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OZET

Mataraci E. Pseudomonas aeruginosa’nin Planktonik ve Biyofilm Kiiltiirlerine Karsi
Cesitli Dezenfektanlarin Antimikrobik Etkilerinin Arastirilmasi. Istanbul Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii, Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dali. Yiiksek Lisans
Tezi. Istanbul. 2010.

Pseudomonas aeruginosa su sistemlerinde, kaynaklarinda veya suyla ilgili her ortamda
genellikle biyofilmler igerisinde gdmiilii mikrokoloniler halinde tireme egilimindedir.
Biyofilmler planktonik hiicrelere gore dezenfektanlara karsi ¢ok daha direncli
oldugundan, biyofilmler icin dezenfektanlarin bakterisidal aktivitelerinin tayin
edilmesinde bir standart teste gereksinim duyulmaktadir. Bu amagla, mikroplaklarda ve
deney tiiplerinde hazirlanan biyofilmlerde sodyum hipoklorit ve benzalkonyum
kloriiriin (BAK) minimum bakterisidal konsantrasyonlar1 (MBK) ve bakterisidal
aktiviteleri sirastyla, mikrodiliisyon yontemi ve bazi modifikasyonlarin uygulandigi
standart Avrupa dezenfektan testi (EN 1276) kullanilarak tayin edilmistir. Temas
stirelerinin 5, 10, 15, 30, 60 dakika ve 24 saat uygulandigi deneylerde temiz kosullarda
sodyum hipoklorit ve BAK’m planktonik hiicrelere karst MBK degerleri sirasiyla,
60pug/ml ve 16pg/ml olarak saptanirken, kirli kosullarda sodyum hipoklorit ve BAK’1n
MBK degerleri sirastyla, dort ve iki kat artmistir. Sodyum hipokloritin biyofilmdeki
bakteriye kars1t MBK degerinin 10 dakikalik temas siiresinin sonunda 6000ug/ml oldugu
ve 30, 60 dakika ve 24 saatlik temas siiresinin sonunda sirasiyla, 4000, 2000 ve
1500pg/ml’ye indigi tespit edilmistir. BAK ise biyofilme karsi belirgin bir baktersidal
aktivite gostermemistir. EN 1276 standardina gore, planktonik bakterilere karsi sodyum
hipokloritin %1 ve %0,1’lik ¢ozeltileri uygulanan tiim temas siirelerinde, %0,01’lik
cozeltisi 30 dakikada bakterisidal aktivite gosterirken, BAK’1n sadece %1 ve %0,1’lik
cozeltileri uygulanan tiim temas siirelerinde bakterisidal aktivite gostermistir.
Biyofilmdeki bakteriye karsi sodyum hipokloritin sadece %]1°lik ¢6zeltisi uygulanan
tiim temas siirelerinde bakterisidal aktivite gosterirken, BAK’la denenen kosullarda
herhangi bir aktivite saptanmamustir. Sonug olarak, bulgularimiz dezenfeksiyon islemi
yapilirken kullanilan dezenfektanin ve dezenfektan konsantrasyonunun biyofilm
tizerinde olusturdugu bakterisidal aktivitenin dikkate alinmasit sonucu secilmesi
gerektigini  gostermekte ve calismamizda gelistirilen yontemin bu etkilerin
arastirilmasinda aragtirmacilara yardimci olacag diislincesindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Pseudomonas aeruginosa, biyofilm, bakterisidal aktivite, sodyum
hipoklorit, benzalkonyum kloriir

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 2812
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ABSTRACT

Matarac1 E. Evaluation of the Bactericidal Activity of Various Disinfectants Against
Pseudomonas aeruginosa in Planktonic and Biofilm Cell Cultures. Istanbul University,
Institute of Health Science, Pharmaceutical Microbiology Department, Master Thesis.
Istanbul. 2010.

In water systems, sources or any aqueus environment Pseudomonas aeruginosa tend to
grow as microcolonies embeded in biofilms. Since biofilms are much more resistant to
disinfectants than planktonic cells, there is a need for a standard test in order to evaluate
the bactericidal activity of disinfectants for biofilms. For this purpose, using biofilm
cultures prepared in microplates and test tubes the minimum bactericidal concentrations
(MBC) and bactericidal activity of sodium hypochlorite and benzalkonium chloride
(BAC) were assessed by microdilution method and the standard European disinfectant
test (EN 1276) with some modifications, respectively. By applying 5, 10, 15, 30, 60
minutes and 24 hours contact time, under clean conditions the MBC values of sodium
hypochlorite and BAC against planktonik cells were obtained as 60pg/ml and 16pg/ml,
respectively, whereas under dirty conditons the MBC values were increased four and
two fold for hypochlorite and BAC, respectively. The MBC values of sodium
hypochlorite against cells in biofilms was 6000ug/ml after an exposure time of 10
minutes and decreased to 4000, 2000 and 1500ug/ml after contact time of 30, 60
minutes and 24 hours, respectively. BAC didn’t show any significant bactericidal
activity against biofilms. According to EN 1276 standards, against planktonic bacteria
sodium hypochlorite showed bactericidal activity at 1% and 0,1% concentrations in all
exposure times, at 0,01% concentration in 30 minutes; whereas, BAC showed
bactericidal activity only at 1% and 0,1% concentrations in all exposure times. Against
cells in biofilms sodium hypochlorite at 1% concentration showed only in all exposure
times its bactericidal activity, BAC didn’t show any acivity under tested conditions.
Consequently, the findings of this study shows that when an disinfectant and
disinfectant concentration has been choosen for a disinfection procdure its bactericidal
activity against biofilms should be taken into consideration, and the method developed
in this study might be helpful for the investigators who aim to evaluate these effects.

Key Words: Pseudomonas aeruginosa, biofilm, bactericidal activity, sodium
hypochlorite, benzalkonium chloride.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 2812



1. GIRIS VE AMAC

Pseudomonas aeruginosa ¢evre kaynakli bir mikroorganizma olup suda,
toprakta ve bitkilerde yaygin bir sekilde bulunur. Diinyanin her yerinde bu kadar yaygin
bulunusunun basglica nedeni sahip oldugu benzersiz iireme 6zellikleridir. P. aeruginosa
nemli ortamlarda kolaylikla ¢ogalabilmekte, karbon kaynagi olarak atmosferik CO,’i
kullanabilmekte, yiiksek tuz konsantrasyonlarini tolere edebilmekte ve genis sicaklik
derecelerinde (20-42°C) iireyebilmektedir. Ancak, 6zellikle sulu sistemlerdeki varligini
kolaylikla siirdiirebilme yetenegi ve hastanede kullanilanlar dahil olmak {izere bircok
antibiyotik ve dezenfektan maddeye karsi direng gostermesi, basta hastaneler olmak
lizere, ilag ve gida endiistrisinde su kaynakli ciddi sorunlarin ortaya ¢ikmasina neden

olmaktadir.

Dogada yaygin bir sekilde bulunan bu bakteriye potansiyel patojen 6zelligini
veren baglica niteliklerinden biri ise treme seklidir. P. aeruginosa sulu ortamlarda
planktonik bir sekilde iireyebildigi gibi biyofilm denilen, bulundugu sisteme yapisik bir

ekzopolisakkarit matriksin i¢inde mikrokoloniler halinde de iireyebilmektedir (24).

Biyofilm terimine ait ilk veriler, Leeuwenhoek’iin 1680’lerde dis yiizeyindeki
mikroorganizmalar seklinde yaptigi basit tarifine kadar dayanmaktadir. Bunu
Heukelekian ve Heller’in (1940) yiizeyle temasin bazi deniz bakterilerinin gogalmasini
ve aktivitesini arttirdigi yoniindeki gozlemleri ve ii¢ yil sonra Zobell’in yiizey
tizerindeki deniz bakterilerinin yogunlugunun g¢evredeki planktonik bakterilere oranla
dikkat ¢ekici bir sekilde yiiksek olduguna dair bildirisi takip etmistir (54, 127). Jones ve
ark.’nin (1969) ise spesifik bir polisakkarit boyasi kullanarak toplu haldeki bakterileri
cevreleyen matriks materyalini gostermeleri, daha sonra yapilan biyofilmin yapisi
konusundaki arastirmalara damgasimi vurmustur (59). Biyofilmin genel bir 6zelligi
olarak bilinen geleneksel dezenfektanlara karsi olan direnci, ilk olarak 1973 yilinda
Characklis tarafindan kesfedilmistir (18). Ancak sofistike optik ve molekiiler araglarin
ortaya ¢ikigina kadar, i¢inde hiicrelerin rastgele gomiilii oldugu matriks materyalden
olusmus kalin bir tabaka olarak basit bir sekilde degerlendirilen biyofilmin, 4-boyutlu
gbzlemini saglayan konfokal lazer scanning mikroskobunun kullanimi sonucunda
fonksiyon ve davraniglariyla organize kompleks bir yapiya sahip oldugu anlasilmis,

yapilan ¢alismalarla saglik ve endiistri alanindaki 6nemi ortaya koyulmustur (21, 23).



P. aeruginosa’ya ait biyofilmin olusumunda, biraraya gelen bakterilerin belirli
bir ¢ogunluga ulagarak “quorum sensing” (QS-yeter ¢ogunlugu algilama) denilen ve
hiicreler arasi iletisimi saglayan sinyallerin tetiklenmesi onemli bir rol oynar (30).
Bunun yani sira, biyofilm igerisindeki bakterilerde aljinat sentezini indiikleyen algC
geninin harekete gegmesiyle, P. aeruginosa fenotipik degisime ugrar ve mukoid seklini
almaya baglar (29). AlgC ve algD genlerindeki ekspresyonun artmasiyla artan aljinat
sentezi bakterilerin yiizeye yapismasimi saglayarak ardindan gelisecek biyofilmin
temelini olusturur. Bu sekilde bakterinin olusturdugu biyofilm onun, bulundugu
ortamdaki bakterisidal etkilerden korunmasini ve uzun siire varligimi siirdiirmesini
saglar (24).

P. aeruginosa’nin dezenfektanlar, kremler, sabunlar, géz damlalar1 ve diyaliz
stvilar1 dahil olmak iizere sulu ortamlardaki kolay iireme yetenegi, hastanelerde tibbi
girisimler i¢in kullanilan gereglerin kontamine olmasina ve bunun sonucunda ciddi
hastane infeksiyonlarinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Ozellikle kateterizasyon
ve trakeostomi gibi tibbi girisimlere maruz kalan hastalarda bu risk artmaktadir. Bunun
disinda P. aeruginosa havalandirma sistemlerinde, lavabo giderlerinde, hidroterapi
banyolarinda, solunum tedavisinde kullanilan cihazlarda ve dus basliklarinda
bulunabilmektedir (45). Sahip oldugu bu 6zelliklerinin yani sira birgok antimikrobik
maddeye kars1 hizla direng gelistirmesi onun hala énemli bir hastane infeksiyonu etkeni
olarak varligini siirdiirmesine neden olmaktadir (17). Ancak sadece hastane infeksiyonu
etkeni olarak degil, hastane disindaki saglikli kisilerde de yiizme havuzu, jakuzi ve

kontakt lens kullanimina bagli infeksiyonlarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (45).

Biyofilmlerin neden oldugu biyolojik kirlilikler miihendislik sistemlerine de
zarar verebilmektedir. ilag sanayiinde o6diin vermeksizin uygulanan Good
Manufacturing Practice (GMP) kurallarinin etkisiyle iiriinii olumsuz yonde etkileyen
zararlar goriilmiiyorsa da, kozmetik ve gida sanayiinde iiretimde kullanilan kazanlarin
ve su sistemlerinin bakterilerin olusturdugu biyofilmleri icermesi, iriiniin kontamine
olmasina ve saglikli kisilerin biyofilmin icerdigi bakterilerle infekte olmasina neden
olabilmektedir. Ancak sadece kontaminasyon kaynagi olarak degil, endiistrinin her
alaninda, suyun girdigi her sistemde biyofilmlerin varligi paslanmay: hizlandirmakta,
borulardaki basinci arttirmakta veya sicakligin gerektigi sekilde iletilmesini 6nleyerek

sistemin verimini disiirebilmektedir (49). Ayrica binalardaki sogutma kuleleri veya



icme suyunu besleyen borularda biyofilmlerin bulunmasi, suyun kontamine olmasina ve

halk saglig1 agisindan ciddi risk teskil etmesine neden olabilmektedir (49, 122).

Kontaminasyonu kontrol etmenin baslica yollarindan biri etkili  bir
dezenfeksiyon isleminin yapilmasidir. Dezenfektan maddeler infeksiyon olusturabilecek
patojen mikroorganizmalarin tahrip edilmesi i¢in kullanilan kimyasal maddeler olup
genellikle mikroorganizmalarin spor sekillerine karsi etkisiz iken, uygulandigi yerdeki
patojen mikroorganizma sayisini kabul edilebilir seviyelere indirmekte veya tamamiyle
yok edebilmektedirler (72). Ancak ortamin sicakligi, pH’1, dezenfektanin tipi, aktivitesi,
kullanim konsantrasyonu ve seyreltmede kullanilan suyun kalitesi, mikroorganizmanin
tipi, miktar1 ve tireme hizi, ortamda bulunabilecek organik maddelerin varligi ve temas
sliresi dezenfeksiyon isleminin basarisini etkileyebilmektedir (56, 72). En ¢ok kullanilan
dezenfektanlar arasinda klorlu bilesikler, 6zellikle sodyum hipoklorit yer alir. Genellikle
% 1-5 konsantrasyonlarda kullanilan sodyum hipoklorit bir¢ok bakterinin vejetatif
seklini kolaylikla 6ldiirebilmektedir (72). Oksidasyon yoluyla dldiiriicii etkisini gosteren
bu dezenfektan, hiicre membraninda hasarlar olusturup, hiicre igeriginin disariya
akmasina neden olabildigi gibi deoksiriboniikleik asite (DNA) de hasar verebilmektedir
(48). Calismada kullanilan diger dezenfektan olan benzalkonyum kloriir (BAK) ise
katyonik yiizey aktif bir deterjan olup, bakterinin hiicre membranina hasar vererek

etkisini gostermektedir (72).

Dezenfektanlarin bakterisidal aktivitelerinin belirlenmesinde kullanilan standart
yontemler  genellikle  dezenfektanlarin  siispansiyon  halindeki  planktonik
mikroorganizmalara karsi olan etkisini arastirmaktadir. Ancak bu deneylerle elde edilen
sonuglar dezenfektanlarin bakterinin biyofilm iginde bulunan sekline olan etkisi
konusunda bilgi verememektedir. Oysa ki, saglik veya endiistri alaninda 6nem tasiyan
bakteriler genellikle biyofilmlerin i¢inde bulunmaktadir ve klasik dezenfektan aktivite

testleri ile bunlara kars1 olan aktivite belirlenememektedir.

Bu nedenlerle hastane ve endiistrinin ¢esitli alanlarinda ylizey ve ekipman
dezenfeksiyonunda sik kullanilan dezenfektanlar olan sodyum hipoklorit ve
benzalkonyum kloriiriin P. aeruginosa’nin slispansiyon ic¢inde serbest halde bulunan
planktonik kiiltiirliniin yan1 sira, kat1 ylizey iizerinde olusturdugu statik biyofilm
kiltiiriine karst antimikrobik aktivitelerinin belirlenmesi, ¢alismamizin amacini

olusturmustur.



2. GENEL BILGILER

2.1. Pseudomonas aeruginosa Biyofilmi

Biyofilm, inert veya yasayan bir ylizeye yapisarak olusturdugu polimerik
matriks igerisinde birbirleriyle haberleserek varliklarinin devami igin gerekli islevlerini
yerine getiren bakteri toplulugundan olusan organize bir yapidir (23). Bu tanimi igine
alan ylizeyler cam, bakir ve ¢elik borulardan toprak, tibbi gerecler ve epitel hiicrelerine
kadar genisleyebilmektedir (121, 122). Ancak her ne kadar bakterinin cinsine ve ¢evre
kosullaria bagli olarak degisiklik gosteriyor ise de, planktonik bir bakteriyi bir yiizeye
yapigma arayigina sokan ve biyofilm olusturmaya iten tetikleyici nedenlerin basinda
aclik gelmektedir. Acglik baslangigtaki yiizey kolonizasyonunu saglarken, besine
erisebilme istegi, biyofilmi olusturmak iizere ylizeydeki ilk bakteri toplulugunun
olusumunu saglar. Sonugta, planktonik sekilden biyofilm sekline gecis hiicresel stres,
bakteri hiicrelerinin yogunlugu ve besin mevcudiyeti gibi gesitli ¢evresel ve fizyolojik

faktorlerle diizenlenmektedir (66, 121)

Biyofilme adapte olan bu bakteri topluluklarinin planktonik sekillerine gore
onemli avantajlari bulunmaktadir. Oncelikle sahip olduklar1 polimerik matriks karbon,
nitrojen, fosfat gibi ¢evredeki besinlerin yakalanip, konsantre edilmesini sagladig gibi;
bakterilerin birbirine yakin olmalari, genlerin horizontal transferini ve metabolik yan
tirlinlerin paylagimini da kolaylagtirmaktadir. Bunun diginda, biyofilm halinde iiremenin
bakteriye sagladig bir diger avantaj antimikrobik ve bozulmay1 6nleyici ajanlar, kayma
gerilimi, konagin savunma mekanizmasina ait oksijen radikalleri ve proteazlar gibi
cesitli yok edici stratejilere karst planktonik sekillerine gére daha direngli olmalaridir.
Antimikrobik etkili faktorlere olan bu dogal direng, biyofilmin olusturdugu bariyerin
yani sira, derine gomiilmiis bakterilerin ¢ok diisiikk seviyede metabolik aktivite
gostermeleri ve c¢ok diisiik hizda boliinmelerinden de kaynaklanmaktadir. Biyofilm
halinde iiremenin bakteriye sagladigi son avantaj ise, yapistigt yerden ayrilmasi
sonucunda yayillma potansiyelinin olmasidir. Biyofilmin sahip oldugu bu avantaj
antimikrobik etkili maddelere ve konagin savunma sistemine direncli bakteri kaynaginin
siirekliligine i1zin verdigi gibi, ayn1 zamanda rezervuar gorevini iistlenerek bakterinin

araliksiz bir sekilde yayilmasimi da saglamaktir (33, 113).



P. aeruginosa’nin dogadaki dogal bulunus sekli genellikle biyofilmler
halindedir. Uygun laboratuar kosullar1 altinda ise birka¢ yiiz mikrometre kalinligina
kadar ulasabilen karakteristik biyofilmler olustururlar (110). P. aeruginosa’nin biyofilm
olusumu boyunca yapilan mikroskobik ve gen ekspresyonu analizleri, farkli gelisim
asamalarindan ibaret oldugunu ve her asamada farkli fenotipin bulundugunu
gostermektedir. Her asamada bakteri hiicrelerinin gostermis oldugu fizyolojik yap1
digerine gore farklilik gosterirken, olgun biyofilmde tiimii bir arada goriiliir. Buna gore
P. aeruginosa biyofilminin olusumu bes asamadan ibarettir: (1) geriye doniisiimlii
baglanma, (2) geriye doniisiimsiiz baglanma, (3) olgunlagma-1, (4) olgunlasma-2 ve (5)
dagilma. Yapilan incelemeler her bes asamada biyofilm olusumunda rol alan
diizenleyici proteinlerin % 35 oraninda degisiklik gosterdigini (yaklasik 525 protein);
planktonik hiicreler ile olgunlasma-2 fazindaki hiicreler karsilastirildiginda ise, 800°den
fazla proteinin ekspresyon seviyesinde alti kattan fazla degisimin gorildigiini

gostermektedir (110).

2.1.1. Geriye Doniisiimlii Baglanma

Biyofilmin gelisimindeki ilk asama, hareket eden planktonik bakteri ile yiizey
arasindaki etkilesimdir. Birka¢ dakika siiren bu asamada bakterilerin bir kism1 yiizeye
kisa bir siire i¢in yapisir, sonra ayrilirlar. Kosullar biyofilmin olusumu i¢in uygun
degilse, bakteri hiicresi kendisini yiizeye baglayan kuvvetlerin tistesinden gelerek, tekrar
planktonik faza geger ve yeni yiizey ¢evrelerinin arayigina girer (121). Bu asamada rol
oynayan faktorlerin basinda, bakteriye hareketini saglayan kutupsal kirpigi ile

ortamdaki inorganik fosfatin varlig gelir.

2.1.1.1. Bakteri Kirpiginin Hareketi

Bakteri kirpigi hiicrelerin sivi ortamda yilizmesini saglayan bir ekstraseliiler
yapidir. Pseudomonaslarin sahip oldugu kutupsal kirpigi bazi g¢evre kosullarinda
kolonizasyonu baglatan yiizey adhesyonu i¢in anahtar faktdr olarak goriilmektedir
(110). P. aeruginosa plastik gibi cansiz veya epitel hiicre ve miisin gibi canli yiizeylere
yapigsmak icin kirpige gereksinim duyar; ¢linkii kirpigini dolayisiyla hareketliligini
kaybeden bakterinin cansiz yiizeye yapisma sansi azalmaktadir (82). Bugiine kadar
yapilan caligmalar kirpigin biyofilm olusumunda iki rolii oldugunu gostermektedir.
Bunlardan ilki bakterinin yiizeye dogru gogiinii saglamasidir ki, bakteri ile yiizey

arasindaki itici kuvvetlerin tistesinden gelebilmek igin hareketlilik gerekli bir unsurdur.



Kirpigin ikinci rolii ise bakterinin ylizeye baglanmasini saglayan yapisma organeli

olarak gorev almasidir (121).

2.1.1.2. Ortamda Inorganik Fosfatin Varhg

Ortamda inorganik fosfatin varligi Pseudomonaslarda biyofilm olusumunu
etkileyebilmektedir. inorganik polifosfat ile onun sentezinden sorumlu bir enzim olan
polifosfat kinaz, P. aeruginosa biyofilminin olusumunda 6nemli roller iistlenen kirpik
ve piliye dayali hareketin gerceklesmesinden sorumludur. Bunun disinda bu iki madde
biyofilmin olgunlasma agsamasinda gerekli olan quorum sensing (QS) olusumunda ve
rhamnolipidin tretiminde de gorev almaktadirlar (103, 104). Bu veriler, inorganik

fosfatin biyofilmin gelisiminde yer alan her asamada bir rolii oldugunu géstermektedir.

2.1.2. Geriye Doniisiimsiiz Baglanma

Biyofilm gelisimindeki ikinci agsamada bakteri, ylizeye geriye doniisiimsiiz bir
sekilde baglanir ve hareketliligini kaybeder. Bu sathada kirpigini kaybeden bakteri
hareketini tip IV pilusun araciligiyla gergeklestirmeye baslar. Yaklasik iki saat siiren bu
stirecin sonunda yiizeye ve birbirine yapisan bakteriler mikrokoloni olusumunu
baglatmis olur (110). Bakteri yiizeyinin ve yapistigi yiizeyin kimyasal yapisi ile
bakterinin twitching (uzanma ve hizla geri cekis) hareketini saglayan tip IV pilusu bu

asamada Onemli rol oynayan faktorlerdir.

2.1.2.1. Bakteri Yiizeyinin Ve Yapisti@1 Yiizeyin Kimyasal Yapisi

Bakteri hiicrelerinin yapistig1 yiizeyin dogast baglanmada 6nemli bir rol oynar.
Genellikle, yapisma yiizeyinin piriizliligiiniin arttigi oranda baglanma oran1 da
artmaktadir. Bunun disinda bakteri ile ylizey arasindaki etkilesimin giicii, kismen
elektrostatik etkilesimler tarafindan yonlendirilmektedir. P. aeruginosa’nin polistiren
gibi hidrofobik yiizeylere yapigsmasini saglayan baslica unsuru, ylizeyinde ona O-
antijeni Ozelligini veren ve hidrofobik yapida olan lipopolisakkarit tabakasidir. O-
antijeni olmayan suglar hidrofilik 6zellik kazanarak, daha ¢ok cam gibi hidrofilik
yiizeylere yapisma egilimini gosterirler (71). Bunun disinda ortamda Zn**, Fe**, K" ve
Mg?* gibi katyonlarin konsantrasyonu arttik¢a, lipopolisakkarit tabakada yer alan
zincirlerin stabilitesi, buna bagli olarak bakteri membranmin hidrofobisitesi, dolayisiyla

yiizeylere yapisma giicli artmaktadir (51, 57).



2.1.2.2. Bakterinin Tip IV Pili Hareketi

P. aeruginosa’nin sahip oldugu tip IV pili, kirpikle ayni hiicresel kutupta yer alir
ve “twitching” denilen uzanma ve hizla geri ¢ekmeden olusan, bakterinin bir yiizey
tizerindeki hareketinden sorumludur. Yapilan ¢alismalar pili olugturamayan mutantlarin
yiizeye yapisip tek tabaka halinde {ireyebildiklerini, ancak yiizeyde kiimelenmis
bakterilerden olusan mikrokolonileri olusturamadiklarini gdstermistir. Ote yandan,
mutasyon tasimayan P. aeruginosa susunun ise cansiz yiizeyin iizerinde 6ncelikle tek
tabaka halinde iiredigi, daha sonra olusan bu tek tabaka boyunca bakterilerin
mikrokoloniler halinde yayildig1 bildirilmistir. Sonugta, bakterinin Kirpik hareketi ile
baslayarak cansiz yiizeyle gerceklestirdigi ilk baglanma, tip IV pili hareketinin etkisiyle
stabil hale gelmekte ve mikrokolonilerin olusabilmesi icin gerekli olan hiicreler arasi
etkilesimi saglamaktadir (82, 110). Bu bulgular bakterinin olgun bir biyofilm
olusturabilmesi i¢in gerekli ilk kosul olan mikrokoloni olusumunun tip IV pili
hareketine bagl oldugunu gostermektedir. Ancak tip IV pili hareketi, sadece biyofilm
olusumunun baslangi¢ safhasinda degil, biyofilmin olgunlastigi diger asamalarda da
gorevler {istlenmektedir. Yapilan ¢alismalar, biyofilmin olgunlasma safhasinda
meydana gelen mantara benzer olusumlara ait sap kisimlari, P. aeruginosa’nin
hareketsiz alt-popiilasyonlarinin gogalarak iist iiste birikmesiyle sekillenirken, baglik
kisimlart tip IV piliyi kullanarak sap1 tirmanan ve tepesinde kiimelenen hareketli alt-
popiilasyonlar tarafindan sekillendigini gostermektedir (64, 88). Ancak daha sonra
yapilan arastirmalarla basligin olusmasinda pilus hareketinden ziyade bakterinin kirpik
hareketinin rol aldig1 kesfedilmis, tip IV pilinin basliktaki varliginin ise ekstraseliiler
DNA’ya olan yiiksek baglanma affinitesinden kaynaklandigi one siiriilmistir (7).
Biyofilmin olgunlastigi bu safhada, bakteride meydana gelen hareketli fenotip
yoniindeki degisimin, mantarin tepe kisminda daha fazla bulunan besine ulagma

istegiyle gerceklestigi diisiiniilmektedir.

2.1.3. Olgunlasma-1

Biyofilm gelisiminin {i¢iincli asamasi olan olgunlagma-1’de, ekstraseliiler
polisakkarit maddeler, ekstraseliiler DNA ve proteinlerden ibaret matriks olusur ve bu
siire¢ ii¢ glinde gergeklesir. Biyofilm gelisiminin ikinci asamasinda baslayan
mikrokoloni olusumu artarak, ¢ok tabakali bir hal almaya baslar ve bu tabakalarin

kalinlig1 10 um’ye kadar ulasir (110). Non-mukoid P. aeruginosa suslarinda Psl ve Pel



ekzopolisakkaritleri matriksin baslica bilesenlerini olustururken, mukoid suslarda
baslica ekzopolisakkarit madde aljinattir (16, 108). Bu asamada biyofilm mantar sekline
gelistikge, bakterinin rhamnolipidi sentezlemesi sonucunda hiicrelerin arasinda su
kanallar1 olusur (28, 83). Bu asamada gergeklesen bir¢ok olay ancak belirli bir
cogunluga ulagmis bakteriler arasinda gerceklesebilen “Quorum sensing” denilen

haberlesme sisteminin kontrolii ve ¢cevre kosullarinin etkisi altinda gergeklesmektedir.

2.1.3.1. ”Quorum sensing’”in P. aeruginosa Biyofilminin Olgunlasmasindaki Rolii
Quorum sensing (QS) sistemi ancak bakteri toplulugu kritik bir ¢ogunluga
ulastig1 zaman, yeterli konsantrasyonda salgiladiklar1 bilesiklere karsi gelisen bir oto-
indiikleyici yanittir (112, 113). Bu nedenle, belirli bir amaca yonelik olarak gelisen
fonksiyonunun olusabilmesi i¢in, bakteri hiicresinin belirli bir ¢ogunluga ulagmasi
gerekmektedir. P. aeruginosa viriilans faktorlerinin ekspresyonunu diizenlemek igin
acil-homoserin lakton (AHL) esasli QS sistemini kullanmaktadir (89). P. aeruginosa’da
las ve rhl olmak fizere, las’mn oncelikli oldugu hiyerarsik bir diizen igerisinde isleyen
AHL esasl iki QS sistemi belirlenmistir. Las sisteminin transkripsiyonel aktivitesi lasR
tarafindan diizenlenirken, AHL sinyali olan N-(3-okso-dodekanoyil)-L-homoserin
laktonu (30C12-HSL) lasl tarafindan sentezlenmektedir (42, 89). Benzer sekilde, rhl
sisteminin transkripsiyonel aktivitesi rhiR tarafindan diizenlenmekte, AHL sinyali olan
N-biitiril-L-homoserin laktonu (C4-HSL) ise rhll tarafindan sentezlenmektedir (84, 85).
Molekiillerin yapisinda bulunan N-agil yan zincirlerinin uzunlugu, oto-indiikleyicilerin
hiicreden disariya ¢ikmak i¢in segtikleri yolu belirler. Kisa zincirli bir sinyal molekiilii
olan C4-HSL hiicre membranindan disariya kolayca diffiize olabilirken, uzun bir zincir
tastyan 30C12-HSL’nun hiicre disimna transportu mexAB-oprM efflux pompasi
tarafindan saglanmaktadir (39, 91). Hiicre disina transportu saglanan 30C12-HSL’larin
ekstraseliiler ortamdaki konstantrasyonu yeterli diizeye ulastiginda P. aeruginosa
tarafindan hiicre i¢ine alinarak lasR’ye baglanir ve onu aktive eder. Olusan lasR-
30C12-HSL kompleksi daha sonra P. aeruginosa’nin elastaz (lasA ve lasB), alkalin
proteaz ve ekzotoksin A gibi viriilans faktorlerinden sorumlu genlerin ekspresyonunu
saglar. Benzer sekilde isleyen rhl QS sistemi ise rhamnolipidin sentezini ve lasB
tarafindan kodlanan elastaz, piyosiyanin ve lektini olusturan genlerin ekspresyonunu
kontrol altinda tutmaktadir (62, 90, 113). Aslinda QS yiizlerce genin ekspresiyonunu

dolayli veya dolaysiz olarak kontrol eden diizenleyici bir iletisim sistemi olarak ¢aligir



ve bunlarin 6nemli bir bolimi bakterinin  varligint siirdiirebilecegi hiicresel
fonkisyonlara dontisiir. Ancak, P. aeruginosa’da 30C12-HSL ve C4-HSL disinda
“pseudomonas kinolon sinyali” olarak bilinen 2-heptil-3-hidroksi-4-kinolon gibi HSL
esaslt olmayan ve yeterli hiicre yogunluguna ihtiyag duymayan ekstraseliiller sinyal

molekiillerinin de bulundugu bildirilmistir (95).

QS’in biyofilm ile olan iligkisi ilk olarak Davies ve ark. tarafindan gosterilmistir.
Arastirmacilar bu ¢alismalarinda yabani tip ve rhll mutant P. aeruginosa suslarinin
normal biyofilm yapisin1 olusturabilirken, lasl mutantinin ince, yassi bir biyofilm
olusturdugunu, olugan bu biyofilmin vahsi tipin olusturdugu biyofilme gore biyositlere
karsi daha duyarli oldugunu ve biyofilmin olusumu igin las sistemi tarafindan
diizenlenen fonksiyonlara ihtiya¢ duyuldugunu bildirmislerdir (30). Yapilan bir diger
caligmada ise, 8 giinliik bir biyofilm gelisimi sirasinda lasl ekspresiyonunun zaman
igerisinde azaldigi; buna karsilik rhll ekspresiyonunun biyofilm gelisiminin her
asamasinda varligimi korudugu, ancak gen ekspresiyonunun lasl’e gore daha diisiik

oranda oldugu bildirilmistir (32).

Biyofilm olusumu boyunca yapilan mikroskopik ve gen ekspresyonu analizleri
sunu gostermektedir ki las sistemi, P. aeruginosa’nin biyofilmini olustururken aktive
olan ilk QS sistemidir. LasB aktivitesi geriye doniisiimsiiz baglanmadan 24 saat sonra,
hiicrelerin biyofilmde kiimelenmeye baslamasiyla ayn1 zamanda baslamaktadir. Rhl QS
sistemi ise daha sonra, olgunlagsma-I agamasinda aktive olmaktadir (110). Bugiine kadar
yapilan arastirmalarda, olgun biyofilmin sekillenmesinde rol alan bakterinin kat1 yiizey
tizerindeki kayma hareketinden ve biyofilmin pel ekzopolisakkariti, rhamnolipit,
ekstraseliiler DNA gibi bilesenlerinin {iretiminden QS sisteminin sorumlu oldugu

gosterilmistir (3, 33, 35, 65, 109).

2.1.3.2. Ekstraseliiler Polisakkarit Maddeler

P. aeruginosa biyofilminin olusumunda Psl, Pel ve aljinat olmak {izere en az {i¢
cesit ekzopolisakkarit rol almaktadir (16, 108). Bunlardan Psl ekzopolisakkariti,
polisakkarit sentezleyen lokus (PA2231-2245) tarafindan kodlanmakta ve bakterinin
yiizeye yapisarak biyofilm yapisini muhafaza edebilmesi igin gerekmektedir. Psl’nin
yapist mannoz ve galaktozca zengin olup rhamnoz, glukoz ve diisiik oranda ksilozdan
olusur (70). Psl sarmal bir diizende ylizeye ve yanindaki hiicrelere yapisarak,

bakterilerin biyofilm icerisinde birbirlerine ve yapistiklari yiizeye tutulmasini saglar. Bu
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sekilde hiicreler arasi etkilesimin olusmasina ve ekzopolisakkarit matriksin bir araya
gelmesine katkida bulunur. Biyofilmin olgunlagsma siireci devam ederken, Psl
biyofilmin dis yiizeyinde birikerek, merkezde PslI’nin bulunmadigi bir boslugun
olusmasina neden olur. Bu durumun ilging yani dagilma asamasinda bu boslukta yiizen
bakterilerin belirerek biyofilmden disar1 ¢ikmalart Sonucunda biyofilmin yiizeyde

yayilmasini saglamalaridir (69).

Mukoid olmayan suslarin bir diger ekzopolisakkariti olan Pel, PA2231-2245
genleri tarafindan kodlanmakta olup olgun biyofilmde glukozca zengin hidrofobik
ekzopolisakkaritin iiretiminden sorumludur (41). Bu ekzopolisakkarit burusuk koloni
fenotipine neden olur ve yiizeye bagli biyofilmlerin veya sivi yiizeyindeki zarlarin
(pellicle) olusabilmesi igin gereklidir. Yapilan bir ¢alismada Pel biyosentezinin QS’in
kontrolii altinda oldugu, las mutant suslarda kati yiizeye bagli biyofilmin ve hava-sivi
arasindaki zarin olusumunda anlamli derecede bir azalmanin oldugu gosterilmistir. Bu
calismada Pel biyosentezini saglayan genlerin transkripsiyonunda, las QS sisteminin ve

daha diisiik oranda rhl sisteminin etkili oldugu bildirilmistir (109).

P. aeruginosa’nin mukoid suslarinin baslica ekzopolisakkariti olan aljinat ise
PA3540-3551 genleri tarafindan kodlanir ve hiicrelerin yiizeye yapisip, mukoid suglarda
biyofilmin temel yapisini olusturmasinda énemli rol oynar (29, 118). P. aeruginosa’da
aljinat tiretiminin uyarilmasi, non-mukoid bir susun mukoid sekline doniismesine neden
olur. P. aeruginosa’nin aljinati anyonik bir polisakkarit olup, asidik sekerler olan D-
mannuronik asit (M) ve a-L-guluronik asidin (G) birbirine B-1-4 baglariyla baglanip,
gelisiglizel dizilmesiyle olusan bir polimerdir. Aljinatin biyolojik 6zelliklerini, {ironik
asitlerin diizeni yani blok yapist ve M/G orani belirler. Poli-M bloklarindan olusan
molekiil, serite benzer gevsek bir yap1 gosterirken, poli-G bloklarindan olusan molekiil
kutuya benzer bir sekilde katlanmig durumdadir. Mukoid P. aeruginosa suslarinin poli-
G bloklarindan yoksun olmasi, bakterinin mikrokoloniler halinde iiremesine imkan
veren, etrafin1 saran genis hacimli elastik bir matriksin olugsmasini saglar. Aljinatin
onciil maddesi olan guanosin difosfat (GDP), mannuronik asidin meydana gelebilmesi
i¢cin ise GDP mannozun sentezi ve bir kilit enzim olan GDP mannoz dehidrogenaz
tarafindan islenmesi gerekmektedir. GDP mannozun sentezi P. aeruginosa’da bulunan
algA ve algC genleri tarafindan kodlanan enzimler tarafindan saglanirken, GDP

mannoz dehidrogenaz enzimi ise algD geni tarafindan kodlanmakta ve bu genin
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transkripsiyonel aktivitesi algR geninin kontrolii altinda olmaktadir. AIgR geni ¢evresel
faktorlere duyarli bir regiilator gendir (43, 102). Bugiine kadar aljinatin yapisal
biyosentezinde, biyosentezinin  diizenlenmesinde ve  genotipik  degisikligin
gerceklesmesinde rol oynayan 25°ten fazla alg geni tarif edilmistir. Yiiksek ozmolarite,
dehidratasyon, ortamda azot ve fosfatin azalmasi, NaCl ve KCI’iin varlig1 gibi gevresel
faktorler basta algD olmak iizere, bu genlerin belirli bir kaskat igerisinde aktive
olmasin1 ve bakteride aljinat sentezinin gerceklesmesini saglar (1). Ozellikle ortamda
bulunan kalsiyum, negatif yiikli aljinat polimerlerinin arasinda katyon Kkopriileri
kurarak biyofilmin jel goriinlimiinii kazanmasina neden olur. Olusan bu jel ise biyofilm
icerisinde hiicrelerin kolayca siispande olmasini ve hiicreler arasindaki mesafenin
artmasinit saglamaktadir. Ortamda kalsiyum noksanlig1 biyofilm igerisindeki bakterilerin
paketlenmis bir sekilde kiimelenmelerine neden olur (53). Yiiksek miktarda aljinat
tireten P. aeruginosa susunun olusturdugu biyofilmin, izojenik non-mukoid susla
olusturulan biyofilm ile karsilastirildiginda daha hacimli oldugu goézlenir. Mukoid sus,
cansiz bir yiizeyde geciken bir baslangi¢ siirecinin ardindan su kanallariyla ayrilmis
genis mikrokolonilerin bulundugu biyofilmler olustururken, non-mukoid sus hemen
yilizeye yapisip ¢ogalmaya baslar, ancak mukoid susun aksine genis yapiya sahip bir

biyofilm olusturamaz (53, 81, 118).

Ozellikle kistik fibrozlu hastalarda P. aeruginosa’nin neden oldugu kronik
akciger infeksiyonlarinda bakterinin olusturdugu bu aljinat yapisindaki biyofilmler
onun, bulundugu ortamdaki fagositik hiicrelerin ve antibiyotiklerin bakterisidal
etkilerinden korunmasina ve uzun siire varligini siirdiirebilmesine neden olmaktadir (55,
58). Aljinatin neden oldugu bu antifagositik etki, nétrofillerin ve makrofajlarin
kemotaksisini inhibe etmesinden ve komplemani alternatif yoldan aktive
edememesinden kaynaklanmaktadir (92). Bunun diginda, bu hastalarin serumunda
aljinata 6zgii antikor bulunmasma ragmen bu antikorlar bakterinin opsonofagositik
Olimiinii saglayamamaktadir (97). Yapilan ¢alismalar aljinatin asir1  derecede
tiretilmesiyle olusan mukoid suslarin nerdeyse tamaminin O yan zincirinden yoksun
lipopolisakkarit olusturdugunu gostermektedir (50). Bu da bakterinin akciger epitel
hiicrelerinde reseptor gorevini iistlenen CFTR (Kistik fibroz transmembran kondiiktans
regiilatér) proteinine baglanmasini engelleyerek, kistik fibrozlu hastalarda zaten iyi

islemeyen, bakterinin  solunum yollarindan temizlenmesi iglemini  yerine
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getirememesine ve mukoid fenotiplerin konagin ilk savunma yanitinda onemli rol

oynayan dogal bagisiklik yanitindan kagmasina neden olmaktadir (68, 98).

2.1.3.3. Ekstraseliiler DNA

Polisakkaritlerin yani sira P. aeruginosa’nin olusturdugu biyofilmde bir diger
onemli bilesen ekstraseliiler DNA’dir (125). Ekstraseliiler DNA’nin baslica rolii,
hiicreleri bir arada tutmasi ve biyofilm matriksini stabilize etmesidir. Ancak biyofilmin
olgunlagsma siireci ilerledik¢e ekstraseliiller DNA’nin yerini baska birlestirici faktorler
alir. Yapilan bir ¢aligmada P. aeruginosa biyofilminde bulunan ekstraseliiler DNA’nin,
az sayidaki hiicrenin iki farkli yolla par¢alanmasi sonucu olustugu bildirilmistir (3). Bu
yollardan biri QS sistemine bagl olarak gelisip fazla miktarda DNA’nin serbest
kalmasmi saglarken; digeri QS’den bagimsiz bir sekilde sadece temel diizeylerde
ekstraseliiler DNA’y1 serbest birakir. QS sisteminin kontroliinde mikrokolonilerden
serbest birakilan bu ekstraseliler DNA’lar 6zellikle olgun biyofilmin olusumunda

mantar basliklarinin sekillenmesinde 6nemli rol oynarlar (7).

2.1.3.4. Rhamnolipit

Rhamnolipitler, amfipatik glikolipitler olup yiizey gerilimini azaltan
biyosiirfaktanlar gibi davranirlar. P. aeruginosa rhamnolipidinin tiretiminde rol oynayan
rhlAB operonlarinin ekspresyonu QS’in kontrolii altinda olup, biyofilmin olgunlagma-1
asamasinda tespit edilmeye baslanir (83, 85, 90, 110). Mikroskopik incelemeler,
ekzopolisakkarit matriksin i¢inde gomiilii bakterilerin arasinda, besin ve oksijen girigini
ve artik tiriinlerin ¢ikigini saglayan agik kanallarin varligini gésterir (67). Rhamnolipidin
baslica gorevi, bu kanallarin agik kalmasini saglamaktir (28). RhlA mutant suslarla
yapilan bir diger ¢alismada rhamnolipidin ayrica mikrokolonilerin olusumunda ve P.
aeruginosa biyofilminde mantar basliklarinin sekillenmesinde rol oynadig: bildirilmistir
(87). P. aeruginosa’nin yiizeye tutunarak gergeklestirdigi iki hareketten biri olan
“twitching” hareketi, daha once bahsedildigi gibi tip IV pili tarafindan
gerceklestirilirken, “swarming” (kayma) hareketi ise QS’e bagli olarak, fonksiyonel
kirpigin, bir biyosiirfaktan islevi goren rhamnolipidin ve kismen tip IV pilinin
araciligiyla gergeklesmektedir (35, 65, 73). Bunlarin disinda rhamnolipidin, bakterilerin
biyofilmden ayrilmasindan sorumlu oldugu, rhlAB mutant suslarin olusturdugu
biyofilmde ise kopmalarin gergeklesemedigi One siiriilmiistir (12). Yapilan bu

calismalar1 destekleyen bir diger ¢alismada ise, rhl QS sisteminin ve rhlAB’nin algR
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tarafindan baskilanmasinin biyofilmin normal bir sekilde olgunlagsmasi igin gerekli
unsurlar oldugu, algR geni ¢ikartilmis mutant susta ise rhamnolipit ve C4-HSL
tiretiminin  biyofilmde yiiksek oldugu ancak planktonik kiiltiirlerinde olmadigi,

dolayisiyla bu sistemin biyofilme 6zgii oldugu bildirilmistir (78).

2.1.3.5. Cevre Kosullarimin Biyofilmin Olusumunda Etkisi
Ortamin pH’1, biyofilmin i¢inde bulundugu sivinin akis hizi, demir ve karbon
kaynagi olarak ortamda glukozun varligi P. aeruginosa biyofilminin seklini ve

olusumunu etkilemektedir.

Biyofilmde QS’in gergeklesebilmesi icgin agil-homoserin laktonlarin stabil
kalmalar1 6nemli bir yer tutar. AHL’larin homoserin laktonlarinin bazik pH degerlerine
karsi duyarli olduklari; yarilanma siireleri pH 7’de saatlerle ifade edilirken, 8’in

tizerindeki pH degerlerinde dakikalar igersinde gergeklestigi gosterilmistir (111).

Kimyasal yapinin yani sira, i¢inde bulundugu ¢evrenin fiziksel kosullar1 da P.
aeruginosa biyofilminin olusumunu etkilemektedir. Bakterinin olusturdugu AHL’lar
biyofilmden disariya diffiize olarak, bulunduklar1 bolgeden sivinin akis hizina baglh
olarak uzaklagirlar, dolayisiyla da ortamin hidrodinamik yapisina bagli olarak esik
diizeye ulasamayan AHL’lar biyofilmin gelisimini etkilerler. Ote yandan sivinin akis
hiz1 da biyofilmin seklini etkileyebilmektedir. Hidrodinamik stresin P. aeruginosa’da
eksprese edilen genler iizerindeki etkisinin arastirildigi bir diger c¢alismada ise, yavas
sivi akiginda las genlerinin ekspresyonunda herhangi bir farkin goriilmedigi, ancak
QS’in kontrolii altinda olan Psl ve rhamnolipidi eksprese eden genlerdeki artisin
etkisiyle siispansiyon seklinde gevsek biyofilmlerin, hizin artmasiyla ise yiizeye yapisik
biyofilmlerin olustugu bildirilmistir (25). Bunun aksine, turbiilent akim altinda gelisen
biyofilmin olusumunda QS sisteminin beklendigi gibi énemli bir etkisi olmamaktadir

(61, 101).

P. aeruginosa biyofilminin olusumunda rol oynayan bir diger faktér, QS
sisteminin kontrolii altinda olan bakterinin sideroforu piyoverdindir. Bilindigi gibi
piyoverdin ortamdaki demirin bakterinin igine alinmasi i¢in anahtar rol oynar.
Piyoverdin olusturamayan mutant suslar yassi biyofilmler olustururken, bu siderofora

sahip olan P. aeruginosa susu hacimli, normal yapida biyofilmler olusturmaktadir (6).
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Karbon kaynagi, biyofilmin olgunlagsmasinda yer tutan bir diger dnemli ¢evre
faktoridiir. Yapilan caligmalar, QS sisteminin kontrolii altinda P. aeruginosa’nin
gergeklestirdigi biyofilmin iiredigi ortamdaki karbon kaynagina, o6zellikle glukozun
varligina bagli oldugunu gostermistir (32, 114). QS sisteminin kontroli altinda P.
aeruginosa’nin kati yiizey iizerinde gergeklestirdigi kayma hareketinin indiiklendigi
stiksinat ve glutamat varliginda P. aeruginosa yassi bir biyofilm olustururken, bu
hareketin kisitlandigr glukoz varliginda ise yer yer mikrokolonilerle boliinen bir
biyofilm olusturmaktadir (114). Benzer sekilde, glukoz varliginda iireyen P.
aeruginosa’nin, mantar seklindeki yapilarin su kanallariyla boliindiigii normal, hacimli,
biyofilmlerini olusturdugu, sitrat varliginda ise normal olmayan, yassi biyofilmlerini
olusturdugu yapilan diger calismalarla gosterilmistir (63, 64). P. aeruginosa’nin
biyofilmini olusturuken gecirdigi asamalar ve biyofilmin gelisiminde bu karbon

kaynaklarinin etkisi Sekil 2.1°de gosterilmistir.

2.1.4. Olgunlasma-2

Biyofilm gelisiminin dordiincii asamasi olan olgunlagsma-2’de biyofilm
maksimum kalinligima ulasir (yaklagik 100 um) ve bu siire¢ alt1 giinde gerceklesir.
Yapilan mikroskobik incelemelerde kiimelenmis bakterilerin hareketsiz oldugu, mantar
veya koni seklinde olusan bu kiimelerin ulasabildikleri en biiyiik boyuta ulastiklar: ve
biyofilm igerisindeki bakterilerin kiimeler halinde toplandiklar1 goriiliir. Bu agamanin
onemli oOzelligi, olgunlasma-2 fazindaki hiicreler planktonik hiicreler ile
karsilastirildiginda 800’den fazla proteinin ekspresyon seviyesinde alti kattan fazla
degisimin goriilmesidir, bu da neredeyse planktonik hiicrede eksprese edilen
proteinlerin % 50’sinden fazlasini olusturmaktadir. Muhtemelen bu durum ortamda
azalan oksijen miktarma bagl olarak, ortama uyabilmek icin bakterinin eksprese ettigi

ilave genlerden kaynaklanmaktadir (110).

2.1.5. Dagilma

Biyofilm gelisiminin besinci ve son asamasi olan dagilma ise biyofilm
olusumunun 9-12. giiniinde gergeklesir (110). Bu asamada biyofilmden bakteri kiimeleri
koparak ayrilir ve sivinin akisiyla gittigi diger bolgelerde, yapistigi bakir ylizeylerde
yeni olgun biyofilmlerin olusumuna neden olur. Bu biiyiilk kopmalar mantar seklinde
kiimelenmis mikrokolonilerin sivinin mekanik akis kuvvetiyle ayrilmast sonucunda

gerceklesebildigi gibi, genetik olarak programlanan bir yanitin araciligiyla da
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olusabilmektedir. Ozellikle algL geni tarafindan kodlanan aljinat liyaz enzimi bu
asamada devreye girerek aljinatin pargalanmasina ve bu sekilde biyofilmin pargalanarak
dagilmasina neden olabilmektedir (15). P. aeruginosa biyofilmlerinde dagilma ayrica
hareketsiz hiicrelerden olusan mantar seklindeki bakteri kiimesinin merkezinde olusan
boslukta hareketli hiicrelerin belirip, yiizerek ayrilmasiyla da gerceklesebilmektedir
(110). Mantarin merkezinde beliren bu bosluk, Psl ekzopolisakkaritinin, olgunlagsma
doneminde biyofilmin dis yiizeyinde birikerek, merkezin ekzopolimer matriksinin bir
araya gelmesinde katkida bulunan bu polisakkaritten yoksun kalmasindan ve rhlAB’nin
ekspresyonu sonucunda biyofilmin 10-12. giiniinde merkezde biriken rhamnolipitten
kaynaklanmaktadir (12, 69). Bu donemin ilging yani, bakterilerin eksprese etmis
olduklar1 proteinlerin profiline bakildiginda olgunlasma-2 donemindeki bakterilerden
ziyade planktonik bakterilerle benzerlik gostermesi ve biyofilmin olgunlasma sathalar
boyunca siiren yiikselen protein ekspresyonunun sadece bu donemde azalma
gostermesidir (110). Bu bulgular dagilma déneminde bakterinin biyofilmden planktonik

fenotipine gectigini gostermektedir.

Sekil 2-1: Pseudomonas aeruginosa biyofilminin olusumu. Planktonik hiicreler (1) dnce
geriye doniisiimlii daha sonra geriye doniisiimsiiz bir sekilde yiizeye baglanir (2) ve
mikrokoloniler olusur (3). Olgunlagsma-1 safhasinda hareketin indiiklendigi siiksinat ve
glutamat varh@inda yassi, hareketin kisitlandig1 glukoz varh@inda ise mantara benzeyen
normal, hacimli biyofilm yapisim olusturur (4). Olgunlasma-2 safhasinda maksimum
kalinhga ulasan biyofilm bundan sonra son asama olan dagilma safhasina girer (5) ve
bakir alanlarda yeni biyofilmlerin olusumunu baslatir (33).

2.2. Pseudomonas aeruginosa ve Dezenfeksiyonun Onemi

P. aeruginosa ilk kez Gessard tarafindan 1882 yilinda izole edilmis ve bir
patojen mikroorganizma olarak ilk kez Charrin tarafindan 1890°da fark edilmistir (117).
19. yiizyilin sonuna dogru ise insanin hemen hemen tiim anatomik bdlgelerinden

infeksiyon etkeni olarak izole edilmeye baslanmis, 1917°de Fraenkel P. aeruginosa
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infeksiyonunun klasik tanimini yapmustir (27). 1960’11 yillarda P. aeruginosa’nin neden
oldugu infeksiyonlarin 6zellikle hastane kaynakli oldugu fark edilmis ve zaman iginde
bir hastane infeksiyonu etkeni olarak gittikge artan siklikla izole edilmeye baslanmistir
(2). Ancak P. aeruginosa’nin hastane infeksiyonu etkeni olarak onem kazanmasinin
baslica nedeni immiin sistemi baskilanmis, kanser, kistik fibroz, travma ve yanik gibi
belirli hasta gruplarin1 segcmesi ve bu hastalarin tedavisinde giicliik yaratmasindan
dolay yiiksek oranda mortaliteye neden olmasidir. immiin sistemi normal olan kisilerde
ciddi P. aeruginosa infeksiyonlarina ¢ok ender rastlanilmaktadir. Konak kendisini
oncelikle epitelyum bariyeri daha sonra hiimoral ve hiicresel bagisiklik sistemleri ile
savunmaktadir (96). Ote yandan, konagin mekanik bariyeri trakeostami, kateterizasyon,
cerrahi girisim, yanik gibi travmalar sonucu hasara ugradiginda bakteri dokuya
yerlesme imkanin1 bulabilmektedir. Bakteri bundan sonra sahip oldugu viriilans
faktorleri ile yerlestigi bolgeye gore farkli tipte olusturdugu infeksiyonlarini
baslatmaktadir (11, 36, 43).

Hastanedeki infeksiyon kaynaklarini ise nemin bulundugu her tiirlii ortam
olusturmaktadir. P. aeruginosa bir¢ok organik maddeyi metabolize etme yeteneginden
kaynaklanan basit beslenme gereksiniminden ve biyofilm denilen, bulundugu sisteme
yapisik bir ekzopolisakkarit matriksin i¢inde mikrokoloniler halinde iireyebilme
yeteneginden dolayi, sulu sistemlerde aylarca canli kalabilmekte ve dezenfektanlara
direng gosterebilmektedir (24, 27, 106). Bu sekilde, kontamine su veya
dezenfektanlarin tatbik edilmis oldugu, genel kullanimda yararlanilan araglar ve tibbi
girisimler i¢in kullanilan geregler yoluyla bakteri, hastalarda kolonize olabilmektedir
(14).

Ozellikle kateterizasyon ve trakeostomi gibi tibbi girisimlere maruz kalan
hastalarda bu risk artmaktadir. Cogul antibiyotik direncinin biyofilm igerisinde iireyen
bakteri topluluklariyla iligkisi ilk olarak kateter ve eklem protezleri gibi implantlarin
yaygin kullanilmaya baslandigi 1980°li yillarda ortaya konulmustur (46, 80). Bazi
durumlarda implantasyonun akabinde bakteriyemi vakalari rapor edilmis, uygun
antibiyotik tedavisine ragmen, tedavi kesildikten kisa bir siire sonra infeksiyon
tekrarlamis ve ancak protezlerin ¢ikartilmasi sonucunda sorun ¢oziilebilmistir. Yapilan
incelemeler sonucunda implantlara yapisik biyofilm igerisinde lireyen bakterilerin

infeksiyona neden oldugu tespit edilmistir. P. aeruginosa’nin bu sekilde septisemi,
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idrar yolu infeksiyonlar1 ve osteomiyelite neden olan dnemli bir hastane infeksiyonu
etkeni olmasinin yan1 sira, yaniklarda ve kistik fibrozlu hastalarda mortalitesi yiiksek
infeksiyonlara da neden olmaktadir (68, 76, 99). Yapilan arastirmalar P. aeruginosa ile
kontamine dezenfektanlarin hastane infeksiyonuna neden olan Onemli kaynaklar
arasinda yer aldigim gostermektedir. Ozellikle izotiyazolonlar, katerner amonyum ve
fenolik bilesiklerle hazirlanmis dezenfektanlarda bakterinin biyofilmler halinde iireme

yetenegi hastane infeksiyonlarinda patlamalarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir

(44, 124).

Sadece hastane infeksiyonu etkeni olarak degil, modern yasam tarzlarinin
etkisiyle hastane digindaki saglikli kisilerde jakuzilerin, ylizme ve termal havuzlarin,
kullanimindan kaynaklanan P. aeruginosa infeksiyonlar1 ve buna bagli olarak
epidemiler ortaya cikabilmektedir (126). P. aeruginosa’ya baglh korneal {ilserasyon ve
keratit Ozellikle kontakt lenslerin yasamimiza girmesiyle goriilmeye baslanmistir (45,
76). P. aeruginosa’ya bagli orta kulak iltihabi ise kontamine yiizme havuzlarindan
kaynaklanmaktadir. P. aeruginosa’nin termal havuzlarda ve jakuzi gibi sicak su
kaynaklarinda yaygin bir sekilde, bazen 2400 kob/ml’ye ulasabilen konsantrasyonlarda,
bulunabilmesi kisilerde folikiilite yol acan epidemilere neden olabilmektedir (75, 126).
Bu tiir kaynaklardaki varligi, bakterinin 42°C’de kolaylikla tireme Ozelliginden ve
suyun havalandirilmasiyla bakterinin iiremesini kolaylastiran kosullarin artmasindan
kaynaklanmaktadir. Yapilan arastirmalar sicak su havuzlarinda P. aeruginosa’nin
bulunmasinin ve infeksiyonlara yol agmasinin baslica nedeninin yetersiz klorlama
isleminden kaynaklandigim ortaya koymaktadir. Bu havuzlarda biyofilm olusumu dahil
olmak tizere P. aeruginosa’nin liremesini kontrol altina almak icin sudaki serbest klor
konsantrasyonunun 2 ppm’in iizerinde ve pH degerlerinin pH 7.2-7.8 arasinda
tutulmasinin yeterli oldugu kabul edilse de, 3 ppm serbest klor varliginda dahi izole

edildigine dair bulgular bulunmaktadir (100, 126).

Sadece kontaminasyon kaynagi olarak degil, endiistrinin her alaninda suyun
girdigi her sistemde biyofilmlerin varligi paslanmayr hizlandirmakta, borulardaki
basinct arttirmakta veya 1sinin gerektigi sekilde iletilmesini 6nleyerek sistemin verimini
diisiirebilmektedir. P. aeruginosa igme suyu kaynaklarinda yiiksek oranda
bulunmamasina ragmen, igme suyunu besleyen borularda, 6zellikle sistemin baglanti

parcalarinda biyofilmlerin bulunmasi, suyun kontamine olmasina neden olabilmektedir
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(49, 75). Boru sistemlerinde bulunan biyofilmler bakterisidal ajanlara direng
gosterdiklerinden dolayr arindirilmasinda giigliikkler yasanmakta, biyofilmde gomiilii
bakterinin Oldiirtilmesi i¢in planktonik tipe oranla ¢ok daha yiiksek konsantrasyonda

dezenfektanin kullanilmasi gerekmektedir (8).

Kontaminasyonu kontrol etmenin baslica yollarindan biri etkili bir
dezenfeksiyon isleminin yapilmasiyla gergeklesir. Dezenfeksiyon, potansiyel patojenler
dahil olmak tizere mikroorganizmalarin cansiz nesnelerin yiizeyinden uzaklastirilmasi
islemidir.  Ingiliz  Standartlar1  Enstitiisii ~ tarafindan  dezenfeksiyon,  tiim
mikroorganizmalarin 6lmesini gerektirmeyen, ancak belirli bir amaca yonelik olarak
sagliga zararli olmamak ve bozulabilecek materyallerin kalitesini bozmamak kosuluyla
mikroorganizma sayisinin kabul edilebilir bir seviyeye indirilmesini saglayan islem
olarak tanimlanmistir (56). Dezenfektan ise hastaliga yol agabilen mikroorganizmalarin
vejetatif sekillerini 6ldiiren, ancak spor sekillerinin Oldiiriilmesini gerektirmeyen

kimyasal maddelerdir (20).

Kimyasal dezenfektanlar farkli seviyelerde etki olusturma yetenegine sahiptirler.
Yiiksek seviyeli dezenfeksiyon terimi ¢ok direngli bir kisim bakteri sporlar1 disinda tim
mikroorganizmalarin yok edilmesi islemini igerir. Orta seviyeli dezenfeksiyon
Mycobacterium tuberculosis dahil olmak iizere tiim bakterilerin vejetatif sekillerini
tahrip eden, ancak bazi viriis ve mantarlar1 i¢ine almayan, az veya herhangi bir
sporosidal aktivite gostermeyen tahrip islemidir. Diisiik seviyeli dezenfeksiyon ise
vejetatif bakterilerin, viriislerin ve mantarlarin biiyiik bir kismini tahrip edebilen, ancak
bakterilerin sporlu sekillerini ve daha yiiksek diren¢ gosteren mikroorganizmalari igine
almayan islemdir. Baz1 yiiksek seviyeli dezenfektan maddeler 1yi sporosidal aktivite
gosterirler ve sterilizasyonda oldugu gibi mikroorganizmalarin tiimiinii tamamiyle
oldiirme yetenegine sahip olduklarindan “kemosterilan” veya “sivi kimyasal sterilan”

seklinde adlandirilirlar (47, 56).

2.3. Ideal Bir Dezenfektanin Ozellikleri

Ideal bir dezenfektanin tiim kosullar altinda antimikrobik etkisini gsterebilme
yetenegine sahip olmasi istenir. Ne yazik ki, istenen tiim kosullar1 karsilayan tek bir
kimyasal ajan bulunmamaktadir. Bununla beraber, boyle bir ajanda olmasi gereken

baslica ozelliklerin bilinmesinde yarar vardir. Boyle bir bilgi belirli bir uygulama igin
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var olan en uygun iiriiniin se¢ilmesinde yardimc1 olur. ideal bir dezenfektanda aranan

ozellikler asagida belirtildigi gibi 6zetlenebilir (20):

2.3.1. Antimikrobiyal Aktivite

Dezenfektanin mikroorganizmalarin iremesini durdurmasi veya tercihen onlari
oldiirmesi istenen bir aktivitedir. Kimyasal ajan diisiilk konsantrasyonlarda dahi farkli
tirden mikroorganizmalar1 inhibe edecek veya oOldiirebilecek genis antimikrobiyal

aktivite spektrumuna sahip olmalidir.

2.3.2. Coziiniirliik
Dezenfektan madde etkili bir sekilde antimikrobiyal aktivitesini gosterebilmesi

icin su veya uygun bir ¢oziiciide (alkol gibi) ¢ziinebilir olmalidir.

2.3.3. Stabilite
Dezenfektan maddenin makul bir siire icerisinde saklanmasi antimikrobiyal

etkisinde ciddi bir azalmaya neden olmamalidir.

2.3.4. Toksik Olmamal

Dezenfektanin insanlar ve hayvanlar tizerinde toksik etkisi bulunmamalidir.

2.3.5. Homojenite
Hazirlanan iirtiniin aktif icerigi her uygulamada varligimi saglayabilecek bir
homojeniteye sahip olmalidir. Oyle ki, igerigin topaklar olusturmamasi veya saklama

kabinin tabanina ¢okmemesi gerekir.

2.3.6. Ortamdaki Maddelerden Minimum Diizeyde Inaktif Olmah

Baz1 dezenfektanlar muamele edilen maddede bulunan proteine veya baska
organik  maddelere  kolaylikla baglanma  Ozelligine  sahiptirler. Bu da
mikroorganizmalara kars: etkili olabilmek i¢in gerekli olan kimyasal madde miktarinin

azalmasina neden olur.

2.3.7. Normal Sicakliklarda Aktivite
Dezenfektanin normal ¢evre sicaklifinda aktivite gosterebilmesi ve kullanildig:
ortamda etkisini gosterebilmek icin sicakligin arttirilmasi gibi zorunluluklari tasimamasi

istenir.
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2.3.8. Niifuz Etme Yetenegi
Dezenfektanin yiizeye niifuz etme yetenegi olmadig taktirde antimikrobiyal
aktivitesi uygulandig1 yerle smirli kalir; kaldi ki, yiizey etkisi bazen herseyden once

istenen bir durumdur.

2.3.9. Materyal Emniyeti

Dezenfektan olarak kullanilan kimyasal maddenin uygulandig1 yiizeyde ne
metalin paslanmasima veya seklinin bozulmasina ne de kumasin lekelenmesine veya

hasarlanmasina neden olmamasi istenir.

2.3.10. Koku Giderme Yetenegi

Ideal olarak, bir dezenfektanin kokusuz veya hos kokulu olmasi gerekir. Ancak,

ayrica koku giderici bir yapisinin olmasi da istenen 6zellikler arasinda yer alir.

2.3.11. Deterjan Yetenegi
Dezenfektanin temizleme yetenegine sahip olmasi, uygulandigi yiizeydeki

mikroorganizmalarin mekanik olarak da uzaklastirilmasini saglar.

2.3.12. Bulunabilirlik Ve Diisiik Maliyet
Dezenfektan1 olusturan kimyasal maddelerin kolay bulunabilir ve distik

maliyetli olmasi gerekir.

2.4. Dezenfektamin Aktivitesini Etkileyen Faktorler

Uygulanacak belirli bir ama¢ i¢in en uygun dezenfektan secilirken dikkat
edilmesi gereken hususlarin basinda kullanilan dezenfektanin aktivitesini etkileyen
faktorlerin  bilinmesi gelmektedir. Ortamin sicakligi ve pH’1; dezenfektanin tipi,
aktivitesi, uygulanilan konsantrasyonu ve seyreltilmesinde kullanilan suyun kalitesi
(sertlik derecesi); mikroorganizmanin tipi, miktart ve lireme hizinin yani sira biyofilm
icerisinde olusu; ortamda dezenfektanin etkisine miidahale edebilecek c¢evre kaynakli
organik maddelerin varligi ve temas siiresi dezenfeksiyon isleminin basarisini

etkileyebilmektedir (56, 72, 107, 126).

2.4.1. Kimyasal Ajanin Ozellikleri

Bir dezenfektanin kullanilmasiyla mikroorganizmanin o&ldiiriilmesi veya
tiremesinin durdurulmasi islemi esasen bir kimyasal reaksiyon olup, bu reaksiyonun hizi

ve siiresi kimyasal maddenin konsantrasyonuna, formiilasyonuna, ortamin sicakligi ve
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pH’ma bagli olarak degismektedir. Bu nedenle dezenfektanlarin etkinligi belirlenirken
On goriilen uluslararast standartlarin dogrultusunda bakterisidal aktivitelerinin tayin
edilmesi gerekmektedir. Ote yandan belirli bir uygulama i¢in dezenfektan segilirken
olusturdugu toksik etki de goz oniinde bulundurulmalidir. Saglik ve giivenlik konusunda
artan kaygilar, toksik ve potansiyel toksik olan ajanlarin kullanimi sirasinda gerekli olan
Onlemleri belirleyen Sagliga Zararli Maddelerin Kontrolii (Control of Substances
Hazardous to Health=COSHH) kurumunun bu konuda yapmis olduklar1 diizenlemeleri
de etkilemistir. Dezenfektan kullanimi ag¢isindan bu diizenlemeler ozellikle fenol,
formaldehit ve glutaraldehitin kullanimin1 etkilemektedir. Dezenfeksiyon amaciyla
kullanilan kimyasal ajanin insan ve hayvanlar {izerinde toksik olmamasi istendigi gibi,
uygulandig1 materyale de zarar vermemesi gerekir. Ornegin metallerin paslanmasina,
lenslerin berrakligini veya biitiinligiinii kaybetmesine veya sentetik polimerlerin
yapisinda degisikliklere neden olmamalidir. Kumas, kauguk veya plastik gibi
materyallerin bazi dezenfektanlari adsorbe etme yetenegi bulunur; 6rnegin katerner
amonyum bilesikleri kumaslara, fenolik bilesikler ise kaucuga adsorbe olarak aktif

madde konsantrasyonunun azalmasina neden olurlar (56, 126).

2.4.2. Mikroorganizmaya Ait Ozellikler

Dezenfekte edilecek ortamdaki mikroorganizmanin tipi ve kontaminasyonun
derecesi dezenfeksiyon isleminin basarisin1 6nemli bir sekilde etkilemektedir. Canli
organizma yiikii fazla ise, dezenfektanin daha yiiksek konsantrasyonlarda ve uzun temas
sirelerinde kullanilmast  gerekebilmektedir. Kimyasal ajanin olusturdugu etki
mekanizmasina bagl olarak mikroorganizmalar farkli duyarliliklar gosterebilmektedir.
Ornegin baz1 bakterilerin olusturdugu sporlar vejetatif sekillerine gore dezenfektanlara

kars1 daha fazla direng gosterebilmektedirler (56).

Bunun disinda mikroorganizmanin iireme fazi da dezenfektanin aktivitesini
etkileyebilmektedir. Genellikle logaritmik gelisme fazinda bulunan hiicreler gerileme
fazindaki hiicrelere oranla dezenfektanlara ¢ok daha duyarlidir. Bunun baslica nedeni
gerileme fazinda sayilar1 yiiksek olan oOlii hiicrelerin canli olanlar1 korumasindan

kaynaklanmaktadir (107).

Ote yandan bakterilerin biyofilm igerisinde gomiilii bulunan sekilleri serbest
planktonik sekilleriyle kiyaslandiginda dezenfektanlara karsi direng gosterirler ve

inaktive edilmeleri icin bazen 1000 kati konsantrasyonda c¢ozeltilerin kullanilmasi
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gerekmektedir. Biyofilm icerisindeki bakteri bir takim mekanizmalarla dezenfektanlara
kars1 direng gosterir. Oncellikle bu bakterileri saran polimerik matriksin bir bariyer
olarak islev gérmesinin yani sira, derine gédmiilmiis bakterilerin ¢ok diisiik seviyede
metabolik aktivite gdstermeleri ve ¢ok diisiik hizda boliinmeleri dezenfektanin niifuz
etmesini engellemektedir. Ote yandan biyofilm igerisindeki bakteri quorum sensing’in
etkisiyle genetik degisiklige ugrar ve biyofilm igerisindeki mikrogevrenin fizyolojik
degerleri degisir. Urettikleri pargalayici enzimlerin etkisiyle dezenfektanlar1 inaktive
edebilirler. Son olarak, rezervuar gorevini iistlenerek, direncli bakterinin araliksiz bir
sekilde yayilmasin1 ve yeni kontaminasyon kaynaklarini olusturmasini saglar (107, 113,

126).

2.4.3. Cevresel Faktorler

Ortamda bulunan organik maddeler dezenfektanin antimikrobiyal aktvitesini
adsorpsiyon veya kimyasal inaktivasyon yoluyla, ya c¢ozeltideki aktif maddenin
konsantrasyonunu azaltarak ya da dezenfektanin niifuz etmesini engelleyen bir bariyer
gibi davranarak, belirgin bir sekilde azaltabilmektedir. Kan, viicut sivilari, cerahat, siit,
toprak, gida kalintilari, diski materyali veya kolloidal proteinler diisiik miktarlarda
bulunsalar dahi antimikrobiyal ajanin etkinligini farkli derecelerde, bazilarinda ise
onemli oranda azaltirlar. Bu azalan aktivite, 6zellikle klor gibi reaktif bilesiklerde daha
belirgin bir sekilde goriilmektedir. Bunun disinda sudaki iyonlarin varligi da
dezenfektanin aktivitesini etkileyebilmektedir (56, 107). Bu nedenle dezenfektanlarin
biyosidal aktiviteleri test edildiginde damitik suya iyonlarin ilave edilmesiyle hazirlanan

yapay sert suyun deneyde kullanilmasi standartlar tarafindan istenmektedir (38).

2.4.4. Dezenfektanin Se¢ciminde Etkili Olan Diger Faktorler

Tim bunlarin disinda, kullanilacak dezenfektanin se¢ilmesinde rol oynayan
faktorlerin basinda kimyasal maddenin Environmental Protection Agency (EPA)
tarafindan tescil edilmis olmas1 gelir. Uretici firmanin kimyasal ajan hakkinda net ve
dogru veriler saglamis olmasi, kaplarin iizerindeki etiketlerin ve kullanma talimatinin
kolay okunur ve anlagilir olmasi, {iriin kalintisina ait aktivitenin, {irtiniin emniyetli olusu
ve c¢evresel uygunlugu hakkinda bilgilerin bulunmasi gerekir. Bunun disinda
seyreltilmemis {irlinliin raf dmriiniin kabul edilebilir uzunlukta olmasi ve maliyetinin

diisiik olmas1 da se¢imini etkileyen diger faktorlerin arasinda yer alir (72).
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2.5. Sodyum hipoklorit (NaOCI)

Sodyum hipoklorit halojenler ailesinin bir iiyesi olup, klor grubunun altinda yer
alan antimikrobik etkili bir maddedir. Halojenler genellikle giiglii okside edici ajanlardir
ve bu ozellikleri nedeniyle mikroorganizmalar iizerinde yiiksek diizeyde aktif ve yikici
etkilidirler (20).

1843 yilinda Lefevre’nin ilk olarak klorlu suyu kullanima tanitmasinin ardindan,
Semmelweis Viyana Hastanesinde dogumda gorev alan herkesin ellerini klorlu suyla
yikamasi1 konusunda 1srarci davranarak bebek infeksiyonlarinin insidansinda énemli bir
azalma goriilmesini saglamistir (40). Ancak 1916’da cerrahi-klorlanmis soda
cozeltisinin (Dakin’s ¢oOzeltisi) gelisimine kadar olan siiregte, kullanimda olan
geleneksel klor salan dezenfektanlar sabit igerikli olmayip serbest alkali ve bazen
serbest klor icermekteydiler. Dakin’s ¢o6zeltisinin  (alkali ortamda % 0,5
konsantrasyondaki sodyum hipoklorit ¢ozeltisi) I. Diinya Savasi’nda agik yaralarin
dezenfeksiyonu i¢in biiylik ¢apta kullanilmasiyla sodyum hipoklorit de kullanima
girmistir (9, 77).

Klor bilesiklerinin arasinda en sik kullanilanlar hipokloritler ve N-kloro
bilesikleridir. Klorlu bilesikler sahip olduklar1 yiiksek antimikrobiyal aktiviteleri,
insanlar lizerine olan diisiik toksisiteleri, yaygin uygulanabilme alanlari ve diisiik
maliyetlerinden dolayr genellikle gida endiistrisinde sihhilestirici ajan  olarak
kullanilirlar. Ancak, bunun yani sira tahrig edici ve paslanmaya neden olmalar1 gibi

dezavantajlar1 da biinyelerinde barindirmaktadirlar (77).

2.5.1. Yapi-Aktivite Iliskisi

Oksidasyon yoluyla oldiiriicii etkisini gosteren sodyum hipoklorit (NaOCl)
hiicre membraninda hasarlar olusturup, hiicre igeriginin disariya akmasma neden
olabildigi gibi DNA’ya da hasar verebilmektedir (48). Ancak, sodyum hipokloritin
antimikrobiyal aktivitesi ortamda bulunan organik maddelerden, pH degerinden ve
1siktan etkilenmektedir. Oncellikle klor, olduk¢a yiiksek derecede reaktif bir madde
oldugundan organik maddelere kolaylikla baglanabilmekte, bu da ¢ozeltideki aktif klor
konsantrasyonunun azalmasina neden olmaktadir. Ancak organik maddenin ortamdan
uzaklastirilmas1  veya hipoklorit konsantrasyonunun arttirilmasiyla bu  sorun
giderilebilmektedir. Bir diger konu ise, asit pH HOCI’in hidrolize olmasim
kolaylastirdigindan, asit pH’da alkali pH’ya oranla daha yiiksek aktivite gostermeleridir.



24

Ozellikle pH 5°de sodyum hipokloritin antimikrobiyal aktivitesi en elverisli diizeye
ulagir, ancak bu da ¢ozeltinin stabilitesini yitirmesine yol acar. Sodyum hipoklorit
¢ozeltisine % 1,5-4 oraninda sodyum hidroksitin ilave edilmesi sonucunda ¢6zeltinin
stabilitesinin arttig1 gibi, buna bagl olarak sporosidal aktivitesinin de arttig
goriilmistiir. Sodyum hipokloritin sporosidal aktivitesi ayrica ¢ozeltiye diisiik miktarda

amonyum veya bromiiriin ilavesiyle de arttirilabilmektedir (56, 77).

2.5.2. Etki Spektrumu ve Kullamm Alanlari
Klor gazi, kamu su kaynaklarinin, sodyum hipoklorit ise genellikle yiizme

havuzlarimin dezenfeksiyonu igin kullanilmaktadir (77).

Evrensel bir dezenfektan olan klor daha ¢ok % 1-5 konsantrasyonlarinda NaOCl
¢ozeltisi olarak bulunur. Bu ¢dzelti “ev camasir suyu” olarak bilinir ve genellikle aktif
madde konsantrasyonu % 5,25 NaOCI icerecek sekilde satisa sunulur, ancak bu
konsantrasyondan daha diisiik NaOClI igeren ¢amasir sular1 da piyasada bulunmaktadir.
Serbest klor < 5 ppm konsantrasyonunda vejetatif bakterileri 6ldiirmektedir. Ancak
bakteri sporlarini 6ldiirmek igin gereken konsantrasyon vejetatif bakteriler igin gerekli
olandan 10-1000 kat daha fazladir. Mikobakterileri 6ldiirmek icin gerekli olan klor
miktar1 ise 1000 ppm ile 10.000 ppm arasindadir. Viriisler 200 ppm serbest klor ile 10
dakikada inaktive olmaktadirlar. Mantarlar 100 ppm konsantrasyonlarinda 1 saatte

oliirlerken, mantar sporlarini 6ldiirmek i¢in 500 ppm klor konsantrasyonu gereklidir.

NaOCl’in % 5,25’lik stok ¢ozeltisinin 1:10 diliisyonu olan ve yaklasik olarak
5000 ppm serbest klora esdeger olan ¢ozeltisi, Centers for Disease Control and
Prevention tarafindan kanla bulasik yiizeylerin temizlenmesi igin 6nerilmektedir. Klor
kan, serum ve diger protein iceren organik maddeler tarafindan inaktive edildiginden
dolay1, ¢amasir suyu kullanmadan Once ylizeyin temizlenmesi tavsiye edilmektedir.
Giincel Occupational Safety ve Health Administration’in talimatlarina gore
kontaminasyon kaynaginda mikobakteriler bulundugu zaman, tuberkulosidal etkili bir
dezenfektanin da gerekebilecegi bildirilmistir. Hasta ¢ikartilariyla kontamine ylizeyleri
temizlemek i¢in en iyi yontem ¢amasir suyu c¢ozeltisinin taze hazirlanmasidir. pH 8,0
musluk suyu ile hazirlanan NaOCI ¢ozeltisi 151k gecirmeyen bir kapta saklandiginda bir
ay siireyle stabil kalir. Bununla beraber, bir ay boyunca bu kaplar kisa siirede acilip
kapatildiginda dahi, ¢ozeltideki aktif klor konsantrasyonunda % 50 kadar azalma

goriilebilmektedir. Bu nedenle, % 5,25 konsantrasyonunda aktif klor i¢eren bu stok
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cozeltiden 30 giin sonra bir ¢ozelti hazirlandiginda sadece 1:5 diliisyonla 5000 ppm

konsantrasyona ulasilacagi goz oniinde bulundurulmalidir (72).

Hipokloritler en eski dezenfektanlardan olup kolayca erisilebilir olmalar1 ve
pahali olmamalar1 ile klor igeren dezenfektanlar arasinda en kullanislilar1 olarak
anilmalarina yol a¢mustir. Hipokloritler mantar ve viriisleri de iceren genis bir
mikroorganizma spektrumuna karsi hizli bir 6ldiirme yetenegine sahip olup yliksek
seviyelerdeki serbest klor, bakteriyel sporlarin ve aside direngli bakterilerin yok

edilmesine de olanak saglamaktadir (56).

2.6. Benzalkonyum kloriir (BAK)

2.6.1. Yapi-Aktivite Tligkisi

Yiizey aktif ajanlar (slirfaktanlar), molekiildeki hidrofilik gruplarinin
iyonlasmasina bagli olarak amfoterik, iyonik olmayan, katyonik ve anyonik olmak
izere 4 gruba ayrilirlar. Bu gruplarda bulunan maddeler deterjanla dezenfektan arasinda
farkli diizeylerde etki gosterebilirler. Ornegin, anyonik ve iyonik olmayan yiizey aktif
ajanlar giiclii deterjan 6zelligine sahip olmakla birlikte ya diisiik antimikrobiyal aktivite
gosterir veya hi¢c goOstermezler. Ancak bu maddeler dis membranin gecirgenligini
degistirerek belli bakteri tiirlerini bazi antimikrobiyal ajanlara kars1 daha duyarl hale
getirebilirler. Amfoterik veya amfolitik ajanlar anyonik, katyonik ya da zwitteriyonik
(pozitif ve negatif yiiklii iyonlar1 ayn1 molekiilde tasiyanlar) aktivite gdstermek iizere
iyonize olabilmekte ve hem anyonik yiizey aktif ajanlarin deterjan 6zelligini hem de
katyonik ajanlarin antimikrobiyal aktivitesini gosterebilmektedirler Katyonik yiizey
aktif ajanlar ise antimikrobiyal aktiviteleri ile kullanilmakta olup, katerner amonyum

bilesikleri olarak bilinen grup i¢inde yer alirlar (56).

Katerner amonyum bilesiklerinin antimikrobiyal Ozellikleri ilk olarak 1916
yilinda bilesigi gelistiren Jacobs tarafindan belirlenmis, ancak 1935°’te Domagk’in
calismasma kadar onem kazanmamustir. Ik arastirmacilar bu bilesiklerin Snemli
derecede sporosidal aktivitesi oldugunu iddia etmiglerse de, test metotlarinin

gelistirilmesiyle bu diisincenin hatali oldugu ispat edilmistir (77).

Katerner amonyum bilesikleri merkezde bulunan bir azot molekiiliine ¢esitli
organik kimyasal yapilarin eklenmesi ile elde edilen amonyum bilesikleri olup genel

kimyasal formiili sekil 2.2.a’da gosterilmistir. R gruplar1 birbiri ile benzer ya da farklhi
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yapilardaki alkil veya heterosiklik radikaller, X ise genellikle klor ya da brom gibi bir
anyondur (20, 72, 77). Katerner amonyum bilesiklerinin yiiksek antimikrobiyal
aktiviteye sahip olabilmesi i¢in R gruplarindan en az birinin Cg-Cyg arasinda bir zincir
uzunluguna sahip olmasi gerekmektedir (77). Ornegin benzalkonyum kloriir ¢6zeltisinin
R gruplarindan biri Cg-Cig arasinda zincir uzunluklarina sahip molekiillerin
karisgimlarindan olugmustur ve bu yapt molekiile yiiksek bir dezenfektan aktivitesi

kazandirmaktadir (Sekil 2.2.b).

+ CHs
1 3 / \ |
R R .
~. HoC——N*"—CpHzez Cl

" |
R2/ \R4 X_ (b) CHa

(@)

Sekil 2-2: Katerner amonyum bilesiklerinin genel yapisi (a) ve benzalkonyum Kloriiriin
kimyasal formiilii (b).

Katerner amonyum bilesikleri, giiclii ylizey aktif 6zellikleri ile deterjan etkisi
gostermelerinin yan1 sira mikroorganizmalarin proteinlerini denatiire etmek, enzimlerini
inaktive etmek ve hiicre membranin1 bozmak suretiyle kuvvetli dezenfektan aktivitesine
de sahiptirler. Ancak, katerner amonyum bilesiklerinin antimikrobiyal aktiviteleri
organik madde, anyonik deterjanlar (sabunlar), divalan katyonlar, gazli bez ve pamuk
gibi gozenekli materyallerin varliginda azalmaktadir (72). Katerner amonyum bilesikleri
notral veya hafif alkali pH’ta mikroorganizmalara kars1 en etkili iken pH degeri 3,5’tan
diisiik oldugunda neredeyse etkisiz olurlar. Bu durum anyonik ajanlarin katyonik
ajanlarin aktivitesini biiyiikk Olclide azaltmalarini da agiklamaktadir. Benzer sekilde
katerner amonyum bilesiklerinin iyonik olmayan ajanlarla da uyumsuz oldugu

gosterilmistir (56).

2.6.2. Etki Spektrumu ve Kullamim Alanlari

Katerner amonyum bilesikleri hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakteriler
icin ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile bakterisidal etkilidirler. Katerner amonyum
bilesikleri Gram pozitif bakterilere karsi 1:200.000 gibi diisiik konsantrasyonda dahi

oldukca iyi bir aktivite gosterirler. Gram negatif bakteriler icin ise oOzellikle P.
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aeruginosa varliginda 1:30.000 veya daha yiiksek konsantrasyona ihtiyag
duyulmaktadir (56). Katerner amonyum bilesiklerinin Gram negatif bakterilerle
kontaminasyonu da sik sik rapor edilmistir (77). Ozellikle Pseudomonas tiirlerinin
amonyum asetat igeren Katerner amonyum bilesiklerinde ¢ogalabildigi ve salginlara
neden olabildigi bildirilmistir (72, 77).

D’Arcy (1971) tarafindan yapilan bir ¢alismada, katerner amonyum
bilesiklerinin antifungal 6zelliklere sahip oldugu, ancak daha ¢ok fungustatik 6zellik
gosterdigi bildirilmistir. Katerner amonyum bilesikleri ayrica tripanosidal aktivite de
gostermekle birlikte mikobakterisidal aktiviteleri bulunmamaktadir. Virlisler ise
katerner amonyum bilesiklerine karsi bakteri veya mantarlardan daha direnglidir.
Grossgebauer (1970) tarafindan yapilan bir ¢calismada, katerner amonyum bilesiklerinin
yiiksek protein hasarina yol agtigi ve zarfli viriislere kars1 virtisidal aktiviteye sahipken,

zarfsiz virlislere kars1 sadece zayif bir etkiye sahip olduklar gosterilmistir (77).

Aktivitedeki bu dar spektrum, katerner amonyum bilesiklerinin kullanilisini da
siirlamaktadir. Bu bilesikler genellikle deri ve mukoz membranlara uygulandiginda iyi
tolere edildiklerinden ve toksik olmadiklarindan siklikla yara ve siyriklarin tedavisinde
ve belli preparatlarda prezervatif olarak kullanilmaktadir. Benzalkonyum kloriir ve
setrimit, sulu ve alkolik ¢ozelti olarak veya krem seklinde jinekoloji, iiroloji ve
cerrahide yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunlar genellikle klorheksidin gibi biguadin
bir dezenfektanla kombine edilerek de kullanilirlar (56). Ayrica germisidal
aktivitelerinin yani sira sahip olduklart deterjan etkisi, kokusuz ve berrak olmalart,
diisiik toksisite gostermeleri, suda yiiksek ¢oziiniirliik, ¢cozeltide yiiksek kararlilik ve
paslandirmazlik 6zellikleriyle hastanelerde, bakim evleri ve diger kamu alanlarinda
yerlerin, duvarlarin ve diger yiizeylerin; gida isletme tesislerinde ekipmanlarin ve
yiizeylerin; restoranlarda yiyecek ve icecek kaplarmin dezenfekte edilmesinde tercih
edilirler (77).

2.7. Dezenfektanlarin Etkinliklerinin Belirlenmesinde Kullanilan Yéntemler
Kimyasal maddelerin antimikrobik etkinliklerinin degerlendirilmesi konusunda
literatiire gegen ilk galisma 1775 yilinda Joseph Pringle’in gelistirdigi ve standart olarak
deniz tuzunun kullanildigr “tuz” testidir. Bundan 153 yil sonra Rideal ve Walker,
fenolik dezenfektanlart ve Salmonella typhi’yi kullanarak benzer bir deney

gelistirmisler ve dezenfektanlarin etkinliklerinin degerlendirilmesinde “fenol katsayisi”
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terimini ortaya koymuslardir. Bucholtz (1875) ise fenol, krezol, benzoik ve salisilik
asidin bakterilerin iiremesini inhibe eden etkilerini arastirarak, bugiin kullandigumiz
anlamda minimum inhibitor konsantrasyonun temelini atmislardir. Robert Koch ise civa
kloriiriin Bacillus anthracis sporlar1 iizerine inhibitor etkisini arastirirken, deneylerde
notralizan kullanmadigi i¢in bu maddenin etkisini oldugundan yiiksek degerlendirmistir.
Etkinlik testlerinde antimikrobik etkinin aktarimini 6nlemek amaciyla, dezenfektani
notralize eden uygun bir maddenin deneylere ilave edilmesi zorunlulugunu ilk ortaya
koyan Geppert (1889) ise, yapmis oldugu deneylerde civa kloriirii notralize eden ajan
olarak amonyum siilfiirii kullanarak civa kloriiriin antimikrobiyal aktivitesi hakkinda

daha gergekgi degerlere ulagsmistir (40).

Giiniimiizde  dezenfektanlarin  bakterisidal, fungusidal ve  sporosidal
aktivitelerinin degerlendirilmesinde yaygin bir sekilde kullanilan yontem ise “kantitatif
stispansiyon” testidir. Bu yOntemin esasi siispansiyon halindeki mikroorganizmanin,
dezenfektanin arastirilmasi istenen konsantrasyondaki ¢ozeltisiyle belirlenen siirede
temas ettirilmesinden sonra alinan oOrnekte inokulumdaki mikroorganizmanin o6liip
6lmediginin konrol edilmesidir. Temas siiresinin sonunda dezenfektanin notralize
edilmesinde uygulanan yontemler ise diliisyon, dezenfektan1 notralize eden maddelerin
ilave edilmesi veya membran filtrasyon olabilmektedir. Bu konuda Fransizlarin
ANFOR’u (Association Francaise de Normalisation) ve Almanlarin DGHM’si
(Deutsche Gesellschaft fiir Hygiene und Mikrobiologie) gibi Avrupadaki farkli iilkelerin
hazirlamis olduklar1 standart tiiziikler temelde ayni olup, kiigiik detaylarda farklilik
gosterirler. Son yillarda CEN’in (Comité Européen de Normalisation / European
Committee for Standardisation) kantitatif siispansiyon testini dikkate alarak kimyasal
dezenfektan ve antiseptiklerin bakterisidal, fungusidal veya sporosidal etkilerinin
degerlendirilmesinde kullanilmak {izere 6nermis oldugu EN Avrupa standartlar1 en ¢ok
kabul gorenlerdir (105). Ancak biyofilm igerisindeki bakteriye karsi dezenfektanlarin

etkinliklerinin degerlendirilmesine yonelik standart bir tiiziik heniiz bulunmamaktadr.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Bakteri Susu

Calismamizda Istanbul Universitesi Mikroorganizma Kiiltiir Koleksiyonlari
Arastirma ve Uygulama Merkezi’'nden (KUKENS) temin edilen Pseudomonas

aeruginosa ATCC 15442 standart susu kullanilmustir.

3.2. Dezenfektanlar

Calismada kullanilan dezenfektanlardan sodyum hipoklorit (% 13,77°lik ¢6zelti)
Unilever Sanayi ve Ticaret A.S., benzalkonyum kloriir (% 50’lik ¢ozelti) Kale Kimya
Kimyevi Maddeler Sanayi ve Ticaret A.S. tarafindan temin edilmistir. Dezenfektanlarin
stok ¢ozeltileri +4°C’de saklanmis, deney giinii istenilen konsantrasyonlarda ¢ozeltileri

hazirlanmstir.

Calisma siiresince her ay sodyum hipokloritin igerdigi aktif klor miktar standart
iyodometrik titrasyon yontemi ile diizenli bir sekilde tayin edilmis, olusan degisiklikler

uygulanan deneylere yansitilmistir.

3.3. Besiyerleri ve Cozeltiler

3.3.1. Triptik Soya Agar

Toz halindeki triptik soya agardan (Difco) 40 g tartilmis, damitik suda
¢oziindiiriiliip, 1000 mI’ye tamamlandiktan sonra tiiplere 5 ml veya 15 ml olacak sekilde
dagitilmis, ardindan otoklavda 120°C’de 15 dakika steril edilmistir. Sterilizasyonun
akabinde 5’er ml besiyeri igeren tiipler yatik durumda bekletilerek sogutulmus ve egik
triptik soya agar besiyerleri elde edilmistir. 15 ml triptik soya agar besiyeri bulunan

tiipler ise kullanilacagi zaman eritilerek Petri kutularina dokiilmiistiir.

3.3.2. Nétralizanh Triptik Soya Agar

Toz halindeki triptik soya agardan (Difco) 40 g tartildiktan sonra 1 g L- histidin,
3 g lesitin ve 30 g polisorbat 80 ilave edilmis, damitik suda ¢oziindiiriildiikten sonra
1000 ml’ye tamamlanmustir. Ph-metrede (WTW Inolab) pH degeri 7,2’ye ayarlandiktan
sonra otoklavda 120°C’de 15 dakika steril edilmis, ardindan Petri kutularina uygun

miktarlarda dagitilmistir.
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3.3.3. Triptik Soya Buyyonu
Toz halindeki triptik soya buyyonundan (Difco) 30 g tartilip, damitik suda
¢Oziindiiriiliip, 1000 ml’ye tamamlandiktan sonra tiiplere 3 ml ve 9 ml miktarlarda

dagitilmis ve otoklavda 120°C’de 15 dakika steril edilmistir.

3.3.4. Glukozlu Triptik Soya Buyyonu

Hazirlanis1 3.3.3. kisminda bildirilen 9 ml triptik soya buyyonu igeren tiiplere,
0,20 um gozenek c¢apindaki filtreden (Sartorius) gegirilerek steril edilmis glukozun

damitik sudaki % 10’luk stok ¢dzeltisinden 1’er ml ilave edilmesiyle hazirlanmistir.

3.3.5. Triptonlu Sodyum Kloriir Cozeltisi

Toz halindeki 1 g tripton ve 8,5 g NaCl tartilip damitik suda ¢6ziindiiriildiikten
sonra 1000 ml’ye tamamlanmis, pH degeri 7,2 ye ayarlanip, Erlen Meyer siselerine 200
ml olacak sekilde dagitildiktan sonra otoklavda 120°C’de 15 dakika steril edilmistir.

3.3.6. Fosfat Tamponlu Sodyum Kloriir Cozeltisi

52 g KH,PO, 10,8 g K,HPO, ve 8,5 g NaCl tartilmis, damitik suda
¢oziindiiriildiikten sonra 1000 ml’ye tamamlanmis, pH degeri 7,2’ye ayarlanip, Erlen
Meyer siselerine 200 ml olacak sekilde dagitildiktan sonra otoklavda 120°C’de 15

dakika steril edilmistir.

3.3.7. Sigir Albiimini Cozeltisi

Kristalize toz halindeki sigir albiimininden (Cohn V Fraksiyonu, Sigma) 3 g
tartilip, 100 ml damitik suda ¢o6ziindiiriildiikten sonra 0,20 um gozenek capindaki
filtreden (Sartorius) gegirilerek steril edilmistir. Hazirlanan ¢ozelti deneylerde

kullanilmak iizere + 4°C’de saklanmustir.

3.3.8. Sert Su

Oncelikle, 19,84 g anhidrit magnezyum kloriir ve 46,24 g anhidrit kalsiyum
kloriiriin damitik suda ¢oziindiiriiliip 1000 ml’ye tamamlanmasiyla A ¢ozeltisi, 35,02 ¢
sodyum bikarbonatin yine damitik suda ¢6ziindiiriiliip 1000 ml’ye tamamlanmasiyla ise
B ¢ozeltisi hazirlanmistir. A ¢ozeltisinden 6 ml ve B ¢ozeltisinden 8 ml alinip, damitik
su ile 1000 ml’ye tamamlanmasi sonucunda standart sert su elde edilmistir. Hazirlanan

¢ozeltinin pH degeri 7,0 = 0,2’ye ayarlandiktan sonra 0,20 pm gozenek c¢apindaki
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filtreden (Sartorius) gegirilerek steril edilmis ve deneylerde bir ay i¢inde kullanilmak

tizere +4°C’de saklanmustir.

3.3.9. Notralizan Cozeltiler

Asagida 1-10 numarali nétralizanlarda bildirilen maddeler 0,0025 M, pH 7,2
fosfat tamponunda, 12-16 numarali nétralizanlarda ¢ozeltideki nihai miktarlari bildirilen
maddeler 11 numarali nétralizan olarak belirtilen pH 7,6 Dey/Engley Neutralizing
Buyyonunda (D/E buyyon), 17 numarali notralizanda bildirilen maddeler ise peptonlu
pH 7,0 fosfat tamponunda ¢oziindiiriliip, 1000 ml’ye tamamlandiktan sonra 100 ml
olacak sekilde Erlen Meyer siselerine dagitilmig, ardindan 120°C’de 15 dakika steril

edilerek hazirlanmistir.
Notralizan No. 1: 5 g sodyum tiyosiilfat, 3 g lesitin, 1 g histidin, 30 g polisorbat 80.
Notralizan No. 2: 5 g sodyum tiyosiilfat, 3 g lesitin, 1 g histidin, 32 g polisorbat 80.

Notralizan No. 3: 5 g sodyum tiyosiilfat, 7 g lesitin, 1 g histidin, 30 g polisorbat 80,
30 g saponin.

Nétralizan No. 4: 5 g sodyum tiyosiilfat, 3 g lesitin, 1 g histidin, 150 g polisorbat 80.
Notralizan No. 5: 5 g sodyum tiyostilfat, 7 g lesitin, 1 g histidin, 150 g polisorbat 80.
Notralizan No. 6: 7 g sodyum tiyostilfat, 3 g lesitin, 1 g histidin, 32 g polisorbat 80.
Nétralizan No. 7: 25 g sodyum tiyosiilfat, 3 g lesitin, 1 g histidin, 30 g polisorbat 80.
Notralizan No. 8: 25 g sodyum tiyosiilfat, 3 g lesitin, 1 g histidin, 150 g polisorbat 80.
Notralizan No. 9: 50 g sodyum tiyosiilfat, 3 g lesitin, 1 g histidin, 30 g polisorbat 8§0.
Notralizan No. 10: 125 g sodyum tiyosiilfat, 3 g lesitin, 1 g histidin, 30 g polisorbat 80.

Nétralizan No. 11 (Dey/Engley (D/E) Neutralizing Buyyonu): Igeriginde yukarida
belirtilen nétralizan maddelerden iyot ve klor iceren bilesiklerin notralize edilmesi i¢in
6 g sodyum tiyosiilfat, katerner amonyum bilesikleri i¢in 7 g lesitin, non-iyonik yiizey
aktif maddeler i¢in 5 g polisorbat 80’in disinda, ayrica civa bilesikleri i¢in 1 g sodyum
tiyoglikolat ve aldehitler i¢in sodyum bisiilfit bulunan toz haldeki Dey/Engley
buyyondan (Difco) 39 g tartilmig, damitik suda ¢Oziindirilip, 1000 ml’ye
tamamlandiktan sonra pH degeri kontrol edilmis, Erlen Meyer siselerine dagitilip steril

edilmistir.
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Notralizan No. 12: 25 g sodyum tiyosiilfat, 7 g lesitin, 150 g polisorbat 80.

Notralizan No. 13: 125 g sodyum tiyosiilfat, 7 g lesitin, 5 g polisorbat 80.

Notralizan No. 14: 6 g sodyum tiyosiilfat, 7 g lesitin, 30 g polisorbat 80, 30 g saponin.
Notralizan No. 15: 20 g sodyum tiyostilfat, 7 g lesitin, 30 g polisorbat 80, 30 g saponin.
Notralizan No. 16: 6 g sodyum tiyosiilfat, 14 g lesitin, 30 g polisorbat 80, 30 g saponin.

Nétralizan No. 17: 5 g sodyum tiyosiilfat, 3 g lesitin, 30 g polisorbat 80, 1 g histidin.

3.4. Deneylerde Kullanilan inokulumlarin Hazirlanmasi

3.4.1. Triptik Soya Buyyonunda 10® kob/mI’lik inokulum

Calismada kullanilan P. aeruginosa ATCC 15442 susunun egik triptik soya agar
besiyerindeki kiiltiirlinden Petri kutusundaki triptik soya agar besiyerine azaltma
yontemi ile ekimi yapilmis, 37°C’lik etiivde bir gece bekletildikten sonra olusan
birbirine benzeyen 3-4 koloniden iginde 3 ml triptik soya buyyonu bulunan tiipe
siispansiyonu hazirlanmistir. Ekim yapilan tiipiin 50 rpm hizda, 360°’lik doniimlerle
rotatérde 37°C’de yaklasik 4 saat bekletilmesi sonucunda bakterinin spektrofotometrede
(Hitachi, U-1800) 600 nm’de 0,170 absorbans veren 10° kob/m!’lik siispansiyonu elde

edilmistir.

3.4.2. Triptik Soya Buyyonunda 10° kob/mI’lik inokulum
Hazirlanis1 3.4.1. kisminda bildirilen 10® kob/ml’lik bakteri siispansiyonunun
deneylerde kullanilmak {izere hazirlamis1 3.3.3. kisminda bildirilen triptik soya

buyyonunda 1/100 oraninda seyreltilmesiyle 10° kob/m!’lik inokulumu hazirlanmustir.

3.4.3. Triptonlu Sodyum Kloriir Cézeltisinde 10° kob/mI’lik inokulum

EN 1276 Avrupa standardinin 6ngoérdiigii kosullarin uygulandigi ve bakterisidal
aktivitenin arastirildigi deneylerde 1,5 x 10° ile 5 x 10% kob/ml arasinda bakteri igeren
inokulum, 3.3.5. kisminda bildirilen triptonlu sodyum kloriir ¢ozeltisinde 3.4.1.

kisminda bildirildigi sekilde hazirlanmistir.

3.4.4. Triptonlu Sodyum Kloriir Cézeltisinde 10° kob/mI’lik inokulum
Hazirlanis1 3.4.3. kisminda bildirilen 10° kob/ml’lik bakteri siispansiyonunun

deneylerde kullanilmak tizere hazirlanisi 3.3.5. kisminda bildirilen triptonlu sodyum



33

kloriir ¢dzeltisinde 1/100 oraminda seyreltilmesiyle 10° kob/ml’lik inokulumu

hazirlanmistir.

3.4.5. Sigir Albiimini i¢eren Triptonlu Sodyum Kloriir Cozeltisinde 10° kob/mI’lik
Inokulum

Organik madde varliginin dezenfektanin aktivitesine olan etkisinin arastirildigi
deneylerde kullanilmak iizere, hazirlanmis1 3.4.3. kisminda bildirilen 10® kob/ml’lik
bakteri stispansiyonu 3.3.5. kisminda bildirilen triptonlu sodyum kloriir ¢ozeltisinde
1/100 oraninda seyreltilirken, 3.3.7. kisminda bildirilen sigir alblimini ¢ozeltisi 1/10
oraninda ilave edilmistir. Bu sekilde 3 g/l konsantrasyonda sigir albiimini igeren 10°

kob/ml’lik inokulum elde edilmistir.

3.4.6. Triptonlu Sodyum Kloriir Cézeltisinde 10° kob/mI’lik inokulum

Validasyon testlerinde kullanilmak tizere, hazirlanis1 3.4.3. kisminda bildirilen
10® kob/mI’lik bakteri siispansiyonunun hazirlanis1 3.3.5. kisminda bildirilen triptonlu
sodyum kloriir ¢ozeltisinde 10 oraminda seyreltilmesiyle 6 x 10 ile 3 x 10° kob/ml

arasinda bakteri igeren inokulum hazirlanmistir.

3.4.7. inokulumdaki Bakteri Sayisinin Saptanmasi

Hazirlanan inokulumlardaki bakteri sayisini saptamak amaciyla, hazirlanis:
3.3.6. kisminda bildirilen fosfat tamponlu sodyum kloriir ¢ézeltisinde 10° kob/ml’lik
inokulumlar icin 107 ve 10, 10® kob/mI’lik inokulumlar i¢in ise 10 ve 107 oraninda
seyreltmeler hazirlanmis ve hazirlanan her seyreltmeden 2 x 100’er pl alinarak, ayri
Petri kutularmdaki triptik soya agar besiyerlerinin yiizeyine yayilarak tatbik edilmistir.
Yiizeyi kuruyan Petri kutular1 37°C’lik etiivde bir gece bekletildikten sonra, ertesi giin
olusan koloniler sayilmis, seyreltme faktorii dikkate alinarak inokulumun mililitresinde

bulunan bakteri sayist (kob/ml) saptanmuistir.

3.5. Deneylerde Kullanilan Bakteri Biyofilmlerinin Hazirlanmasi

3.5.1. Deneyde Kullanilan Bakteri Biyofilminin Secimi

Dezenfektanlara ait minimum bakterisidal konsantrasyonlarin ve bakterisidal
aktivitenin saptanmasinda uygulanan deneylere elverisli, istenen bakteri yogunluguna
sahip, diizglin ve tekrarlanabilir biyofilmlerin elde edilebilmesi ig¢in deneylerin

oncesinde mikroplaklarda en uygun statik biyofilmi olusturan kosullar belirlenmistir.
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Bu amacla asagida belirtilen parametreler uygulanmstir:

a. Inokulumun hazirlandig1 besiyeri: Hazirlanis sekli 3.4.1. kisminda bildirilen
bakteri silispansiyonu, hazirlanist 3.3.3. kisminda bildirilen triptik soya buyyonunda
veya hazirlanisi 3.3.4. kisminda bildirilen glukozlu triptik soya buyyonunda

hazirlanmistir.

b. Rotatérde gevrilme siiresi: Hazirlanis sekli 3.4.1. kisminda bildirilen bakteri

stispansiyonu rotatorde 4 saat veya 24 saat ¢evrilerek hazirlanmstir.

c. Inokulumun mikroplaga uygulanan hacmi: Hazirlanan inokulum hiicre kiiltiirii
caligmalarina uygun (Greiner) 96 kuyuluk mikroplaklara 100 ul veya 200 pl’lik
hacimlerde veya 24 kuyuluk mikroplaklara 500 pl’lik hacimlerde uygulanmaistir.

d. Inokulumun mikroplaklarda inkiibasyon siiresi: Mikroplaklara uygulanan
inokulumun 37°C’de 24 saat, 48 saat veya 4 saatlik On inkiibasyon siiresinin sonunda
iist sivinin alinip, yiizeye yapisan bakterilerin taze besiyeri ile 20 saat daha inkiibe
edilmesiyle farkli kalitede biyofilmler elde edilmistir.

Farkli uygulamalar sonucunda elde edilen biyofilmin kiitlesi, kristal viyole
deneyi ile belirlenmistir. Bu amacla kuyularin igerigi mikropipet yardimiyla alindiktan
sonra kuyulara alinan hacim kadar metanol ilave edilmis, 15 dakika bekletilme siiresinin
sonunda biyofilm tespit edilmistir. Biyofilmler % 0,1’lik kristal viyole cozeltisiyle 5
dakika boyandiktan sonra, ¢cesme suyuyla boya fazlasi akitilmis, biyofilm olusumu
kontrast faz mikroskobunda (Olympus CKX 41) gézlemlenmistir. Biyofilme difiize olan
boyanin serbest birakilmasi amaciyla mikroplaklara % 95°lik etanol ilave edildikten
sonra orbital calkalayicida 30 dakika tutulmustur. Biyofilm kiitlelerinin serbest birakmis
oldugu kristal viyolenin verdigi absorbans degerleri etanole karst mikroplak
okuyucusunda 595 nm’de (Bio-Rad 3550) dlgiilmiistiir. Her kosul i¢in en az 6 deneyin

ortalamasi alinmistir.

Elde edilen bulgular dogrultusunda deneylerde asagida bildirilen kosullarda

hazirlanan biyofilmler kullanilmistir.

3.5.2. Temiz Kosullarda Hazirlanan Biyofilm
Bakterinin, hazirlanisi  3.3.4. kisminda bildirilen glukozlu triptik soya
buyyonundaki 24 saatlik kiiltiirtinden 3.4.1. kisminda bildirildigi sekilde 10® kob/mI’lik

stispansiyonu hazirlanmistir. Hazirlanan bu bakteri siispansiyonundan 500’er pl alinarak
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24 kuyuluk mikroplaklara dagitilmis, 4 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra {ist sivi
alinarak fizyolojik tuzlu su (FTS) ile bir defa yikanmistir. Kuyulara hazirlanigt 3.3.3.
kisminda bildirilen triptik soya buyyonundan 500°er pl ilave edildikten sonra
inkiibasyona 20 saat daha devam edilmistir. Inkiibasyon siiresi sona erdikten sonra iist
stvi alinmisg, kuyularin FTS ile bir defa yikanmasiyla bakteri biyofilmleri deneylerde

kullanilmak tizere hazirlanmstir.

3.5.3. Kirli Kosullarda Hazirlanan Biyofilm

Organik madde varliginin dezenfektan aktivitesine olan etkisinin aragtirildigi
deneylerde hazirlanist 3.5.2. kisminda bildirildigi sekilde biyofilm olusturulurken
kullanilan besiyerlerine 1/10 oraninda, hazirlamisi 3.3.7. kisminda bildirilen sigir

albiimini ¢6zeltisi ilave edilmistir.

3.5.4. Biyofilmdeki Bakteri Sayisinin Saptanmasi

Hazirlanan biyofilmlerdeki bakteri sayisin1 saptamak amaciyla kuyudaki
biyofilmin tizerine 500 pl hazirlanisi 3.3.6. kisminda bildirilen fosfat tamponlu sodyum
kloriir ¢ozeltisi konulduktan sonra hiicre kaziyicistyla biyofilm yiizeyden ayrilmis ve 15
ml’lik polipropilen tiipe aktarilmistir. Tiipteki sivi miktar1 2 ml’ye tamamlandiktan
sonra, biyofilmi parcalamak amaciyla 5 dakika siiren sonikasyon (Bandelin Sonopuls
HD 2200, 2. devir) isleminin ardindan 1 dakika siireyle girdap karistiricida (Heidolph
Reax Top) ¢alkalanmigtir. Hazirlanan siispansiyon igerisindeki bakteri sayisi (kob/ml),

uygun seyreltmeler yapilarak 3.4.7. kisminda bildirildigi sekilde belirlenmistir.

3.6. Diger Malzemeler

Minimum bakterisidal konsantrasyonlarin arastirildigi deneylerde bakterinin
planktonik kiiltiirleri icin 96 kuyulu, U tabanl polistirenden yapilmis steril mikroplaklar
(Greiner); biyofilm kiiltiirleri icin ise hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda kullanilmak iizere
0zel fiziksel islemlerden ge¢cmis 24 kuyulu, diiz tabanli polistirenden yapilmis steril
mikroplaklar ile 12 mI’lik tipler (Greiner); biyofilmi yiizeyden ayirmak igin steril hiicre
kaziyicist (TPP) veya polyester ekiivyon (Fisherbrand) kullanilmistir. Besiyerlerinin,
dezenfektan ¢ozeltilerinin  ve bakteri siispansiyonlarmin  mikroplaklara tatbik
edilmesinde 8 kanalli otomatik pipetdr (Gilson, Pipetman) veya tek kanalli otomatik

pipetorler (Gilson, Pipetman) ile pipetorlere uygun, otoklavlanarak steril edilen
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polipropilen uglar ve inkiibasyon siiresi boyunca mikroplaklarin dstiinii 6rtmek igin

yapiskan bantlar (Nunc) kullanilmstir.

3.7. Validasyon Testleri

Calisma siiresinde kullanilan bakterinin deneylerde segilen kosullardan,
noétralizandan ve test prosediiriinden olumsuz yonde etkilenmedigini dogrulamak ve
calismada kullanilan dezenfektanlar1 etkin bir sekilde nétralize edebilen nétralizanin
secimini saglamak amaciyla CEN’in (Comité Européen de Normalisation / European
Committee for Standardisation) dezenfektanlarin bakterisidal aktivitelerinin tayin
edilmesinde Onerdigi EN 1276 standardinda bildirilen validasyon testleri uygulanmis,

sonuglar bu standardin 6nerdigi kriterler dogrultusunda degerlendirilmistir (38).

3.7.1. Deney Kosullarinin Validasyonu

Deney, organik ve inorganik madde igceren kirli ylizey kosullarini saglamak
amactyla kullanilan sigir albiimini (3 g/l) ve sert suyun 5, 10 ve 30 dakikalik temas
stiresince deneyde kulanilan standart P. aeruginosa ATCC 15442 susunun iiremesini

olumsuz yonde etkilemedigini dogrulamak amaciyla uygulanmstir.

Bu amagla, hazirlanisi 3.3.7. kisminda bildirilen sigir alblimini ¢ézeltisinden 1
ml alinip, hazirlanig1 3.3.8. kisminda bildirilen 8 ml sert su iceren tiipe ilave edilmis,
iizerine hazirlanist 3.4.6. kisminda bildirilen 10° kob/mI’lik bakteri siispansiyonu ilave
edildikten sonra 5, 15 ve 30 dakika bekletilmistir. Bekleme siirelerinin sonunda
karisimlardan 1’er ml iki 6rnek alinarak, hazirlanig1 3.3.2. kisminda bildirilen iki ayri
kat1 besiyerinin yiizeyine yayilmistir. 37°C’de bir gece bekletildikten sonra olusan
koloniler sayilmis, seyreltme faktorii dikkate alinarak hesaplanan karigimdaki kob/ml
sayisinin 3.7.5. kisminda bildirilen deney kosullarinin validasyonu (Ky) i¢in istenen

kritere uygun olup olmadig1 saptanmustir.

3.7.2. Notralizan Etkinlik Testi
Deney, hazirlanist 3.3.9. kisminda bildirilen 17 farkli nétralizan arasindan
dezenfektanlarin calismada kullanilan en yiliksek konsantrasyondaki ¢ozeltisini etkili bir

sekilde notralize edebilen nétralizani saptamak amaciyla uygulanmstir.

Bu amagla, dezenfektanin damitik suda hazirlanan, % 10 oraninda aktif madde
iceren ¢Ozeltisinden 1 ml alinip 8 ml nétralizanin bulundugu tiipe ilave edilmis, 5

dakika bekletildikten sonra hazirlanist 3.4.6. kisminda bildirilen 10° kob/ml’lik bakteri
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stispansiyonundan 1 ml ilave edilip 5 dakika bekletilmistir. Bekleme siiresinin sonunda
karisimdan 1’er ml iki 6rnek alinarak, hazirlanist 3.3.2. kisminda bildirilen iki ayr1 kati
besiyerinin yiizeyine yayilmistir. 37°C’de bir gece bekletildikten sonra olusan koloniler
sayilmis, seyreltme faktorii dikkate alinarak hesaplanan karisimdaki kob/ml sayisinin
3.7.5. kisminda bildirilen nétralizanin etkinlik validasyonu (Ng) icin istenen kriterlere

uygun olup olmadig1 saptanmustir.

3.7.3. Notralizan Toksisite Testi
Deney, hazirlanist 3.3.9. kisminda bildirilen 17 farkli nétralizan arasindan
calismada kullanilan bakteri iizerinde toksik etkisi olmayan notralizani saptamak

amactyla uygulanmistir.

Bu amagla, i¢inde 1 ml damitik suyun bulundugu tiipe 8 ml nétralizan ilave
edilmis, ardindan deney tiipiine hazirlanist 3.4.6. kisminda bildirilen 10® kob/ml’lik
bakteri siispansiyonundan 1 ml ilave edilip, 5 dakika bekletilmistir. Bekleme siiresinin
sonunda karisimdan 1’er ml iki ornek alinarak, hazirlanisi 3.3.2. kisminda bildirilen iki
ayr1 kat1 besiyerinin yiizeyine yayilmistir. 37°C’de bir gece bekletildikten sonra olusan
koloniler sayilmis, seyreltme faktorii dikkate alinarak hesaplanan karigimdaki kob/ml
sayisinin 3.7.5. kisminda bildirilen nétralizanin toksisite validasyonu (Nr) igin istenen

kritere uygun olup olmadig1 saptanmustir.

3.7.4. Test Yonteminin Validasyonu
Deney, 17 noétralizan arasindan segilen c¢ozeltiyle birlikte dezenfektanlarin
calismada kullanilan bakteri tizerindeki bakterisidal aktivitelerinin tayini ig¢in kullanilan

yontemin uygunlugunu dogrulamak amaciyla uygulanmistir.

Bu amacla, hazirlanis1 3.3.7. kisminda bildirilen sigir alblimini ¢ozeltisinden 1
ml alinip, hazirlanis1 3.3.5. kisminda bildirilen 1 ml triptonlu sodyum kloriir ¢ozeltisi
iceren tiipe ilave edilmis, ilizerine dezenfektanin hazirlanis1 3.3.8. kisminda bildirilen
sert suda hazirlanan ve deneylerde kullanilan en yiiksek konsantrasyondaki
¢ozeltisinden 8 ml ilave edilerek 5, 15 ve 30 dakika bekletilmistir. Bekleme stirelerinin
sonunda karistmlardan 1’er ml alinarak sodyum hipoklorit i¢in hazirlanigi 3.3.9.
kisminda bildirilen 13 numarali nétralizan, benzalkonyum kloriir i¢in ise 14 numarali
notralizandan 8’er ml ¢ozeltinin bulundugu tiiplere ilave edilmistir. 5 dakikalik bekleme

siiresinin  sonunda hazirlams1 3.4.6. kisminda bildirilen 10° kob/ml’lik bakteri
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siispansiyonundan 1’er ml ilave edilmis, 30 dakika bekletildikten sonra karigimlardan
I’er ml ¢ift 6rnek alinarak, hazirlanist 3.3.2. kisminda bildirilen iki ayr kati
besiyerlerinin yiizeyine yayilmistir. 37°C’de bir gece bekletildikten sonra olusan
koloniler sayilmis, seyreltme faktorii dikkate alinarak hesaplanan karisimdaki kob/ml
sayisinin 3.7.5. kisminda bildirilen yontemin validasyonu (Yy) i¢in istenen kritere uygun

olup olmadig1 saptanmastir.

3.7.5. Validasyon Test Sonu¢larinin Degerlendirilmesi

Validasyon deneylerinde, kulanilan bakteri i¢in asagida bildirilen Kriterlerin

uygunlugu saptanmistir:

C = Bakteri stispansiyonundaki kob/ml sayis1 (kisim 3.4.6.):
6 x 10° — 3 x 10° arasinda olmaly;

Kv = Deneysel kosullarin validasyonunda elde edilen kob/ml sayisi (kisim 3.7.1.):
C degerinin 0,05 katina esit veya biiyiik olmali;

N = Notralizan etkinlik validasyonunda elde edilen kob/ml sayisi (kisim 3.7.2.):
Nt degerinin 0,5 katina esit veya biiyilik olmal;

Nt = Notralizan toksisite validasyonunda elde edilen kob/ml sayis1 (kisim 3.7.3.):
C degerinin 0,05 katina esit veya biiyiik olmali;

Yy = Test yonteminin validasyonunda elde edilen kob/ml sayisi (kisim 3.7.4.):
Nt degerinin 0,5 katina esit veya biiylik olmalidir.

Notralizanin USP 29 standardina gore etkili kabul edilmesi i¢in Ng’nin Nt’ye
boliinmesiyle elde edilen sayinin 0,70°den az olmamasi, toksik kabul edilmemesi igin
ise Nt’nin C’ye boliinmesiyle elde edilen saymin 0,70’den az olmamasi gerekmektedir
(123). Deneylerde her iki standarda gore etkili olup, toksik olmayan ndtralizanlar

kullanilmistir.
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3.8. Dezenfektanlarin  Minimum  Bakterisidal Konsantrasyonunun (MBK)
Saptanmasi

3.8.1. Siispansiyon Halindeki Bakteriye Karsi MBK Degerinin Saptanmasi

Calismada Clinical Laboratory Standards Institution (CLSI) tarafindan bildirilen
mikrodiliisyon yontemi esas alinarak P. aeruginosa ATCC 15442 susuna kars1 sodyum
hipoklorit ve benzalkonyum kloriiriin MBK degerleri, yontemde uygulanan bazi
modifikasyonlarla arastirilmigtir (19).

Bu amacla hazirlanisi 3.3.3. kisminda bildirilen triptik soya buyyonu ig¢inde
dezenfektan maddelerden sodyum hipoklorit icin mikroplaktaki son konsantrasyonlar
5000 pg/ml ile 30 ug/ml ve benzalkonyum kloriir igin ise 512 pg/ml ile 0,5 ug/ml
arasinda olacak sekilde iki kat1 konsantrasyondaki ¢ozeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan
bu c¢ozeltiler azalan konsantrasyonlarda 96 kuyulu mikroplagin 1-11 numaral
kuyularia 50’ser pl olacak sekilde tatbik edilmis, ardindan tiim kuyulara hazirlanisi
3.4.2. kisminda bildirilen bakteri siispansiyonundan 50’ser ul ilave edilmistir. Boylece
kuyularda dezenfektanlarin istenilen son konsantrasyonlarina ulasilmistir. Deneyde
kullanilan besiyerini igeren mikroplagin A sirasindaki 12 numarali kuyu sterilite,
mikroplagin B sirasindaki 12 numarali kuyu ise ¢alisilan susun iiremesini kontrol etmek
amaciyla kullanilmistir. Deneyin uygulandigi mikroplaklar 5, 10, 15, 30, 60 dakika ve
24 saat oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra, kuyulara yapilan nétralizan ilavesiyle
reaksiyon durdurulmustur. Sodyum hipoklorit igeren kuyulara hazirlamis1 3.3.9.
kisminda bildirilen 13 numarali nétralizanin 5 kat1 konsantrasyondaki ¢ozeltisinden 80
ul; benzalkonyum kloriir igeren kuyulara ise 14 numarali nétralizandan 100’er pl ilave
edilip, karistirildiktan sonra, her kuyudan ikiser 6rnek olmak iizere kuyu igeriginin %
10’u aliarak hazirlanis1 3.3.2. kisminda bildirilen nétralizan ilaveli triptik soya agarin
yiizeyine tatbik edilmistir. 37°C’de bir gece inkiibe edildikten sonra olusan koloniler
sayilarak, inokulumun % 0,1’ini temsil eden rejeksiyon degerine esit veya altinda olan
say1 tayin edilmistir. Bu sekilde rejeksiyon degeri esas alinarak inokulumun % 99,9’unu
Oldiiren en diisiik dezenfektan konsantrasyonu MBK degeri olarak kabul edilmistir. Her
temas siiresi i¢in deneyler {i¢ kez tekrar edilmistir.

Besiyeri olarak hazirlanist 3.3.3. kisminda bildirilen triptik soya buyyonunun
kullanildigi bu deneylerde elde edilen MBK degerleri, muhtemelen besiyerinin sahip
oldugu yiiksek orandaki organik bilesiklerden dolayi, beklenenden yiiksek
konsantrasyonlarda saptandigindan, EN 1276 Avrupa standardinin ongérdigi sartlar
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dikkate alinarak, dezenfektanlarin seyreltilmesinde hazirlanis1 3.3.8. kisminda bildirilen
sert su, inokulum olarak ise hazirlanis1 3.4.4. kisminda bildirilen triptonlu sodyum
kloriir ¢ozeltisinde hazirlanan inokulum kullanilarak deneyler aynmi kosullar altinda
tekrar edilmistir. Bu kosullarda uygulanan deneylerde minimum seviyede organik
madde bulundugundan, EN 1276 Avrupa standardinin onerdigi sekilde kirli yiizey
kosullarinin dezenfektanin aktivitesine olan etkisini arastirmak amaciyla, bu deneyler
organik madde olarak hazirlanis1 3.4.5. kisminda bildirilen sigir albiimini (3 g/l) igeren
inokulumun kullanilmasiyla ayni deney giiniinde paralel uygulanmistir. Her temas
sliresi ve deney kosulu icin ii¢ kez tekrar edilen deneylerde MBK degerleri yukarida
bildirildigi sekilde belirlenmistir.

3.8.2. Biyofilmdeki Bakteriye Karsit MBK Degerinin Saptanmasi

Bu amagla hazirlanisi 3.3.8. kisminda bildirilen sert su i¢inde dezenfektanlarin
deneyde kullanilan konsantrasyonlarmin iki kati konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Hazirlanan bu ¢ozeltiler hazirlanis1 3.3.5. kisminda bildirilen triptonlu
sodyum Kkloriir ¢ozeltisi i¢inde 1:1 oraninda sulandirilarak dezenfektanlarin deneyde
kullanilacak son konsantrasyonlarina ulasilmistir. Sodyum hipoklorit i¢in mikroplaktaki
son konsantrasyonlar 12.000 ug/ml ile 250 pg/ml, benzalkonyum kloriir i¢in ise 20.000
ug/ml ile 2000 pg/ml arasinda olacak sekilde hazirlanmistir. Hazirlanan bu ¢ozeltiler
hazirlanis1 3.5.2. kisminda bildirilen bakteri biyofilmlerinin bulundugu 24 kuyuluk
mikroplagin kuyularina azalan konsantrasyonlarda 550°ser pl olacak sekilde tatbik
edilmistir. Deneyde kullanilan besiyerini iceren mikroplagin D sirasindaki 6 numarali
kuyu sterilite, dezenfektanin tatbik edilmedigi 3, 4 ve 5 numarali kuyular ise
biyofilmdeki bakteri sayisinin saptanmasi amactyla kullanilmistir. Deneyin uygulandig:
mikroplaklar 5, 10, 15, 30, 60 dakika ve 24 saat oda sicakliginda bekletildikten sonra
tist stvi mikropipet yardimiyla alinmis, kuyulara yapilan nétralizan ilavesiyle reaksiyon
durdurulmustur. Sodyum hipoklorit i¢in hazirlanisi 3.3.9. kisminda bildirilen 13
numarali nétralizan, benzalkonyum kloriir i¢in ise 14 numarali nétralizandan 600 pl
olacak sekilde kuyulara tatbik edilmistir. Biyofilmi par¢alamak amaciyla hiicre
kaziyicisinin - yardimiyla biyofilm yiizeyden ayrilmis, ardindan 3 dakika siiren
sonikasyon islemine tabi tutulmustur. Her kuyudan ikiser 6rnek olmak tizere kuyu
igeriginin % 10’u alinarak hazirlanig1 3.3.2. kisminda bildirilen nétralizan ilaveli triptik

soya agarin yiizeyine tatbik edilmistir. 37°C’de bir gece inkiibe edildikten sonra olusan
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koloniler sayilarak, biyofilmdeki bakteri sayisinin % 0,1°ini temsil eden rejeksiyon
degerine esit veya altinda olan say1 tayin edilmistir. Bu sekilde rejeksiyon degeri esas
alimarak biyofilmdeki bakterinin % 99,9’unu o6ldiiren en diisiik dezenfektan

konsantrasyonu MBK degeri olarak kabul edilmistir.

Kirli ylizey kosullarmin dezenfektanin aktivitesine olan etkisini arastirmak
amactyla, bu deneyler organik madde olarak sigir albiimini (3 g/l) iceren dezenfektan
¢ozeltilerinin  ve hazirlamis1  3.5.3. kisminda bildirilen bakteri biyofilminin
kullanilmasiyla ayni deney giiniinde paralel uygulanmistir. Her temas siiresi ve deney

kosulu i¢in deneyler ti¢ kez tekrar edilmistir.

3.9. Dezenfektanlarin Bakterisidal Aktivitelerinin Tayini

3.9.1. Siispansiyon Halindeki Bakteriye Karsi1 Bakterisidal Aktivitenin Saptanmasi

Calismada CEN’in EN 1276 numarali standart yontemi kullanilarak P.
aeruginosa ATCC 15442 susuna karst sodyum hipoklorit ve benzalkonyum kloriiriin
farkli  kullanim  konsantrasyonlarindaki  ¢6zeltilerinin ~ bakterisidal — aktiviteleri

arastirilmistir (38).

Bu yontem, istenen kosullar altinda standart susa ait canli bakteri sayisini en az
10° azaltma yeteneginde olan ve 3.7. kisminda bildirilen validasyon kriterlerini
karsilayan dezenfektan konsantrasyonunun bakterisidal aktiviteye sahip oldugunu kabul

etmektedir.

Bu amagla hazirlanisi 3.3.8. kisminda bildirilen sert su icinde sodyum hipoklorit
ve benzalkonyum  kloriiriin  farkli  dezenfeksiyon islemlerinde kullanilan
konsantrasyonlar1 dikkate alinarak, aktif maddenin son konsantrasyonlar1 % 1, % 0,1 ve

% 0,01 olacak sekilde ¢ozeltileri hazirlanmustir.

Deney i¢in hazirlanis1 3.3.7. kisminda bildirilen sigir alblimini ¢ozeltisinden 1
ml alinip deney tiipiine konulduktan sonra iizerine hazirlanis1 3.4.3. kisminda bildirilen
10® kob/mI’lik inokulumdan 1 ml ilave edilmis ve 2 dakika bekletilmistir. Ardindan
tipe 8 ml denenecek dezenfektan c¢ozeltisi ilave edilmis, 5, 15 ve 30 dakika
bekletilmistir. Temas siiresinin sonunda tiip i¢eriginden 1 ml alinip, i¢inde 1 ml distile
su ve 8 ml noétralizan (sodyum hipoklorit i¢in hazirlanis1 3.3.9. kisminda bildirilen 13
numarali nétralizan, benzalkonyum kloriir i¢in ise 14 numarali nétralizan) bulunan tiipe

ilave edilmistir. Bu sekilde 5 dakika bekletildikten sonra karisimdan 1’er ml iki 6rnek
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alarak, hazirlanis1 3.3.2. kisminda bildirilen iki ayri1 nétralizanli triptik soya agar
besiyerinin yiizeyine yayilmistir. 37°C’de bir gece inkiibe edildikten sonra 15 — 300
arasinda koloni bulunan Petri kutular1 degerlendirmeye alinmis, asagida belirtilen
formiile gore dezenfektanin uygulanan konsantrasyonda azalttigi canli bakteri sayisi
hesaplanmistir (3-1):
N x 10
R = Canli bakteri sayisindaki azalma = ——— (3-1)
Na
N : inokulumdaki kob/ml degeri (kisim 3.4.3.)

N,: Bakterisidal aktivitenin tayini sonunda elde edilen kob/ml degeri

Her deney siiresi ve dezenfektan diliisyonu i¢in deneyler ii¢ kez tekrar edilmistir.

3.9.2. Biyofilmdeki Bakteriye Kars1 Bakterisidal Aktivitenin Saptanmasi
Calismada EN 1276 numarali standart yontem esas alinarak P. aeruginosa
ATCC 15442 susuna karsi sodyum hipoklorit ve benzalkonyum kloriiriin bakteri
biyofilmi iizerine olusturduklar1 bakterisidal aktivite arastirilmistir. 3.9.1. kisminda
belirtildigi gibi dezenfektana ait diliisyonun bakterisidal etkili kabul edilebilmesi i¢in
biyofilmdeki standart susa ait canli bakteri sayisini en az 10° azaltma yetenegine sahip

olmalidir.

Bu amagla hazirlanisi 3.3.8. kisminda bildirilen sert su icinde sodyum hipoklorit
ve benzalkonyum kloriiriin  farkli  dezenfeksiyon islemlerinde kullanilan
konsantrasyonlar1 dikkate alinarak aktif maddenin son konsantrasyonlar1 % 1, % 0,1 ve

% 0,01 olacak sekilde ¢ozeltileri hazirlanmistir.

Deneye baslamadan once 12 ml’lik deney tiiplerinde (hiicre kiltiiri
caligmalarma uygun, Greiner) 1,5 x 10° ile 5 x 10® kob/ml arasinda bakteri sayisl igeren
biyofilmler hazirlanmistir. Bunun i¢in hazirlanis1 3.5.3. kisminda bildirilen 3 g/l sigir
alblimini ve % 1 oraninda glukoz igeren triptik soya buyyonunda hazirlanan 108
kob/ml’lik bakteri siispansiyonundan 1’er ml’nin alindig: tiipler 10° egimle, 37°C’de 4
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresini sonunda {ist sivi dokiiliip, biyofilm
zedelenmeden bir kez FTS ile yikandiktan sonra, hazirlanig1 3.3.3. kisminda bildirilen

triptik soya buyyonundan 2’ser ml ilave edilerek inkiibasyona 20 saat daha devam
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edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda iist sivinm dokilip, 2 ml FTS ile

yikanmasiyla bakteri biyofilmleri deneylerde kullanilmak iizere hazirlanmistir.

Deney i¢in, hazirlanan biyofilmin {izerine hazirlanig1 3.3.7. kisminda bildirilen
sigir alblimini ¢ozeltisinden 1 ml konulduktan sonra, hazirlamis1 3.3.5. kisminda
bildirilen triptonlu sodyum kloriir ¢ozeltisinden 1 ml ilave edilmis ve 2 dakika
beklenmistir. Ardindan tiipe 8 ml denenecek dezenfektan ¢ozeltisi ilave edilmis, 5, 15
ve 30 dakika temasta birakilmistir. Temas siiresinin i¢inde kalmak kosuluyla, siirenin
sonuna dogru 5000 devirde 2 dakika santrifiij edilerek tiipte biyofilmin ¢Okmesi
saglanmustir. Ust siv1 dokiildiikten sonra, ¢okeltinin iizerine sodyum hipoklorit igin
hazirlanigi1 3.3.9. kisminda bildirilen 13 numarali nétralizan, benzalkonyum kloriir i¢in
ise 14 numarali ndtralizandan 8’er ml ilave edilip, biyofilm ekiivyon yardimiyla
yiizeyden ayrilmistir. Biyofilmi pargalamak amaciyla tiip icerigi 1 dakika siireyle
sonikasyon islemine tabi tutulduktan sonra girdap karistiricida karistirilmistir. Deney
tiptine 1’er ml distile su ve hazirlanis1 3.3.5. kisminda bildirilen triptonlu sodyum
kloriir ¢ozeltisi ilave edildikten sonra 1 dakika siireyle tekrar karistirillmistir. Ardindan
karisimdan 1’er ml iki 6rnek alinarak, hazirlanist 3.3.2. kisminda bildirilen iki ayr
notralizanl triptik soya agar besiyerinin yiizeyine yayilmistir. 37°C’de bir gece inkiibe
edildikten sonra 15 - 300 arasinda koloni bulunan Petri kutular1 degerlendirmeye
almmig, 3.9.1. kisminda bildirilen formiile gore dezenfektanin uygulanan
konsantrasyonda biyofilmde azalttigi canli bakteri sayisi hesaplanmigtir. Formiildeki
(N) degerini belirlemek amaciyla deney giinii ayri bir tiipte hazirlanan biyofilmdeki
bakteri sayisi tespit edilmistir. Her deney siiresi ve dezenfektan dillisyonu i¢in deneyler

3 kez tekrar edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Deneyde Kullanilan Bakteri Biyofilminin Secimine Ait Bulgular
Dezenfektanlara ait minimum bakterisidal konsantrasyonlarin ve bakterisidal
aktivitenin saptanmasinda uygulanan deneylere elverisli P. aeruginosa ATCC 15442
susuna ait biyofilmin olusturulmasi amaciyla farkli kosullarin uygulanmasiyla elde
edilen biyofilmlere ait bulgular Sekil 4-1’de gosterilmistir. Uygulanan bu farkli kosullar
inokulumun hazirlandig1 besiyeri (triptik soya buyyonu-TSB veya glukozlu triptik soya
buyyonu-TSB-G), inokulum hazirlanirken rotatérde g¢evrildigi siire (4 veya 24 saat),
inokulumun mikroplaklara uygulandigr hacim (100, 200, veya 500 pl), inokulumun
mikroplaklarda inkiibe edildigi siireden (37°C’de 24 saat, 48 saat veya 4 saatlik 6n
inkiibasyon siiresinin sonunda taze besiyeri ile ilave 20 saat) olugsmaktadir. Elde edilen
biyofilm kiitlelerine ait absorbans degerleri kristal viyole deneyinin akabinde etanole

kars1 mikroplak okuyucusunda 595 nm’de 6lgiilerek saptanmistir.

4.2. Notralizanlarin Validasyon Testlerine Ait Bulgular

Dezenfektanlarin ¢alismada kullanilan en yiiksek konsantrasyondaki ¢ozeltisini
etkili bir sekilde nétralize edebilen, 6te yandan calismada kullanilan bakteri {izerinde
toksik etkili olmayan nétralizan1 saptamak amaciyla arastirilan 17 farkli nétralizana ait

validasyon testlerinin sonuglar1 Tablo 4-1’de verilmistir.

Buna gore, notralizan toksisite testi sonucunda canli kalan bakteri sayisinin (Nt)
deneyde kullanilan bakteri siispansiyonundaki canli bakteri sayisina (C) boliinmesiyle
elde edilen oranin CEN’in EN 1276 standardina gore > 0,05, USP 29’a gére ise > 0,70
olmasi gerektigi gz onilinde bulunduruldugunda, 5 numarali nétralizan disindaki tiim
notralizanlarin her iki kritere de uygunluk gosterdigi ve bakteri iizerine toksik etkili

olmadiklar1 saptanmaistir.

Notralizan etkinlik testi sonucunda canli kalan bakteri sayisinin (Ng) notralizan
toksiste testi sonucunda canli kalan bakteri sayisina (Nt) boliinmesiyle elde edilen
oranin CEN’in EN 1276 standardina gére > 0,5, USP 29’a gore ise > 0,70 olmasi
gerektigi g6z onlinde bulunduruldugunda, her iki kritere uygunluk gdsteren ve sodyum
hipokloritin deneyde kullanilan % 10 oraninda aktif madde igeren ¢dzeltisini ndtralize

edebilen cozeltilerin 7, 8, 9, 10, 13 ve 15 numarali nétralizanlar olduklar1 saptanmaistir.
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Benzalkonyum kloriiriin deneyde kullanilan % 10 oraninda aktif madde iceren
¢Ozeltisini notralize edebilen ¢ozeltilerin ise 8, 12, 14 ve 16 numarali noétralizanlar

olduklar1 saptanmustir.

Elde edilen bulgular dogrultusunda deneylerde sodyum hipokloritin inaktive
edilmesinde D/E buyyonunda hazirlanan ve % 12,5 sodyum tiyosiilfat, % 0,7 lesitin, %
0,5 polisorbat 80 igerigine sahip 13 numarali nétralizan; benzalkonyum kloriiriin
inaktive edilmesinde ise D/E buyyonunda hazirlanan ve % 0,6 sodyum tiyosiilfat, % 0,7
lesitin, % 3 polisorbat 80 ve % 3 saponin igerigine sahip 14 numarali nétralizanlar

secilmistir.

4.3. Dezenfektanlarin Minimum Bakterisidal Konsantrasyonlarinin (MBK)
Saptanmasina Ait Bulgular

4.3.1. Siispansiyon Halindeki Bakteriye Karsi MBK Degerlerinin Saptanmasina
Ait Bulgular

Caligmada CLSI tarafindan bildirilen mikrodiliisyon yontemi esas alinarak, P.
aeruginosa ATCC 15442 susuna karst sodyum hipoklorit ve benzalkonyum kloriiriin
MBK degerleri yontemde uygulanan bazi modifikasyonlarla arastirilmis, 5, 10, 15, 30,
60 dakika ve 24 saatlik temas siireleri sonucunda dezenfektanlarin MBK degerleri
saptanmigtir. Besiyeri olarak TSB’nin kullanildig1 deneylerde saptanan MBK degerleri
Tablo 4-2°de gosterilmistir.

Bu deneylerde sodyum hipoklorit ile elde edilen MBK degerleri muhtemelen
besiyerinin bilesiminde bulunan yiiksek orandaki organik maddelerden dolay, yliksek
konsantrasyonlarda saptandigindan, CEN’in EN 1276 standardinin 6ngordiigii sartlar
dikkate alinarak, temiz yilizey kosullarin1 saglamak i¢in dezenfektanlarin
seyreltilmesinde sert su, inokulumun hazirlanmasinda ise triptonlu sodyum kloriir
cozeltisi kullanilmug, kirli yiizey kosullarini saglamak amaciyla ise deneylerde sigir
albiimini (3 g/l) ilave edilmistir. Tablo 4-3’de gosterildigi gibi sodyum hipokloritin
stispansiyon halindeki P. aeruginosa ATCC 15442 susuna karsi temiz kosullarda
saptanan MBK degerinin uygulanan her temas siiresi i¢in 60 ug/ml, Kirli kosullarda
saptanan MBK degerlerinin ise 5-15 dakika i¢in 250 pg/ml, diger temas siireleri i¢in
125 pg/ml oldugu belirlenmis; TSB’nin kullanildig1 deneylere oranla, elde edilen bazi
MBK deneylerinde 100 kattan fazla azalma gézlenmistir.

Benzalkonyum kloriiriin siispansiyon halindeki P. aeruginosa ATCC 15442

susuna kars1 temiz kosullarda saptanan MBK degeri uygulanan her temas siiresi i¢in 16
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pg/ml, kirli kosullarda saptanan MBK degerinin ise 5 dakika i¢in 64 pg/ml, diger temas
stireleri i¢cin 32 pg/ml oldugu belirlenmistir. TSB’nin kullanildigi deneylere oranla

belirgin bir farkin gozlenmedigi bu sonuglar Tablo 4-4’te gosterilmistir.

4.3.2. Biyofilmdeki Bakteriye Kars1t MBK Degerlerinin Saptanmasina Ait Bulgular

Calismada kullanilan P. aeruginosa ATCC 15442 susuna ait mikroplaklarda
hazirlanan statik biyofilme karsi sodyum hipoklorit ve benzalkonyum kloriirin MBK
degerleri 5, 10, 15, 30, 60 dakika ve 24 saatlik temas siirelerinin sonunda CLSI’nin
bildirmis oldugu rejeksiyon degerlerinin esas alinmasiyla saptanmaistir.

Temiz yiizey kosullarinin saglandig1 ve dezenfektan olarak sodyum hipokloritin
kullanildigi deneylerde MBK degerleri 5 dakikalik temas siiresinde > 12.000 pg/ml
iken, 10-15 dakikada 6000 pg/ml, temas siiresinin uzatilmasiyla 1500 ug/ml’ye kadar
inmis oldugu; sigir albiiminin (3 g/1) ilavesiyle kirli yiizey kosullarinin saglandigi
deneylerde ise 5 dakikalik temas siiresinde > 12.000 ug/ml, 10-15 dakikada 10.000
pg/ml, temas siiresinin uzatilmasiyla 2000 pg/ml’ye kadar inmis oldugu belirlenmis, bu
degerlere ait sonuglar Tablo 4-5’te gosterilmistir.

Temiz ylizey kosullarinin saglandigi ve dezenfektan olarak benzalkonyum
kloriirin kullanildig1 deneylerde MBK degerinin 5-30 dakikada > 20.000 pug/ml iken,
temas siiresinin uzatilmasiyla 20.000 pg/ml’ye inmis oldugu; sigir albliminin (3 g/l)
ilavesiyle kirli ylizey kosullarinin saglandigi deneylerde ise 5-60 dakikada > 20.000
pug/ml, temas siiresinin 24 saate uzatimasiyla 20.000 pg/ml’ye inmis oldugu

belirlenmis, bu degerlere ait sonuglar Tablo 4-6’da gdsterilmistir.

4.4. Dezenfektanlarin Bakterisidal Aktivitelerinin Tayinine Ait Bulgular

4.4.1. Siispansiyon  Halindeki Bakteriye Kars1i Bakterisidal Aktivitenin
Saptanmasina Ait Bulgular

Calismada CEN’in EN 1276 numarali standart yontemi kullanilarak P.
aeruginosa ATCC 15442 susuna karst sodyum hipoklorit ve benzalkonyum kloriiriin
farkli  kullanom  konsantrasyonlarindaki  ¢ozeltilerinin ~ bakterisidal — aktiviteleri
saptanmistir. Bu yonteme gore sigir albiiminin (3 g/l) varligiyla olusturulan kirli yiizey
kosullarinin altinda standart susa ait canli bakteri sayisini en az 10° azaltma yeteneginde
olan ve 3.7. kisminda bildirilen validasyon kriterlerini karsilayan dezenfektan

konsantrasyonunun bakterisidal aktiviteye sahip oldugu kabul edilmistir. Bu amagla,
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calismada kullanilan bakteri slispansiyonu dezenfektanlarin % 1, % 0,1 ve % 0, 01

oraninda aktif madde igeren ¢ozeltileriyle 5, 15 ve 30 dakika temasta birakilmistir.

Buna gore, sodyum hipokloritin % 1 ve % 0,1°lik ¢ozeltilerinin uygulanan her
temas siiresinde, % 0,01°lik ¢6zeltisinin ise ancak 30 dakikalik temas siiresinin sonunda
bakterisidal aktivite gosterdikleri saptanmis, bu deneylere ve validasyon testlerine ait

sonuglar Tablo 4-7°de gosterilmistir.

Calismada kullanilan diger dezenfektan olan benzalkonyum kloriiriin ise sadece
% 1 ve % 0,1’lik ¢ozeltilerinin uygulanan her temas siiresinde bakterisidal aktivite
gosterdigi saptanmig, bu deneylere ve validasyon testlerine ait sonuglar Tablo 4-8’de

gosterilmistir.

4.4.2. Biyofilmdeki Bakteriye Karsi Bakterisidal Aktivitenin Saptanmasina Ait
Bulgular

Calismada kullanilan P. aeruginosa ATCC 15442 susuna ait mikroplaklarda
hazirlanan statik biyofilme karsi sodyum hipoklorit ve benzalkonyum kloriiriin
bakterisidal aktiviteleri CEN’in EN 1276 numarali standard: esas alinarak saptanmustir.
Bu yonteme gore sigir albiiminin (3 g/l) varligiyla olusturulan kirli ylizey kosullarinin
altinda standart susa ait biyofilmdeki canli bakteri sayisim en az 10° azaltma
yeteneginde olan ve 3.7. kisminda bildirilen validasyon kriterlerini karsilayan
dezenfektan konsantrasyonunun bakterisidal aktiviteye sahip oldugu kabul edilmistir.
Bu amagla, ¢alismada kullanilan bakteri biyofilmi dezenfektanlarin % 1, % 0,1 ve %
0,01 oraninda aktif madde iceren ¢ozeltileriyle 5, 15 ve 30 dakika temasta birakilmistir.

Buna gore, sodyum hipokloritin % 1 oraninda aktif madde igeren ¢ozeltisinin
uygulanan her temas siiresinde bakterisidal aktivite gosterdigi saptanmis, bu deneylere
ve validasyon testlerine ait sonuglar Tablo 4-9’da gésterilmistir.

Benzalkonyum Kloriiriin ise ¢alismada kullanilan higbir ¢ozeltisinin uygulanan
temas siirelerinde bakterinin biyofilm igerisindeki sekline karsi bakterisidal aktivite
gosteremedigi saptanmis, bu deneylere ve validasyon testlerine ait sonuglar Tablo 4-

10°da gosterilmistir.
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Mikroplaktaki inokulum hacmi 96 kuyuluk mikroplak, 100 pl 96 kuyuluk mikroplak, 200 p 24 kuyuluk mikroplak, 500 pl
Inokulumun hazirlandig1 besiyeri TSB-G «—TSB —» TSB-G - TSB > TSB-G - TSB » TSB-G
Inokulumun rotatérde gevriime siiresi (saat) 4 24 4 4 24 24 4 24 4 4 24 24 4 24 4 4 24 24 24
Inokulumun mikroplakta inkiibasyonu (saat) 24 24 24 48 24 48 24 24 24 48 24 48 24 24 24 48 24 48 4+20

Sekil 4-1: Farkh kosullarin uygulanmasi sonucunda elde edilen P. aeruginosa ATCC 15442 susuna ait biyofilm kiitlelerinin Kkristal viyole deneyi ile
verdikleri absorbans degerleri. Hata cizgileri 6 deneyin standart sapmasimi1 gostermektedir.
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Tablo 4-1: Farkh konsantrasyonlarda nétralizan madde iceren ¢ozeltilerin P. aeruginosa

ATCC 15422 ile elde edilen nétralizan validasyon testi sonuclar:

Nétralizan Igerigi, %

Canl1 kalan bakteri sayisinin orant

S

z Na,S,0; Lesitin  Histidin Polisorbat 80 Saponin Toksisite Etkinlik?

“ NaOCl  BAK® NaOCl  BAK
1 05 0.3 0.1 3 0.97 0.94 0 0
2 0.5 0.3 0.1 3.2 1.05 1.13 0 0
3 05 0.7 0.1 3 1.16 0.85 0 0.02
4 05 0.3 0.1 15 0.81 1.16 0 0.24
5 0.5 0.7 0.1 15 0.44 0.57 0 0.53
6 0.7 0.3 0.1 3.2 0.94 1.18 0 0
7 2.5 0.3 0.1 3 1.04 0.84 1.04 0
8 2.5 0.3 0.1 15 1.05 12 1.10 0.95
9 5 0.3 0.1 3 0.98 0.98 0.76 0
10 125 0.3 0.1 3 1.2 121 0.70 0
11 0.6 0.7 0.5 1.84 1.84 0 0
12 2.5 0.7 15 1.8 0.92 0.2 0.80
13 12.5 0.7 0.5 1.06 0.96 11 0
14 0.6 0.7 3 131 0.93 0.1 0.92
15 2 0.7 3 1.15 0.87 0.81 0
16 0.6 14 3 1.10 0.88 0 1.09
17 0.5 0.3 0.1 3 1.13 0.97 0 0

1

Notralizan toksisite sayilari1 (Ny), nétralizan toksisite testi sonucunda canli kalan bakteri sayisinin deneyde

kullanilan bakteri siispansiyonundaki canli bakteri sayisina boliinmesiyle elde edilen orami vermektedir.

Kabul edilebilir Nt oranlar1 > 0,70’dir.

2 Nétralizan etkinlik sayilar1 (Ng), notralizan etkinlik testi sonucunda canli kalan bakteri sayisinin ndtralizan
toksisite testi sonucunda canli kalan bakteri sayisina boliinmesiyle elde edilen orani vermektedir. Kabul
edilebilir Ng oranlar1 0,70’dir.

¥ BAK: Benzalkonyum kloriir
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Tablo 4-2: Dezenfektanlarin triptik soya buyyonunda hazirlanan siispansiyon
halindeki P. aeruginosa ATCC 15442 susuna karsi saptanan MBK degerleri

(ng/ml)

Temas siiresi (dakika)

Dezenfektan 5 10 15 30 60 24 saat
NaOClI 4000 3500 3000 2000 1500 500
BAK! 32 32 32 16 16 16

' BAK: Benzalkonyum kloriir

Tablo 4-3: Sodyum hipokloritin siispansiyon halindeki P. aeruginosa ATCC 15442
susuna karsi temiz ve Kkirli yiizey kosullarinda saptanan MBK degerleri (ug/ml)

Temas siiresi (dakika)

Kosul 5 10 15 30 60 24 saat
Temiz! 60 60 60 60 60 60
Kirli? 250 250 250 125 125 125

! Temiz Kosul: Dezenfektanlarin seyreltilmesinde sert su, inokulumun hazirlanmasinda triptonlu
sodyum kloriir ¢ozeltisi kullanilmustir.
2 Kirli Kosul: Deneylerde sigir albiiminin (3 /1) ilavesiyle saglanmustir.

Tablo 4-4: Benzalkonyum Kloriiriin siispansiyon halindeki P. aeruginosa ATCC
15442 susuna karsi temiz ve kirli yiizey kosullarinda saptanan MBK degerleri

(ng/ml)

Temas siiresi (dakika)

Kosul 5 10 15 30 60 24 saat
Temiz? 16 16 16 16 16 16
Kirli? 64 32 32 32 32 32

! Temiz Kosul: Dezenfektanlarin seyreltilmesinde sert su, inokulumun hazirlanmasinda triptonlu
sodyum kloriir ¢ozeltisi kullanilmustir.
? Kirli Kosul: Deneylerde sigir albiiminin (3 g/1) ilavesiyle saglannmustir.
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Tablo 4-5: Sodyum hipokloritin biyofilmdeki P. aeruginosa ATCC 15442 susuna
karsi temiz ve Kkirli yiizey kosullarinda saptanan MBK degerleri (ng/ml)

Temas siiresi (dakika)

Kosul 5 10 15 30 60 24 saat
Temiz' >12.000 6000 6000 4000 2000 1500
Kirli? >12.000 10.000 10.000 8000 4000 2000

! Temiz Kosul: Dezenfektanlarin seyreltilmesinde sert su, inokulumun hazirlanmasinda triptonlu
sodyum kloriir ¢ozeltisi kullanilmustir.
2 Kirli Kosul: Deneylerde sigir albiiminin (3 g/1) ilavesiyle saglanmustir.

Tablo 4-6: Benzalkonyum Kloriiriin biyofilmdeki P. aeruginosa ATCC 15442
susuna karsi temiz ve kirli yiizey kosullarinda saptanan MBK degerleri (ng/ml)

Temas siiresi (dakika)

Kosul 5 10 15 30 60 24 saat

Temiz?' >20.000 >20.000 >20.000 >20.000 20.000 20.000

Kirli® >20.000 >20.000 >20.000 >20.000 >20.000 20.000

! Temiz Kosul: Dezenfektanlarin seyreltilmesinde sert su, inokulumun hazirlanmasinda triptonlu
sodyum kloriir ¢ozeltisi kullanilmustir.
2 Kirli Kosul: Deneylerde sigir albiiminin (3 g/1) ilavesiyle saglannmustir.
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Validasyon test sonuclari Aktif madde konsantrasyonu, %
Deney Notralizan Test Bakteri
Siire Bakteri kosullarinin toksisite yontem test 1 0.1 0.01
siispansiyonu kontrolii kontrolii validasyonu | siispansiyonu
5 dakika Vc: 203;206 Vc: 102;112 Vc: 100;107 Vc: 92;101 10°: 203;206 | Vc: 0;0 0;0 >300;>300
Na: | <1,5x10° | <15x10° | >3x10°
C:24x10° | Kv:1,07x10° | Nt:1,03x10° | Yv:96x10° | N:24x10° | R: >10° >10° <10°
15 dakika V¢:203;206 Vc: 134;139 Vc: 85;97 10°°: 203;206 | Vc: 0;0 0;0 >300;>300
Na: | <15x10° | <1,5x10*° | >3x10°
C:24x10° | Kv:1,35x10° Yv:9,1x10° | N:24x10° | R: >10° >10° <10°
30 dakika Vc: 203;206 Vc: 90; 105 Vc: 81;96 10°®: 203;206 | Vc: 0;0 0;0 2;4
Na: | <1,5x10° | <1,5x10° | <1,5x10°
C:2,4x10° Kv: 9,7 x 10 Yv: 9 x 10° N:24x10° | R: >10° >10° >10°

Vc: Petri kutusunda sayilan canli bakteri sayisi

C: Bakteri siispansiyonundaki kob/ml sayis1 (kisim 3.4.6.)

Kv: Deneysel kosullarin validasyonunda elde edilen kob/ml sayisi (kisim 3.7.1.)
Nt: Notralizan toksiste validasyonunda elde edilen kob/ml sayis1 (kisim 3.7.2.)
Yv: Test yonteminin validasyonunda elde edilen kob/ml sayisi (kisim 3.7.4.)

N: Inokulumdaki kob/ml sayisi (kisim 3.4.3.)

Na: Bakterisidal aktivitenin tayini sonunda elde edilen kob/ml say1si

R: Canli bakteri sayisindaki azalma
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Tablo 4-8: Benzalkonyum Kloriiriin siispansiyon halindeki P. aeruginosa ATCC 15442 susuna karsi saptanan bakterisidal aktivite degerleri

Validasyon test sonuclari

Aktif madde konsantrasyonu, %

Deney Notralizan Test Bakteri
Siire Bakteri kosullarinin toksisite yontem test 1 0.1 0.01
siispansiyonu kontrolii kontrolii validasyonu | siispansiyonu
5 dakika Vc: 203;206 Vc: 132;145 Vc: 117;95 Vc: 85;105 10°: 203;206 | Vc: 0:;0 2:2 >300;>300
Na: | <1,5x10? | <1,5x 10 >3 x 10°
C:2,4x10° Kv:1,38x10° | Nt: 1,06 x 10° | Yv:9,5x10° | N:24x10® | R: >10° >10° <10°
15 dakika V¢:203;206 Vc: 153;150 Vc: 85;100 10°: 203;206 | Vc: 00 0;0 >300;>300
Na: | <1,5x10? | <1,5x 10 >3 x 10°
C:2,4x10° Kv: 1,5 x 10° Yv:9,2x10° | N:24x10° | R: >10° >10° <10°
30 dakika Vc: 203;206 Vc: 140;149 Vc: 80;83 10°: 203;206 | Vc: 0:0 0.0 >300;>300
Na: | <1,5x10? | <1,5x 10 >3 x 10°
C:2,4x10° Kv: 1,4 x 10° Yv:81x10% | N:24x10° | R: >10° >10° <10°

Vc: Petri kutusunda sayilan canli bakteri sayisi

C: Bakteri siispansiyonundaki kob/ml sayis1 (kisim 3.4.6.)

Kv: Deneysel kosullarin validasyonunda elde edilen kob/ml sayis1 (kisim 3.7.1.)

Nt: Notralizan toksiste validasyonunda elde edilen kob/ml sayist (kisim 3.7.2.)

Yv: Test yonteminin validasyonunda elde edilen kob/ml sayis1 (kisim 3.7.4.)

N: Inokulumdaki kob/ml sayisi (kisim 3.4.3.)
Na: Bakterisidal aktivitenin tayini sonunda elde edilen kob/ml sayis1

R: Canli bakteri sayisindaki azalma
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Validasyon test sonuclari Aktif madde konsantrasyonu, %
Deney Notralizan Test Bakteri
Siire Bakteri kosullarinin toksisite yontem test 1 0.1 0.01
siispansiyonu kontrolii kontrolii validasyonu siispansiyonu
5 dakika Vc: 203;206 Vc: 102;112 Vc: 100;107 Vc: 92;101 107: 116; 115 | Vc: 0:;0 >300;>300 | >300;>300
Na: | <1,5x10° | >3x10° >3 x 10°
C:2,4x10° Kv: 1,07 x10° | Nt:1,03x10° | Yv:9,6x10° | N:1,15x10° | R: >10° <10° <10°
15 dakika V¢:203;206 Vc: 134;139 Vc: 85;97 107: 116; 115 | Vc: 0;0 >300;>300 | >300;>300
Na: | <1,5x10° | >3x10° >3 x 10°
C:2,4x10° Kv: 1,35 x 10° Yv:9,1x10° | N:1,15x10° | R: >10° <10° <10°
30 dakika Vc: 203;206 Vc: 90; 105 Vc: 81;96 107: 116; 115 | Vc: 0:0 >300;>300 | >300;>300
Na: | <1,5x10° | >3x10° >3 x 10°
C:2,4x10° Kv: 9,7 x 102 Yv: 9 x 10 N:1,15x10° | R: >10° <10° <10°

Vc: Petri kutusunda sayilan canli bakteri sayisi

C: Bakteri siispansiyonundaki kob/ml sayis1 (kisim 3.4.6.)

Kv: Deneysel kosullarin validasyonunda elde edilen kob/ml sayisi (kisim 3.7.1.)
Nt: Notralizan toksiste validasyonunda elde edilen kob/ml sayisi1 (kisim 3.7.2.)
Yv: Test yonteminin validasyonunda elde edilen kob/ml sayis1 (kisim 3.7.4.)

N: Inokulumdaki kob/ml sayisi (kisim 3.4.3.)

Na: Bakterisidal aktivitenin tayini sonunda elde edilen kob/ml say1si

R: Canli bakteri sayisindaki azalma
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Validasyon test sonuclari Aktif madde konsantrasyonu, %
Deney Notralizan Test Bakteri
Siire Bakteri kosullarinin toksisite yontem test 1 0.1 0.01
siispansiyonu kontrolii kontrolii validasyonu | siispansiyonu
5 dakika Vc: 203;206 Vc: 132;145 Vc: 117;95 Vc: 85;105 107:317; 264 | Vc: | >300;>300 | >300;>300 | >300:;>300
Na: | >3x10° >3 x 10° >3 x 10°
C:2,4x10° Kv: 1,38 x10° | Nt: 1,06 x10° | Yv:9,5x10° | N:29x10° | R: <10° <10° <10°
15 dakika \V/¢:203;206 Ve: 153;150 Vc: 85,100 | 107:317;264 | Vc: | >300;>300 | >300;>300 | >300;>300
Na: | >3x10° >3 x 10° >3 x 10°
C:2,4x10° Kv: 1,5 x 10° Yv:9,2x10° | N:2,9x10° | R: <10° <10° <10°
30 dakika Vc: 203;206 Vc: 140;149 Vc: 80;83 107:317; 264 | Vc: | >300;>300 | >300:;>300 | >300;>300
Na: | >3x10° >3 x 10° >3 x 10°
C:2,4x10° Kv: 1,4 x 10° Yv:81x10% | N:29x10° | R: <10° <10° <10°

Vc: Petri kutusunda sayilan canli bakteri sayisi

C: Bakteri slispansiyonundaki kob/ml sayis1 (kisim 3.4.6.)

Kv: Deneysel kosullarin validasyonunda elde edilen kob/ml sayis1 (kisim 3.7.1.)

Nt: Notralizan toksiste validasyonunda elde edilen kob/ml say1s1 (kisim 3.7.2.)

Yv: Test yonteminin validasyonunda elde edilen kob/ml say1si (kisim 3.7.4.)

N: Inokulumdaki kob/ml sayis1 (kisim 3.4.3.)
Na: Bakterisidal aktivitenin tayini sonunda elde edilen kob/ml sayisi

R: Canli bakteri sayisindaki azalma
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5. TARTISMA

Hastane infeksiyonlarinin kontrol altinda tutulmasi amaciyla hazirlanan tiiziikler
su kaynakli kontaminasyonun risklerini isaret etmesine ragmen, basta P. aeruginosa
olmak tizere, Stenotrophomonas maltophilia, Chryseobacterium cinsinden tiirler, atipik
mikobakteriler ve Legionella cinsinden tiirlerin etken oldugu ve hastanelerin su
sisteminden kaynaklanan infeksiyonlar ortaya ¢ikmaya devam etmektedir (116). Sadece
hastane infeksiyonu etkeni olarak degil, modern yasam tarzlarinin etkisiyle hastane
disindaki saglikli kisilerde de jakuzilerin, ylizme ve termal havuzlarin kullanimindan
kaynaklanan P. aeruginosa infeksiyonlari ve buna bagli olarak epidemiler ortaya
cikabilmektedir (26, 126). Sonugta bu bakteri kontamine su sistemlerinin kullanildigi
her alanda, ilag, kozmetik ve gida endiistrisinde su kaynakli ciddi sorunlarin ortaya
¢ikmasina neden olabilmektedir.

Kontaminasyonu kontrol etmenin baglica yollarindan biri etkili  bir
dezenfeksiyon isleminin diizenli bir sekilde yapilmasidir. Bu nedenle, etkili olan bir
dezenfektanin  yeterli  konsantrasyonlarda ve temas siiresinde uygulanmasi
dezenfeksiyon isleminin basarisini 6nemli bir sekilde etkilemektedir. Yetersiz
konsantrasyonlarda yapilan dezenfeksiyon islemi, kontaminasyon kaynagimnin iiriine
veya kisilere bulagsmasina neden olabildigi gibi, etkenin dezenfektana karsi direng
kazanma riskini de dogurmakta, ayrica dezenfektanin gereginden yiiksek
konsantrasyonlarda uygulanmasi maliyeti arttirmakta ve ¢evreye zarar verebilmektedir.
Bu nedenle dezenfektanin etkinliginin degerlendirilmesinde kullanilan y6ntemlerin
yeterliligi onem tasimaktadir.

Amerika Birlesik Devletlerinde (A.B.D.) ve Avrupa’da dezenfektanlarin
antimikrobiyal aktivitelerinin degerlendirilmesinde kullanilan ydntemler kantitatif
stispansiyon testi esashidir (5, 38). Dezenfektanlarin bakterisidal aktivitelerinin
belirlenmesinde kullanilan bu standart yontemler genellikle dezenfektanlarin
stispansiyon  halindeki  planktonik  mikroorganizmalara karst olan etkisini
arastirmaktadir. Ancak bu deneylerle elde edilen sonuglar dezenfektanlarin bakterinin
biyofilm i¢inde bulunan sekline olan etkisi konusunda bilgi verememektedir. Oysa ki,
gerek saglik gerekse endiistri alanindaki bakteriler serbest yasayan seklinden ziyade
genellikle yilizeye yapisik bir halde bulunurlar. Bu durumu dikkate alarak, A.B.D.’de
AOAC (Association of Official Agricultural Chemists), Avrupa’da DGHM ve diger
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komiteler temelde ayni olup, kiiciik detaylarda farklilik gosteren ve sert yiizeylerde
dezenfektanin aktivitesini degerlendiren “tasiyici testini” gelistirmislerdir (4, 10, 13).
Bu yOntemin esasi, sert bir yiizeye mikroorganizmanin test siispansiyonu tatbik edilip
kurutulduktan sonra dezenfektanla belirlenen siire boyunca muamele edilmesinin
ardindan alinan ornekte, inokulumda bulunan mikroorganizmanin &liip Slmediginin
konrol edilmesinden olugmaktadir. Yiizeylere uygulanan dezenfeksiyon isleminin
etkisini 6l¢gmede kullanilan bu testler, kantitatif siispansiyon testlerine oranla énemli bir
asama kaydetmis olsa dahi yeterlilikleri hala tartismalidir. Bu testlerde bakterinin
sadece ylizeye yapisabilecegi kadar bir inkiibasyon siiresi uygulanmaktadir. Oysa ki,
biyofilmin igerisindeki bakterinin ¢ogalip, biyofilmin olgun seklini alabilmesi i¢in ¢ok
daha uzun bir siirenin gegmesi gerekmektedir (110). Bakterilerin biyofilm igerisinde
gomiilii  bulunan sekilleri, serbest planktonik sekilleriyle kiyaslandiginda
dezenfektanlara karsi ¢ok daha yiiksek direng gosterirler ve inaktive edilmeleri igin
bazen 1000 kat1 konsantrasyondaki c¢ozeltilerin kullanilmasi gerekmektedir (22, 107,
113). Bunun baglica nedenleri arasinda biyofilmi olusturan polimerik matriksin bir
bariyer olarak iglev gérmesi, biyofilme gémiilii bakterilerin genetik degisiklige ugramis
olmas1 ve cok diisiik seviyede metabolik aktivite ve boliinme hizi gostermeleri yer
almaktadir. Ozellikle su sistemlerinin baglant1 parcalarinda yerlesme egilimi gosteren P.
aeruginosa biyofilmi, rezervuar olarak islev gorerek biyofilm icerisinde gelisen direngli
bakterinin araliksiz bir sekilde su sistemine yayilmasina ve yeni kontaminasyon
kaynaklarini olusturmasina neden olmaktadir (49, 110). Bu nedenle, dezenfektanlarin
biyofilmler i¢in aktivitesinin degerlendirilmesine yonelik standart bir test prosediiriine
gereksinim duyulmaktadir.

Basta antibiyotikler olmak iizere antimikrobik etkili maddelerin biyofilmler
tizerine etkilerinin arastirilmasi igin ¢esitli yontemler tarif edilmistir. Bunlarin basinda
biyofilmdeki bakterinin % 99,9’unu oOldiiren en diisiik konsantrasyon olan MBK
degerinin tespit edilmesine yonelik testler gelmektedir (52, 93, 94). Arastirmacilar bu
testler i¢in bakteri biyofilmini hazirlarken birbirinden farkli kosullar1 kullanmiglardir.

Calismamizda P. aeruginosa ATCC 15442 susuna ait, uygulanan deneylere
elverisli, istenen bakteri yogunluguna sahip, kararlilik gosteren ve tekrarlanabilir statik
biyofilmi elde edebilmek igin farkli kosullarin etkisi denenmistir. Uygulanan bu farkli
kosullar arasinda inokulumun hazirlandig1 besiyerinin, mikroplaklara uygulanan hacmin

ve inkiibasyon siiresinin biyofilmin olusumunda rolleri oldugu belirlenmistir. Bunlar
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arasinda dikkati ¢eken kosullardan biri, TSB besiyerine glukozun ilave edildigi
denemelerde glukozun ilave edilmedigi denemelere oranla kiitleleri daha yiiksek
biyofilmlerin elde edilmesidir. Benzer sekilde, yapilan birgok ¢alismada, P.
aeruginosa’nin olusturdugu biyofilmin, tiredigi ortamdaki karbon kaynagina, 6zellikle
de glukozun varligina bagli oldugu gosterilmistir (32, 114). QS sisteminin kontrolii
altinda, P. aeruginosa’nin kati yiizeyler tizerinde gergeklestirdigi kayma hareketinin
indiiklenmesine neden olan siiksinat ve glutamatin varliginda yassi bir biyofilm
gelisirken, bu hareketin kisitlanmasina neden olan glukozun varliginda ise yer yer
mikrokolonilerle béliinen bir biyofilm olusmaktadir. Benzer sekilde, glukoz varliginda
tireyen P. aeruginosa’nin su kanallartyla béliinen, mantar seklinde, hacimli, normal
biyofilmler olusturdugu; sitrat varlifinda ise yassi, anormal biyofilmler olusturdugu
yapilan baska c¢alismalarla da gosterilmistir (63, 64). Caligmamizda Kkristal viyole
deneyleri sonucunda elde etmis oldugumuz bulgular, glukozun P. aeruginosa’nin
normal, hacimli biyofilmler olusturabilmesi {izerine olan etkisini dogrulamistir.

Zengin bir biyofilmin olusumunu etkileyen bir diger kosul ise mikroplaga
uygulanan inokulumun hacmi olarak belirlenmistir. Calismamizda 96 kuyulu
mikroplaklara 100 pl uygulanan inokulumlar ile 200 pl’lik hacimlerde uygulananlara
gore belirgin bir sekilde ¢ok daha diisiik biyofilm kiitlesi elde edilmistir. Bunun baslica
nedeni, oksijeni seven bir bakteri olan P. aeruginosa’nin 96 kuyulu mikroplaklara 200
ul’lik  hacimlerde uygulanmasi sonucunda daha fazla oksijene ulasabilirlik
kazanmasindan kaynaklanmigtir. Ancak 96 kuyulu mikroplaklarda uygulanan bu hacim,
notralizan ilavesi ve biyofilmin yiizeyden ayrilmasi gibi islemler i¢in yeterli ¢alisma
alan1 birakmadigindan, deneylerde 1,9 cm? iireme alam ve 0,5 ile 1,5 ml arasinda
caligma hacmi olanagi saglayan 24 kuyulu mikroplaklarin kullanilmasi tercih edilmistir.

Calismamizda zengin ve kararli bir biyofilmin olusumunu etkileyen son kosul
ise mikroplaktaki inkiibasyon siiresi olarak belirlenmistir. Inkiibasyon siiresinin 24
saatten 48 saate uzatilmasi, biyofilm Kkiitlesinin ciddi bir sekilde azalmasiyla
sonuglanmistir. Bu durum muhtemelen ayni ortamda bulunan planktonik ve biyofilm
icerisindeki bakterilerin ayn1 besin kaynagini kullanmalarina bagl olarak biyofilmdeki
bakterilerin  6lmeye baslamasindan kaynaklanmistir. Bu nedenle, planktonik
bakterilerin, biyofilmdeki bakterinin besin kaynagina ortak olmasini engellemek
amaciyla, 4 saatlik bir 6n inkiibasyon siirecinin akabinde planktonik bakteriler ortamdan

uzaklagtirnllmig, ardindan taze besiyerinin ilavesiyle inkiibasyon siiresi 24 saate
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tamamlanmistir. On inkiibasyon siireci igin belirlenen bu siire ayrica, bakteri
biyofilminin olusumunda ilk gerekli asamalar olan geriye doniisiimsiiz bicimde ylizeye
baglanmasi ve birbirine yapisan bakterilerin mikrokoloni olusumunu baslatabilmesi igin
gereken 2 saatlik siireyi de karsilamaktadir (110). Tim bu denemelerin sonucunda,
bakterinin rotatordeki 24 saatlik inkiibasyon siireci sonucunda hazirlanan glukozlu
TSB’deki inokulumunun, mikroplaktaki 4 saatlik bir 6n inkiibasyon siirecinin akabinde,
yiizeye yapisan bakterilerin taze besiyeri ile 20 saat daha inkiibe edilmesiyle hazirlanan
biyofilmler kullanilmistir. Bu kosullar1 i¢eren biyofilmi se¢memizin baslica nedeni
zengin bir biyofilm kiitlesi vermesinin yani sira diger kosullara goére, denemeler
arasinda goriilen standart sapmanin (1,90+0,40) ¢ok daha diisiik olmasi, dolayisiyla
deneylerde kullanilmaya elverigli, daha kararli ve tekrarlanabilir biyofilmlerin elde
edilmesini saglamasidir.

Calismanin ikinci Onemli asamasini, biyofilmlerin kullanildigi deneylerde
uygulanmak tizere, dezenfektanlarin yiiksek konsantrasyondaki ¢ozeltilerini notralize
edebilen, 6te yandan g¢alismada kullanilan bakteri iizerinde toksik etkili olmayan
¢ozeltilerin arayist olusturmustur. Antimikrobik etkili maddeleri igeren diriinlerin,
ozellikle de dezenfektanlarin antimikrobik etkilerinin arastirildigi deneylerde, temas
sliresinin sonunda bu maddelerin uygun bir nétralizan ile etkili bir sekilde inaktive
edilememeleri hatali sonuglarin elde edilmesine yol agmaktadir (34). Farkli kimyasal
yapilara sahip olduklar1 igin tiim dezenfektanlar1 notralize edebilen tek bir yontem
bulunmamaktadir. Ancak uygun kimyasal maddelerin yeterli konsantrasyonda
kullanilmalariyla yapilan nétralizasyon islemi en sik tercih edilen yontem olup, deney
oncesinde notralizan etkinlik ve toksisite testleriyle secilen nétralizanin valide edilmesi
gerekmektedir (34, 38, 119).

Calismamizda dezenfeksiyon islemlerinde yaygin bir sekilde kullanilan
dezenfektanlar olan sodyum hipoklorit ve benzalkonyum kloriiriin % 10 oraninda aktif
madde igeren ¢ozeltilerinin, igeriginde sirasiyla % 0,5, % 0,3, % 0,1 ve % 3 oraninda
sodyum tiyosiilfat, lesitin, histidin ve polisorbat 80 bulunan tiniversal nétralizan ile
notralize edilemedigi tespit edilmistir. Bu nedenle, klor igeren bilesiklerin nétralize
edilmesinde kullanilan ve standartlarin 6nermis oldugu veya ticari olarak satilan
noétralizanlarin formiiliinde yer alan sodyum tiyosiilfatin konsantrasyonu arttirilarak,
farkli kombinasyonlarda hazirlanan nétralizanlarin sodyum hipoklorite olan etkinlikleri

aragtirtlmistir (34, 38). Yapilan incelemeler sonucunda ¢ozeltideki sodyum tiyosiilfat
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konsantrasyonunun % 2,5’a yiikseltilmesinin yeterli oldugu, ancak % 3 polisorbat 80
varliginda % 5 ve % 12,5’a yiikseltildiginde canli kalan bakteri sayisina ait oranin
sirasiyla 0,76 ve 0,70 gibi sinira yakin degerlere denk diistiigii gézlemlenmistir. Ancak
biyofilm c¢alismalarinda daha yiiksek konsantrasyonlardaki sodyum hipoklorit
cozeltilerinin biyofilm tizerindeki bakterisidal aktivitesini tespit edebilmek icin % 12,5
oraninda sodyum tiyosiilfat igeren ¢ozeltiye ihtiya¢ duyuldugundan dolayi, polisorbat
80’1 % 0,5 gibi diisiik bir oranda iceren D/E buyyonundaki sodyum tiyosiilfat oran1 %
12,5’a yiikseltilerek elde edilen nétralizan, sodyum hipokloritin nétralize edilmesinde
kullanilmastir.

Katerner amonyum bilesikleri anyonik ylizey aktif maddeler, polisorbat 80 gibi
non-iyonik yiizey aktif maddeler, saponin gibi amfipatik yiizey aktif maddeler, lesitin
gibi fosfolipitler ve yag igeren maddeler tarafindan inaktive edilebilmektedir (77). Bu
Ozelliginden yararlanilarak katerner amonyum bilesiklerinin notralize edilmesinde
lesitin kullanilmakta ve standartlarin Onermis oldugu veya ticari olarak satilan
noétralizanlarin formiiliinde yer almaktadir (34, 38). Ancak calismamizda arastirilan %
10 oraninda aktif madde igeren benzalkonyum kloriir ¢ozeltisinin % 0,3 ve hatta % 0,7
oraninda lesitin igeren, sirasiyla iiniversal noétralizan ve D/E buyyonu ile inaktive
olmadigi tespit edilmistir. Bunun tiizerine katerner amonyum bilesiklerinin noétralize
edilmesinde kullanilan diger maddelerin formiile ilave edilmesi veya var olanlarin
konsantrasyonlarinin arttirilmasi yoniinde arastirmalar yapilmistir. Yapilan incelemeler
sonucunda % 0,7 oraninda lesitin i¢geren D/E buyyonunda polisorbat 80 oraninin % 15’e
yiikseltimesinin veya % 3 oraninda polisorbat 80 ve saponinden olusan bir karigimin
bulunmasinin benzalkonyum kloriiriin nétralize edilmesinde etkili oldugu belirlenmistir.
Tiim bu denemeler sonucunda dikkat ¢ekici olan, dezenfektanin deneylerde kullanilmasi
diisiiniilen  konsantrasyonlar1  dikkate  alinarak, noétralizandaki ~ maddelerin
konsantrasyonlarinin gerektigi takdirde degistirilmesi gerektigi, 6te yandan olusan bu
degisikligin nétralizanin  formiilinde bulunan diger maddelerle gecimsizlik
olusturabileceginin, hatta deneyde kullanilan mikroorganizmalar {izerinde toksik etki
olusturabileceginin de gdz dniinde bulundurulmasi gerekliligidir.

Hastanelerde, endiistride, kamu alanlarinda ve evlerde en c¢ok kullanilan
dezenfektanlar arasinda klorlu bilesikler, 6zellikle de sodyum hipoklorit yer alir.
Genellikle % 1-5 konsantrasyonlarda kullanilan sodyum hipoklorit, bir¢ok bakterinin
vejetatif ~ seklini  kolaylikla  oldiirebilmektedir ~ (72).  Sodyum  hipokloritin
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dezenfeksiyonda kullanilan ¢6zeltisinin konsantrasyonuna bagli olarak dezenfeksiyonun
seviyesi degisebilmektedir (47). 650 ile 675 ppm serbest klor igeren ¢ozeltisi yiiksek
seviyede dezenfeksiyon saglarken, 100 ppm serbest klor igeren ¢ozeltisi diisiik seviyede
dezenfeksiyon islemleri i¢in kullanilmaktadir. Ancak aktivitesi ortamdaki organik
maddelerden etkilendigi i¢in Centers for Disease Control and Prevention (CDC), kan,
serum ve benzeri protein yapidaki hasta Ornekleriyle bulasik yiizeylerin
dezenfeksiyonunda sodyum hipokloritin % 5.25’lik stok ¢dzeltisininin 1:10 oraninda
seyreltilmis sekli olan ve 5000 ppm serbest klor igeren ¢6zeltisini 6nermektedir (72).

Calismamizda CLSI tarafindan bildirilen mikrodiliisyon yontemi esas alinarak,
sodyum hipokloritin siispansiyon halindeki P. aeruginosa ATCC 15442 susuna karsi
temiz ylizey kosullarinda saptanan MBK degerlerinin uygulanan her temas siiresi i¢in
60 pg/ml, ortama s1gir albiimininin ilavesiyle olusturulan kirli kosullarda ise 5, 10 ve 15
dakika i¢in 250 ug/ml, 30, 60 dakika ve 24 saat i¢in ise 125 pg/ml oldugu belirlenmistir.
Ayni deney daha yiiksek oranda organik madde igeren TSB ile uygulandiginda ise
MBK degerlerinin 5 dakikalik temas stiresi i¢in 4000 pg/ml’ye kadar yiikselebildigi
tespit edilmistir. Elde edilen bu bulgular, sodyum hipokloritin ortamdaki organik madde
varligindan olumsuz bir sekilde etkilendigini, bu organik maddelere baglanmasi
sonucunda c¢ozeltideki aktif klor miktarinin azalmasina baglh olarak bakterisidal
aktivitesinin ortamda bulunan organik maddenin yogunluguna bagli olarak 4-60 kat
azalabilecegini gostermektedir.

Calismamizda sodyum hipokloritin biyofilmdeki P. aeruginosa ATCC 15442
susuna karsi temiz yiizey kosullarinda olusturdugu MBK degerleri arastirildiginda
12.000 pg/ml’lik konsantrasyonun uygulandigi deneyde 5 dakikada herhangi bir
bakterisidal aktivitenin saptanamadigi, 10 dakikalik temas siiresinin sonunda elde edilen
MBK degerinin 6000 pg/ml oldugu, temas siiresinin 30, 60 dakika ve 24 saate kadar
uzamasiyla bu degerlerin sirastyla 4000, 2000 ve 1500 pg/ml’ye kadar diisebildigi ve
temas siiresinin sodyum hipokloritin biyofilme niifuz edebilmesi icin etkili bir faktor
oldugu belirlenmistir. de Beer ve ark. mikroelektrotlar kullanarak yapmis olduklari
arastirmalarinda, ortamdaki klor konsantrasyonunun arttigi ve temas siiresinin uzadigi
Olclide dezenfektanin biyofilme niifuz etme oraninda da artis oldugunu
gozlemlemislerdir (31). Calismamizda da ortama organik maddenin ilave edilmesi
MBK degerinin 10 dakikalik temas siiresinde 10.000 pg/ml’ye yiikselmesine neden
olmustur. Elde edilen bu bulgular, sodyum hipokloritin biyofilmdeki bakteriyi
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oldiirebilmesi igin gereken en diisiik konsantrasyonunun planktonik bakteriyi 6ldiirmek
icin gerekenden 100 kat daha fazla oldugunu gostermektedir.

Calismamizda dezenfektanlarin bakterisidal etkinliklerinin saptanmasinda,
arastirma merkezleri tarafindan yaygin bir sekilde kullanilan CEN’in EN 1276 standart
kantitatif slispansiyon testi esas alinarak uygulandiginda % 1 ve % 0,1 oraninda aktif
klor i¢eren sodyum hipoklorit ¢ozeltilerinin 5, 15 ve 30 dakikalik, % 0,01 oraninda aktif
klor igeren ¢ozeltinin ise sadece 30 dakikalik temas siiresinin sonunda P. aeruginosa
ATCC 15442 susuna karsi bakterisidal aktivite gosterdikleri saptanmustir. P.
aeruginosa’nin planktonik hiicrelerine karst CEN’in standart kantitatif siispansiyon
testini kullanarak elde ettigimiz bu bulgularin CLSI’in mikrodiliisyon yoOntemi
kullanilarak elde edilenlerle uyum icerisinde oldugu saptanmis, benzer sonuglar baska
arastirmacilar tarafindan da elde edilmistir.

Mazzola ve ark. (74) su sistemlerinde yaygin bir seklide bulunan Gram negatif
bakterilere karsi ¢esitli dezenfektanlarin bakterisidal aktivitelerini arastirdiklari
caligmalarinda, sodyum hipokloritin % 0,5’lik ¢6zeltisinin P. aeruginosa ATCC 15442
susuna karsi saptanan D-degerinin (ondalik rediiksiyon siiresi) 4.54 dakika oldugunu
bildirmiglerdir. Deneylerinde TSB kullandiklarini bildiren arastirmacilar D-degerini,
dezenfektanin % 0,5’lik ¢dzeltisinin kullamimasiyla baslangigtaki 10°-10° kob/mI’lik
bakteri sayisinin 1 ondalik logaritmik azalmasini saglamak icin gereken siire olarak
belirlemis ve temas siiresinin 7. dakikasinda silispansiyondan alinan Ornekte canli
bakterinin kalmadigini1 saptamislardir.

Nakipoglu ve Giirler (79) gesitli dezenfektan ve antiseptiklerin antibakteriyal
etkinliklerini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda, % 3’liikk sodyum hipoklorit ¢ozeltisinin 30
dakikalik temas siiresinin sonunda P. aeruginosa NCTC 6749 susuna kars1 % 100
bakterisidal aktivite gosterdigini bildirmiglerdir.

Calismamizda, kullanilan dezenfektanlarin biyofilm igerisindeki bakteriye olan
etkisini belirleyebilmek i¢in, planktonik bakterilere karsi dezenfektanlarin bakterisidal
aktivitelerinin arastirilmasinda kullanilan CEN’in EN 1276 standart yonteminde bazi
modifikasyonlar uygulanmigtir. Dezenfektanlarin MBK degerlerinin saptanmasinda
kullanilan statik biyofilm istenen bakteri yogunlugunu verdigi, kararlilik gosterdigi ve
tekrarlanabilir 6zelliklere sahip oldugu igin, ayni kosullardaki biyofilm EN 1276

standart yontemi uygulayabilmek iizere tiiplerde hazirlanmistir.



63

Hazirlanan bu biyofilm ile yapilan deneylerde, % 1 oraninda aktif klor igeren
sodyum hipoklorit ¢ozeltisinin 5, 15 ve 30 dakikalik temas siiresinin sonunda P.
aeruginosa ATCC 15442 susunun biyofilmde gomiilii sekline karsi bakterisidal aktivite
gosterdigi, ancak % 0,1 ve % 0,01 oraninda aktif klor iceren ¢ozeltilerin etkisiz kaldig
saptanmigtir. Bu yontemi kullanarak elde ettigimiz bulgularin CLSI’in mikrodiliisyon
yontemi kullanilarak elde edilenlerle uyum igerisinde oldugu saptanmis, benzer bulgular
baska arastirmacilar tarafindan da elde edilmistir.

Tote ve ark. (120) Staphylococcus aureus ve P. aeruginosa biyofilmlerinin
canlilik kiitlesi ve matriksi tizerinde ¢esitli biyositlerin inhibitor etkilerini arastirdiklar
calismalarinda, sodyum hipokloritin % 1°lik ¢6zeltisinin P. aeruginosa ATCC 700928
susuyla olusturulan biyofilmdeki canli bakteri sayisim1 1 dakika gibi kisa bir siire
igerisinde % 9249 oraninda azalttigini, P. aeruginosa’ya ait matriksin ise 1 dakikada %
66+3 oraninda azaldigini ve bu oranin 15 dakikada % 91+2’ye ulastigini bildirmislerdir.

Eginton ve ark. (37) dezenfektanlarin tatbikati sonucunda mikroorganizmalarin
yizeye tutunma giiciindeki degisiklikleri arastirdiklar1 ¢aligmalarinda, sodyum
hipokloritin % 0,02’lik ¢ozeltisinin 5 dakikalik temas siiresinin sonunda P.
aeruginosa’nin planktonik fazdaki bakteri sayisinda 2.3 l0gio’luk bir azalmaya neden
oldugunu, ancak biyofilmin dezenfektana kars1 daha direngli oldugu ve biyofilmdeki
bakteri sayisinda sadece 0,5 logio’luk bir azalma saptadiklarini, buna karsilik
dezenfektanla temasin biyofilmi gevsetebildigini ve uygulama sonucunda ylizeyden
ayrilan biyofilmdeki bakteri sayisinin 1 log;o oldugunu bildirmislerdir.

Kim ve ark. (60), klor, giimiis iyonlar1 ve tobramisinin, P. aeruginosa’nin PAO-
1 susu ile hazirlamis olduklar1 biyofilm iizerindeki antimikrobik etkilerini arastirmis
olduklar1 galismalarinda, aktif klorun bakterinin % 90’11 inaktive etmek icin gereken
CT-degerinin (C aktif klorun mg/ml cinsinden konsantrasyonu, T ise dakika cinsinden
temas siiresi) planktonik fazdaki bakteri i¢in 0.05 mg « dakika/litre oldugunu, ancak
biyofilmdeki bakteri i¢in 300 mg « dakika/litre’den fazla klora gereksinim duyuldugunu
bildirmislerdir.

Calismada kullanilan diger bir dezenfektan madde, gerek giiclii deterjan 6zellilgi
gerekse kuvvetli dezenfektan aktivitesi ile hastanelerde, gida yada ilag¢ iretim
alanlarinda, antiseptik 6zelligi ile cerrahi girisimlerin 6ncesi yada sonrasinda ve diisiik
konsantrasyonlardaki koruyucu o6zelligi ile gida, ilag ve kozmetiklerde kullanilan

katerner amonyum bilesiklerinden olan benzalkonyum kloriirdiir. Benzalkonyum kloriir
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sporosidal aktiviteye sahip olmamakla birlikte, giiglii bakterisidal etkili bir madde olup,
renksiz ve kokusuz bir madde olusu ve non-korozif 6zellikleriyle uzun yillardir birgok
alanda giivenle kullanilmaktadir (72). Benzalkonyum kloriir, hem Gram pozitif hem de
Gram negatif bakteriler i¢in ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bakterisidal etkili olup,
Gram pozitif bakterilere karsi 1:200.000 gibi diisiik konsantrasyonda dahi oldukga iyi
bir aktivite gosterirken, Gram negatif bakteriler icin, 6zellikle P. aeruginosa varliginda
1:30.000 veya daha yiiksek konsantrasyonlara ihtiya¢ duyuldugu, ayrica antimikrobiyal
aktivitesinin organik madde, anyonik deterjanlar (sabunlar), divalan katyonlar ve gazl
bez ve pamuk gibi gézenekli materyallerin varliginda azaldig: bilinmektedir (56, 72).

Calismamizda CLSI tarafindan bildirilen mikrodiliisyon yontemi esas alinarak,
benzalkonyum kloriiriin siispansiyon halindeki P. aeruginosa ATCC 15442 susuna karsi
temiz ylizey kosullarinda saptanan MBK degerinin uygulanan her temas siiresi ig¢in 16
ug/ml, ortama sigir alblimininin ilavesiyle olusturulan Kirli kosullarda ise 5 dakika i¢in
64 pg/ml, deneyde uygulanan diger temas sireleri i¢in ise 32 upg/ml oldugu
belirlenmistir. Ayni deney daha yiiksek oranda organik madde igeren TSB ile
uygulandiginda ise MBK degerinin 5 dakikalik temas siiresi i¢in 32 pg/ml oldugu tespit
edilmistir. Elde edilen bu bulgular benzalkonyum kloriiriin organik maddelerin
varligindan sodyum hipoklorit kadar etkilenmedigini gostermektedir.

Ohta ve ark. (86) katyonik dezenfektanlarin ¢esitli bakteriler {izerinde MBK
degerlerini arastirmis olduklar1 ¢aligmalarinda, klinik materyalden izole etmis olduklari
P. aeruginosa susuna karsi benzalkonyum kloriirin MBK degerini 3 dakikalik temas
stiresinin sonunda 16 pg/ml olarak belirlemislerdir. Bu bulgu ¢alismamizda elde etmis
oldugumuz degerle uygunluk gostermektedir.

Calismamizda benzalkonyum kloriiriin biyofilmdeki P. aeruginosa ATCC
15442 susuna Kars1 temiz ylizey kosullarinda gosterdigi MBK degerleri arastirildiginda
ise ancak 60 dakikalik temas siiresinin sonunda 20.000 pg/ml konsantrasyonda MBK
degeri saptanmis ve bu dezenfektanin P. aeruginosa’nin biyofilmine karsi etkisiz
oldugu belirlenmistir.

Calismamizda, dezenfektanlarin bakterisidal etkinliklerinin saptanmasinda
yaygin bir sekilde kullanilan CEN’in EN 1276 standart kantitatif siispansiyon testi esas
alinarak uygulandiginda % 1 ve % 0,1 oraninda aktif madde igeren benzalkonyum
kloriir ¢ozeltilerinin 5, 15 ve 30 dakikalik temas siiresinin sonunda P. aeruginosa

ATCC 15442 susuna kars1 bakterisidal aktivite gosterdikleri, ancak % 0,01 oraninda
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aktif madde iceren ¢ozeltinin etkisiz kaldig1 saptanmistir. P. aeruginosa’nin planktonik
hiicrelerine karsi elde ettigimiz bu bulgularin CLSI’in mikrodilisyon yontemi
kullanilarak elde edilenlerle uyum igerisinde oldugu saptanmis, benzer sonuglar baska
arastirmacilar tarafindan da elde edilmistir.

Nakipoglu ve Giirler (79) gesitli dezenfektan ve antiseptiklerin antibakteriyal
etkinliklerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, % 2’lik katerner amonyum bilesikleri i¢eren
¢ozeltinin, 20 dakikalik temas siiresinin sonunda P. aeruginosa NCTC 6749 susuna
kars1 % 100 bakterisidal aktivite gosterdigini bildirmislerdir.

CEN’in EN 1276 standart yonteminde bazi modifikasyonlarla, MBK
degerlerinin saptandig1 deneylerde biyofilmin olusturulmasi i¢in kullanilan kosullarin
tiipte olusturulmasiyla hazirlanan biyofilm kullanildiginda, deneyde uygulanan % 1, %
0,1 ve % 0,01 oraninda aktif madde igeren ¢dzeltilerden hicbirinin biyofilm iizerinde
etkili olmadig1 saptanmistir. Bu yontemi kullanarak elde ettigimiz bulgularin CLSI’in
mikrodiliisyon yontemi kullanilarak elde edilenlerle uyum igerisinde oldugu saptanmus,
benzer bulgular baska arastirmacilar tarafindan da elde edilmistir.

Tote ve ark. (120) S. aureus ve P. aeruginosa biyofilmlerinin canlilik kiitlesi ve
matriksi lizerinde ¢esitli biyositlerin inhibitér etkilerini arastirmis olduklari
calismalarinda, benzalkonyum kloriiriin % 0,1°lik ¢6zeltisinin P. aeruginosa ATCC
700928 susuyla olusturulan biyofilmdeki canli bakteri sayisin1 1 dakikada % 72+7
oraninda azalttigini, bu oranin 60 dakikada % 86+t5’e yiikseldigini, ancak P.
aeruginosa’ya ait matrikste belirgin bir azalmanin tespit edilemedigini bildirmislerdir.

Smith ve Hunter (115), hastanede kullanilan biyositlerin, kliniklerden izole
etmis olduklar1 ¢ogul direngli bakterilerin olusturduklari biyofilmler tizerindeki
etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, kistik fibrozlu ¢ocuklardan izole edilen sekiz P.
aeruginosa susuna karst MBK degerlerinin % 0,1 ile % 0,01 (a/h) arasinda degistigini,
ancak biyofilmdeki bakterilerin % 4-80 oraninda canli kaldigimi bildirmisler ve
biyositlerin etkinliklerinin arastirilmasinda klasik CLSI yontemi yerine bakteriyel
biyofilmler iizerinde testler yapilmasi gerektigini vurgulamiglardir.

Calismamizda ve diger arastirmacilar tarafindan elde edilen bulgular sunu
gostermektedir ki, dezenfektanlarin bakterisidal etkilerinin degerlendirilmesinde
CLSI’in 6nermis oldugu mikrodilisyon yontemi ile MBK degerinin saptanmasina
yonelik bir yontem veya AOAC, ANFOR veya CEN’in 6nermis olduklari standart

kantitatif siispansiyon testleri yetersiz kalmaktadir. Ciinkii bu yo6ntemlerin higbiri
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biyofilm icerisindeki bakteri lizerinde dezenfektanlarin bakterisidal etkileri hakkinda
fikir verememektedir. Oysa ki, P. aeruginosa su sistemlerinde, kaynaklarinda veya
suyla ilgili her ortamda genellikle biyofilm igerisinde gomiilii mikrokoloniler halinde
tireme egilimi gostermektedir.

Sonug olarak, elde ettigimiz bulgular, sodyum hipokloritin bakterisidal
aktivitesinin ortamda bulunan organik maddenin yogunluguna bagli olarak 4-60 kat
azalabildigini; ¢alismada kullanilan P. aeruginosa susunun biyofilm igerisindeki sekline
kars1 bakterisidal aktivite gosterebilmesi icin planktonik sekline gore 100 kat daha
yiiksek konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerin kullanilmasi gerektigini ve temas siiresinin
uzatilmastyla biyofilme niifuz etme sans1 bulabildigini gostermektedir.

Calismada kullanilan diger dezenfektan olan benzalkonyum kloriirin ise
sodyum hipoklorite goére daha diisiik konsantrasyonlarda bakterisidal aktivite gosterdigi,
organik maddelerin varhigindan sodyum hipoklorit kadar etkilenmedigi, ancak
calismada kullanilan P. aeruginosa susunun biyofilm igerisindeki sekline karsi etkisiz
kaldig1 belirlenmistir.

Bulgularimiz dezenfeksiyon islemi yapilirken kullanilan dezenfektanin ve
dezenfektan konsantrasyonunun, dezenfektanin biyofilm {izerinde olusturdugu
bakterisidal aktivitesinin dikkate alinarak secilmesi gerektigini gostermekte ve
caligmamizda gelistirilen yontemin bu etkilerin arastirilmasinda arastirmacilara

yardimci olacag diislincesindeyiz.
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