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Ö Z E T 

Bitkilerin belirgin çevreyi algılama (QS) inhibisyon aktivitesi, bakteriyel patojeniteyi azaltmak için yeni bir 
müdahale stratejisi olarak kullanılabilir. Bu çalışmada, metanol ile hazırlanan iki farklı çam türü (Pinus 
nigra L.ve Pinus brutia L.) kabuk ekstraktlarının, Pseudomonas aeruginosa PAO1 ve Chromobacterium 
violaceum bakterilerin Quorum Sensing (QS)'ye bağlı virülans faktörlerinin üretim potansiyeli üzerindeki 
aktivitelerinin araştırılması amaçlanmıştır. Ekstraktları, elde etmek için ultrasonik destekli ekstraksiyonlar 
yapılmıştır. Sonuçlar, ekstraktların her iki bakteri suşu üzerinde farklı oranlarla istatistiksel yönden anlamlı 
olmakla birlikte P.  nigra kabuk ekstraktın daha etkili olduğunu göstermiştir. Pinus brutia L ekstraktının, 
kayma hareketi üzerinde inhibisyon oranı (%77) gösterirken Pinus nigra L ekstraktının inhibisyon oranı 
(%80) daha yüksek bulunmuştur.. Ayrıca, Pinus nigra ekstraktının P. aeruginosa PAO1’e karşı elastaz 
dışında piyosiyanin üretimi ve biyofilm oluşumu üzerindeki inhibisyon etkisi, sırasıyla %62 ve %54 olarak 
Pinus brutia ekstraktına göre (%41,%51) daha yüksek düzeyde tespit edilmiştir.  Çalışma sonucunda elde 
edilen veriler P.  nigra ve P. brutia  ekstraktlarının piyosiyanin, elastaz, viyolasein üretimi, biyofilm 
oluşumu ve kayma hareketliği dahil olmak üzere fenotipe güçlü bir şekilde müdahale ettiğini ortaya 
çıkarmıştır. Bu sonuçlar, çam kabuğu ekstraktlarının anti-QS ajanlar olarak potansiyele sahip olabileceğini 
göstermiştir. 
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1. Giriş  

Antibiyotiklerin aşırı ve yanlış kullanımı sonucu ortaya çıkan çoklu ilaca dirençli bakterilerin neden 
olduğu hastane enfeksiyonları tüm dünyada hekimlerin korkulu rüyasıdır. Mevcut konvansiyonel 
antibiyotiklere dirençli bakterilerin ortaya çıkması ve bu tür bakterilerin neden olduğu enfeksiyonların 
tedavisinde antibiyotiklerin yetersiz kalması, etkili tedavi seçenekleri geliştirmek için yeni stratejilere 
acil ihtiyaç olduğunu göstermektedir [1,2]. Biyofilmlerin neden olduğu enfeksiyonlar, bağışıklık sistemi 
zayıf olan hastalarda mortalite ve morbiditeyi artıran durumlardır. Nitekim son yıllarda yeni antibiyotik 
keşifleri yavaşlarken, çoklu antibiyotik dirençli mikroorganizmalar ortaya çıkmış ve antibiyotikler 
etkinliğini büyük ölçüde kaybetmeye başlamıştır [3]. Bu nedenle bakterilere karşı yeni stratejiler 
kullanmak gerekli hale gelmiştir. Yeni antibiyotik geliştirme araştırmaların yanı sıra bakterileri öldürmek 
yerine virülent sistemlerin inhibisyonu üzerine yapılan çalışmalar da hız kazanmıştır. 
 
Günümüzde bakteri duvarı dışında yeni terapötik hedefler bulunmuştur. Hücreler arası “çevreyi 
algılama” ya da “Quorum Sensing” olarak da adlandırılan bu mekanizma bakterilerde biyofilm oluşumu 
ve virülans faktörlerinin (elastaz ve piyosiyanin) üretimi gibi önemli rol oynayabilen spesifik genleri 
düzenleyerek, bakteri popülasyonlarının davranışlarını koordine etmelerini sağlayan düzenleyici bir 
iletişim mekanizmasıdır. Bu nedenle, bu mekanizmanın inhibisyonu, antibiyotik direncinin üstesinden 
gelmek için ilaç keşif programlarında alternatif bir tedavi stratejisi olarak araştırılmaktadır [4]. Bitkiler 
uzun süredir tıpta tedavi amacıyla kullanılmaktadır [5] ve insanların yaklaşık %80'inin hastalıkları 
tedavi etmek için tıbbi bitkilere güvendiği tahmin edilmektedir [6].  
 
Türkiye'de diğer birçok ülkede olduğu  gibi tıbbi açıdan önemli bitkiler geleneksel olarak tedavi amaçlı 
olarak kullanılmaktadır [7]. Bitkilerin tıbbi amaçlı kullanımı bugüne kadar birçok geleneksel tıp 
sisteminin temelini oluşturmuştur ve günümüzde de tedavi açısından insanlığa yeni umutlar sunmaya 
devam etmektedirler [8].  
 
Yakın zamanda tıbbi bitkilerin çeşitli kısımları üzerinde yapılan çalışmalar, tıbbi bitkilerin antioksidan, 
antidiyabetik, kardiyoprotektif, nöroprotektif, hepatoprotektif, antikanser, antiinflamatuar, antiviral ve 

A B S T R A C T 
 

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. 
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antimikrobiyal aktiviteler gibi geniş bir farmakolojik aktivite yelpazesine sahip olduğunu göstermiştir 
[9,10]. Bakterilerin hücre dışı virulans faktörlerinin salınımı QS mekanizma ile kontrol edilip 
düzenlenmektedir [11,12]. Yapılan çalışmalar, tıbbi bitkilerin potansiyel QS inhibitörlerinin bakteriyel 
patojeniteyi azaltabileceğini ve hücreleri öldürmek yerine bakteriyel QS sistemlerini hedefleyip, direnç 
geliştirmek için seçici basıncı azaltıp veya yavaşlatabileceğini göstermiştir [11,13]. Bu bağlamda 
bitkilerin tıbbi amaçlı kullanımı birçok hastalığın tedavisinde özellikle mikroorganizmalarla mücadelede 
bir çözüm olmuş ve umut verici bir strateji olarak benimsenmiştir [14]. Çalışmamızda kullandığımız  
Pinus brutia L. (kızılçam) ve Pinus nigra L. (karaçam) Pinaceae familyası içerisinde yer alıp, 
Türkiye’de en geniş yayılış alanına sahip türlerdir. Bilimsel literatürlere göre etnobotanik kullanımları 
diğer türlere göre daha fazla gözlenmiştir [15]. Çam kabuğu, kozalak ve iğne gibi orman atıklarının 
kullanımı ilgi çekici olduğu kadar, aynı zamanda sayı ve kapsamı sınırlı kalmış bir konudur. Özellikle 
belirli çam türleri ve bunlar arasında çalışmamızda seçilen 2 tür (Pinus brutia, P. nigra) hakkında 
yapılan çok sınırlı sayıda çalışma mevcuttur [16,17,18]. Bu bilgiler doğrultusunda antibiyotiklere ve 
çevresel koşullara karşı artan mikrobiyal direnç için doğal ürünleri kullanmak umut verici bir tedavi 
yöntemi olabilir.  
 
Bu nedenle bu çalışmada, Pinus nigra ve P. brutia kabuk ekstraktlarının Pseudomonas aeruginosa 
PAO1 ve Chromobacterium violaceum bakterilerinin QS'ye bağlı virülans faktörlerinin üretim 
potansiyeli üzerindeki aktivitesinin değerlendirilmesi amaçlanmıştır. 
 

2. Materyal ve Metot  
 
Bitki Materyali ve Ekstrakt Hazırlama 
 
Araştırmada kabukları kullanılan iki çam türü (Pinus nigra  ve P. brutia) ticari olarak temin edilmiştir. 
Numuneler bir blender (Waring 8011 EB, Amerika) yardımıyla toz haline getirildi. 5.5 g toz numune 
tartıldı ve 50 mL metanol ilave edildi. Daha sonra toz numune 45 dakika ultrasonik banyoda 
(Elmasonic P, Almanya) ekstrakte edildi. Daha sonra çözücü rotavapor (Heidolph Hei-Vap Döner 
Evaporatör, İngiltere) yardımıyla  40-45 °C'de uzaklaştırıldı. İşlem sonunda verim hesaplandı. 
 
Antibakteriyel Aktivite  
 
Mevcut çalışmada Süleyman Demirel Üniversitesi Eczacılık Fakültesi Farmasötik Mikrobiyoloji ve 
İmmünoloji ABD bakteri stokuğundan elde edilen Pseudomonas aeruginosa PAO1 ve 
Chromobacterium violaceum kullanıldı.    
 
QS İnhibitör Aktivitesi  
 
Biyofilm Oluşumu Deneyi 
 
Pinus türlerinin kabuk metanol ekstraktlarının bakteriyel biyofilm üzerindeki etkisi kristal viyole (CV) 
testine göre araştırıldı [19]. Kuyucuklarda bulunan Luria-Bertani broth (LB) besi ortamına farklı 
konsantrasyonlarda ekstraktlar eklendi.  Kuyucuklara 5 µl PAO1 kültürü yapılıp 37°C'de 48 saat 
inkübasyondan sonra plaka içeriği döküldü ve planktonik bakterileri uzaklaştırmak için 3-5 kez yıkandı.  
Daha sonar kuyucuklara %0.1 konsantrasyonda CV eklendi ve 30 dakika sonra tekrar 3-5 kez saf su 
ile yıkandı. Ardından %95 metanol eklenerek 15 dakika bekletildi. Optik Yoğunluk (OD) değerleri 
(Epoch Microplate Spectrophotometer) 570 nm'de kaydedildi. Referans PAO1 suşu bu deneyde pozitif 
kontrol olarak kullanıldı. Negatif kontrol steril LB idi. Ekstraktların biyofilm oluşumu üzerindeki 
inhibisyon oranı aşağıdaki formüle göre hesaplandı. 
 
*OD: Optik Yoğunluk 
 
İnhibisyon oranı (%) = [ (kontrolde OD – tedavide OD) × 100 ] / kontrolde OD 
 
Elastolitik Deneyi 
 
Ekstraktların elastolitik aktivitesi, Ohman ve ark.'nın yöntemine göre Elastin Congo Red (ECR; Sigma-
Darmstadt, Almanya) testi ile belirlendi [20]. Bu yöntemle her bir kuyucuğa 100 uL bitki özütü ilave 
edildi ve OD değeri 600 nm'de belirlendi. Daha sonra inkübatör çalkalayıcıda 37°C'de 14-16 saat 
bekletildi. Kültürün 100 µl süpernatant kısmı bir tüpe aktarıldı ve üzerine 900 µl ECR tamponu eklendi. 
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Elde edilen karışım 37°C'de 3 saat 200 rpm'de çalkalanarak inkübe edildi. İnkübasyondan sonra 
numune 4500 rpm'de 5 dakika santrifüj edildi. Numunenin süpernatantı bir küvete aktarıldı ve 495 nm 
dalga boyunda optik absorpsiyonu spektrofotometrik olarak okundu (BioTek-Epoch 2 Mikroplaka 
Spektrofotometre). PAO1 kültürü ve LB, sırasıyla pozitif ve negatif kontroller olarak kullanıldı. Testler 
üç kez tekrarlandı ve sonuçların ortalaması alındı. 
 
Piyosiyanin İnhibisyon Deneyi 
 
Ekstraktların piyosiyanin pigment üretimi üzerindeki etkisi, Essar ve arkadaşları  tarafından geliştirilen 
yönteme göre yapıldı [21]. Ekstrakt piyosiyanin pigment üretimi üzerindeki inhibitör etkisini araştırmak 
için 600 nm'de 0,05 OD'de üretilen bir PAO1 bakteri kültürü kullanıldı. LB ortamı içeren şişelere 100 uL 
bitki ekstraktı ilave edildi. Daha sonra 37 ºC'de çalkalanarak 16-18 saat inkübasyona bırakıldı. 
İnkübasyon periyodundan sonra ortama 5 mL kloroform ilave edildi ve 30 saniye vortekslendi. Daha 
sonra şişelerin dibindeki kloroformdan ayrılan faz (2 mL) alınarak cam tüplere yerleştirildi. Buna 1 mL 
HCL-su karışımı eklendi ve tekrar 30 saniye vortekslendi. Tüplerin yüzeyinde oluşan pembe faz OD 
520 nm'de okundu ve kaydedildi. Testler üç kez tekrarlandı ve sonuçların ortalaması alındı. 
 
Kayma Motilitesi  
 
Kayma motilitesi swarm agar (SA) testi Rashid ve ark.'nın yöntemine göre ile yürütüldü. Pseudomonas 
aeruginosa PAO1, 37°C'de çalkalayıcı bir inkübatör ile LBB ortamında gece boyunca üretildi. 
İnkübasyon sonunda steril tüpe alındı ve 4500 devir dk-1’ de 5 dk santrifüj edildi. Ekstraktlardan 200 
µL alınarak 20 ml swarm agar  ortamı  ile karıştırıldı ve petri kaplarına döküldü. Her bir petrinin 
merkezine 5 µL bakteriyel süpernatant aşılanarak 10-15 dakika kurumaya bırakıldı ve 37°C'de 16-18 
saat inkübe edildi [22]. kayma hareketliliği aşılama noktasından dışa doğru yayılmanın çapı ölçülerek 
test edildi. Sonuçlar, kontrol ortamında PAO1 suşu ile karşılaştırılarak değerlendirildi. Testler üç kez 
tekrarlandı ve sonuçların ortalaması alındı. 
 
Viyolasin Pigment Üretiminin İnhibisyonu 
 
Chromobacterium violaceum 12472 üzerinde Pinus nigra ve P. brutia kabuk ekstraktlarının  viyolasin 
üretimini önleyici aktivitesini ölçmek için spektrofotometrik inkübasyon deneyi kullanıldı [23]. Bu 
deneyde 100 µL bitki ekstraktına 5 ml LBB ortamı eklendi ve bir gece boyunca çalkalayıcı inkübatörde 
30 ºC de inkübe edildi. İnkübasyon sonunda 1 mL bakteri kültürü 13000 dev dk-1'de 10 dakika 
santrifüj edildi. Daha sonra süpernatant çıkarıldı üzerine 1 mL DMSO ilave edilerek 30 saniye boyunca 
vortekslendi. 10 dakika boyunca 13000 dev/dak-1'de tekrar vorteks işleminden sonra, violaseinli 
süpernatant 585 nm'de okundu. 
 
İstatistiksel Analiz 
 
Deneyler, rastgele parsel tasarımına göre üç tekrar halinde gerçekleştirilmiş ve elde edilen veriler, 
JUMP yazılımı ile varyans analizine tabi tutulmuş ve sonuçların ortalamaları arasındaki farklar LSD 
çoklu karşılaştırma testine göre harflerle karşılaştırılmıştır. 
 

3. Bulgular  
 
Anti-QS Etkinliği 

Bu çalışmada, Pinus brutia L. ve P. nigra L. metanol ekstraktlarının Pseudomonas aeruginosa 
virulansında önemli rolü olan üç faktöre karşı inhibitör etkisi olduğu tespit edilmiştir. P. brutia L. 
ekstraktının farklı dalga boylarında [OD(495,520,570)] absorbans değerleri elde edilerek elastaz, 
piyosiyanin ve biyofilm oluşumu üzerindeki etki inhibisyon oranları sırasıyla %34, %41, %55 olarak 
saptanırken, P. nigra ekstraktının oranları %17, %62, %54 olarak saptanmıştır. Elastaz inhibisyon 
etkisi P. nigra ekstraktının P. brutia’ya göre daha düşük olarak gözlenirken, P. nigra ekstraktının 
biyofilm oluşumu üzerindeki inhibisyon etkisi ise P. brutia’ya göre daha yüksek saptanmıştır (Şekil 1). 
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Şekil 1: Pinus brutia ve P. nigra  kabuk ekstraktlarının  antiquorum algılama aktivitesi **Farklı harflerle ortalamalar 
arasındaki fark önemlidir, p<0.01 (SD±)   

P. brutia, P. nigra'nın kabuk ekstraktlarının kayma hareketi üzerine etkisi ise  PAO1 için 54 mm iken; 
P. brutia L. ekstraktının eklendiği  (75 mg/mL) petri de 12 mm,  P. nigra'nın eklendiği (75 mg/mL)  petri 
de ise 11 mm olarak bulunmuş ve elde edilen bu sonuçların istatistiksel olarak  anlamlı olduğu 
görülmüştür (Şekil 2 ). 

Elde edilen sonuçlar;  P. brutia L., P. nigra L. kabuk ekstraktlarının PAO1 üzerinde elastaz, 
piyosiyanin, biyofilm oluşumu ve kayma hareketi üzerinde göstermiş oldukları  ihibisyon oranlarının 
istatistiksel olarak anlamlı olduğu görülmüştür (p<0.01).  

  

 

Şekil 2: Pinus  brutia ve P. nigra kabuk  ekstraktlarının  bakteriler üzerinde  önleyici aktivitesi **Farklı harflerle 
ortalamalar arasındaki fark önemlidir, p<0.01 (SD±)  Neyi önleyici aktivitesi, belirgin değil. Ayrıca kayma motilitesi 
ile ilgili bulgulardan bahsedilmeli 

Viyolasin İnhibisyonu 

Besiyerinde merkezden duvara yayılma ölçülerek değerlendirilen C. violaceum 12472 üzerinde Pinus 
nigra ve P. brutia kabuk ekstraktlarının viyolasin önleyici aktivitesinin araştırıldığı deney sonucunda, 50 
mg konsantrasyonda %21 inhibisyon istatistiksel olarak anlamlı olarak tespit edilmiştir (p<0.01) (Şekil 
3).   

 

Şekil 3: Ekstraktların viyolasin üretimi üzerindeki inhibisyon etkisi**Farklı harflerle ortalamalar arasındaki fark 
önemlidir, p<0.01 (SD±)  
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4. Tartışma ve Sonuç 

Bulaşıcı hastalıklar insanlığın varoluşundan bu yana tüm toplumları etkileyen en önemli sorunlardan 
biri olmuştur. Bu enfeksiyonlara neden olan bakterilerden Pseudomonas aeruginosa özellikle 
immünosupresif hastalarda öldürücü bir etkendir. Antimikrobiyal tedavi başarısızlığı ile ilişkili en büyük 
sorun direncin ortaya çıkmasıdır. Ayrıca, P. aeruginosa hücreleri, elastaz, piyosiyanin, biyofilm gibi 
virülans faktörlerinin ekspresyonunun düzenlenmesini ve ikincil metabolitlerin üretimini ilişkilendiren 
küçük sinyal moleküllerini sentezleyerek QS yoluyla iletişim kurar. Kontrolsüz antibiyotik kullanımının 
ve bakterilerde direnç genlerinin transferinin antibiyotiğe dirençliliğin ortaya çıkmasına neden olduğu 
ve bu nedenle bulaşıcı hastalıklarla mücadelede zorluklar yarattığı bilinmektedir [2,3]. 
 
Bakteri virülansı, solunum yolu, damar sistemi ve idrar yolu dahil olmak üzere çeşitli vücut 
sistemlerindeki hastane enfeksiyonlarından sorumludur [24]. Piyosiyanin, P. aeruginosa tarafından 
üretilen bir pigmenttir ve özellikle akciğer enfeksiyonlarına neden olmada etkilidir [25]. Ek olarak, 
piyosiyanin biyolojik membranlara kolayca nüfuz edebilir ve özellikle kistik fibrozlu hastalardan büyük 
miktarlarda izole edilebilir [21]. Bu nedenlerle piyosiyanin üretiminin azaltılması bulaşıcı hastalıkların 
önlenmesinde hayati öneme sahiptir.  
 
Bu bağlamda geleneksel tıp sistemlerinde sıklıkla kullanılan bitkiler, modern ilaç endüstrisinde de aktif 
olarak kullanılmakta ve bilinen etken maddeleri ile çeşitli hastalık durumlarına karşı kullanılmaktadır. 
Çam kabuğu ekstraktlarının antimikrobiyal aktiviteleri çalışılmış olmasına rağmen Pinus brutia  ve P. 
nigra türlerinin kabuk ekstraktlarının antibakteriyel ve anti-QS aktivitelerinin henüz çalışılmadığı 
gözlenmiştir. Ancak bir çalışmada Pinus brutia var. eldarica (İran çamı) türünün P. aeruginosa'ya karşı 
etkili olduğu ve virülans faktörünü önemli ölçüde engellediği gösterilmiştir (P <0.001) [16]. Mevcut 
çalışmada, çam kabuğu  ekstraktlarının  P. aeruginosa’ya karşı  virülans ve biyofilm oluşumunun 
düzenlenmesi üzerinde inhibitör aktiviteye sahip olduğunu kanıtlamıştır. 
 
Gram negatif fırsatçı bir patojen olan Chromobacterium violaceum cilt lezyonu çoklu karaciğer ve 
akciğer apselerine ve ölümcül septisemiye neden olmaktadır [25]. Yapılan bir çalışmada, Pinus 
pinaster Aiton subsp. atlantica hidro-etanollü kabuk ekstraktları 0.25, 0.50 ve 80.00 mg/mL 
konsantrasyonlarda Gram pozitif bakteriler üzerinde etkili olmasına rağmen test edilen bütün Gram 
negatif bakterilere karşı inhibisyon etkisi göstermemiştir [26].Bunun nedeni Gram negatif bakteriler, 
makro moleküllere ve hidrofobik bileşenlere karşı bir bariyer oluşturan dış lipopolisakkarit yapısı 
nedeniyle doğal veya sentetik moleküllere karşı daha dirençlidir [27,28]. Ancak bazı bitki ekstraktların 
hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakterilerin zar geçirgenliğini artırarak makro moleküllerin 
hücre dışına sızmasına neden olduğu bildirilmiştir [30,31]. Çalışmamızda Pinus brutia ve P. nigra ağaç 
kabuğu  ekstraklarının  C violaceum’a karşı anlamlı düzeyde inhibisyon aktivitesi umut verici bir strateji 
olarak görülmektedir. 
 
Sonuç olarak bu çalışma, bakteriyel iletişimi sınırlayarak güçlü bir doğal anti-quorum sensing ajanı 
olarak Pinus nigra ve P. brutia ekstraktlarının kullanılabileceğiyle ilgili heyecan verici sonuçlar 
göstermiştir. P. nigra ve P. brutia türleri elastaz, piyosiyanin ve biyofilmler dahil olmak üzere P. 
aeruginosa'nın virülans faktörlerinin üretimini azaltarak etki mekanizmasına ilişkin ilk rapordur. Kayma 
hareketliliği ve bakteriyel iletişimden sorumlu olan QS sistemi inhibisyonunu P. nigra ve P. brutia 
ekstraktlarını kullanılarak sınırlandırıldı. P. nigra ve P. brutia ekstraktlarının diğer doğal antibakteriyel 
bileşiklerle kombinasyon halinde diğer bulaşıcı mikroorganizmalar ve özellikle mayalar üzerindeki 
etkisini belirlemek için çalışmalara ihtiyaç duyulmaktadır. 
 

Etik Beyanı  
 
Bu çalışmada, “Yükseköğretim Kurumları Bilimsel Araştırma ve Yayın Etiği Yönergesi” kapsamında 
uyulması gerekli tüm kurallara uyulduğunu, bahsi geçen yönergenin “Bilimsel Araştırma ve Yayın 
Etiğine Aykırı Eylemler” başlığı altında belirtilen eylemlerden hiçbirinin gerçekleştirilmediğini taahhüt 
ederiz.  
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