli veya cansiz yiizeyler
iizerinde drettikleri polimerik malzeme iginde
korunmalarini saglayan yapilardir (Theodora, 2019).
Biyofilmler, c¢esitli mekanizmalar  kullanarak
antibiyotiklere karsi direng gelistirebilmektedirler
(Wijesinghe, 2021). Biyofilmler ayrica harici bir
fiziksel bariyer gorevi gormekte ve antibiyotiklerin
gecirgenligini  de bu sekilde azaltmaktadirlar
(Sharma, 2019).

Insan mikrobiyal enfeksiyonlarmin ¢ogu biyofilm
enfeksiyonlaridir ve biyofilmlerin direncli dogasi
biyofilmlerin  tedavisini ve yok edilmesini
zorlastirmaktadir. Bu nedenle, yiiksek etkinlige sahip
yeni etkili anti-biyofilm ajanlarin belirlenmesine acil
ihtiya¢ duyulmaktadir. Bitkisel antimikrobiyaller,
klinik ortamda mikrobiyal biyofilm enfeksiyonlarinin
onlenmesi, tedavisi ve kontroliinde potansiyel bir
alternatif olarak goriilmektedir ancak yiiksek
terapdtik etkinlik ve diigiik toksisiteye sahip etkili
bilesiklerin belirlenmesi i¢in yogun calismalar
yapilmalidir (Wijesinghe, 2021). Bazi patojenik
bakteriler biyofilm olusumu sirasinda Quarum
Sensing (QS) adi wverilen bir mekanizma
kullanmaktadirlar.  QS, otoindiiktérler  olarak
adlandirilan  hiicre dis1  sinyalleme molekiilleri
tarafindan  bakteriler —arasindaki haberlesmeyi
saglayan bir iletisim seklidir. Bakteriler bu sinyal
molekiilleri  araciligiyla  viriilans  faktorlerinin
ekspresyonunu, sekonder metabolit {irlinlerinin
iiretimini, biyofilm olusumunu ve konaker ile diger
mikroorganizmalar arasindaki iletisimi
diizenlemektedir (Barzegari, 2020). Ayrica viriilans
faktorleri dezenfektan toleransi, spor olusumu, toksin
iiretimi ve mobilitenin diizenlenmesi gibi hiicresel
sireglerde de etkilidir (Zhao, 2020). QS
inhibitorlerinin, biyofilm olusumunu, bakteriyel
direnci ve virlilans genlerinin ekspresyonunu
engelledigi  disiiniildiiglinde, bu inhibitdrlerin
bakteriyel enfeksiyonlar1 kontrol etmede umut verici
yeni bir antibakteriyel strateji oldugu goriilmektedir
(Kiray, 2021).

Acinetobacter ~ baumannii  ve  Pseudomonas
aeruginosa, hastane enfeksiyonu etkeni olarak en sik
karsilagilan mikroorganizmalar arasindandir. Bu
bakteriler dig ortam sartlarina dayanikli olmalari
nedeniyle hastane ortaminda uzun siire canliliklarin
koruyabilmektedir (Ugur, 2019). A. baumannii
tedavisi zor enfeksiyonun en yaygin nedenlerinden
biri olup, giderek artan ¢oklu ilag direncine sahip bir
mikroorganizmadir. Giderek artan ilag direnci

nedeniyle tedavi agisindan ciddi sorunlara yol
acmaktadir. Toplum kokenli enfeksiyonlarda da
karsimiza ¢ikabilen bu mikroorganizmalar siklikla
hastanede yatan hastalarda pndmoni, yara yeri
enfeksiyonu, iiriner sistem enfeksiyonu, bakteriyemi
ve menenjit gibi enfeksiyonlara neden olmaktadir
(Ugur, 2019). P. aeruginosa, ozellikle bagisikligi
baskilanmig hastalarda hastane enfeksiyonlarindan,
kistik ~ fibrozlu  hastalarda  solunum  yolu
enfeksiyonlarindan ve diyabetli hastalarda yara
enfeksiyonlarindan sorumlu olan hastane
patojenlerinden biridir (Wijesinghe, 2018; Bassetti,
2018). P. aeruginosa'nin siddeti, biyofilm olusturma
yetenegiyle birlikte elastaz, piyosiyanin,
eksotoksinler, alkalin proteaz, ramnolipidler ve
sideroforlar gibi ¢esitli viriilans faktorlerinin tiretimi
ve  salgilanmasindan  kaynaklanmaktadir.  P.
aeruginosa'da bu viriilans faktorlerinin tretimi, QS
sisteminin kontrolii altinda bulunmaktadir (Alva,
2021). Yapilan caligmalarda g¢oklu ilaca direngli
Acinetobacter ve P. aeruginosa'ya karsi anti-QS
bilesiklerinin izolasyonu ile ilgili raporlar siirlidir.
Yeni tedavilerin gelistirilmesi veya kesfi ¢ok
onemlidir (Sienkiewicz, 2014).

Cinnamomun verum / gergek targin / Sri Lanka'nin
yerli bir bitkisidir ve Sri Lanka, Hindistan ve Giiney
Amerika {ilkeleri de dahil olmak {izere diinya ¢apinda
yaygin olarak kullanilan mutfak baharatlarindan
biridir (Jayaprakasha & Rao 2011). C. verum
yapraklarindan elde edilen yaglarin, anti-paraziter
etki, kanser Onleyici, antiglisemik ve anti-lipemik
etki, norodejeneratif ve kardiyovaskiiler patolojilere
kars1 aktivite, tansiyon diizenleyici, antioksidan ve
antienflamatuar etki gibi ¢esitli tibbi &zellikler
sergiledigi gosterilmistir (Rad, 2021; Haddi et al.
2017, Rao & Gan 2014). C. verum adma yapilan
calismalarda ¢esitli patojenler {izerindeki anti-
biyofilm ve anti-QS etkilerine yo6nelik c¢aligmalar
sinirl kalmastir.

Mevcut ¢alisma, bitkisel dogal iiriin olan C. verum
yapragl esansiyel yagmm antibakteriyel, anti-
biyofilm ve anti-QS 6zelliklerinin P. aeruginosa ve
A. baumannii tizerindeki etkinligini degerlendirmek
amaci ile tasarlanmigtir.

GEREC ve YONTEM

Bakteriyel suslar ve Kkiiltiir kosullari
Calismamizda kullamilan P. aeruginosa (ATCC
25619) ve A. baumannii (ATCC 17978) suslar
Kirsehir Ahi Evran Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi ~ Mikrobiyoloji ~ Laboratuvar1  kiiltiir
koleksiyonundan temin edilmistir. Standart bakteri
sus stoklari, -80°C'de BHI (Brain Heart Infusion-
Difco®) + gliserol (%20) tutulmustur. Deneylerde
kullanilmadan 6nce organizmalar, taze hazirlanmis
TSB ortaminda art arda iki defa aerobik sartlarda
37°C'de 24 saat inkiibe edilerek geligtirilmigtir.



Standart bakteri suslari, OD600 = 0.01 (~2 x 10° -
kob/mL) karsilik gelen 0.5 McFarland olgegi ile
karsilastirilarak bulaniklik ayarlanarak
hazirlanmistir.

C. verum ugucu yag seyreltmelerinin hazirlanmasi
C. verum yapragi EY, bu ¢alisma i¢in Sri Lanka'dan
(WCC/3569) satn  alinmustir  (Romik Lanka
Marketing Services). 2 mg/mL konsantrasyonda
ucucu yag elde etmek icin Tween 80 (%0.05)
soliisyonu ve BHI suyu i¢inde seyreltme islemi
yapilmistir.

C. verum EY’nin antimikrobiyal etkinligi

Elde edilen saf ugucu yag, P. aeruginosa (ATCC
25619) ve A. baumannii (ATCC 17978) suslarina
kars1 agar kuyu diflizyon yontemi kullanilarak test
edilmigtir. TSA lizerinde patojenik bakteriler
gelistirilmistir. Gelistirilen suslarin 0,5 McFarland
standart bulanikligi steril tuzlu su c¢ozeltisi ile
ayarlanarak TSA iizerine homojen bir sekilde
dagitilmigtir. Petrilerde agilan kuyucuklara 10 ve 20
mg/mL konsantrasyonda 100 pL tar¢in ugucu yagi
uygulanmistir. Plaklar 37 °C'de 24 saat inkiibe

edilmigtir.  Calisma i¢ kez tekrarlanmistir
(Tabbouche, 2017).
C. verum EY’nin  minimum  Inhibitor

konsantrasyonu (MIC)

Tar¢in ugucu yagmin P. aeruginosa (ATCC 27853)
ve A. baumannii (ATCC 17978) iizerindeki MIC
degerleri, Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) broth mikrodiliisyon yonteminin degistirilmis
bir standardi kullanilarak belirlenmistir (Kaur et al.,
2019). Tip suslar TSB besiyerinde 1 gece 37°C’de
inkiibasyona birakildiktan sonra (OD600) = 0.01 (~2
x 10° kob/mL) olacak sekilde TSB ile seyreltilmistir.
Targin EY’nin ¢alisma soliisyonu (2 mg/mL) 96
oyuklu steril diiz tabanli mikroplate plakasinin ilk
oyugu siitununa ilave edilmis ve seri EY seyreltmeleri
gerceklestirilmistir (2 — 0.01 mg/mL). Daha sonra, 96
oyuklu plakaya 100 pL bakteri siispansiyonlari ilave
edildikten sonra 37 °C'de 18 saat inkiibe edilmistir.
Gorliniir  bakteri  iiremesi olmayan minimum
konsantrasyon MIC olarak tanimlanmistir. EY
icermeyen bakteri kiiltiir ortam1 negatif kontrol olarak
kullanilirken, Klorheksidin diglukonat (CHL, Sigma-
Aldrich, ABD) pozitif kontrol olarak kullanilmistir
(Wijesinghe, 2021).

C. verum EY’nin
konsantrasyon (MBC)
Minimum bakteri 6ldiriicii konsantrasyon (MBC),
mikroorganizmalarin gorsel bliylimesinin
gozlemlenmedigi konsantrasyonlarda bakteri
siispansiyonlarindan 10 pl'lik bir kisim geri ¢ekilerek
belirlenmistir.  TSA agar plakalarina aktarilan
kiiltiirler aerobik olarak 24 saat daha 37°C'de inkiibe
edilmistir.  Bakteri  popiilasyonunu  tamamen
oldiirmek icin gereken en diisiik ucucu yag
konsantrasyonu (gece boyunca inkiibasyondan sonra
TSA yiizeyinde biiyiime yok) MBC olarak
tanimlanmistir (Zhong, 2019; Firmino, 2018).

minimum  bakterisidal

C. verum EY’nin anti-biyofilm aktivitesinin
olciimiiAnti-biyofilm testi i¢in TSA’da tip suslar
gelistirildikten sonra, esit oranlarda tar¢in ugucu yagi
ve bakteri kiiltiirleri (OD 600 = 0.132) 96 oyuklu
mikroplate plakalarina aktarilmig (100 pl) ve 24 saat
37 °C'de inkiibe edilmistir. Negatif kontrol olarak
MRS broth kullanilmistir. Mikroplate tabanina
yapisan hiicreler iki kez yikandiktan sonra havada
kurumaya birakilmistir. Biyofilmler 200 pL %0.4
(w/v) kristal viyole ile aseptik olmayan sartlarda 30
dakika boyanmistir. Kuyular iki kez su ile
durulandiktan sonra tekrar hava ile kurumaya
brrakilmigtir. Co6zilicii olarak etanol kullanilmastir.
Optik yogunluk 595 nm'de 6l¢iilmiistiir. Kor olarak
TSA ve kontrol olarak ekstraktsiz bakteri kiiltiirleri
kullanilmustir. Yiizde biyofilm inhibisyonu asagidaki
formiille  hesaplanmistir.  Caligma  iic  kez
tekrarlanmistir (Theodora, 2019).

Yiizde biyofilm inhibisyonu = (Control OD595-
Islem gormiis OD595)/ (Kontrol OD595) x 100

C. verum EY’nin Anti-QS aktivitesi

Tar¢in EY’nin anti-QS aktivitesinin belirlenmesi igin
indikator sus olarak Chromobacterium violaceum
ATCC 31532 kullanilmigtir. Bakir kompleksinin ve
ligantinin anti-QS aktivitesi, agar kuyu difiizyon
yontemi ile degerlendirilmigtir. C. violaceum TSB
besiyerinde 28°C 48 saat inkiibe edilerek
geligtirilmigtir. Gelistirilen kiiltiirler daha sonra
drigalski spatula ile TSA besiyeri lizerine yayildiktan
sonra plaklara 6 mm c¢apinda kuyucuklar agilmistir.
Ardindan kuyucuklara 2 mg/mL (100 pL)
konsantrasyonunda tar¢in EY uygulanmuistir. Plakalar
28°C'de 24 saat inkiibe edildikten sonra tar¢in EY ’nin
anti-QS aktivitesi, violacein pigmentinin arka planina
karg1 bulanik bir zon bdlgesi olusturmasi agisindan
degerlendirilmistir. Calisma ii¢ kez tekrarlanmigtir
(Abudoleh, 2017).

C. verum kimyasal bilesiminin belirlenmesi

C. verum EY’nin kimyasal analizi Shimadzu GC—
MS-138 QP2010S'de gaz kromatografi kullanilarak
gerceklestirilmigtir. Deney kosullart agagidaki gibidir
(Wijesinghe ve ark. 2020). Kapiler Kolon: 30 m x
0.25 mm x 0.25 pm; Calisma sicakliklart: enjektor
(250 °C), dedektor (250°C), kolon (60°C), 2°C/dk,
240°C; Iyonizasyon voltaji: 70 eV; ve tasiyict gaz
olarak 1 ml/dk akis hizinda helyum kullanilmigtir.
Enjeksiyon hacmi 1 ul ve tarama 45-450 amu (m/z)
araliginda gerceklesmistir. Toplam caligsma siiresi 40
dakikaya ayarlanmigtir. Analitleri tanimlamak igin
NIST-11 (Ulusal Standartlar ve Teknoloji Enstitisii,
Gaithersburg, ABD) kiitle spektral veri tabani ve
NIST kiitle spektral arama programi (Siirlim 2.0g)
kullanilmugtir (Alva, 2021).

istatistiksel analiz

Verilerin istatistiksel degerlendirmesi GraphPad®
programi, San Diego California, ABD, siiriim 5.0 ile
yapilmigtir. Kullanilan  istatistiksel ~ test, ¢oklu
kargilagtirmalar igin ANOVA testi ve bunu
Bonferroni testi izlemistir. Analizlerde p <0,01
degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmis ve



bir yildizla gosterilmigtir.  MIC  sonuglarinin
belirlenmesi, biyofilm dl¢limii, CBM testleri ve CFU
saymmlari, iic kopya kullanilarak yapilmistir. Tim
testler li¢ bagimsiz deneyde yapilmistir.

Arastirmanin etik yonii
Bu ¢alisma kapsaminda etik kurul onaymin alinmasina
gerek yoktur.

BULGULAR

C. verum EY’nin antimikrobiyal aktivite testi
Cinnamomun verum bitkisinden elde edilen EY P.
aeruginosa (ATCC 27853) ve A. baumannii (ATCC
17978) iizerindeki antimikrobiyal etkisi
degerlendirilmistir. Tablo 1’de gortildiigii gibi ugucu
yagin her iki patojen mikroorganizma iizerinde gii¢lii
antimikrobiyal etkinlik gosterdigi belirlenmistir.

Tablo 1. C. verum EY’nin test bakterileri iizerindeki MIC ve MBC degerleri.

C.verum EY Kontrol (CHL)

Zon MIiK MBC | MBC/MIC | Zon MIiK MBC MBC/MIC

cap | (mg/mL) | (mg/mL) cap | (mg/mL) | (mg/mL)

(cm) (cm)
P. aeruginosa 25 0.5 1.0 35 0.125 0.25 2.0
A. baumannii | 26 0.5 1.0 30 0.125 0.25 2.0

Tablo 2. C. verum uc¢ucu yagimin kimyasal bilesim ve etken madde miktarlari.
C.verum EY % C.verum EY %

(+)-4-Carene 0.05 Caryophyllene 3.79
Acetaugenol 6.28 Cinnamaldehyde 66.78
Alfa-Cadinol 0.03 Cinnamy| Acetate 343
Alfa-Calacorene 0.04 Cis Linalol Oxide 0.02
Alfa-Muurolene 0.05 Cis-Caryophyllene 0.04
Alfa-Pinene 0.73 Cymol 1.04
Alfa-Terpineol 0.42 Delta-Cadinene 0.34
Benzene Butanoic Acid, Methyl Ester 0.06 Eucalyptol 0.14
Benzene, Pentamethyl- 0.12 Eugenol 6.79
Benzenepropanol 0.13 Germacrene-B 0.12
Benzyl Acetate 0.04 Germacrene-D 0.03
Benzyl Benzoate 3.50 Humulene-1,2 Epoxide 0.20
Beta-Cubenene 0.15 Isoterpinolene 0.02
Beta-Phellandrene 0.30 L-4-Terpineol 0.09
Beta-Sabinyl Acetate 0.04 Limonene 0.30
Beta-Terpinene 0.42 Linalool 2.79
Borneol 0.03 L-Phellandrene 0.55
Cadina-1.4-Diene 0.13 P-Cymene-8-Ol 0.04
Camphene 0.25 Safrole 2.89

C. verum EY’nin MIC ve MBC ol¢iimleri

C. verum bitkisinden elde edilen EY’nin P.
aeruginosa (ATCC 27853) ve A. baumannii (ATCC
17978) tizerindeki MIC belirlemek i¢in 96 kuyucuklu
mikroplate kullanilmustir. Farkli
konsantrasyonlarindaki yapilan arastirma sonucuna
gore EY’nin MIC degerleri Tablo 1°de verilmistir.
Elde edilen sonuglara gore, C. verum EY’nin MIC ve
MBC degerleri test edilen patojen suslar {izerinde
sirast ile 0.5 ve 1.0 mg/mL konsantrasyonda ve

benzer olarak bulunmustur. Testin MBC/MIC orani,
C. verum yaprak EY'sinin test edilen iki bakteriler
iizerinde bakterisidal bir etkiye sahip oldugunu
gostermektedir.

C. verum EY’nin anti-biyofilm aktivitesi

C. verum bitkisinden elde edilen EY’nin ¢alismada
kullanilan patojenik mikroorganizmalara kars farklt
inhibitor aktiviteye sahip oldugu goézlenmistir. 2 x
MIC  konsantrasyonda en iyi  inhibisyon



aktivitelerinin P. aeruginosa ATCC 27853 iizerinde
%92.1 oranda daha yiiksek oldugu gézlenmistir.
EY’nin en iyi inhibisyon etkisinin %84 oraninda A.
baumannii (ATCC 17978) iizerinde gergeklestigi
tespit edilmistir. C. verum bitkisinden elde edilen
EY’nin 1 x MIC konsantrasyonda bile yiiksek C.
verum bitkisinden elde edilen EY’nin 1 x MIC
konsantrasyonda bile yiiksek biyofilm inhibisyonuna
sahip oldugu gorillmistiir (Sekil 1).

Antibiofilm Activity
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A. baumannii

Sekil 1. Patojenik bakterilere kars1 C. verum
bitkisinden elde edilen EY’nin farkhh MIC
konsantrasyonlarinda (0.25 -2 x MIC) anti-
biyofilm aktivitesi.

*p< 0.05’te kontrolden dnemli farkliliklar gosterir
ve p< 0.05’te kontrolden maksimum anlamli
farkliliklar: gosterir.

Sekil 2. C. verum bitkisinden elde edilen EY’nin
C. violaceum iizerindeki inhibisyon zon aktivitesi
A: 2 mg/mL (zon c¢api: 24 cm) ve B: 1 mg/mL
(zon ¢api: 18 cm).

C. verum EY’nin anti-QS aktivitesi

Tar¢in EY nin anti-QS aktivitesinin belirlenmesi i¢in
indikator sus olarak C. violaceum ATCC 31532
kullanilmugtir. Farkli konsantrasyonlarda
gergeklestirilen ¢alismada Tar¢in EY ’nin 2 mg/mL ve
1 mg/mL konsantrasyonunda anti-QS aktivitesinin
olduk¢a yiiksek oldugu gorilmiistiir.  Sonuglar,
violacein pigmentinin arka planina kars1 bulanik bir
zon bolgesi olusturmasi agisindan cm olarak
degerlendirilmistir (Sekil 2).

C. verum EO'nun kimyasal bilesimi

C. verum bitkisinin yapraklarinin  kimyasal
bilesiminde sinnamaldehit (%66.781) oran ile en
yiksek bulunan bilesik oldugu gériilmektedir.
Sinnamaldehit ardindan  &jenol  (%6.79) ve
analoglarinin da oldukga yiiksek oldugu tespit
edilmistir (Tablo 2) (Zhao ve Ma, 2016).

TARTISMA

Son yillarda, cesitli bitkilerden elde edilen EY’ler,
patojen mikroorganizmalar iizerindeki etkinlikleri
nedeniyle aragtirmacilar arasinda biiyiik bir akademik
ilgi diizeyine ulasmis durumdadir. Ancak her bitki
tiirliniin her mikroorganizma iizerindeki etkinliginin
farkli oldugu disiiniildiigiinde, aragtirmalarda hala
eksiklikler oldugu gériilmektedir. Ozellikle EY’lerin
anti-biyofilm ve anti-QS aktiviteleri iizerine yapilan
caligmalar sinirlidir. Bizim de ¢alismamizda C. verum
yapragindan elde edilen EY’nin antibakteriyel, anti-
biyofilm ve anti-QS ozelliklerinin P. aeruginosa ve
A. baumannii patojenleri {izerindeki etkinligi
aragtirtlmigtir.  C. verum bitkisinden elde edilen
EY’nin antimikrobiyal aktivitelerinin arastirildig1 pek
¢ok ¢alisma bulunmaktadir ve veriler bizim ¢aligma
verilerimiz ile uyumlu goriinmektedir. C. verum
EY’nin 21 bakteri susuna karsi antimikrobiyal
ozelligi test edildigi bir ¢alismada, test edilen Gram
pozitif (Enterococcus, Streptococcus,
Staphylococcus) ve Gram negatif (P. aeruginosa)
bakteri suslarina kars1 ytiksek antimikrobiyal aktivite
gosterdigi belirtilmistir (Chao, 2000). Baska bir
calismada 13 farkli bitkiden elde edilen EY’nin 65
farkli  bakteri tizerindeki bakteriyostatik ve
bakterisidal  aktivitesinin  arastirildigi  galisma
sonucunda 6zellikle C. verum kabugundan elde edilen
yagm diger bitki tiirlerine goére direngli suslar
tizerinde daha yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip
oldugu bulunmustur (Mayaud, 2008). Patojen
bakteriler tarafindan biyofilm olusturma yetenegi
onemli bir endise kaynagidir (Ciofu ve Tolker-
Nielsen, 2019). Biyofilmler, yogun
popiilasyonlardaki bakterilerden olusur ve bir yilizeye
geri dondiiriilemez sekilde bagli saglam bir
ekzopolimer matris tarafindan korunur. Biyofilm
olusumu, antimikrobiyal ajanlari basarisiz hale
getirmesi ve enfeksiyonlarin %65-80'inden sorumlu
olmasi nedeni ile antimikrobiyal direncin gelisiminde
olduk¢a biiyiik 6neme sahiptir (Coenye ve Nelis,
2010).




Yapilan son ¢alismalarda, hayvanlardan (lizozimler,
kitosan ve laktoferrin), bitkilerden (lektinler,
fenolikler, EY’ler ve poliasetilenler), mantarlardan,
alglerden ve bakterilerden (reuterin ve bakteriyosin)
elde edilen antimikrobiyal 6zellige sahip ajanlarin
biyofilmler iizerinde inhibisyon etkiye sahip oldugu
goriilmektedir. Ayrica, mevcut istatistiklerde bulasict
hastaliklarin tedavisinde toksik olmayan, uygun
maliyetli ve erisilebilir terapétiklerin kullanilmasinin
gerekliligini vurgulamaktadir (Wijesinghe, 2021).
Bakteriyel biyofilm olusumu, hiicre yogunlugunun
izlenmesi i¢in kullanilan hiicreler arasi kimyasal
sinyal mekanizmas1 olan QS yoluyla gergeklesir
(Gerdt ve Blackwell, 2014). Bu nedenle, mikrobiyal
enfeksiyon  kontroliinde,  o6zellikle  biyofilm
kontroliinde bitkisel ilaglarin potansiyel uygulamalari
genis capta arastirilmalidir.

QSI inhibitorleri ozellikli direncli
mikroorganizmalara karsi savasta yeni stratejilerin
gelistirilmesi agisindan yeni bir yaklagim olabilir. QS
inhibisyonu, sinyallesmeyi bozarak QS'yi Onleme
stirecidir. Bu, sinyal enzimlerini etkisiz hale
getirerek, sinyal molekiillerini taklit eden ve
reseptorlerini bloke eden molekiiller ekleyerek veya
sinyal molekiillerinin kendilerini bozarak elde edilir.
QS inhibisyonu, bakteriyel biiylimeye miidahale
etmeden, bakteriyel viriilans faktorlerinin miiteakip
inhibisyonu ile bakteriyel viriilansin zayiflamasi ile
sonu¢lanmasi biiyiilk 6nem tagimaktadir (Shaaban,
2019; Carradori, 2020).

Calismalarda ozellikle, P. aeruginosa'nin viriilans
davranigini hedefleyen otoindiikleyicilerin Onciileri
antipatojenik ajanlar i¢in uygun bir kaynak olarak
gelistirilmigtir. B-keto-dekanoik asidin antranilat ile
yogunlagtirilmas, Pseudomonas kinolon
sinyallerinin olugsmasina neden olur. Metil antranilat,
P. aeruginosa'da nispeten 6nemli bir viriilans faktorii
olan elastazin ortadan kaldirilmasiyla Pseudomonas
kinolon sinyallerinin {iretimini inhibe eden bir
antranilat analogu olarak kanitlanmigtir (Calfee,
2001). Yanik enfeksiyonlari, keratit ve pndmoni gibi
Pseudomonas'in lokalize enfeksiyonlar1 sirasinda
elastazin rol oynadig1 belgelenmistir (LaSarre &
Federle, 2013). Ayrica, tanik asit ve trans -
sinnamaldehit,  asil-homoserin  lakton  (AHL)
dretimini engelledigi bildirilmistir (Chang, 2014).
Cesitli bitki tiirlerinin QS inhibisyonu {izerine
etkisine yonelik yapilan c¢alismalarin sinirli oldugu
goriilmektedir. Bu alanda yapilan caligmalardan
birinde farkli bitki tiirleri kullanilmistir. Calismada
(C. verum, Origanum majorana, Thymus vulgaris ve
Eugenia caryophyllata) elde edilen EY’nin
antioksidan, antibakteriyel, anti-biyofilm ve anti-QS
aktiviteleri lizerinde inhibisyona sahip en etkili bitki
tiirtinii C. verum olarak bulmuslardir (Alibi, 2020).
C. verum bitkisine ait EY’lerin antibakteriyel ve anti-
biyofilm aktivitesinin aragtirildig1 bir diger ¢alismada
yagm, P. aeruginosa, Staphylococcus aureus ve
Klebsiella pneumoniae'ye karsi in vitro ozellikleri
arastirilmistir.  Calisma sonunda C. verum EY’nin,

test edilen tiim suslarda etkili bir antibakteriyel ve
anti-biyofilm aktivitesine sahip oldugu bulunmustur
(Wijesinghe, 2021). Yine benzer bir bagka ¢alismada
83 ugucu yagin P. aeruginosa iizerindeki biyofilm
inhibisyon etkisi arastirilmis ve ¢aligma sonucunda
tarcin  kabugu yagi ve ana Dbileseni olan
sinnamaldehitin (%0.05 oraninda), P. aeruginosa
iizerinde biyofilm olusumunu Onemli dl¢lide
engelledigi belirtilmistir (Kim, 2015).

Tar¢in yagmin P. aeruginosa'da QS kontrolli
viriilans faktorleri ve biyofilm olusumu iizerindeki
etkisinin arastirildigt c¢aligmada tar¢in  yagmin
biyofilm olusumunu engelledigi ve c¢ok diisik
konsantrasyonlarda bile (0.1-0.2 pl/ml) QS'i inhibe
ettigi gosterilmistir (Kalia, 2015). Yakin zamanda
yapilan yine benzer bir ¢aligmada da C. verum'dan
elde edilen saflagtirilmis bilesikler, 0.1 mg/ml'lik bir
konsantrasyonda P. aeruginosa iizerinde hem anti-
biyofilm hem de anti-QS etkiye sahip oldugu
goriilmiistiir (Alva, 2021). Bu alanda yapilan
calismalar sinirli olup C. verum yapragi yaginin anti-
biyofilm ve anti- QS etkisi ile ilgili baska bir
calismaya rastlanilmamaistir.

QS inhibisyonu, sinyallesmeyi bozarak QS'yi dnleme
stirecidir. Bu, sinyal enzimlerini etkisiz hale
getirerek, sinyal molekiillerini taklit eden ve
reseptorlerini bloke eden molekiiller ekleyerek veya
sinyal molekiillerinin kendilerini bozarak elde edilir.
QS inhibisyonu, bakteriyel biiylimeye miidahale
etmeden, bakteriyel viriilans faktdrlerinin miiteakip
inhibisyonu ile bakteriyel viriilansin zayiflamasi ile
sonuglanacaktir.

Targin yaginin ana bileseni oldugu bildirilen
sinnamaldehit ve sinnamaldehit tiirevlerinin Vibrio
harveyi tizerindeki anti-QS aktivitesinin arastirildigi
calismada etken maddelerin bakteri iiremesini
engellemeden QS ile etkilesime  girdigini
gostermektedir (Brackman, 2008). Benzer sekilde, C.
verum kabugu esansiyel yaginin ¢oklu ilaca direngli
E. coli iizerindeki zar gecirgenlestirici etkilerini
bildirmis olup aym1 zamanda, bu yagm anti-QS
aktivitesini de gostermislerdir (Yap, 2014). C. verum
bitkisinden elde edilen EY’lerin A. baumannii
iizerinde anti-biyofilm ve anti-QS aktivitesi ile ilgili
herhangi bir calismaya rastlanmamigtir. Yapmis
oldugumuz c¢aligmanin bu alanda ilk oldugu
diistiniilmektedir.

C. verum yaprag1 yagindan elde edilen GC-MS analiz
sonuglarma bakildiginda C. verum yapragi yaginda
Eugenol (%74,9) oraninda bulunurken, B-karyofillen
(%4), Benzil benzoat (%3) ve diger birkac bilesen
tamimlamigtir  (Schmidt, 2006). Tar¢in kabugu
yagmin GC-MS analiz sonuglarinda %64.49 oraninda
sinnamaldehit bulunurken %16.57 oraninda &jenol
bulduklarini bildirmislerdir (Kim, 2015). Bu sonuglar
%66.78 oraninda buldugumuz sinnamaldehit ile
%6.79 oraninda buldugumuz 6jenol igerigi ile biiyiik
benzerlik gostermektedir.



SONUC

Antibiyotiklerin diizensiz kullanim1 sonrasinda,
¢oklu ilaca direngli patojen mikroorganizmalarin
sayilarinin ortaya c¢ikmasi, alternatif yeni tedavi
stratejilerinin gelistirilmesini zorunlu hale getirmistir.
Yapmis oldugumuz ¢aligma ve bu alanda tartigilan
tim gozlemlerde, C. verum yapragi esansiyel yaginin
P. aeruginosa ve A. baumannii suslarina kars1 yiiksek
antibakteriyel ve anti-biyofilm aktivite gosterdigi
sonucuna varabiliriz. Bakterilerde goriilen QS
sisteminin anlagilmasi, bakteriyel enfeksiyonlari
kontrol etmede ve antibiyotik direncinin ortaya
¢tkmasinin iistesinde gelmede umut verici yeni bir
antibakteriyel strateji saglayabileceginden bu alanda
daha fazla aragtirmaya gerek vardir.
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