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Amag: Quorum sensing (QS), bakterilerin belli bir yogunlukta hiicreler arasi sinyal molekiilleri iretip bu
sinyalleri algilayarak haberlesmelerini saglayan kimyasal bir iletisim mekanizmasidir. Bu ¢alismada, lkemizde
aromaterapétik Rosa damascena Mill. (gil) ugucu yadinin (AGUY) QS mekanizmasina ve insan patojeni
mikroorganizmalarin biyofilm tretimine karsi inhibisyon etkilerinin belirlenmesi amaglanmustir.

Yéntem: Arastirmada, AGUY'nin tiim mikroorganizmalara karsi minimum inhibisyon konsantrasyon (MiK)
degerleri mikrodiliisyon yéntemiyle belirlenmistir. AGUY’nin QS inhibisyon etkileri Chromobacterium violaceum
ATCC 12472 (CV12472) biyosensér susunda agar kuyucuk difiizyon ve viyolasin pigment tretimi yéntemleriyle
saptanmistir. Pseudomonas aeruginosa PAO1 susunda ise bakterinin biyofilm tretimi, swarming (kayma) ve
swimming (yiizme) hareket yetenekleri test edilmistir.

Bulgular: AGUY'nin mikroorganizmalar iizerinde MIK degerleri %0.0125-0.1 v/v araliginda belirlenmistir.
Galismada, AGUY’nin (sub-MiK:%0.01 v/v), CV12472 susunda viyolasin iiretimini yiiksek oranda (%98.04+1.40,
p<0.05) azalthdi saptanmistir. AGUY (sub-MiK: %0,2 v/v), PAO1 susunda ise biyofilm olusumunu giiglii oranda
(%93.07+1.90, p<0.05) inhibe ederek, bakterinin swarming (%44.88+0.54-%88.05+0.67) ve swimming
(%47.60+0.06-%85.48+0.10) hareket yeteneklerini doz artisina bagl (%0.0125-0.2 v/v) engelledigi bulunmustur
(p<0.05). Calismada ayrica, AGUY ¢ogu Gram pozitif (%32.15+0.20-%52.40+1.30) ve Gram negatif (%32.01+1.65-
%61.0010.84) bakterilerinin biyofilm olusumunu inhibe etmistir (p<0.05).

Sonug: Bu arastirma, AGUY’nin anti-mikrobiyal, anti-biyofilm ve anti-QS ajan olarak kullaniminin gelecek igin
imit verici potansiyelini gbéstermektedir. Arastirmada kullanilan AGUY'nin, insan patojeni mikroorganizmalarda
biyofilm inhibisyon etkileri bildigimiz kadariyla bu ¢alismada detayli olarak ilk kez belirlenmis olup, arastirma
llkemiz igin AGUY dretiminin ve kullaniminin son derece gerekli ve 6nemli oldugunu ve llkemizde yetistirilen
dogal urtinlere yénelik anti-QS ve anti-biofilm gibi biyolojik aktivite ¢alismalarinin daha detayli arastirilmasi
gerektigini ortaya koymaktadir.

Anahtar kelimeler: Aromaterapétik giil ugucu yagi, quorum sensing, biyofilm
ABSTRACT

Objective: Quorum sensing (QS) is a chemical communication mechanism that allows bacteria to produce
intercellular signal molecules in a certain density. In this study, it was aimed to detect the inhibition effects of
aromaterapeutic Rosa damascena Mill. (Rose) essential oil (AREO) against QS mechanism and biofilm
production of human pathogenic microorganisms.

Method: In the study, minimum inhibition concentration (MIC) values of AREO were determined by the
microdilution method. The QS inhibition effects of the AREO were determined in Chromobacterium violaceum
ATCC 12472 by agar well diffusion and violacein pigment production. The biofilm formation, swarm and swim
motilities of Pseudomonas aeruginosa PAO1 strain were also tested.

Results: The MIC values of AREO were found to be in the range of 0.0125-0.1% v/v. AREO (sub-MIC: 0.01% v/v)
significantly decreased (98.04%1+1.40, p<0.05) the violacein production. AREO (sub-MIC: 0.2% v/v) strongly inhibited
biofilm formation in PAO1 (93.07%%1.90, p<0.05), and significantly (p<0.05) hindered the swarm (44.88%%0.54-
88.05%%0.67) and swim (47.60%+0.06-85.48%+0.10) motilies of PAO1 according to the concentration ranges
(0.0125-0.2% v/v). Additionally, AREO significantly (p<0.05) inhibited the biofilm formation of gram- positive
(32.15%+0.20-52.40%+1.30) and gram-negative (32.01%+1.65- 61.00%+0.84) acteria.

Conclusion: This study reveals the promising potential of AREO used as anti-microbial, anti-biofilm and anti-QS
agents in the future. To the best of our knowledge, the biofilm inhibition effects of AREO in human pathogenic
microorganisms have been studied in detail for the first time, and this work clearly reveals that the production
and use of AREO is extremely necessary and important for Turkey. Therefore, the anti-QS and anti-biofilm
activity research about natural compounds should be worked in detail.

Keywords: Aromaterapeutic rose essential oil, quorum sensing, biofilm
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GiRiS

Gl (Rosa species) diinyada 200°den fazla turi ve
18.000 cesidi ile Rosaceae familyasina ait tibbi ve
peyzaj bitkisidir. Rosa damascena Mill. (Sam gilt)
koku, lezzet ve tibbi 6zelliklerinden dolayr 6zellikle
Turkiye ve Bulgaristan’da yliksek kalitede
yetistirilmektedir®™?. Tim diinyada, giil ugucu yaginin
Bulgaristan’dan sonra ikinci Ureticisi Turkiye olup,
Isparta ekonomik olarak en 6nemli Uretici merkezi-
dir. Isparta’da 36’dan fazla farkli ¢esidi bulunan giil ve
farkl Grlnleri gida, kozmetik ve tibbi alanlarda
kullanilmaktadir®. Gil yagi geleneksel tipta stres,
agri, Gzlintl, depresyon, gerginlik, menstrual bozuk-
luklar, jinekolojik hastaliklar, cinsel islev bozuklugu
gibi durumlarda, yara iyilesmesinde, sindirim sistemi
hastaliklarinda ve aromaterapide kalp ve solunum
hastaliklari gibi birgok hastahgin tedavisinde kullanil-
maktadir. Ayrica birgok modern parfim ve kozmetik
Grlnlerinin temel bileseni olarak parfim ve kozmetik
endustrisinde yaygin kullanima sahiptir®”). Yapilan
calismalarda, gil yaginin temel bilesenlerini feniletil
alkol, sitrenellol, nonadekan, geraniol, transgeraniol,
etanol, nerol, heneikosan ve kaempferol tlrevlerinin
olusturdugu belirlenmistir®®), Ayrica geleneksel ve
modern tipta yaygin olarak kullanilan gll ugucu yagi,
yuksek frekansi ve biyoaktivitesinden sorumlu farkli
monoterpenoidler ve seskiterpenoidlerin son derece
zengin bir kaynagini olusturmaktadir®®,

Gul yagi ile ilgili yapilmis olan g¢alismalarda, bu yagin
antioksidan, laksatif, anksiyolitik, anti-spazmodik,
anti-tussif, anti-depresan, anti-diyabetik, anti-kanser,
anti-kolvilsan, anti-mikrobiyal, anti-septik, anti-HIV
gibi bircok farmakolojik 6zelligi ve glincel bir in vivo
arastirmada ise gll yagindan hazirlanan gargara ve
jelin analjezik ve anti-inflamatuvar ozelliklere de
sahip oldugu gosterilmistir®®'+2 Bu calismalarla
birlikte, son on vyildir yapilmis olan arastirmalarin
icinde gil yaginin bakteriyel enfeksiyonlari dnleme-
de bakteriyel iletisim mekanizmasini engelledigini
gosteren calismalar da mevcuttur319),

Bakterilerde hiicre-hiicre iletisimi sinyal molekiilleri
aracihgiyla saglanmaktadir. Bakteri sayisi arttikca
hicre disina salinan sinyal molekdllerinin sayisi da
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artmakta ve bu artis algilanabilmektedir. Bakterilerin,
belli bir yogunlukta bu sinyalleri algilayarak cesitli
davraniglar sergilemesi “cogunlugu algilama” veya
“Quorum-sensing (QS)” olarak adlandiriimaktadir.
QS mekanizmasi ile bakteriler kendi ¢evresini izle-
mekte, popllasyon yogunlugu hakkinda bilgi almak-
ta ve bu bilgileri yeri gelince gen ifadesini diizenle-
mede kullanmaktadirlar. QS, global bir dizenleyici
olarak bakterilere gen transfer yetenegini arttirmak-
ta ve bakterilerde biyofilm olusumu, pilus biyogene-
zi, cesitli coklu virtlans faktérlerin Gretimi veya
konak hiicreleri pargalayan enzimlerin sentezi, anti-
biyotik direng gelisimi gibi kritik bazi fizyolojik fonksi-
yonlarin kontroliinii saglamaktadir(t¢-18),

Patojenik bakterilerin patojenite ve viriilans faktorle-
rinin Uretimini QS mekanizmasiyla diizenlediklerinin
kesfi, bu mekanizmayi enfeksiyon hastaliklarinin
tedavisi icin cazip bir hedef durumuna getirmistir.
Bakterileri 6ldiirmek yerine patogenezi hedef almak,
sentetiklerin yani sira dogal bilesikleri de iceren bak-
teriyel iletisim inhibitorleri kullanarak QS mekaniz-
masini bloke etmek, bakteriyel direng¢ sorunlari ve
bakteriyel enfeksiyonlarla savagsmada buyuk bir
umut kaynagi olarak gérilmektedir®. QS mekaniz-
masini bloke eden dogal bir bilesik olarak rapor
edilen giil ugucu yaginin iceriginde monoterpen
alkoller (sitronellol, geraniol, nerol) ve parafinik
hidrokarbonlar (nonadesan, 9-nonadesen) yiksek
oranda bulunan aktif bilesenler olup, bu bilesenle-
rin QS mekanizmasinin inhibisyonunda dnemli bir
rolu olabilir®,

Bu calismada, Rosa damascena Mill. (gil) yaginin
Chromobacterium violaceum ATCC 12472 ve
Pseudomonas aeruginosa PAO1 biyosensor suslari-
na karsi anti-QS ve 14 adet insan patojeni mikroor-
ganizmaya karsi anti-biyofilm etkilerinin belirlen-
mesi amaglanmigstir. Literatlirde gll yaginin farma-
kolojik ozelliklerini gbsteren bir¢ok calisma olmasi-
na ragmen, bildigimiz kadariyla bu ¢alisma bu yagin
insanlarda ciddi enfeksiyonlara neden olan ve goklu
direng gosteren mikroorganizmalara karsi antimik-
robiyal etkisine ilaveten, QS ve QS ile iliskili olan
biyofilm inhibisyon etkilerini goésteren ilk detayh
arastirmadir.
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GEREC ve YONTEM

Aromaterapétik giil ugucu yagi ve saklama kosullari:
Bu arastirmada kullanilan aromaterapétik gil ugucu
yagi (Rosense) ticari olarak satin alinmis olup, deney-
lerde kullanilmak Gzere +4°C’de korunmustur.

Mikroorganizmalar ve kiiltiir kosullari: Calismada,
aromaterapotik gul ugucu yaginin anti-mikrobiyal ve
anti-biyofilm etkilerini belirlemek icin sekiz adet
Gam negatif bakteri; Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853), Escherichia coli (ATCC 25922), Acinetobacter
baumannii (ATCC 19606), Klebsiella pneumoniae
(ATCC 700603), Klebsiella oxytoca (ATCC 43165),
Proteus mirabilis (ATCC 7002), Salmonella
Typhimurium (ATCC 14074), Serratia marcescens
(ATCC 27117); 5 adet gram pozitif bakteri:
Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Micrococcus
luteus (ATCC 7468), Bacillus cereus (ATCC 6633),
Staphylococcus epidermidis wt ve Staphylococcus
aureus (ATCC 29213) ve bir adet maya; Candida albicans
(ATCC10231) kullanilmistir. Bakteri suslari 37°C’de
24-48 saat Brain Heart Infusion (BHI) broth ve agar
(BHA) besiyerlerinde, C. albicans fungusu ise
Sabouraud Dextrose Broth (SDB) ve agar (SDA) besi-
yerlerinde 30°C’de 48-72 saat inkiibasyona birakila-
rak Uretilmistir. Aromaterap6tik gil ugucu yaginin
anti-QS etkisinin belirlenmesinde ise
Chromobacterium violaceum ATCC 12472 (CV12472)
ve P. aeruginosa PAO1 suglari kullaniimistir. CV12472
susu 30°C’de, P. aeruginosa PAO1 ise 37°C’de Luria
Bertani (LB) broth veya LB agarda 24-48 saat Uretil-
mistir. Mikroorganizmalarin kiltur bulanikliklari Mc
Farland 0.5’e (10® cfu/ml) ayarlanarak tiim deneyler
yapimistir.

Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK) yéntemi:
Calismada, farkh konsantrasyonlardaki aromaterap6-
tik glil ugucu yaginin minimum inhibisyon konsant-
rasyonun (MiK) belirlenmesi icin mikrodiliisyon yon-
temi kullanilmistir®?, Yag, steril 96 kuyucuklu mik-
roplakalara 100 pl Brain Heart Infusion (BHI) Broth
ile 1/2 seyreltilerek konulmus ve mikroorganizmalar
her bir kuyucuga 5 pl mikroorganizma + 95 ul BHI
olarak ilave edilmistir. Kuyucuklardaki son hacim 200
ul olarak ayarlanarak 37°C’de 24 saat inkiibasyona

birakilmistir. inkiibasyon sonrasi mikroplakalar mik-
roplate okuyucuda (Chromate 4300, ABD) kontrole
gbre 600 nm’de Olglilmistir. Deneyde pozitif kontrol
icin gentamisin ve vankomisin antibiyotikleri, amfo-
terisin B antifungal ajani kullanilmistir.

Aromaterapotik Giil Yaginin QS inhibisyon Etkileri
Agar kuyucuk difizyon testi: 10 mL Luria Bertani (LB)
agar besiyerine, 100 pL CV12472 susu eklenmistir.
Katilasan yumusak Luria Bertani (LB) agar besiyerine
steril delge¢ yardimiyla 6 mm c¢apinda acilan
kuyucuklara DMSO ile 1/8 dilue edilerek hazirlanmis
20 pl giil yagi, %0.01 v/v sub-MiK konsantrasyonda
birakilmis ve bakteri 30°C etlivde 24-48 saat inklbe
edilmistir. inkiilbasyon sonucunda, kuyucuklarin
etrafinda olusan opak zonlar QS inhibisyon etkisi
olarak degerlendirilip zonlar milimetrik olarak
Olctlmustir@22),

Viyolasin pigment iiretiminin inhibisyon testi: Sivi
kiltirden viyolasin pigment Uretiminin inhibisyon
testi, viyolasin pigment ekstraksiyonu ydntemine
gore yapilmistir®), On bes saatlik CV12472 susu 20
ml Luria Bertani (LB) besiyerindeki taze kiltiirden 10
puL alinarak 1 mL LB besiyerine inokiile edilmistir.
Kontrol grubuna yalnizca bakteri, test grubuna ise
%0.01 v/v sub-MiK konsantrasyon olacak sekilde 20
ul yag eklenerek, tipler 30°C’de 24-48 saat calkala-
mali etlivde inklbasyona birakilmistir. Sonrasinda
her bir tipten 200 pl kilttr alinip, 1.5 ml ependorf
tlipe aktarilmistir. Hlicrenin pargalanmasi icin tzeri-
ne 200 pl %10 SDS c¢ozeltisi eklenip, tipler 5 dakika
boyunca vortekslendikten sonra 5 dakika oda sicakli-
ginda bekletilmistir. Viyolasin pigmenti izolasyonu
icin suyla doyurulmus olan butanol 900 ul (50 ml
n-bitanol + 10 ml distile su) olarak tiipe eklenmis ve
5 saniye vortekslenmistir. Daha sonra 10 000 rpm’de
5 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Ustteki faz
kiivete aktarilarak 585 nanometrede Genesys™10S
UV-Vis spektrofotometrede (Thermo Fisher Scientific)
okunup % viyolasin inhibisyon miktari hesaplanmistir.

Swarming ve swimming (Kayma ve yiizme) hareketi
inhibisyon testi: Aromaterapotik gil ugucu yaginin P,
aeruginosa PAO1 susunun swimming (ylzme) ve
swarming (kayma) hareketlerine karsi inhibisyon
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etkileri literatlire uygun olarak test edilmistir?¥,
Swimming testi icin, bir gecelik aktif PAO1 (108 cfu/ml)
kiltirden 3 pl alinarak %0.0125-%0.2 (v/v) sub-MiK
konsantrasyonlarda gll yagl iceren swimming agar
(% 1 tripton, % 0.5 NaCl ve % 0.3 agar) petrilerine
nokta ekim yapilmistir. Swarming testi igin ise, ayni
kosullardaki bir gecelik aktif PAO1 kiltirinden 5 pl
alinarak ayni konsantrasyonlarda yag iceren swar-
ming agar (%1 pepton, %0.5 NaCl, % 0.5 D-glikoz ve
% 0.5 agar) petrilerine nokta ekim yapilmistir. Petriler
ters cevrilmeden 37°C’de 16 saat inkiibasyona bira-
kilmis ve inkiibasyon sonunda koloni gaplari milimet-
rik olarak ol¢iImastar.

Aromaterapétik giil ugucu yaginin biyofilm inhibis-
yon etkileri: Aromaterap6tik gl ugucu yaginin pato-
jen mikroorganizmalar igin inhibisyon etkileri litera-
tire uygun olarak belirlenmistir?®. Yirmi doért kuyu-
cuklu polistren plaklara kontrol ve %0.2-%0.0125
(v/v sub-MIK konsantrasyonlarda hazirlanmis giil
yagi eklenmistir. Uygun besiyerine (10® cfu/ml) ekil-
mis mikroorganizmalar 200 rpm’de calkalamal etiiv-
de 30°C veya 37°C'de 48 saat inkibe edilmistir.
inkiibasyonun ardindan 24 kuyucuklu polistren plak-
larin her bir kuyucuguna 900 pl besiyeri +100 pl
mikroorganizma eklenmistir. 30°C veya 37°C’de kiil-
turler yine 48 saat inkiibe edilmistir. Kiltirler Gre-
tildikten sonra plaklardan besiyerleri alinarak her
bir kuyucuk lg¢ kez 1X PBS tamponu ile yikanmistir.
Daha sonra bu plaklar 65°C’ye ayarlanan etlivde

Turk Mikrobiyol Cemiy Derg 2021;51(3):245-53

kurutularak, plaklar %1 kristal viyole ¢ozeltisi ile iki
dakika slireyle boyanmistir. Sonrasinda kuyucuklar
distile su ile Ug¢ kez yikanmis ve oda sicakliginda
kurumaya birakilmistir. Yizde 30’luk asetik asit
¢Ozeltisi ile ¢ozlilen kuyucuklardaki kristal viyole
¢Ozeltisi 595 nm spektrofotometrede kontrole karsi
OlglImustar.

istatiksel analizler: Calismada uygulanilan tim

testler en az g yine yapilmis olup, deney sonugla-
+

ri, Ug tekrarin ortalama #* standart sapmasi (SD)
olarak belirtilmistir. Analizler igin SPSS (Program
11.0) paketi kullanilarak, veriler tek yonli varyans
analizine (ANOVA) tabi tutulmustur. Kontrole gore
*p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamh kabul

edilmistir.
BULGULAR

Minimum inhibisyon konsantrasyon (MiK) sonugla-
ri: Arastirmada, aromaterapotik gl ugucu yaginin
biyosensor suslar ve patojen mikroorganizmalara
karsi QS ve biyofilm inhibisyon etkilerini belirlemek
icin oncelikle yagin mikroorganizmalar Uzerindeki
minimum inhibisyon konsantrasyon degerleri sap-
tanmustir (Tablo 1). Aromaterapétik yagin tim mikro-
organizmalar lzerinde MIK degerleri %0.0125-0.4
v/v araliginda oldugu belirlenmistir. Calismada, pozi-
tif kontrol olarak Gram pozitif ve negatif bakteriler
icin gentamisin ve vankomisin antibiyotikleri,

Tablo 1. Aromaterapétik giil yaginin patojen mikroorganizmalar ve biyosensér suslara karsi MiK degerleri.

Patojen Mikroorganizmalar ve Biyosensér Suglar/ Giil Yagi Gentamisin Vankomisin Amfoterisin B
MiK Degerleri (v/v) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) 0.1 8 - -
Escherichia coli (ATCC 25922) 0.1 0.25 - -
Acinetobacter baumannii (ATCC 19606) 0.05 16 - -
Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603) 0.0125 0.5 - -
Klebsiella oxytoca (ATCC 43165) 0.025 0.5 - -
Proteus mirabilis (ATCC 7002) 0.0125 1 - -
Salmonella Typhimurium (ATCC 14074) 0.1 1 - -
Serratia marcescens (ATCC 27117) 0.1 0.5 - -
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) 0.1 - 16 -
Micrococcus luteus (ATCC 7468) 0.05 - 16 -
Bacillus cereus (ATCC 6633) 0.05 - 1 -
Staphylococcus epidermidis wt 0.05 - 4 -
Staphylococcus aureus (ATCC 29213) 0.1 - 1 -
Candida albicans (ATCC10231) 0.05 - - 1
Pseudomonas aeruginosa PAO1 0.4 8 - -
Chromobacterium violaceum (ATCC 12472) 0.025 16 -
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Sekil 1. Aromaterapétik gul ugucu yaginin Chromobacterium
violaceum 12.472 susunda olusturdugu ug¢ tekrarh viyolasin inhi-
bisyon zonlari (mm).

C. albicans mayasi icin de antifungal olarak amfote-
risin B kullanilmistir. Aromaterapétik gal yagina en
duyarl patojenlerin %0.0125 ve %0.025 MiK deger-
leriyle K. pneumoniae, K. oxytoca, C. violaceum ve
P. mirabilis, turleri oldugu saptanmistir (Tablo 1).
Aromaterapétik giil yagina daha yiiksek MIiK degeri
(%0.4 ve %0.1) saptanan tirlerin ise Pseudomonas,

E. coli, S. Typhimurium, S. marcescens, E. fecalis ve
S. aureus tirleri oldugu belirlenmistir (Tablo 1). Gl
yaginin QS ve biyofilm inhibisyon etkilerinin belirlen-
mesi icin MiK altindaki (sub-MiK) dozlari mikroorga-
nizmalar Uzerine uygulanmistir.

Aromaterapotik Gul Ugucu Yaginin Pseudomonas
aeruginosa PAO1 Susu Uzerine QS inhibisyon Etkileri
Swarming ve swimming hareketi iinhibisyonu:
Pseudomonas aeruginosa PAO1 susunun swarmming
(kayma) ve swimming (ytizme) hareketleri QS meka-
nizmaslyla diizenlenmekte olup, aromaterapotik gl
ugucu yaginin swarming ve swimming hareketi inhi-
bisyon sonuglari Tablo 2 ve Tablo 3’te gosterilmistir.
PAO1 icin aromaterapétik giil yaginin sub-MiK dozla-
rindaki (%0.0125-%0.2) swarming ve swimming
hareketi inhibisyon etkileri bakilmis olup, doz artisi-
na bagh olarak gil yaginin bakterinin swarming ve
swimming hareketlerini engelleyerek, inhibisyon ora-
nini anlamh bir seklide (p<0.05) %43.51+0.54’ten
88.050+0.67’ye yikselttigi ve ayni sekilde swimming
hareketindeki inhibisyon oraninin da %47.60+0.06’'dan
%85.48+0.10’a anlamh olarak (p<0.05) artttig1 sap-
tanmistir (Tablo 2 ve Tablo 3). Calismada, PAO1 susu-
nun swarming ve swimming hareketlerindeki inhibis-

Tablo 2. Aromaterapétik giil ugucu yaginin Pseudomonas aeruginosa PAO1 biyosensér susunun swarm (kayma) hareketi lizerinde inhibis-

yon etkisi.

Giil Yag Swarming Hareketi Swarming Hareketi Hiicre Canhihg
(v/v) Zon Gapi (mm) inhibisyonu (%) (Log CFU/mI)
Kontrol 62.25%1.75 0 8.26
0.0125 35.16+0.92* 43.51+0.54* 8.32
0.025 32.6240.74* 47.60+0.58* 8.18

0.05 31.41+1.47* 50.54+0.16* 8.43

0.1 15.12+1.03* 75.7120.41* 8.30

0.2 7.50+0.57* 88.050.67* 8.25

CFU: Koloni olusturan unite (Colony Forming Unit), *p<0.05

Tablo 3. Aromaterapatik giil ugucu yaginin Pseudomonas aeruginosa PAO1 biyosens6r susunun swim (yiizme) hareketi izerinde inhibisyon

etkisi.

Giil Yag Swarming Hareketi Swarming Hareketi Hiicre Canlihg
(v/v) Zon Capi (mm) inhibisyonu (%) (Log CFU/mI)
Kontrol 69.06+0.02 0 8.42
0.0125 36.13+0.08* 47.60+0.06* 8.38
0.025 35.42+0.20* 48.63+0.07* 8.24

0.05 28.24+0.04* 59.04+0.02* 8.36

0.1 17.84+0.06* 74.12+0.03* 8.21

0.2 10.01+0.25* 85.48+0.10* 8.27

CFU: Koloni olusturan unite (Colony Forming Unit), *p<0.05
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Tablo 4. Aromaterap6étik gul yaginin patojen mikroorganizmalara
karsi % biyofilm inhibisyon etkileri (*p<0.05).

insan Patojeni Biyofilm
Mikroorganizmalar inhibisyonu (%)

Pseudomonas aeruginosa PAO1 93.07+1.90*
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) 60.89+0.84*
Escherichia coli (ATCC 25922) 50.64+1.42*
Acinetobacter baumannii (ATCC 19606) 2.88+0.80
Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603) 2.44+0.53
Klebsiella oxytoca (ATCC 43165) 3.01+0.21
Proteus mirabilis (ATCC 7002) 46.73+£1.26*
Salmonella Typhimurium (ATCC 14074) -
Serratia marcescens (ATCC 27117) 32.01+1.65*
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) 5.85+0.55
Micrococcus luteus (ATCC 7468) 52.40+1.30*
Bacillus cereus (ATCC 6633) 10.74+0.42
Staphylococcus epidermidis wt 50.36+0.52*
Staphylococcus aureus (ATCC 29213) 32.15+0.20*
Candida albicans (ATCC10231) 48.31+2.05*

yonlarinin artisina baglh olarak, hareket yetenekleri
kisitlandigindan olugan zon gaplari da aromaterap6-
tik glil yaginin doz artisina bagli olarak azalmistir. Gill
yagl sub-MiK dozlarda PAO1 susunun hareket yete-
neklerini inhibe etmis (p<0.05), ama bakteri hiicre
canliligini degistirmemistir (Tablo 2 ve Tablo 3).

Aromaterapétik gul ugucu yaginin patojen mikroor-
ganizmalara karsi biyofilm inhibisyon etkileri:
Calismada, sub-MiK dozlardaki aromaterapétik giil
ugucu yaginin K. oxytoca, E. faecalis, K. pneumoniae,
A. baumannii, S. Typhimurium ve B. cereus bakterile-
rine karsi anlamli bir etkisi saptanamamistir (p>0.05)
(Tablo 3). Buna karsi, giil yaginin P. aeruginosa,
E. coli, P. mirabilis, S. Typhimurium, S. marcescens,
M. luteus, S. epidermidis wt ve S. aureus bakterile-
rinde biyofilm Uretimini anlamli oranda (p<0.05)
inhibe ettigi (%32.15+0.20-%60.89+0.84) saptanmis-
tir (Tablo 3). Gul yaginin Gram pozitif bakterilerde
%32.1520.20-%52.40£1.30, Gram negatif bakteriler-
de ve C. albicans (ATCC10231) mayasinda ise
%32.01+1.65-%60.8910.84 araliginda anlamli olarak
(p<0.05) biyofilm inhibisyon etkisi belirlenmistir
(Tablo 4). Biyofilm Uretimi QS mekanizmasi ile ger-
ceklesen P. aeruginosa PAO1 susunda ise gl yaginin
en ylksek biyofilm inhibisyon etkiye (%93.07+1.90;
p<0.05) sahip oldugu saptanmistir.

TARTISMA
Aromaterapide ¢cogunlukla kaygi, menstrual ve ame-
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liyat sonrasi agri giderimi, hastalarda rahatlik ve
memnuniyet duygularinin artisinin saglanmasi icin
uygulanan gil ugucu yagl, icerigindeki ana kompo-
nentler olan geraniol ve sitronellol bilesikleri sayesin-
de coklu biyo-farmakolojik aktivite gosteren yiiksek
frekansli bir yagdir®*9, Bu yag genis spektrumlu anti-
bakteriyel ve antifungal ozelliklere sahiptir628),
Ulusoy ve ark.? giiliin absolut ve ucucu yaginin yiik-
sek oranda fenolik madde icerdigini ve ugucu yagin
absolut yagdan daha glicli antibakteriyel aktivite
gosterdigini MIK ydnteminde saptamislardir. Gl
yagini %4 (v/v)'ten %0.03 (v/v) kadar yari yariya dilue
etmisler ve ucucu yagin E. coli ATCC 25922,
P. aeruginosa ATCC 27853 ve C. violaceum ATCC
12472 icin MIK degerlerinin %0.25 v/v ile >%4 v/v
arasinda oldugunu belirlemislerdir. Bizim ¢alisma-
mizda ise, ayni bakteri suslarina karsi giil yaginin MiK
degerleri %0.025 v/v ile %0.1 v/v arasinda belirlen-
mis olup, bu calismaya kiyasla gil yaginin bakterilere
karsi daha yiksek aktivite gosterdigi saptanmistir.
Bunun nedeni ¢alismada kullanilan giil yaginin igeri-
gindeki etken bilesikler olabilir.

Gul (R. damascena Mill.) yaginin en 6énemli bilesen-
lerini sitronellol, geraniol, nerol ve linalool gibi mono-
terpenik alkoller, nonadesan, heneikosan,
9-nonadesen ve eikosan gibi uzun zincirli hidrokar-
bonlar, 6jenol gibi fenoller, geranil asetat ve sitronel-
lil asetat gibi ester ve aldehitler ile metil 6jenol gibi
oksit ve eterler olusturmaktadir®+2%3), Calismamizda,
yagin gram pozitif ve gram negatif bakteriler izerine
antibakteriyel etkilerinin igerigindeki sitronellol,
geraniol ve nerol gibi ana bilesenlerle iliskili olabile-
cegi dusintlmektedir®. Yi ve ark.®? kimyasal kom-
pozisyonlari degisiklik gosteren ve cesitli tirlerden
elde edilen gil ugucu yaglarinin antimikrobiyal
etkinliklerini arastirmis ve bu etkinlikleri ¢calisma-
mizdan farkli konsantrasyonlarda (mg/ml) sapta-
mislardir. Gl ugucu yaglarinin antimikrobiyal etki-
lerine neden olan ana bilesikleri linalool, fenetil
alkol, B-sitronellol, geraniol, 6jenol ve metil 6jenol
olarak belirlemislerdir. Arastirmada kullanilan gl
ugucu yaglarinin elde edilis yontemleri ve igerik
farkliliklarindan dolayi, yaglarin antimikrobiyal akti-
vitelerinden sorumlu ana bilesenleri degiskenlik

gostermektedir.
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Quorum sensing (QS), kronik bakteriyel hastaliklar
gibi cesitli insan hastaliklarinda mikrobiyal patojenite
ve antibiyotik direncinde dnemli rol oynar. QS inhi-
bisyonu, sistemik ve lokal enfeksiyonlarda patojeni-
teyi, antibiyotik direncini ve biyofilm olusumunu
azaltabilir®®, Zhang ve ark’nin® bu konuyla ilgili
arastirmasinda, Rosa rugosa cayinin polifenol eks-
traktinin anti-biyofilm ve QS inhibitor potansiyeli
belirlenmis, ekstraktin konsantrasyon artisina bagl
olarak C. violaceum 026 susunun viyolasin pigment
Uretimini %87.56 azalttigl, P. aeruginosa PAO1 susun-
da ise swarming (kayma) hareketini (%78.03) ve
biyofilm olusumunu (%72.90) inhibe ettigi belirlen-
mistir. Daha dnceden yapilmis diger bir calismada ise
aralarinda giil yagini da iceren gesitli ugucu yaglarin,
bakteri buylimesi ve QS lizerine etkileri arastiriimis
ve test edilen yaglar arasinda gil yaginin da en glicli
QS inhibitérlerinden biri oldugu saptanmistir®?,
Mevcut ¢alisma sonugclarimiz, gil yaginin QS ve biyo-
film etki potansiyelleri acisindan bu calismalarla
uyumluluk géstermekte olup, calismamizda kullani-
lan aromaterap6tik glil yagi doza bagl olarak CV12472
ve PAO1 suslarinin QS mekanizmasini ve PAO1 susu-
nun biyofilm olusumunu mevcut ¢alismalardaki gibi
glcli oranda inhibe ettigi belirlenmistir.

GUl ugucu yaginin QS mekanizmasini inhibe etme
potansiyeli farkh biyosensér ve klinik suslarda da
cahsilmistir®. Calismada, %0.0025 (v/v) konsantras-
yondaki gil yaginin P. aeruginosa klinik izolatlarinin
biyofilm olusumunu istatiksel olarak énemli oranda
(%53) azalttigi fakat PAO1 susunun biyofilm olusu-
munda anlamli bir azalma (%12) olmadigi rapor edil-
mistir. Buna ek olarak, bu dozdaki yagin C. violaceum
026, C. violaceum VIRO7 ve C. violaceum 12472
(CV12472) suslarinda sirasiyla %80, %70 ve %43
oranlarinda viyolasin pigment Uretimini azalttig sap-
tanmustir. Bu sonuglardan farkli olarak bizim calisma-
mizda ise %0.01 v/v dozdaki aromaterapétik olarak
kullanilan gil ugucu yagi CV12472 susunun viyolasin
Uretimini c¢ok glcli oranda (%98.04+1.40) inhibe
etmistir. Yizde 0.2 v/v dozdaki aromaterapétik gl
ugucu yagl ise PAO1 biyofilm Gretimini istatistiksel
olarak anlamli olarak (p<0.05) ve ¢ok yiksek oranda
(%93.07+1.90) azaltmistir. Calismamizda kullanilan
aromaterapotik gl ugucu yaginin suslar Gzerindeki

sub-MiK dozlari mevcut calismadan daha yiiksektir.
Buna bagli olarak da aromaterapotik gil yaginin anti-
QS ve anti-biyofilm potansiyelleri diger g¢alismalar-
dan farklihk géstermistir.

Sonug olarak, ¢alisma sonuglarimiz aromaterapotik
gl ugucu yaginin gigli QS ve biyofilm inhibisyon
potansiyelini gostermektedir. Calismamizda kullani-
lan aromaterapdtik yagin insan patojeni mikroorga-
nizmalardaki biyofilm inhibisyon etkileri bildigimiz
kadariyla detayli olarak ilk kez belirlenmistir. Gl
ugucu yaginin gesitli farmakolojik 6zellikleri ve antibi-
yotiklere alternatif olarak direng gelisimine neden
olmadan enfeksiyonlari durdurma potansiyelleri,
¢alismadan elde edilen bu sonuglarla daha gigla
ortaya ¢ikariimistir. Enfeksiyonlara karsi olusan diren-
cin 6nlenmesi icin alternatif dogal bilesiklere karsi
olan arayis her zaman devam etmektedir.
Aromaterap6tik gl ugucu yagi gibi etkili ve dogal
bilesenlerin yan etkilerinin sentetik ilaglara gore
daha az olusu, coklu biyolojik aktivitelere sahip
olmalari gibi nedenler bu arayisi siirdirmemizin ne
denli gerekli ve 6nemli oldugunu net olarak ortaya
koymaktadir. Yagin farmakolojik &zelliklerinde igeri-
gindeki sitronellol, geraniol ve nerol gibi etken bile-
sikler dnemli olup, konuyla ilgili olarak bu bilesiklerin
bakteriyel QS ve biyofilm mekanizmalarini nasil bloke
ettigini gosteren ileri molekiler ¢alismalar yapilmasi
onerilmektedir.

Cikar Catigsmasi: Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi
bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.

Conflict of Interest: No conflict of interest was dec-
lared by the authors.

KAYNAKLAR

1. Nayebi N, Khalili N, Kamalinejad M, Emtiazy M. A
systematic review of the efficacy and safety of Rosa
damascena Mill. with an overview on its
phytopharmacological properties. Complement Ther
Med. 2017;34:129-40.
https://doi.org/10.1016/j.ctim.2017.08.014

2. Akram M, Riaz M, Munir N, et al. Chemical constituents,
experimental and clinical pharmacology of Rosa
damascena: a literature review. J Pharm Pharmacol.

251



10.

11.

12.

2020;72(2):161-74.
https://doi.org/10.1111/jphp.13185

TarbiatS, Turitoglu AS, Ekingen M. Acetylcholinesterase
inhibitory potential and antioxidant activities of five
cultivars of Rosa damascena Mill. from Isparta, Turkey.
Curr Top Nutraceutical Res. 2020;18(4):354-359.
https://doi.org/10.37290/ctnr2641-452X.18:354-359
Toluei Z, Hosseini Tafreshi SA, Arefi Torkabadi M.
Comparative chemical composition analysis of essential
oils in different populations of Damask Rose from Iran.
J Agr Sci Tech. 2019;21(2):423-37.

Dagli R, Avcu M, Metin M, Kiymaz S, Ciftci H. The
effects of aromatherapy using rose oil (Rosa damascena
Mill.) on preoperative anxiety: A prospective
randomized clinical trial. Eur J Integr Med. 2019; 26:
37-42. https://doi.org/10.1016/j.eujim.2019.01.006
Heydari N, Abootalebi M, Jamalimoghadam N,
Kasraeian M, Emamghoreishi M, Akbarzaded M.
Evaluation of aromatherapy with essential oils of Rosa
damascena for the management of premenstrual
syndrome. Int J Gynaecol Obstet. 2018;142(2):156-61.
https://doi.org/10.1002/ijgo.12534

Niazi M, Hashempur MH, Taghizadeh M, Heydari M,
Shariat A. Efficacy of topical rose (Rosa damascena
Mill.) oil for migraine headache: A randomized double-
blinded placebo-controlled cross-over trial.
Complement Ther Med. 2017;34:35-41.
https://doi.org/10.1016/j.ctim.2017.07.009
Hamdamian S, Nazarpour S, Simbar M, Hajian S, Mojab
F, Talebi A. Effects of aromatherapy with Rosa
damascena on nulliparous women'’s pain and anxiety
of labor during first stage of labor. J Integr Med.
2018;16(2):120-5.
https://doi.org/10.1016/j.joim.2018.02.005

Fatemi F, Golbodagh A, Hojihosseini R, et al. Anti-
inflammatory effects of deuterium-depleted water
plus Rosa damascena Mill. essential oil via
cyclooxygenase-2 pathway in rats. Turk J Pharm Sci.
2020;17(1):99-107.
https://doi.org/10.4274/tjps.galenos.2018.24381

Yi F, Sun J, Bao X, Ma B, Sun M. Influence of molecular
distillation on antioxidant and antimicrobial activities
of rose essential oils. LWT. 2019;102:310-6.
https://doi.org/10.1016/j.lwt.2018.12.051
Mohebitabar§, Shirazi M, Bioos S, Rahimi R, Malekshahi
F, Nejatbakhsh F. Therapeutic efficacy of rose oil: A
comprehensive review of clinical evidence. Avicenna J
Phytomed. 2017;7(3):206-13.

Mahabob N, Mohan J. Preparation of mouthwash and
gel from Rosa damascena Mill and evaluating its
effectiveness-An in vivo analysis. J Pharm Bioall Sci.
2019;11(Suppl 2):5198-202.
https://doi.org/10.4103/JPBS.JPBS_294 18

252

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Turk Mikrobiyol Cemiy Derg 2021;51(3):245-53

Szabd MA, Varga GZ, Hohmann J, et al. Inhibition of
quorum-sensing signals by essential oils. Phytother
Res. 2010;24(5):782-6.
https://doi.org/10.1002/ptr.3010

Eris R, Ulusoy S. Rose, clove, chamomile essential oils
and pine turpentine inhibit quorum sensing in
Chromobacterium violaceum and Pseudomonas
aeruginosa. J Essent Oil Bearing Plants. 2013;16:126-
35.

https://doi.org/10.1080/0972060X.2013.794026
Zhang J, Rui X, Wang L, Guan Y, Sun X, Dong M.
Polyphenolic extract from Rosa rugosa tea inhibits
bacterial quorum sensing and biofilm formation. Food
Control. 2014;42:125-31.
https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2014.02.001

Bali EB, Turkmen KE, Erdonmez D, Saglam N.
Comparative study of inhibitory potential of dietary
phytochemicals against quorum sensing activity of and
biofilm formation by Chromobacterium violaceum
12472, and swimming and swarming behaviour of
Pseudomonas aeruginosa PAO1l. Food Technol
Biotechnol. 2019;57(2):212-21.
https://doi.org/10.17113/ftb.57.02.19.5823

Cepni E, Girel F. Bitkilerden elde edilen anti quorum
sensing bilesikleri ve vyeni ilag gelistirmedeki
potansiyelleri. Turk Mikrobiyol Cemiy Derg.

2011;41(4):131-8.
https://doi.org/10.5222/TMCD.2011.131

Yeniceri M. Bakterilerde quorum sensing ve
antimikrobiyal dirence olan etkisi. Cumhuriyet Univ.
Sag. Bil. Enst. Derg. 2018;(3)1:41-5.

Bosgelmez-Tinaz G. Disruption of bacterial cell-to-cell
communication (Quorum sensing): A promising novel
way to combat bacteria-mediated diseases. MUSBED.
2013;3(3):159-63.
https://doi.org/10.5455/musbed.20130910085643
Zgoda JR, Porter JR. A convenient microdilution method
for screening natural products against bacteria and
fungi. Pharm Biol. 2001;39(3):221-5.
https://doi.org/10.1076/phbi.39.3.221.5934

McClean KH, Winson MK, Fish L, et al. Quorum sensing
and Chromobacterium violaceum: exploitation of
violacein production and inhibition for the detection
of N-acylhomoserine lactones. Microbiology (Reading).
1997;143(Pt 12):3703-11.
https://doi.org/10.1099/00221287-143-12-3703
Morohoshi T, Kato M, Fukamachi K, Kato N, lkeda T.
N-Acylhomoserine lactone regulates violacein
production in Chromobacterium violaceum type strain
ATCC 12472. FEMS Microbiol Lett. 2008;279(1):124-
30.
https://doi.org/10.1111/j.1574-6968.2007.01016.x
Blosser RS, Gray KM. Extraction of violacein from



K. Evren ve ark., Aromaterap6tik Gul Yaginin Biyolojik Aktiviteleri

24,

25.

26.

27.

Chromobacterium violaceum provides a
guantitative bioassay for N-acyl homoserine lactone
autoinducers. J Microbiol Methods. 2000;40(1):47-55.
https://doi.org/10.1016/s0167-7012(99)00136-0
Packiavathy |ASV, Agilandeswari P, Musthafa KS,
Pandian SK, Ravi AV. Antibiofilm and quorum sensing
inhibitory potential of Cuminum cyminum and its
secondary metabolite methyl eugenol against Gram
negative bacterial pathogens. Food Res Int.
2012;45(1):85-92.
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2011.10.022
O’Toole GA, Kolter R. Initiation of biofilm formation in
Pseudomonas fluorescens WCS365 proceeds via
multiple, convergent signalling pathways: A genetic
analysis. Mol Microbiol. 1998;28(3):449-61.
https://doi.org/10.1046/j.1365-2958.1998.00797.x
Tofighi Z, Molazem M, Doostdar B, et al. Antimicrobial
activities of three medicinal plants and investigation of
flavonoids of Tripleurospermum disciforme. Iran J
Pharm Res. 2015;14(1):225-31.

Shohayeb M, Abdel-Hameed ESS, Bazaid SA, Maghrabi

new

28.

29.

30.

31.

I. Antibacterial and antifungal activity of Rosa
damascena MILL. essential oil, different extracts of
rose petals. Glob J Pharm. 2014;8(1):1-7.
https://doi.org/10.5829/idosi.gjp.2014.8.1.81275
Mahboubi M. Rosa damascena as holy ancient herb
with novel applications. J Tradit Complement Med.
2015;6(1):10-6.
https://doi.org/10.1016/j.jtcme.2015.09.005

Ulusoy S, Bosgelmez-Tinaz G, Segilmis-Canbay H.
Tocopherol, carotene, phenolic contents and
antibacterial properties of rose essential oil, hydrosol
and absolute. Curr Microbiol. 2009;59(5):554-8.
https://doi.org/10.1007/s00284-009-9475-y

Baydar H, Gokttirk Baydar N. Yag gull (Rosa damascena
Mill.)’nde distilasyon trlnlerinin ugucu yag ve fenolik
madde igerikleri ile antiradikal ve antioksidan
aktiviteleri. Tar Bil Der. 2017;23:1-9.

Yi F, Sun J, Bao X, Ma B, Sun M. Influence of molecular
distillation on antioxidant and antimicrobial activities
of rose essential oils LWT. 2019;102:310-31.

253





