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OZET

Kozmetik ve Dermokozmetiklerde Sik Kullanmlan Kimyasal Koruyucularin Cilt Florasinda
Bulunan Bazi Patojen Mikroorganizmalar Uzerindeki Antibiyotik Diren¢ Gelisimi ve In vivo
Galleria Mellonella Uzerine Etkileri

Kozmetik ve dermokozmetik iiriinlerde mikrobiyal kontaminasyonu oOnlemek amaciyla, genis
antimikrobiyal spektruma sahip kimyasal koruyucu madde kullanimimin, mikroorganizmalarin
yasayabilmesi i¢in uygun bir ortam olan ve bir¢gok mikroorganizmay1 biinyesinde barindirabilen insan
cilt florasinin dogal dengesini bozarak, mikroorganizmalarin ilaglara karsi direng gelistirebilecegi ve
bu gelisimin In vivo Galleria mellonella iizerinde etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Calismada,
insan cilt florasinda gegi¢i veya kalici olarak bulunabilen ve patojenik etkiye sahip olabilen
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa ve Candida albicans,
birgok kozmetik ve dermokozmetik iiriiniin formiilasyonlarinda siklikla tercih edilen fenoksietanol,
benzil alkol, potasyum sorbat, sodyum benzoat ve metil paraben kullanilmigtir. Koruyuculara belirli
stirelerde maruz birakilan mikroorganizmalarin, maruziyet dncesi ve sonrasinda belirlenen Minimum
Inhibisyon Konsantrasyon (MIK) degerleri karsilastirilarak, Kkoruyucularin mikroorganizmalar
izerindeki antibiyotik diren¢ gelisimine etkileri in vitro kosullarda incelenmistir. Daha sonra
maruziyet gegiren mikroorganizmalarin hazirlanan inokulumlari, in vivo Galleria mellonella model
oranizmasina enjekte edilerek, belirli periyotlarda yapilan kontrollerinde hayatta kalma oranlari
gdzlemlenmis ve bu oranlar ile Istatistiksel analiz yapilmistir. Deney kontrolii igin antimikrobiyal ajan
olarak vankomisin, sefepim ve flukanozol kullanilmigtir. Calisma sonucunda mikroorganizmalarin,
koruyucu maruziyeti sonrasi antibiyotiklere karsi olusturduklari direng gelisimlerinde farkliliklar
gozlemlenmis, fakat bu farkliliklarin Galleria mellonella model organizmasini Istatistiksel olarak
anlaml diizeyde etkilemedigi gézlemlenmistir. Calismamizda elde edilen bilimsel verilerin, kozmetik
ve dermokozmetik iiriin kullaniminin, insan cilt florasi {izerindeki olasi etkilerinin arastirilacagi diger
calismalara katk: saglayabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar sozciikler: Antibiyotik direnci, Cilt floras:, G. mellonella, Koruyucu



SUMMARY

The Effects of Chemical Preservatives Commonly Used in Cosmetics and Dermocosmetics on
Antibiotic Resistance Development of Some Pathogenic Microorganisms Found in Skin Flora
and In vivo on Galleria Mellonella

In order to prevent microbial contamination in cosmetic and dermocosmetic products, the use of
chemical preservatives with a broad antimicrobial spectrum is believed to disturb the natural balance
of the human skin flora, which provides a suitable environment for microorganisms to thrive. This
disruption may lead to the development of resistance by microorganisms against drugs, and it is
hypothesized that this development could be effective in vivo on G. mellonella. In the study,
microorganisms that can be transient or permanent in the human skin flora and may have pathogenic
effects, such as Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, and
Candida albicans, were exposed to commonly preferred formulations in many cosmetic and
dermocosmetic products, including phenoxyethanol, benzyl alcohol, potassium sorbate, sodium
benzoate, and methyl paraben. The effects of these preservatives on microbial resistance to antibiotics
were examined in vitro by comparing Minimum Inhibitory Concentration (MIC) values before and
after exposure. Subsequently, inoculums of microorganisms undergoing exposure were injected into
the In vivo G. mellonella model organism, and survival rates were observed at specific intervals with
statistical analysis performed on these rates. Vancomycin, cefepime, and fluconazole were used as
antimicrobial agents for experimental control. Results of the study indicated differences in microbial
resistance development to antibiotics after preservative exposure; however, these differences were
observed not to have a statistically significant impact on the G. mellonella model organism. It is
believed that the scientific data obtained from our study could contribute to further research on the
potential effects of cosmetic and dermocosmetic product use on the human skin flora.

Key words: Antibiotic resistance, Skin flora, G. mellonella, Preservatives
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ONSOZ

Kozmetik iirlinler ¢ok uzun yillardir tretilmekte ve insanlar tarafindan siklikla
tiilketilmektedir. Zamanla farklilagan kiiltiirel ve ekonomik kosullar, ilerleyen bilim ve
teknolojiyle birlikte, tiiketicilerin daha etkili ve wverimli iiriin beklentileri {izerine
arastirmacilar da biyolojik aktiviteleri olan ve etken madde iceren formiilasyonlar
kesfetmeye baglamiglardir. Dermokozmetik olarak adlandirilan bu yeni nesil {irlinler,
alisilmisin diginda birgok farkli etki gosterdigi igin piyasada yerini bulmus ve insanlar
tarafindan yogun bir sekilde tiiketilmeye baslanmistir. Tiiketiciye ulastiriimadan 6nce bir¢ok
rutin teste tabi tutulan bu iirlinlerin, igerigindeki madde giivenilirlikleri ve bu maddelerin

insan cildi iizerindeki etkilerinin arastirilmaya agik oldugu gézlemlenmistir.

Kozmetik ve dermokozmetik Ttriinlerde mikrobiyal kontaminasyonu Onlemek
amaciyla, genis antimikrobiyal spektruma sahip kimyasal koruyucu madde kullaniminin,
mikroorganizmalarin yasayabilmesi i¢in uygun bir ortam olan ve bir¢ok mikroorganizmay1
biinyesinde barindiran insan cilt florasinin dogal dengesini bozarak, mikroorganizmalarin
ilaglara kars1 direng gelistirmesine ve canli organizma tizerinde farkli etkiler gostermesine
sebep olabilecegi diistiniilerek bu ¢alisma planlanmistir. Bu ¢alismada elde edilen bilimsel
verilerin ilgili konular {izerine yapilacak diger c¢aligmalara katki saglayabilecegi

diistintilmektedir.

Bu tez c¢alismasini destekledikleri icin Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma

Projeleri (BAP) Koordinatorliigii’ne tesekkiir ederim

Bu tez c¢alismasinin biitiin agamalarinda destegini esirgemeden, fikir ve goriislerime
deger vererek, bana olan giivenini her zaman hissettiren degerli hocam ve danigsmanim sayin

Prof. Dr. Nurten ALTANLAR’a tesekkiir ederim.

Egitim hayatim ve bircok farkli konuda yanimda olarak, biiyiik emek ve katkilari ile
bizleri yetistiren saygideger hocalarim Prof. Dr. Giirol EMEKDAS’a, Prof. Dr. Murat
ERTURK ’e ve Prof. Dr. Ahmet ALTINDAG a tesekkiir ederim.

Tez c¢alismama her agidan destek saglayarak anlayiglari, samimiyetleri, bilgi ve
birikimleri ile motivasyonumu hep yiiksek tutan degerli dostlarim, hocalarim Dog. Dr. Engin
KAPLAN’a, Dr. Ogr. Uyesi Cinar SEVERCAN’a, Dr. Ogr. Uyesi Giilay DILEK e, Ars.
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Gor. Selen Duygu CECEN’e, Ars. Gor. Merve CETIN’e ve Ars. Gor. Duygu BERDI’ye

tesekkiir ederim.

Bu tez calismasi kapsaminda laboratuvar imkanlari, gere¢, yontem Ve Istatistiksel
analiz katkilar1 i¢in kiymetli hocam Dog. Dr. Siikran OZTURK e, bana giivenerek egitim
stirecimde desteklerini esirgemeyen degerli hocam Dog. Dr. Banu KASKATEPE ye tesekkiir

ederim.

Materyal, metot ve mikroorganizma standart suslar1 ile ¢aligmama destek veren
Ankara Universitesi Farmasétik Mikrobiyoloji Anabilim Dali ailesine ve Antimikrop Ar-Ge

ve Biyosidal Analiz Merkezi ailesine tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Insanlar yiizyillardir giizellesebilmek, gen¢ goriinebilmek, kendilerini baskalarina
begendirebilmek, ciltlerindeki kirisiklik, yara, sivilce gibi cesitli izleri gizlemek veya
iyilestirebilmek, agiz ve dis sagligini koruyabilmek, giines, riizgar, soguk ve bocekler gibi
dis etkenlerden korunmak, viicutlarindaki istenmeyen tiiyleri uzaklastirmak, sag¢larmin
sagligimi korumak ya da goriintiisiinii degistirmek gibi bir ¢ok amagla viicutlarinin herhangi
bir kismina siirebilecegi, dokebilecegi, piiskiirtebilecegi veya baska formlarda
kullanabilecegi ¢ozelti, emiilsiyon, krem, merhem, losyon, sprey, sabun, sampuan, serum,

boya ve parfiimler yapmiglardir (Bashir ve Lambert, 2020; Comoglu, 2014).

Steril olmasi zorunlu olmayan bu iiriinlerin, kontaminasyon riski olan hammaddeler
ile hazirlanmasi, tekrar kullanilabilen ve mikroorganizma iiremesinin kolay oldugu
ambalajlarda tiiketicilere sunulmasi olumsuz durumlara yol agabilmektedir (Ozer, 2004).
Basta su olmak {izere iriinlerin igerigindeki organik ve inorganik maddeler, mikrobiyal

kontaminasyon i¢in uygun ortami olusturmaktadirlar (Halla vd., 2018; Ozalp, 1998).

Mikrobiyal kontaminasyona sebep olarak gosterilen ve patojenik olduklarinda diinya
capindaki tiiketiciler icin ciddi risk olusturan mikroorganizmalarin {iremesini engellemek
amactyla bu iriinlere koruyucu kimyasal maddeler eklenmektedir (Campana vd., 2006;
Sasseville, 2004). Uriinlerdeki bozulmay1 engellemek amaciyla da kullanilan bu koruyucular

genellikle iirtin formiilasyonlarina sonradan eklenen maddelerdir (Sasseville, 2004).

Dogumdan 6nce steril bir ortam olan insan derisi, dogumdan sonra birgok sebepten
dolay1 mikroorganizmalar tarafindan kolonize edilir. Zamanla gegici veya kalici
mikroorganizmalardan olusan, giderek daha da karmasiklasan bir ekosistem olusur. Bu
toplulugun mikrobiyal tiyeleri farklilik gosterebilirler (Christensen ve Briiggemann, 2014).
Saglikli bir insan derisi i¢in koruyucu kimyasallarm etkili olmas1 beklenen ve kozmetik
iiriinlerde siklikla rastlanan birgok mikroorganizma vardir (Aras ve Eryillmaz, 2022). Normal
insan derisi {lizerinde bu organizmalardan bazilar1 yerlesik bazilar1 ise gegici olarak
yasamlarin1 devam ettirip ¢esitli roller tstlenmektedirler (Onurdag vd., 2010; Verraes vd.,
2013; Wang vd., 2019).

Uriinlerde  kullanilan  antimikrobiyal —etkiye sahip koruyucu kimyasallar,
mikroorganizmalar iizerinde biiylimeyi inhibe edici 6ldiirme etkisine sahip olsalar da, bir

mikroorganizma daha oOnce duyarli oldugu antimikrobiyal maddeye karsi direng



gosterebilmektedir  (Verraes vd., 2013). Antimikrobiyal bir maddenin etkinligi,
mikroorganizmalarin gelistirdigi olasi tolerans veya direng nedeniyle zayiflar. Cesitli

fizyolojik ve biyokimyasal mekanizmalar bu gelisen direnci yonlendirebilir (Aslam vd.,
2018).

Antimikrobiyal maddelere karsi patojen mikroorganizmalarin direncinin artmasi
viriilans Ozelliklerinde farklilik gostererek enfeksiyon tedavilerinin farklilagmasina sebep
olmaktadir (Demir vd., 2018). Mikroorganizmalarda bir¢ok faktor tarafindan tayin edilerek
desteklenen viriilans etkisine, farkli canli organizmalar iizerinde rastlanabilmektedir. Bu
mikroorganizmalar canli veya cansiz kosullarda {iretildiginde toksik ve toksin maddeler

sentezleyerek konakery1 hastalandirma etkinligi gostermektedir (Mikrobiyoloji, 2021).

Kozmetik ve dermokozmetik {irtinler tiiketicilere ulastirilmadan 6nce birgok teste tabi
tutulmaktadir fakat bu iriinlerin igerigindeki maddelerin giivenilirlikleri ve insan cildi
iizerindeki etkileri hakkinda tartigmalar devam etmektedir. Uriinlerin formiilasyonlarina
eklenen koruyucu kimyasallarin olumlu ve olumsuz etkileri bircok kaynakta detaylica
aciklanmistir. Ancak bu kimyasallarin, cildimiz iizerinde patojen olarak yasam formunu
devam ettirebilen mikroorganizmalarin diren¢ gelisimlerine etkisi ve canli organizma
tizerindeki etkilerinin incelenmesi gibi detayli bir ¢aligma bulunmamasi, 6zgiin bir ¢alisma

planlamamiza katki saglamistir.
1.1. Kozmetik ve Dermokozmetikler

Kozmetikler, insanin dis goriiniisiinii degistirmek, glizellestirmek, temizlemek,
cekiciligi arttirmak ve sagligin1 korumak amaciyla deri, sag, sakal, tirnak ve agiz bolgeleri
stk olmak {izere viicudun tiim bdlgelerime siiriilmek veya piiskiirtmek gibi uygulamalar ile

uygulanan preperat, madde ve gereglerdir (Kislalioglu, 2010).

Dermokozmetikler ise ilag teknikleri kullanilarak iiretilen, klinik testlerden gegcirilen,
insan cilt, sa¢ ve viicudunun yap1 ve fonksiyonlarini biyofizyolojik etkiyle olumlu yonde
degistirerek kozmetik tanimindan farklilik gosteren preperatlardir (Choi ve Berson, 2006;

Dermokozmetik, 2023; Draelos, 2011).

Bu genel tanimlar, her {ilkenin gereksinimine, yasalarina ve yasam standartlarina gore
degisiklik gosterebilir. Ornegin; ABD’de giines 1sinlarini siizen madde ve iiriinler
dermokozmetik kategorisinde kabul edilirken, AB iilkelerinde kozmetik olarak

nitelendirilmektedir (Kislalioglu, 2010).



Kozmetik ve dermokozmetik iiriinler gliniimiizde her yas grubundan insan tarafindan
siklikla kullanilmaktadir. Zamanla farklilik gosteren kiiltiirel ve ekonomik kosullar, her
gecen giin ilerleyen bilim ve teknoloji, kullanicilarin daha verimli ve etkin {irlinler talep
etmesine neden olmustur. Arastirmacilar, tiiketicilerin bu talebi {izerine biyolojik aktiviteleri
daha etkin olan yeni maddeler kesfetmeye, inovatif formiilasyonlar iiretmeye ve yeni
teknikler kullanmaya baglamiglardir (Arikan, 2007).

1.1.1. Tarihce

Kozmetik terimi, kokenini Yunanca kendini siisleme ve giizellestirme sanati anlamina
gelen kosmein sozciigiinden alir (Kislalioglu, 2010). Bu terim yazili tarihin Oncelerine
dayanmaktadir. Kozmetik iiriinlerin {iretim ve kullanimi, insanoglunun benligini farkederek,
bir toplumda yasamasiyla bagladigi varsayilabilir (Kislalioglu, 2010; Parish, 1988). Bu
iiriinlerin kullanimi insanlik tarihi ile dyle biitiinlesmistir ki giiniimiizde yapilan ¢alismalarda

cok eski tarihlere dayanan bulgulara hala ulasilabilmektedir (Parish, 1998).

Yiize siiriilen boyalarin hazirlandigr kaselere, bitkilerden, tohum ve yaglardan elde
edilen merhemlerin yapildigi giizel koku formunu hala koruyan kaplara, Eski Misir’da
yapilan arkeolojik kazilarda rastlanmistir. Sahsi esyalarin dliilerle birlikte mezara konuldugu
donemlerde, rahiplerin hazirladig: bilinen bu iiriinlere rastlanilmasi, MO 4000°lii yillarda
kozmetik triinlerin kullanildiginin kaniti olarak kabul edilmektedir (Comoglu, 2014).
Misirhilarin bu alanindaki bilgi ve tecriibeleri Babillilere, Perslere, Asurlulara, Ibranilere ve
Yunan mitolojisine kadar ulagsmistir. Anadolunun ge¢miginde ise farkli kiiltiirlerden gelen
iiriinlerin, Ipek Yolu iizerinden gegmesinden dolay1 gdze siirme ¢ekilmesi, kina ile saglarin
ve viicudun boyanmasi gibi geleneksel uygulamalara rastlanilmaktadir (Comoglu, 2014;

Sungur vd., 2018).

Eski caglarda sedir agaci, kekik, 1tir, misk gibi ¢esitli bitkilerin yanisira sakiz, regine,
cay yagl, piring tozu ve siit gibi maddelerin cilt bakim iirlinlerinin yapiminda, yasemin, giil,
sandal, lotus, nergis, zambak gibi bitkiler ise giizel kokmak amaciyla parfiim yapiminda
kullanilmistir. Susam tohumu, zeytin, badem, kabak unu gibi iirlinler ve baliklardan elde
edilen yaglardan ise viicudu etkileyen gilines i1sinlarin1 engellemek amaciyla iiriinler
yapimistir. Kadinlarin ¢ekici goriinmek i¢in dudak ve tirnaklarini, gesitli yag ve boyalarla
karigtirllmig demir oksitin yanisira, balmumu ve kiil karigimlartyla renklendirmesine de
yapilan aragtirmalarda rastlanmistir. Giiniimiizde de bu iriinlerden bazilarinin ayni amagla

kullanildig1 bilinmektedir (Comoglu, 2014; Draelos, 2011; Parish, 1998; Secchi, 2008).



Tarih boyunca kozmetik ve cilt bakim friinlerinin gelisimi, c¢esitli teknolojik
alanlardaki ilerlemeleri yansitmistir. Toplumlar karmasiklastik¢a kozmetik iiriinlere olan
ihtiyag da artmustir. Bu alanlardaki oncii kisiler, zamanla gelisen kozmetik tekniklerini
benimseyip gelistirerek ilerleme kaydetmislerdir. Bu tarihsel ilerleme, karmasik toplumlarin
gelisimi  ile kozmetik uygulamalarin  yenilik¢iligi  arasindaki yakin  baglantiy1

vurgulamaktadir (Sungur vd., 2018).

Klasik kozmetikler olarak adlandirilan ve etkileri yiizeysel olan iiriinler 1980°1i yillara
kadar sadece giizel goriinmek, makyaj yapmak veya cildin yumusatilip nemli tutulmasi
amaciyla kullanilmaktaydi. Yiizeysel olarak nitelendirilmesinin sebebi formiilasyonlarinda
bulunan maddelerin derinin sadece {iist tabakasinda etkili olarak, uygulandiklar1 bdlgenin

yap1 ve fonksiyonlarinda degisime sebep olmamalaridir (Tiirk Eczacilar Birligi, t.y.).

Yillar gectikce normal cilt yapist iizerine yapilan calismalarin artmasi ve bilgilerin
giincellenmesi Tlizerine kozmetik biliminde bir devrim baslamistir. Cilt bakiminda
kozmetiklerin gelisen bu rolii normal cilt yapisi anlayisimizi, kozmetik iriinlerin hem
biyolojik aktivitelerini hem de fizyolojik yapilarin1 degistirmistir. Baslangicta cilde dogrudan
uygulanarak kisisel goriinlimil iyilestirmeye yonelik tasarlanan kozmetikler, bircok cilt
bozuklugunun tedavisinin desteklenmesiyle artik dermatolojide yeni bir rol lstlenmistir
(Dreno vd., 2014). Kozmetiklerin popiileritesinin artmasi, saglik ve kimya alanlarindaki hizli
gelismeler tiikecileri farkli arayislara itmistir. Bu gelismeler dogrultusunda yeni
formiilasyonlar bulmaya baglayan aragtirmacilar, tibbi veya ilag benzeri faydalari oldugu
sOylenilen, igeriginde aktif maddeleri bulunduran yeni formiilasyonlar kesfetmeye

baslamislardir (Bellad vd., 2017; Comoglu, 2014).

Bu kesifler dogrultusunda, saglikli cilt i¢in gerekli besinleri saglayarak goriiniimii
iyilestirmeyi, kirigikliklar1 azaltmay, cilt elastikiyetini koruyarak yaslanmay1 geciktirmeyi,
cilt tonunu, dokusunu, parlakligini iyilestirmeyi, farkli dermatolojik durumlar tedavi etmek
gibi bir ¢ok iyi amaci hedefleyen firiinlere “Dermokozmetik” catis1 altinda yer verilmistir
(Bellad vd., 2017; Sungur vd., 2018). Dermokozmetik ve benzeri kelimelerinin tanimi ilk
olarak 1946 yilinda yapilmigtir. Bu terimlere neden ihtiyag oldugunu agiklayarak popiiler
hale gelmesini saglayan dermatolog Albert Klingman, ileriki zamanlarda yasanilacak

karmagikliklar1 6nlemek amaciyla farkli 6nerilerde bulunmustur (Comoglu, 2014).

Bu iirinlerin kullanilmasi, 6n plandaki siislenme &geleri olarak, insanlar arasinda
moday1 takip etme gostergelerinden biri olmustur. Ozellikle sahne sanatlarinda rol alan

onemli oyuncular kozmetik {iriinlere olan bu egilimi tetiklemislerdir. Sinema endiistrisi,



kozmetiklere olan ilginin bu denli hizli ilerlemesinde ve insanlar arasinda yayilmasinda en
onemli faktorlerden olmustur. Bu yayillmanin ardindan kozmetik sektorii sanayileserek
iilkeler i¢in ciddi gelir kaynagi olusturmustur. Bir¢ok iilke bu konuda 6nlem almak amaciyla

agir yaptirimlar igeren yasalar ¢ikarmaya baslamiglardir (Comoglu, 2014).
1.1.2. Yasal Acidan Kozmetik ve Dermokozmetikler

Maglar ile kozmetik iiriinler, formiilasyon ve spesifikasyonlarinin yanisira kullanim
amaglarindan kaynaklanan, iirinlerin mevcut tanimlarinda da agikca belirtilen farkliliklar
gostermektedir. Bu farkliliklar neredeyse tiim diinya iilkelerinin yasal diizenlemelerine
yansitilmigtir (Uzuner, 2004). Kozmetik {iriinler, farmasdtik preperatlar gibi kati kurallar
cercevesinde iiretilmemektedir (Kislalioglu, 2010). Kozmetik iiriinler ve ilaglar arasindaki
ayrimin iyi yapilmadigi baz iilkelerde bu iiriinlerin {iretim, ithalat ve dagitimindan 6nce izin
alinmas1 zorunlulugu bile bulunamamaktadir. Ozel veya tiizel kisilerin sorumlulugunda olan

bu agamalarin kontrolii resmi otoriteler tarafindan yapilmaktadir (Uzuner, 2004).

Ulkemizde ilaglar ve kozmetik iriinler ayr1 yasalarda tanimlanmaktadir. Ulkemizin ilk
Kozmetik Yonetmeligi 1979 tarihinde 16778 sayili Resmi Gazetede, ilk Kozmetik Kanunu
ise 1994 tarihinde 21861 sayili Resmi Gazete’de duyurularak yiiriirliige girmistir. Bu
belgelerin yayimlanma amact triinlerin tamitimi ve kapsamini, teknik esaslarini, izin
zorunluluklarini, ithalat ve satig konularini, formiilasyonlarinda igerebilecegi ve igermemesi
gereken maddeleri bildirmektir (Uzuner, 2004; Tiirk Eczacilar Birligi, t.y.). Bir ilag,
kozmetik ve/veya ikisinin bir kombinasyonu olan dermokozmetiklerin ise tilkemizde
yasalara gore bir karsiligi yoktur. Ancak, ABD ve Japonya bu iiriinleri kabul ederek ilgili
yasalarinda belirtmektedir. Gilin gegtikge yenileri eklenen bu iirlinlerin sinifi yasallasirsa
bunlarla ilgili yaptinmlarin kozmetiklerden daha siki ve agir olacagi ilgili kisi ve kurumlar

tarafindan bildirilmektedir (Bellad vd., 2017; Tiirk Eczacilar Birligi, t.y.).

Uriinlerden iireticilerin sorumlu olmasi, pazardaki iiriin denetiminin resmi otoriteler
sorumlugunda  olmasi, satis  kanallarmin  smirlandirilmasi,  tiiketicinin ~ yanlig
bilgilendirilmemesi, etiketlerin yaniltict olmamasi1 iilkeler tarafindan uygulanan
yonetmeliklerin ortak paydalarindandir. Ortak payda disindaki farkliliklar olarak
formiilasyonlardaki hammadde listeleri, etiketler ve bu bilgilerin nasil aktarilacagi, iiriinlerin
piyasaya siiriilmeden Once yapilmasinin zorunlu oldugu giivenlik veya etkinlik olarak
gosterilebilir. Piyasa denetimlerinin getirilmesi, eksik bilgilerin eklenmesi ve gelismelerin
giincellenmesi adina 2005 yilinda AB Mevzuat Uyumu kapsaminda yiiriitiilen Saglik

Bakanlig1 ortak ¢aligmalar1 sonucunda yeni Kozmetik Kanunu Ydnetmeligi ve iirlinler i¢in



kullanilacak analiz yontemlerinin yer aldigi tebligler yayimlanarak ilk kez AB Kozmetik

Direktifine uyum saglanmistir (Uzuner, 2004).

Kozmetik iiriinlere olan talebin artmasi karsisinda bazi firmalar ikinci kalite malzeme
kullanma yolunu tercih edebilmektedir. Bu gibi durumlarda sorumluluk kismen tiiketiciye
gegmektedir. Bireylerin aligveris yaparken detayli aragtirma yapmasi ve iirlin igerigini

titizlikle incelemesi gerekmektedir (Comoglu, 2014).
1.1.3. Simiflandirma

Kozmetik ve dermokozmetik iiriinlerin genis diinyasinda tek bir siniflandirma yoktur.
Bunun yerine, smiflandirmalar genellikle insanlarin {iriin  kullanmalarinin  birincil
nedenlerinden, kokenlerinden ve hatta biyokimyasal bilesimlerden yararlanilarak yapilir. Bu
siniflandirmalar kullanicilarin kendilerine 6zgii iiriin tercih etmesine olanak tanimaktadir

(Foster, 2020).

Uriinler, uygulama bolgelerine (deri, sag, tirnak, goz, agiz, dis ve genital organ),
kullanim amacina (temizleyici, nemlendirici, besleyici, leke ve kirisiklik giderici, giinesten
koruyanlar, bronzlastiricilar ve bebek iirlinleri), iiriiniin yapisina (¢ozelti, slispansiyon,
emiilsiyon, krem, pat, jel, toz) ve temel etki alanina (keratinli, sebatrop, tabaka olusturan,
endirekt dermatrop ve direkt dermatrop maddeler) gore farkli sekillerde siniflandirilabilir

(Comoglu, 2014; Tiirk Eczacilar Birligi, t.y.).

Kozmetik iiriin olmanin yanisira agiz sulari, giinesten koruyucular, kepek sampuanlari,
ciltteki lekeleri gidericiler, terlemeyi engelleyiciler (antiperspiranlar), seliilit kremleri/haplar
vb. tiriinler, vitaminler, alfa hidroksiasitler (AHA’lar), bitkiler ve bitkisel ekstreler, biyolojik
kokenli maddeler gibi koruyucu ve tedavi edici etken maddeleri igerdikleri igin
dermokozmetik {iriin olarak smiflandirilabilmektedir (Tirk Eczacilar Birligi, t.y.).
Dermokozmetik triinler krem, siispansiyon, losyon ve soliisyon gibi geleneksel formlarda
iiretilebildigi gibi formiilasyonlarinda 6zel tasiyici sistemler de kullanilabilir. Mikrokapsiil,
nanopartikiil ve lipozom gibi tasiyict sistemler i¢inde hazirlanan bu maddelerin cilt iizerinde
istenilen etkiyi gostererek klasik kozmetik triinlerden ayrilabilmesi ve yeni bir kategoride
tanmimlanabilmesi i¢in derinin daha alt tabakalarinda etkilerini gostermeleri gerekmektedir
(Tirk Eczacilar Birligi, ty.; Yapar ve Tanriverdi, 2016). Canli epidermis ve dermis
tabakalarina kadar emildigi i¢in tibbi alana daha yakin olan bu farmasétik preperatlara, ilag
benzeri, fonksiyonel kozmetik, kozmesotik veya dermokozmetik gibi terimler uygulanarak

kozmetik ile tip alam arasindaki cizgileri ayristirlmaktadir. Bu ayrim, iriinlerde cildi dis



etkenlerden koruyan ve hiicre yenilenmesini destekleyen aktif maddelerin varligindan
kaynaklanmaktadir (Yapar ve Tanriverdi, 2016). Ancak bazi kozmetik tiriinler diigiikk
konsantrasyonda aktif madde icermelerine ragmen yine de kozmetik olarak
siniflandirilmaktadir (Orn; Hidrokinonun). Bundan dolay1 farmasétiklerin etkin madde
icermesi kozmetiklerden ayirilmasi igin yeterli degildir (Bellad vd., 2017; Tiirk Eczacilar
Birligi, t.y.; Kislalioglu, 2010).

Cizelge 1.1. Kozmetik ve dermokozmetik preperatlarin siniflandiriimasi

Yiize Uygulanan Preperatlar

Nemlendirici tiriinler Gliserin, polimer, losyon ve a-hidroksi asit iceren krem
Temizleyici liriinler Sabun, emiilsiyon, siispo-emiilsiyonlar, losyon, ¢dzelti
Genglestirici ve cilt yenileyen Botox, vitamin A ve a-hidroksi asit igeren ¢dzelti, krem, losyon, ve
triinler maskeler

Giines koruyucu iiriinler Sprey, ¢ozelti, krem, losyon

{Ba}.klm ve koriglign dizenleyici Krem, masaj iiriinleri, maske ve yaglh ¢ozeltiler
iriinler

Renk agici diriinler Emiilsiyon, siispo-emiilsiyon, ¢zelti

Diger iiriinler Diger

Viicuda Uygulanan Preperatlar

Banyo {irlinleri Sabun, sampuan, jel ve yaglar

Giines 15101 siizen iriinler Krem, losyon, siispo-emiilsiyon, sprey, yag bazli ¢ozeltiler
Antiperspiran ve deodoranlar Sprey, emiilsiyon ve ¢ozelti

Depilasyon iiriinleri Krem, agda, sprey, yama

Kondiisyon arttirict iiriinler Krem

Renk agici iiriinler Emiilsiyon, siispo-emiilsiyon, siispansiyon

Hayvan sokmasinda kullanilan S . L

Giriinler prey, ¢ozelti, emiilsiyon ve losyon

Diger iiriinler Diger

Saca Uygulanan Preperatlar

Temizleyici lirlinler Sabun, sampuan

Kondiisyon arttirici iiriinler Cozelti, emiilsiyon

Sekil verici iiriinler Krem, sprey, jel ve briyantin

Perma iiriinleri Cozelti ve emiilsiyon (krem)

Sag boyalar1 ve agici iiriinler Cozelti ve emiilsiyon (krem)

Diger iiriinler Diger

Sach Deriye Uygulanan Preperatlar

Sampuan ve nemlendirici losyonlar, sa¢ ¢ikarici ve uzama hizini

Sacli deriye uygulanan tiriinler etkileyen sprey ve losyonlar

Diger iiriinler Diger

Tirnaga Uygulanan Preperatlar

Tirnak cilalar Cozelti, siispansiyon
Tirnak sertlestiriciler Cozelti

Tirnak boyasi temizleyicileri Cozelti

Diger iiriinler Diger

Ag1z Mukozasina Uygulanan Preperatlar

Dis iiriineri Pat, siispansiyon
Agiz sivilari Sprey, ¢ozelti

Diger iiriinler Diger




Cizelge 1.1. Devam Kozmetik ve dermokozmetik preperatlarin siniflandiriimasi

Cilde Uygulanan Makyaj Preperatlari

GOz gevresi iiriinleri Siispansiyon (maskara) gz kalemleri ve far

Cilt makyaji ve yanak iirinleri | Pudra, allik (krem, sikigtirilmig pudra), fond6ten (krem, siispansiyon)
Dudak makyaj iirlinleri Ruj, krem, pigment ve siispansiyon

Diger iiriinler Diger

(Kiglalioglu, 2010; Kozmetik Yonetmeligi, 2005)

1.2. Mikrobiyal Kontaminasyon

Steril  olmasit  zorunlu olmayan kozmetik ve dermokozmetik iriinler
formiilasyonlarinda mikroorganizmalarin besin olarak kullandigi ve ¢ogalmalarim
destekleyen karbonhidratlari, proteinleri, seker ve yaglari, vitamin ve bitkisel hammaddeleri
fazlaca icerdikleri i¢in mikrobiyal kontaminasyon riski altindadirlar (Kozmetik Yonetmeligi,
2005; Sivri, 2005). Aym1 zamanda bu tiriinlerin yiiksek su igerigine sahip olmalari, kullanim
sirasinda kontaminasyonu takiben mikrobiyal biiyiimeyi de desteklemektedir (Bashir ve
Lambert, 2020).

Mikrobiyal risk olusturan bulasanlar, genellikle firiinlerin iiretim asamalar1 ve
tiiketicilerin kullanimi1 esnasinda olmak iizere iki farkli kdkenden meydana gelirler.
Uriinlerin acildig1 andan son kullammina kadar kalici, degisken ve aditif bir mikrobiyal
kontaminasyon ortaya cikar. Uriinlerdeki kontaminasyon belirtlileri genellikle kivam ve renk
degismesi, faz ayrim ve kotii koku olusumudur (European Commission, 2016a; Ozer, 2004).
Kullanici saghgr tizerinde triinlerin olusturdugu risk, mikroorganizmalarin tiirii, sayist ve
salgiladiklar1 toksinlere ve/veya kullaniciya bagli etkenler ile dogrudan iliskilidir (Halla vd.,
2018; Sivri, 2005). Kozmetik iiriinlerin mikrobiyal kontaminasyonu, onemli saglik
sorunlarina sebep olarak potansiyel bir enfeksiyon kaynagi olabilir (Siya vd., 2019).
Kontamine iirlinlerden kaynaklanan enfeksiyonun olusumu tiiketicilerin direncine bagl
oldugu icin ozellikle bagisikligi baskilanmis kisiler, ti¢ yasin altindaki ¢ocuklar ve yaslilar
risk altindadir (Cevikbas vd., 2017; Michalek ve ark. 2019). Birden fazla kisi tarafindan
triinler kullanildiginda da kontaminasyon ve enfeksiyon riskinde artis gézlemlenmektedir

(Ozer, 2004).

[lk olarak Yeni Zelanda’da talk pudrasinin 1946 yilinda kullanilmasi sonucunda
gozlemlenen bebek Olimlerinin ardindan pudralarin  Clostridium tetani bakterisi ile
kontamine oldugu gozlemlenmis ve kozmetik iriinlerin mikroorganizmalar ile kontamine
olabildikleri farkedilmistir (Tan ve Tiiysiiz, 2013). 1969°da Amerika Gida ve llag

Kurumu’nun (FDA) yaptigi arastirmalar sonucunda kozmetik iirlinlerin %25 oraninda



kontamimasyona ugradigi tespit edilmis ve kontamine olmus firiinlerde Gram negatif
bakterilerin diger mikroorganizmalara gére fazla oldugu gézlemlenmistir (Curry vd., 2006).
Gram negatif bakteriler ayn1 zamanda, kozmetik {irtinlerde kullanilan koruyucularin etkin
olmadiklar1 konsantrasyonlarda formiilasyonlara eklenmesi sonucu bu koruyuculari

metabolize edebilmektedir (Baird, 2004).

Kozmetik diinyasinda bir iiriin i¢indeki mikroorganizmalarin 6mrii, onlarin kendi 6zel
ortamlarinda gelisebilme ve ¢ogalabilme yeteneklerine baghdir. Metabolik aktiviteleri
sadece onlar1 ayakta tutmakla kalmaz, ayn1 zamanda diger mikroorganizmalarin gelismesine
olanak saglayan kosullar1 da yaratir. Gram negatiflerin sebep oldugu kontaminasyon, seker
metabolizmas1 ve lipolitik aktivite yoluyla yagli maddeleri pargalayarak bozulmaya yol
acabilir. Bu siire¢ asidik, protein agisindan zayif bir ortam olusturarak {iriiniin bozulmasini
tetikler. Lipitleri dis katmanlarina dahil eden bazi mikroorganizmalar, fenolik koruyucular ve
para-hidroksibenzoik asit esterleri gibi koruyuculara kars1 direng gdsterir. Ayrica, ayrisma
sirasindaki pH degisiklikleri, klorbiitanol ve benzoik asit gibi ¢esitli koruyucularn
aktivitesini etkiler. Cesitli maddeler iceren kozmetik iirlinler i¢in bozulma, genellikle bir
faktor tarafindan baglatilan ve digerleri tarafindan siddetlendirilen karmasik bir siirectir.
Organizma biiylimesiyle miicadele etmek icin birincil bozulma kaynagini belirlemek ¢ok
onemlidir. Bu karmagik dinamikleri anlayarak kozmetik {iriinleri etkili bir sekilde

kullanabilir ve kalitelerini koruyabiliriz (Ozer, 2004).

Kozmetik ve dermokozmetik iirinlerde goriilen organizmalar, saglig1 tehdit eden ve
preperati bozanlar olarak iki smifa ayrilir. Saglik riski olusturan mikroorganizmalar, evde
kullanilan {irinlere oranla hastanede ve kliniklerde kullanilan iiriinlerde daha ¢ok goriiliir.
Preperatlar1 bozan mikroorganizmalar farkli kosullarda kolaylikla biiyliylip ¢ogalabilirler.
Suyun zengin oldugu ortamlarda kolay c¢ogalabildiklerinden y/s (su iginde yag)
emiilsiyonlari, s/y (yag iginde su) emiilsiyonlarina gore daha riskli ortamlardir. Preperatlarin
pH degerinin 2-9 olmasi1 mikroorganizmalarin iiremesi igin uygundur. Uriinlerin muhafaza
edildigi sicakliklar da bu kisimda 6nem tagir. 0°C altinda tireme goriilmez ve 15°C {izerinde
yavag bir iireme gozlemlenir. Bu nedenle {iriinlerin serin ortamlarda muhafaza edilmesi
mikrobiyolojik kontaminasyonun oniine ge¢cmek icin daha uygundur. Ayrica yiizey etkin
maddeler ve proteinler de mikroorganizma biiylimesini arttirirlar. Kozmetik ve
dermokozmetik sistemleri etkileyen bakteri ve mantarlar kararli bir sekilde kendi baslarina
yasamlarmi siirdiirebilen ve tekrar ireyebilen 6zerk varkliklardir. Bu mikroorganizmalar
iiremeleri i¢in ortamin uygun oldugu herhangi bir maddenin igerisinde veya yiizeyinde

olusabilirler. Mikroorganizmalarin varligr gozle goriilmeyebilir. Bu durumlarda alinan



ornekler kiiltiir ortamlarmna ekilerek biiyiimeleri incelenir. Biiylime sonrasinda olusan

koloniler sayilarak toplam say1 belirlenir (Ozer, 2004).

Enfeksiyon kaynagi olan mikroorganizmalar ayni1 zamanda formiilasyonlardaki aktif
bilesenleri pargalayarak ftriinlerin bozulmalarina sebep olabilmektedir. Bu bozulma
sonrasinda {rlinlerin toksik maddeler ile kontaminasyonu veya fiziksel/kimyasal olarak
kararsiz olmalar1 gézlemlenmektedir (Denyer vd., 2004). Mikroorganizmalarin tiirii, sayisi,
iirettikleri metabolitler ve kullanilabilir enerji kaynaklar1 formiilasyonda bulunan kimyasal
maddelerin bozulma hizin1 etkilemektedir. Ayn1 zamanda kimyasallarin molekiiler yapisi,

ortamin fizikokimyasal 6zellikleri de bu durumda etkilidirler (Baird, 2004).

Mikroorganizmalar biiylime sirasinda iiriinlere yerleserek, aciga ¢ikardiklari enzimler
ile polimer yapilarin bozulmasina sebep olurlar. Emiilsiyonlarda polimer yapilarin bozulmasi
sonucu kivam degisikligi ve faz ayrimi gozlemlenir. Oksijen yetersizligi nedeniyle goriilen
fermantasyon sonucu olusan gazlar ve organik asitler iiriinlerin pH’ nin diismesine ve kopiik
olusumuna sebep olurlar. Bazi iiriinler parfiim i¢erdigi i¢in fermantasyon sonucu olusan kotii
kokular hemen duyulmaz fakat preperatin kokusunda farklilifa neden olur. Formiilasyon

bilesenlerinin siilfiir veya oksidasyon olusumu ile renk degisimleri ortaya cikar (Ozer, 2004).

Kozmetik sistemlerde sagligi tehdit eden ve mikrobiyolojik bozulmaya sebep olan
bakteri ve mantarlardan Pseudomonadaceae ve Enterobacteriaceae familyalarina
sampuanlarda rastlanmaktadir. Staphylococcus cinslerine tiras kremlerinde, Candida cinsleri,
Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus aureus tiirlerine ise dis macunu ve agiz
sularinda rastlanmaktadir. Kiiflere ve Gram negatiflere goz ve dudak kalemlerinde, pudra
formundaki iiriinler ve rujlarda, Klebsiella tiirlerine ise krem ve losyonlarda rastlanmaktadir.
Klebsiella tiirleri tarafindan krem ve losyonlarin igeriginde bulunan gliserin metabolize
edilebilmektedir. Yapilan incelemelerde bebek losyonlarinda Klebsiella’nin  varlig
konjunktiviteye, el kremlerinde Klebsiella varligi ise septisemiye neden oldugu
gozlemlenmistir (Sivri, 2005). Viriislerden ise Herpes simplex viriisiin kullanilan bazi
preperatlara gecebilecegi diisiiniilmektedir fakat virlisler hakkinda bilinen kesin bir bilgi

bulunmamaktadir (Ozer, 2004).
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Staphylococcus aureus P iltihap. Sepsis. TSS
Streptococcus pyogenes > Sepsis
Clostridium tetani > Tetanoz
Clostridium perfiingens > Gazl1 gangren
Pseudomonas aeruginosa P> Sepsis., Otit. Konjunktivit
Klebsiella spp. > Konjunktivit
Enterobacter > Enterit
Candida albicans > Dermatit
Aspergillus spp. > Alerji
Fusarium spp. P  Alerji, Konjunktivit

- AN /

Sekil 1.1. Kozmetik ve dermokozmetiklerde bulunabilen bazi patojen mikroorganizmalarin sebep

oldugu hastaliklar

Kaynak: (Sivri, 2005)

Kozmetik ve dermokozmetik farmasotik iirlinlerin mikrobiyolojik a¢idan uygunlugu
iireticilerin imaj ve ekonomik durumlari, tiiketicilerin sagligi, tiriinlerin kalite ve stabilitesi
icin ¢ok Onem tasimaktadir (Cevikbas vd., 2015; Scholtyssek, 2004). Mikrobiyal
kontaminasyon sagligi tehdit ettigi icin {irtinlerdeki mikroorganizma sayilarinin otoritelerce
belirlenen limitlerin altina indirilmesi gerekmektedir (Sivri, 2005). Kozmetik Kanunu
diizenlemeleri uyarinca bebek iirlinleri ve goz etrafina uygulanan iiriinlerin gram veya
mililitre basina 100'den fazla mikroorganizma icermemesi gerekmektedir. Agiz gevresine
uygulanan iiriinlerde 500 mikroorganizma sinir1 bulunmali, diger iiriinlerde ise 1000
mikroorganizmaya kadar izin verilmektedir. Ayrica bu triinlerde zararli mikroorganizmalar
bulunmamali, kozmetik iriinlerin giivenligi ve kalitesi saglanmalidir (Kozmetik

Yonetmeligi, 2005).

Koruyucu madde eklenmesi ile bir preperatta kontaminasyona sebep olan
mikroorganizmalarin lireme ve biiyiimesi engellenebilir. Bu islemde gereksiz miktarda
koruyucu kullanilmamasina, asirt kosullardan kaginarak koruyucu miktarinin preperatin
normal iretim ve kullanim kosullarindaki duyarliligina goére ayarlanmasina dikkat

edilmedilir. Endiistride mikrobiyal kontaminasyondan gelebilecek zararlarin dnlenebilmesi
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i¢in Iyi Imalat Uygulamalari (GMP) kurallarinin da uygulanmasi gerekmektedir (Carikg1
Yavasal vd., 2008; Ozer, 2004). Diinya Saghik Orgiiti (WHO) tarafindan ilac, gida ve
kozmetik {iriin iireticilerine Iyi Imalat Uygulamalar1 (GMP) kurallar1 iletilmistir. Ulkemizde
ise bu kurallar Tiirkiye Ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu (TITCK) tarafindan yayimlanan kilavuz
ile bildirilmistir (Tiystiiz, 2010).

1.3. Koruyucu Madde Kullanimi

Yasamimizin hemen her yerinde bulunabilen mikroorganizmalar maddelerin
clirimesinden ve geri doniigsiimiinden sorumludur. Bu mikroorganizmalar kozmetik,
dermokozmetik ve ilag gibi endiistriyel {iriinlerin, 06zellikle emiilsiyon seklindeki
formiilasyonlarinda topikal kontaminasyona ve bozulmaya sebep olur (Dortung, 2015; Ozer,
2004; Sasseville, 2004). Mikrobiyal iiremenin Onlenmesi, iiriinlerdeki stabilizasyonun
saglanabilmesi ve kimyasal bozulmanin miimkiin oldugunca engellenmesi amaciyla
tirtinlerin dozaj formlarina antimikrobiyal etkiye sahip koruyucular eklenmektedir (Onurdag
vd., 2010; Sasseville, 2004).

Genellikle son kullanma tarihi bulunmamasindan dolay1 ¢ok dozlu preperatlar olan
kozmetik ve dermokozmetik iriinlerin kullanim esnasinda rekontamine olma riski
bulundugundan iiriin formiilasyonlarina antimikrobiyal maddeler eklenmesi alinabilecek en
etkili tedbirlerdendir (Dortung, 2015; Onurdag vd., 2010). Ilaclarda bu durum koruyucu
eklenmesinin yanisira tek dozluk ambalajlarda steril edip saklanarak onlenebilir (Dortung,

2015).

Genis spektrumlu etki gostermeleri, irritasyon ve diger toksisite olasiliklarini azaltmak
icin disiik ancak en etkin oldugu derisimlerin kullanilmasi, formiilasyon igindeki diger
maddelerle gecimli olmasi ve kendisi ile birlikte diger maddelerin etkinliginde degisime yol
agmamasi, ¢apraz direnci, su aktivitesi, iirliniin renk ve kokusunda degisiklik olusturmamast,
iretim sirasindaki tim sicaklik ve pH kosullar1 altinda kararli kalabilmesi, belirtilen
derisimde ve sekilde kullanildigr zaman insan cildi iizerinde giivenilir olmasi, etkenliginin
saptanmasi ve analizlerinin kolay yapilabilmesi, diisiik maliyetli olmasi, ¢oziiniirliigiiniin,
kullaniminin ve taginmalarinin kolay olmasi koruyucularda istenilen genel 6zelliklerdendir

(Orth vd., 2006; Yazan, 2004).

Bakteriler, koruyuculara ve diger biyosit tiplerine kars1 genis bir tepki gosterirler. Bu
yanit esas olarak antimikrobiyal ajanin dogasi ve organizma tipi tarafindan belirlenir

(Russell, 1991). Bir¢ok koruyucu Gram negatifler tarafindan metabolize edilmektedir
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(Beveridge, 1998). Gram pozitif ve negatif bakterilere birlikte etki ederek genis spektrumuna
sahip koruyucular oldukca ragbet géormektedir fakat bu 6zellikte olan az sayida koruyucu

madde bulunmaktadir (Denyer, 2007).

Hem bakterilere hem de mayalara etki gosteren koruyucu sayisi azdir. Boyle
durumlarda tek bir koruyucu ile hedeflenen etkiye ulasilamamaktadir. Kozmetik ve
dermokozmetik sistemlerde kullanilacak ideal tek bir koruyucu olmadigindan, etkin bir
koruma saglama amaciyla {iriinlere koruyucu kombinasyonlart eklenir. Kombinasyonlar
sonrasinda goriilen etki tek bir koruyucunun etkinliginden fazla ise sinerjistik etki elde edilir.
Bu durum sonrasinda hedeflenen genis etki spektrumuna ulasilir ve her bir koruyucu daha
diisiik konsantrasyonlarda {iriinlerin dozaj formlarina eklenir. Giiniimiizde bir¢ok koruyucu
kombinasyonunun ticari olarak kullanimi sinerjistik etkiyle elde edilen bu dikkat gekici
sonuglara dayanmaktadir (Doorne, 2007; English, 2006; Yazan, 2004).

Antimikrobiyal 6zellige sahip koruyucular mikroorganizmalarin yapisint bozarak
onlara zarar verir (Talaro, 2005). Genellikle hiicre duvari ve zarina, sitoplazma ve sitoplazma
zar yapilarma etki ederek niikleik asit sentezini engeller veya hiicresel proteinlerin islevini
degistirirler (Hugo ve Russell, 1998; Talaro, 2005). Sitoplazmada (niikleik asitlere,
koagiilasyona, ribozomlara, amino ve tiyol gruplarina), sitoplazma zarinda ise zar yapisi ve

zardaki enzimlere (ATP, ETS ve tiyol gruplari) etki ederler (Denyer ve Russell, 2004).

Tiyol grubu enzimleri ile etkilesime giren koruyuculardan bazilar1 formaldehit,
formaldehit salanlar, bronopol ve gluteraldehitlerdir. Gluteraldehitler, formaldehit ve
formaldehit salanlar ayni zamanda amino gruplari ve bakteri hiicre duvariyla etkilesime
girerler. Klorheksidin ve gluteraldehit gibi koruyucular genel koagiilasyona etki ederler.
Sitoplazma zarma etki eden koruyuculardan bazilar1 sorbik asit, kuarterner amonyum
bilesikleri, alkoller, klorheksidin ve parabenlerdir. Parabenler ayn1 zamanda niikleik asitlerle

etkilesime giren koruyuculardir (Denyer ve Baird, 2006).

pH degeri ¢ok diisiik olan, tasidigi su miktar1 sifir veya ¢ok az olan kozmetik ve
dermokozmetiklere, bilesiklerin kendisinin (orta zincirli yag asitleri, ugucu yaglar, alkoller,
alifatik glikoller ve antioksidan ajanlar) antimikrobik etki gostermesi durumunda ayrica bir
koruyucu eklenmesi gerekmeyebilir. Bazi koruyucu maddeler kozmetik etkin madde olarak
da kullanilabilir. Enzimlerle birlikte glukoz iceren ve ¢inko oksit i¢eren {iriinlere koruyucu

eklenmesine gerek yoktur (Yazan, 2004).
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Antibiyotik Nemlendiri Alkoller
Uriinler

Renkler, g
Kokular Bitkiler
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CozelnlerJ Esterler

Anyonik ve
Asitler, Katyonik
Alkaliler Yiizey Aktif
Maddeler

Selatlama Fenolik
Ajanlan Glikoller Antioksidan

Sekil 1.2. Koruyucu etkinligine katkida bulunabilecek bilesenler

Kaynak: (Orth, 2007)
1.3.1. Koruyucu Aktivitesini Etkileyen Faktorler

Koruyucularn iiriin formiilasyonlarinda kullanildiklar1 konsantrasyon degisiklikleri ile
koruyucu sistemlerin aktivitesi dogru orantili bir etkilesim gostermektedir (Denyer, 2007;
Cevikbas vd., 2015). Konsantrasyon degisikliklerinin koruyucu aktiviteleri tizerine etkisi
kullanilan koruyucunun tipine gore degisiklik gosterebilmektedir (Baird, 2004). Koruyucular
tarafindan mikroorganizmalarin inhibe edildigi en diisiik konstantasyon diizeyi MIK
(Minimum Inhibisyon Konsantrasyon) olarak ifade edilir. Koruyucularin iiriinlerde
kullanilacagi bu konsantrasyonlar ve antimikrobiyal etki spektrumu yapilan calismalar
sonucunda belirlenir (English, 2006). Koruyucu bilesikler tipik olarak ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda kullanilir ve iirtin formiilasyonunun %1'inden azin olusturur (Ravita vd.,

2009).

Sicaklik, koruyucu aktivitesini ve reaksiyon hizimi etkileyen temel etmenlerdendir.
Koruyucularin aktivitesi genellikle sicaklik artisi ile artis gostermektedir (Denyer, 2007;
Ozer, 2004). Koruyucular farkli formiilasyon islemlerinde ve kullanim sirasinda sicakliga

kars1 dayanikli olmalidir (Ozer, 2004).

Kozmetik ve demokozmetik iriinlerde pH degeri mikroorganizma iiremesine ve
kimyasal stabilitesi lizerinde etkilidir (Rigler ve Schimmel; 1957, Ozer, 2004). Bu modern

kozmetik iiriinlerinde pH degerinin 3.5 ve daha diisiik degerlerde olmas1 asidik kosullarda
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iireyen maya ve mantarlarin tiremesi, 5.5-8.0 arasinda olmasi ise bakterilerin liremesi i¢in
uygun ortamlar oldugundan dolay1 koruyucularin 2-11 pH degeri arasinda etkili olmalari
istenir. (Cevikbas vd., 2015; Ozer, 2004). Koruyucu kullamlan ortamm pH’1
mikroorganizma tiiremesini Onleyecek sekilde degisirken koruyucunun etkinliginde de
degisiklik gosterebilir (Ozer, 2004). Benzoik asit ve sorbik asit gibi diisiik asidik 6zellik
gosteren koruyucular, diisiik iyonizasyonun meydana geldigi ortamda etkin pH degerine
ulasarak noniyonize molekiiller i¢erisinde daha iyi antimikrobiyal etki gosterirler. Parabenler
ve iyonize olmayan ester gruplarinin en iyi etki gosterdikleri seviye ise ndtral pH

seviyeleridir (Baird, 2014).

Organik ve inorganik koruyuculardan bazilar1 (Sorbik asit, Bronopol, Irgasan DP300)
glines 1s1gina karsit hassasiyet gosterdikleri igin bozulabilirler (Cevikbas vd., 2015;
Farrington vd., 1994; Ozer, 2004). Kullanilan ambalaj materyalinin ultraviyole 1s18a
gecirgenlik gostermemesi bu durumu engellemek icin alinabilecek 6nlemlerdendir (Cevikbas

vd., 2015; Farrington vd., 1994).

Koruyucunun etkinligi i¢in iirlinlerde ¢6ziinebilmesi ve formiilasyon fazlarinda uygun
konsantrasyonlarda bulunmasi gerekmektedir (Greenwood ve Harman, 2007). Koruyucunun
sudaki ¢oziiniirliigi 6nemlidir. Sulu fazda mikroorganizmalar kolaylikla gogalabildiginden
bu fazda etkili miktarda koruyucu bulunmalidir (Ozer, 2004). Koruyucularin su igerisinde
¢ozlinebilirliginin artmas1 aktivitesinde de artis gostermektedir (Rigler ve Schimmel; 1957).
Emiilsiyonlar gibi sulu ve yagh faz igeren sistemlerde ise koruyucu maddenin dagilabilirlik
katsayis1 onem tasir (Ozer, 2004). Formiilasyon fazlari arasinda koruyucunun
¢Oziiniirliglinliin azalmamasi ve ¢okelti olusturmamasi tercih edilmektedir (Greenwood ve

Harman, 2007).

Koruyucular, iiriinlerin iceriginde bulunan diger maddeler ile etkilesime girdiklerinde
aktiviteleri artabilecegi gibi azalma da gozlemlenmektedir. Bu sebeple koruyucu maddelerin
iiriinler icerisindeki etkinliginin siirdiiriilebilmesi i¢in formiilasyonlarda kullanilan bu
maddeler ile gecimli olmasi gerekmektedir (Cevikbas vd., 2015; Ozer, 2004). Yiiksek
konsantrasyonda orta derecede antimikrobiyal etki gosteren, diisiik konsantrasyonda
kullanildiginda ise Gram negatif bakteri ve mantarlarin tiremesini arttirabilen anyonik yiizey
etkin maddeler ve antimikrobiyal etki gostermeyerek mikroorganizmalarin gelismesi i¢in
uygun ortam olusturan noniyonik yiizey etkin maddeler koruyucu etinlikleri ile girisim
gosterebilirler. Uriinlerde iyi derecede antimikrobiyal etki gosteren katyonik yiizey etkin

maddeler ise koruyucular ile nadiren girisim yapar ve genellikle koruyucu etkinligini
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arttirirlar. Cinko, demir, aliiminyum gibi metal tuzlarmin varhiginda da koruyucularla

gecimlilik durumuna dikkat edilmelidir (Ozer, 2004).

Formiilasyondaki maddeler, koruyucularin  kimyasal kararliligimi  hidroliz
(klorhekzidin, bronopol ve 5-hidroksibenzoik asit esterleri), rediiksiyon (bronidoks, hidrojen
peroksit, tiyol ve siilfiirler), oksidasyon (benzil alkol, sorbik asit) ve tuz etkisi (klorhekzidin,
kuaterner amonyum bilesikleri) gibi reaksiyonlarla etkileyebilir. Kararlilig1 etkileyen diger
faktor ise koruyucunun polisakkaritlere (agar, aljinatlar), poliakrilatlara, kati maddelere
(pigment, talk, kil), ambalaj malzemelerine (PVC, kauguk) tutunmasi sonucu, sulu fazda
etkili olacak diizeyde kalmamalaridir. Misel olusumundan dolay1 koruyucularin sulu faz
disarisinda kalmasi etkinliklerinin azalmasina sebep oldugu i¢in de kararlilik etkilenir (Ozer,

2004).

Ambalaj materyali ile tiriinler arasinda ¢esitli sebeplerden dolay1 koruyucu maddelerin
aktivite degisimleri, etkin maddelerin pargalanmasi, bilesenler arasinda girisim, ambalaj
maddesine sorpsiyon sonucu etkin madde kaybi gibi olumsuz durumlar gdzlemlenebilir
(English, 2006; Ozer, 2004). Kuaterner amonyum bilesiklerinin plastik ve cam yiizeyler
tarafindan, koruyuculardan benzoik asit, sorbik asit ve parabenlerin plastik yiizeyler
tarafindan absorbe edilmesinden dolay1 formiilasyonlardaki miktarlarinda Snemli 6lgiide

azalma gozlemlenmektedir (Baird, 2004; Cevikbas vd., 2015).

Mikrobisidal o6zellikte olmasi gereken koruyucularin pek g¢ogunun oda 1sisinda
sporisidal aktivitesi sinirlandirilmis olmasimna ragmen mikroorganizmalarin vejetatif
formlarma karsi iyi bir etki gostermeleri ve mikrobiyal zorluk seviyelerine dayanabilmesi
beklenmektedir. Ortam kosullarina bagli olarak koruyucu aktivitesi, mikroorganizmalarin

cinsi ve sayisina gore degisebilmektedir (Denyer, 2007).
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1.3.2. Kullanimina izin Verilen Koruyucular

Cizelge 1.2. Kozmetik ve dermokozmetik {iriin formiilasyonlarinda kullanimina izin verilen

koruyucular

Benzoik Asit ve Sodyum Tuzlari
Sodyum Benzoat, Amonyum
Benzoat, Kalsiyum Benzoat,
Potasyum Benzoat, Magnezyum
Benzoat, MEA-Benzoat, Metil
Benzoat, Etil Benzoat, isopropil
Benzoat, Propil Benzoat, izobiitil
Benzoat, Butil Benzoat, Pentil
Benzoat

Propiyonik Asit ve Tuzlari
Propiyonik Asit, Amonyum
Propiyonat

Kalsiyum Propiyonat, Magnezyum
Propiyonat

Potasyum Propiyonat, Sodyum
Propiyonat

Salisilik Asit, Kalsiyum Salisilat,
Magnezyum Salisilat, MEA-
Salisilat, Sodyum Salisilat,
Potasyum Salisilat, TEA - Salisilat

4-Hidroksibenzoik Asit,
Esterleri ve Tuzlari
4-Hidroksibenzoik Asit,
Metilparaben

Potasyum Etilparaben,
Potasyum Paraben
Sodyum Metilparaben,
Sodyum Metilparaben
Etilparaben, Sodyum Paraben,
Potasyum Metilparaben,
Kalsiyum Paraben

5-Kloro-2-(2.4- diklorofenoksi)
Fenol
Triklosan

Kloroksilenol
Kloroksilenol

Polihekzametilen biguanid
hidrokloriir
Poliaminopropil biguanid

Hekza-2,4-dienoik Asit ve Tuzlar:

Benzalkonyum Kkloriir, bromiir ve
sakkarinat

Sorbik Asit, Kalsiyum Sorbat,
Sodyum Sorbat, Potasyum Sorbat

Benzalkonyum klortir,
Benzalkonyum bromiir
Benzalkonyum sakarinat

1,3-Bis (hidroksi- metil)-5,5-
dimetil- imidazolidin-2,4-
dion

DMDM Hidantoin

1-(4-Klorofenil)-3- (3,4-

2,4-Diklorobenzil Alkol diklorofenil Klorokrezol

Diklorobenzil Alkol T p-Kloro-m-Kresol
riklokarban

Bifenil-2-ol Klorobutanol Tiyomersal

o-Fenilfenol Klorobutanol Timerosal

Fenilmerkiirik Tuzlari
Fenil Civa Asetat,
Fenil Civa Benzoat

N.N'"-metilen- bis|[N’'-[3-
(hidroksi- metil)-2,5-dioksoi-

1-(4-Klorofenoksi)-1-
(imidazol-1il)-3,3-

midazolidin-4-il]iire]
Imidazolidinil Ure

dimetilbutan-2-on
Klimbazol

Inorganik Siilfitler ve Hidrojen-
Siilfitler

Sodyum Siilfat, Amonyum Siilfat,
Potasyum Siilfat

Potasyum Hidrojen Siilfat,
Amonyum Bisiilfat

Sodyum Bisiilfit, Sodyum
Metabistilfit,

Potasyum Metabisiilfit

N.N"-bis(4-Kloro- fenil)-3,12-

Alkil (C12-22) trimetil

diimino- 2,4,11 13-tetraazatetra-
dekandiamidin ve onun
diglukonat, diasetat ve
Klorheksidin, Klorheksidin
Diasetat

Klorheksidin Diglukonat,
Klorheksidin Dihidrokloriir

amonyum bromiir ve kloriir
Behentrimonyum klortir,
Setrimonyum bromiir
Setrimonyum klortir,
Laurtrimonyum bromiir
Laurtrimonyum klortir,
Steartrimonyum bromiir
Steartrimonyum kloriir

1,2,3-Propantrikarboksilik asit, 2-

Undek-10-enoik Asit ve Tuzlari

Benzenkarboksimidamid,

hidroksi-, monohidrat vel,2,3-
Propantri karboksilik asit, 2-
hidroksi-, Giimiis(+1) tuzu,
monohidrat

Sitrik asit ve Glimiis sitrat

Undesilenik asit, Potasyum
undesilenat

Sodyum undesilenat, Kalsiyum
undesilenat

TEA-undesilenat, MEA-undesilenat

4,4'-(1,6-hekzandiil-bis
(oksi))bis- ve tuzlari
Heksamidin, Heksamidin
diizetiyonat,

Heksamidin paraben

3-Asetil-6-metil-piran-2,4 (3H)-
dion ve Tuzlar1

Dehidroasetik Asit,

Sodyum Dehidroasetat

Formik Asit ve Sodyum Tuzu
Formik Asit,
Sodyum Format

3,3'-Dibromo-4,4'-
hekzametilen- dioksidi-
benzamidin ve Tuzlari
Dibromoheksamidin Izetiyonat

5- Pirimidinamin, 1,3-bis
hekzahidro-5-metil-
Heksetidin

5-Bromo-5-nitro-1,3-dioksan
5-Bromo-5-nitro-1,3-dioksan

Bronopol
2-Bromo-2-nitropropan-1,3-
diol
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Cizelge 1.2. Devam Kozmetik ve dermokozmetik iiriin formiilasyonlarinda kullanimina izin verilen

koruyucular

1-Hidroksi-4-metil- 6-(2,4,4-
trimetil- pentil) 2-piridon ve
Monoetanolamin Tuzu
1-Hidroksi-4-metil-6- (2,4,4-
trimetilpentil) 2-piridon, Pirokton
Olamin

Benzenmetanaminyum, N,N-
dimetil-N-[2-[2-[4-(1,1,3,3.-
fenoksi]etoksi]etil]- kloriir
Benzetonyum Klortir

5-Kloro2-metil-izotiyazol-
3(2H)-on ve 2-
metilizotiyazol-3(2H)-on
karisimi
Metilkloroizotiazolinon,
Metilizotiazolinon

2,2'-metilenbis

—_———

Bromoklorofen

4-izopropil-m-kresol
0-Cymen-5-ol

1-Fenoksipropan-2-ol
Fenoksizopropanol

4,4-Dimetil-1,3- oksazolidin
Dimetil Oksazolidin

Glutaraldehit (Pentan-1,5-dial)
Glutaral

5-Etil-3,7-dioksa-1-
azabisiklo [3.3.0] oktan
7-Etilbisiklooksazolidin

2-Fenoksietanol
Fenoksietanol

Metenamin
Metanamin

Benzil Alkol
Benzil Alkol

N-(Hidroksimetil)- N-
(dihidroksimetil- 1,3-diokso-2,5-

Etil-N-alfa-dodekanoil-L-arjinat

imid- azolidinil-4)-N'-

(hidroksimetil) iire

Diazolidinil Ure

hidrokloriir
Etil Lauroyl Arginat HCI

Titanyum dioksit iizerinde
biriken giimiis Kloriir
Glimiis kloriir

3-(p-Klorofenoksi)-propan-1,2 diol

Sodyum N-(hidroksimetil)glisinat

Klorfenesin

Sodyum Hidroksimetilglisinat

4-(3-etoksi-4-hidroksifenil)
butan-2-on
Hidroksietoksifenil Biitanon

Metanol, (fenilmetoksi-)
Benzilhemiformal

3-iyodoe-2- propinilbutilkarbamat

2-Metil-2H-izotiyazol-3-on

Iyodopropinil biitilkarbamat

Metilizotiyazolinon

Kaynak: (Kozmetik Yonetmeligi, 2005)

1.3.3. Cahiymada Kullanilan Koruyucular

1.3.3.1. Fenoksietanol

O
\/\OH

Sekil 1.3. Fenoksietanol molekiil ¢izimi

Birincil ad ve/veya INCI ad1 fenoksietanol, IUPAC adi1 2-fenoksietanol olan ve etilen
glikol monofenil eter, fenoksitol, 1-hidroksi-2-fenoksietan, (2-hidroksietoksi) benzen es
anlamli isimleriyle de adlandirilan bu madde, fenol esteri ve ayni zamanda aromatik bir
alkoldiir (Arabaci ve Alisawi, 2021; European Commission, 2016b). Ampirik formulii
C8H1002, CAS numarast 122-99-6 ve molekiiler agirhg 138,17 g/mol’diir (European
Commission, 2016b). En belirgin 6zelligi koruyucu bir kimyasal dzellige sahip olmasidir
(Arabaci1 ve Alisawi, 2021). Katyonik ve anyonik ylizey aktifleri ile uyumludur (Denyer,
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2007). Renksiz, oda sicakliginda yagli, hafif viskoz siv1 fiziksel forma sahip bu organik
kimyasal bilesenin kaynama sicakligi 247°C’dir (Arabact ve Alisawi, 2021; Cevikbas vd.,
2015; European Commission, 2016b).

Fenoksietanol ideal oranda kullanildiginda cilde, mukozaya, gézlere zarar vermemesi
ve ciltte hassasiyet gostermemesi sebebiyle farkli sektorlerde kullanimi yaygindir. Genel
olarak kozmetik iiriinlerde ve asilarda kullaniminin yanisira, topikal ila¢ iiretimi, akne
tedavisi, el dezenfeksiyonu, caprylyl glycol ile kullanimda cilt kirigikliklarinin giderilmesi,
sa¢ ve cilt i¢cin protein kaynakli iiretim, humektan igerikli preperatlarin iiretimi, kulak
damlas1 imalati, 1slak mendil ve miirekkepli kalem gibi {iriinlerde koruyucu madde olarak
kullanilir (Arabaci ve Alisawi, 2021; Dreno vd., 2019). Formaldehit salan koruyuculara da
alternatif olarak kullanilirlar. Tipta anestezi ilaci olarak sedasyon islemlerinde tercih edilir
(Arabact ve Alisawi, 2021). Coziicii 6zellige sahip olmasindan dolay1 farkli koruyucular
iceren preperatlarda ¢oziicii olarak kullamlabilir (European Commission, 2016b). Ayrica
koku karigimlarinda bir koku bileseni olarakta kullanilabilirler (Dreno vd., 2019).

Fenoksietanol preperatlarda yiiksek antimikrobiyal koruyucu aktivitesi gosterebilmesi
ve genis pH skalasina hitap edebilmesi sayesinde mikroorganizmalara karsi spektrumu genis
bir etkiye sahiptir (Arabaci ve Alisawi, 2021; European Commission. (2016b). Solunumdan
oksidatif fosforilasyonu ayirarak ve malat dehidrogenazi rekabetci olarak inhibe ederek
antimikrobiyal etkisini gosterir. Ayrica, hiicre zarmin potasyum iyonlarina gegirgenligini
arttirir ve bakterisidal bir etki gostererek mikrobiyal DNA ve RNA sentezini direkt olarak
inhibe ederler (Dreno vd., 2019).

Fenoksietanol kozmetik formiilasyonlarda maksimum %1,0 konsantrasyonda
kullanilir (European Commission, 2016b). Meksika’da bu deger %0,3 miktarina kadar
sinirlandirilmistir. Fenoksietanoliin %1°1lik konsatrasyona kadar kulanimi zararsiz olarak
tasvir edilir. 3 yas altindaki ¢ocuklara bez bolgesi igin en fazla %0,4 oranda kullanimi 6n
goriilmektedir. Fenoksietanol kozmetik formiilasyonlarda bazi koruyucu kimyasallar ve
sorbik asit ile birlikte 9%0,2-%0,5 konsantrasyonlarda kullanilir. Regetesiz satilan
dezenfektan iiriinlerde %2’lik konsantrasyon ile pazara sunuldugu da bilinmektedir (Arabact
ve Alisawi, 2021). El dezenfektanlarinda ise %5’e kadar konsantrasyonlari kullanilmaktadir
(Dreno vd., 2019).

24/03/2005 tarihli ve Resmi Gazete 5324 sayili Kozmetik Kanunu’na gore Kozmetik

Yonetmeligi, kozmetik iriinlerde fenoksietanol kullaniminin genel olarak %]1°lik
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konsantrasyon miktar1 iizerinden degerlendirmekte ve bu miktardan fazla kullanilmasi
durumunda insan sagligma kasti zarar gerekcesi ile ilgili dreticilere yaptirimlar
uygulamaktadir. Yapilan caligmalarda bu konsantrasyon iizerinde kullanimlarda dermatit,
iirtiker gibi istenmeyen durumlar gézlemlenmistir. Fenoksietanoliin yutulmasi ve gozle
temasi1 halinde ciddi toksik etki ve tahriglere yol agtigi belirtilmistir. Bu risklerden dolay1

cocuklarda kullanimi 6nerilmemektedir (Arabact ve Alisawi, 2021).

Fenoksietanol, diger kozmetik kimyasal koruyuculara (6rnegin metilizotiyazolinon,
iyodopropinil butilkarbamat, etilheksilgliserin ve metil paraben) gore normal ciltteki
bakteriler {izerinde daha zayif bir inhibisyon etkisi gosterir. Hayvanlarda ve insanlarda hem
oral hem de topikal yollardan yapilan birgok kinetik calisma, fenoksietanoliin hizl
emildigini, dagitildigini, metabolize edildigini ve atildigin1 géstermistir. Fenoksietanol cildin
icinde veya karacigerde metabolize edilebilir ancak karacigerde metabolizma orani1 daha
yiiksektir (Dreno vd., 2019). Cildin emilim bazinda ilerleyen bir yapiya sahip olmasindan
dolay1 fenoksietanoliin, iiriinlerde farkli konsantrasyonlarda kullanilmasi zaman igerisinde
ciltte birikime yol acabilir ve cilt tarafindan emilen bu kimyasal zaman icerisinde deri altinda
toksik madde biriktirmeme riski olusturabilir. Bu durumlardan dolay1 fenoksietanol

kullanim1 ve fayda/zarar ilkesi hala arastirilmaya acik bir konudur (Arabaci ve Alisawi,
2021).

1.3.3.2. Benzil Alkol

CH,OH

Sekil 1.4. Benzil alkol molekiil ¢izimi

Birincil ad ve/veya INCI adi benzil alkol, [IUPAC adi fenilmetanol olan bu bilesigin
molekiil formulit C7H80, CAS numaras1 100-51-6 ve molekiiler agirligi 108,14 g/mol’diir
(National Center for Biotechnology Information, 2023a). Benzil alkol kozmetik
formiilasyonlarda koruyucu, ¢6ziicii, koku maddesi ve viskozite azaltici olarak kullanilan bir
aromatik alkoldiir (Johnson vd., 2017; Nair, 2001). Zay1f lokal anestezik 6zellige sahip olan
bu bilesik benzaldehit ve benzoik asitle havada oksitlenmektedir ve noniyonik yiizey aktifler

tarafindan aktivitesi azaltilmaktadir (Denyer, 2007; Gorman ve Scott, 2004).
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Benzil alkol, hem bakterilere hem mantarlara etkilidir (English, 2006). Toksisitesi
disiik oldugu igin sabun, sampuan, yiiz temizleyici, cilt losyonu gibi kozmetik ve
dermokozmetik iiriinlerde siklikla tercih edilmektedir (Sulaiman vd., 2020). Benzil alkol
aromatik alkolii yasemin, siimbiil, ylang-ylang gibi bir¢ok bitkinin ugucu yaginda yaygin

olarak bulunmaktadir (Nair, 2001; Sulaiman vd., 2020).

Benzil alkoliin kozmetik iiriinlerde kullanim konsantrasyonu %1-3 araligindadir
(Denyer, 2007). Diisik konsantrasyonlarda ise intravendz ve topikal ilaglarda
kullanilabilirler. Yetiskin ve ¢cocuklarda bas biti tedavisinde de kullanilmaktadir. Bu tedavide
tercih edilen konsantrasyon %5’tir (Ataman Chemicals, t.y.). Yaygin olarak cesitli ev
temizlik iirlinlerinde de kullanilan benzil alkoliin, bir temas alerjeni oldugu bildirilmis ve bu
diriinleri kullanan niifusun 6nemli bir kisminda alerjik kontakt dermatite yol actig

belirtilmistir (Ataman Chemicals, t.y.; Sulaiman vd., 2020).

1.3.3.3. Potasyum Sorbat

K* N

O

Sekil 1.5. Potasyum sorbat molekiil ¢izimi

Birincil ad ve/veya INCI adi potasyum sorbat, TUPAC adi1 potassium;(2E,4E)-heksa-
2,4-dienoat olan ve sorbistat potasyum, potasyum (E,E)-sorbat, sorbik asit potasyum tuzu
gibi bircok es anlamli isimleriyle de adlandirilir. Ampirik formulii C6H702K, CAS
numarasi 590-00-1 veya 24634-61-5, molekiiler agirlhigi 150,22 g/mol’diir (National Center
for Biotechnology Information, 2023b). Suda ¢oziirliigii yiiksek olan bu tuz, sivi stok
¢ozeltiler icin gelistirilmistir. Beyaz renkli, kristal toz formda, kokusuz, yumusak ve parlak

bir yapidadir (Chichester ve Tanner, 1972; Saldamli, 1985).

Suda ¢ok iyi c¢oziinmesinden dolayr kozmetik, dermokozmetik ve gidalarda
mikroorganizmalara kars1 koruyucu olarak sik sik kullanilmaktadir (Davidson vd., 2005;
National Center for Biotechnology Information, 2023b). Genis antimikrobiyal aktivitesi
oldugundan dolay1 ila¢ olarak kullanildigi da bilinmektedir (National Center for
Biotechnology Information, 2023b). Kiif ve mayalara kars1 etkinligi bakterilere karsi olan

etkinliginden daha fazladir. Ayrica katalaz-pozitif mikroorganizmalara etkinligi de
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bilinmektedir. Mikrobiyal kiiltlir ortamlarinda ve gidalarda farkli kiif mitotoksinlerini inhibe
etmektedir. Diisiikk sorbat miktarinin ise kiifiin cinsine ve gevresel faktorlere bagl olarak

mikotoksinleri canlandirabildigi gozlemlenmistir (Furia, 1972).

Belirtilen bu firiinlerin formiilasyonlarinda %0,6’ya kadar kullaniminda, insan
viicuduna temas sonrasinda birincil tahris edici maddeler degillerdir. Bu konsantrasyonlarda
test edilen potasyum sorbatin insanlarda nadiren intolerans vakaya sebep oldugu
bildirilmistir (National Center for Biotechnology Information, 2023b).

1.3.3.4. Sodyum Benzoat

O Na'

Sekil 1.6. Sodyum benzoat molekdil ¢izimi

Birincil ad ve/veya INCI adi sodyum benzoat, [UPAC ismi sodyum;benzoat olan
kimyasal madde sobenat, antimol, benzoik asit sodyum tuzu gibi bir¢ok es anlaml
isimleriyle de adlandirilir. Ampirik formuli C7H502Na, CAS numarasi 532-32-1,
molekiiler agirligi 144,10 g/mol’diir (National Center for Biotechnology Information,
2023c).

Bu madde beyaz kristal veya graniiler bir toz halinde goriiniir. Baslica uygulamalari
arasinda soda ve meyve suyu gibi iriinlerde yaygin olarak kullanildigi gida endiistrisi
bulunmaktadir. Ayrica kozmetik ve farmasotik iiriinlerde de siklikla kullanilmaktadir. Suda
iyi ¢oziiniir ve benzoik asitle karsilastirildiginda suda ¢oziiniirliigii artar. Ozellikle suda
degil, ayn1 zamanda etanol ve metanolde de dikkate deger bir ¢oziiniirliik sergileyerek cesitli
formiilasyonlardaki ¢ok yonliligiinii gostermektedir (Davidson vd., 2005; Pylypiw ve
Grether, 2000).

Tar¢in, kurutulmus karanfil, yogurt ve kuru erik gibi gidalarda dogal bir sekilde
bulunabilen benzoik asit, sodyum benzoat olarak bilinen sodyum tuzu formunda uzun siiredir
koruyucu olarak kullanilmaktadir. Serbest benzoik asidin sinirlt ¢oziiniirliigi nedeniyle
sodyum tuzuna bu doniisiim tercih edilir. Uygulama sirasinda tuz tekrar aktif asit formuna
doniislir. Aragtirmalar, sodyum benzoatin antimikrobiyal 6zellikler sergiledigini ve lipofilik

yapisinin mikroorganizmalart engellemede veya oldiirmede etkili oldugunu kanithyor.
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Mikroplar1 engellemek i¢in optimal pH araligi 2,5 ila 4,0 arasindadir. Bu aralik sorbik veya
propiyonik asit degerlerinden diisiiktiir. Bu bilgi, gida muhafaza siireclerinde sodyum

benzoatin 6nemini vurgulamaktadir (Altug ve Demirag, 1993).

Sodyum benzoat 6zellikle asidik kosullar altinda etkili olup, maya, kiif ve bakteri
tiremesinin engellenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Davidson vd., 2005). Benzoik
asitler i¢in kozmetik formiilasyonlarda maksimum kullanim 9%0,5’tir. Sodyum benzoatin
agiz Urlinlerinde kullanilan konsantrasyonlart %1.7 oranina kadar ¢ikabilirken
durulanamayan firiinlerde maksimum %0,5 oraminda kullanilmaktadirlar (Johnson vd.,

2017).

Aragtirmacilar, diger koruyuculara benzer sekilde benzoik asitlerin sinerjistik
etkilerini aktif sekilde arastirmaktadirlar. Dikkate deger bir bulgu olarak, sodyum kloriir ve
sodyum benzoat arasindaki 6nemli sinerji bildirilmistir. Ek olarak ¢alismalar, benzoik asidin
1styla kombinasyonunun, 6zellikle maya ve kiif olusumunun engellenmesinde sinerjistik bir
etki gosterdigini gdstermistir. Bu kesifler, koruyucu maddeler ve diger faktorler arasindaki
karmasik etkilesimlere 151k tutarak, gelismis kozmetik ve gida koruma tekniklerinin oniinii

a¢cmaktadir (Ova, 2001).

1.3.3.5. Metil Paraben

H5C
HO
OH
O

Sekil 1.7. Metil paraben molekiil ¢izimi

Birincil ad ve/veya INCI ad1 metil paraben, IUPAC ismi metil 4-hidroksibenzoat olan
ve metil parahidroksibenzoat, metil p-hidroksibenzoat, 4-hidroksibenzoik asit metil ester, p-
metoksikarbonilfenol gibi birgok es anlamli isimleriyle de adlandirilir. Ampirik formuli
C8H803, CAS numarast 99-76-3 ve molekiiler agirligr 152,15 g/mol’diir (National Center
for Biotechnology Information, 2023d). Diisiik toksisiteye ve diigiik maaliyetleri nedeniyle
tercih edilirler (Turkoglu ve Piring, 2016). Renksiz veya beyaz kristal toz forma sahip bu
madde kokusuz veya hafif karakteristik kokuya sahiptir. Kaynama sicakligi 270,5°C’dir
(National Center for Biotechnology Information, 2023d).
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Kimyasal madde grubu parabenler, ilk olarak 1920'lerde farmasdétik firtinlerde
kullanilan antimikrobiyal 06zellige sahip koruyucu maddeler olarak bilinmektedir
(Hakimoglu ve Tan, 2020). Parabenler adin1 para-hidroksibenzoik asitin esterleri olmasindan
almistir. Yaygin kullanilanlar metil, etil, propil, biitil ve heptil parabenlerdir (Tiirkoglu ve
Piring, 2016). Metil paraben 4-hidroksibenzoik asidin karboksi grubunun metanol ile formal
olarak yogunlastirilmasindan elde edilen 4-hidroksibenzoat esterdir (Cheebi, t.y.).

Birgok kozmetik ve kozmesotik iiriinde, bakteriyel ve fungal kontaminasyonun
onlemesinde popiiler olarak propil ve metilparaben esterleri kullanilir (Rietschel ve Fowler,
2008). Yaygin olarak ilaglar, kozmetikler ve gida maddelerinde kullanilan metil parabenin
kozmetik iriinlerde en sik tercih edilen antimikrobiyal koruyucu oldugu bilinmektedir
(Cheebi, t.y.; Hakimoglu ve Tan, 2020). Parabenlerin antifungal aktiviteleri antibakteriyel
aktivitelerinden daha fazla oldugu bildirilmektedir (Rietschel ve Fowler, 2008).

Parabenler dogal olarak birgok meyvede bulunmaktadir. Yaban mersini bu meyvelerin
basinda gelmektedir (Cheebi, t.y.). Parabenler tek basina kullanimlarinin yani sira sik sik
diger koruyucular ile birlikte de kombine sekilde kullanilmaktadir (Rietschel ve Fowler,
2008). Yapilan bazi ¢alismalarda metilparaben etkinliginin Salvia officinalis, Eucalyptus
globulus ve Laurus nobilis yaglari ile kombine edildikten sonra 200 kat arttig1 gézlemlenmis,
metilparaben ile kombine edilmis Mentha piperita ve Okaliptiis globosus yaglarinin
Pseudomanas aeruginosa’ya karsi etkili oldugu belirtilmistir (Herman, 2019).

Metil, etil, propil ve biitil esterlerin kombine kullanimlar1 formiilasyonun su ve yag
fazin1 korumaktadir (Block, 2001). Alkil zincirlerindeki karbon sayisinin artmasi yagdaki
¢oziniirliiklerini arttitirken sudaki ¢oziiniirliiklerini azaltmaktadir (Soni vd., 2002). Propil
parabenin yiiksek aktivitesi ve metil parabeninin suda iyi ¢dziinmesi bu iki maddenin birlikte

kullanilmasinda avantaj saglamaktadir (Block, 2001).

Parabenler ciltten hizli emilirler ve nétral pH diizeylerde en yiiksek -etkiyi
gostermektedirler (Baird, 2004; Darbre vd., 2004). Niikleik asitlerle etkilesime girerler ve
sitoplazmik zar gegirgenligini etkileyerek etki gostermektedirler (Denyer ve Baird, 2006).
Parabenlerin kozmetik iiriin formiilasyonlarinda, %1 konsantrasyona kadar kullanimina izin
verilmektedir (Darbre vd., 2004). Yapilan incelemelerde insanlar bir giinde 76 mg parabene

maruz kalmaktadir (Hakimoglu ve Tan, 2020).

Bonnevie, parabenlerin tetikledigi alerjik kontakt dermatitin ilk Ornegini ortaya

cikardiginda Danimarka'da dermatoloji alaninda ¢18ir agan bir kesif ortaya koydu. Atlantik'in
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diger tarafinda, Amerika'da Schorr'un c¢alismasi bu kesifi onadi ve ABD’de alerjik kontakt
dermatitin tamimlanmasina olanak sagladi. Dahasi, arastirmalar formaldehit yayicilar
kategorisine ait formaldehit ve koruyucularin neden oldugu alerjik reaksiyonlara 1s1k tuttu.
Bu bulgular, alerjik kontakt dermatitin ardindaki cesitli tetikleyicilerin anlagilmasinin
ciddiyetini belirterek daha fazla arastirma gerektiginin 6nemini vurgulamaktadir (Sasseville,

2004).

Alerjik reaksiyonlara neden olmanin yam sira, koruyucular kanserle de
iligkilendirilmistir ve yaygin olarak kullanilan bazi parabenlerin, hem laboratuvar calismalari
(in vitro) hem de canli organizmalari iceren calismalar (In vivo) tarafindan &strojenik
aktivite sergiledigi gozlemlenmistir. Arastirmalar, bu maddelerle iligkili potansiyel saglik
sorunlarim1 vurgulayarak, bunlarin yaygin kullanimiyla ilgili 6nemli sorulari giindeme
getirmektedir (Routledge vd., 1998; Ye vd., 2006). Parabenlerin bu normal dis1 ostrojenik
aktivitelerinin gogiis kanseri oranini arttirdigi bildirilmistir (Darbre, 2006). Yapilan diger
calismalara bakildiginda ise arastirmacilar anne siitii ve kordon kaninda metilparaben tespit
etmislerdir (Ye vd., 2006). 2012 senesinde yapilan bir ¢alismada, 6zellikle saglikli g6giis
dokusunun dis ceyreginde yiiksek diizeyde propilparaben kesfedildi. Bu c¢alisma ayni
zamanda gogsin  diger kisimlarinda da farkli  tiirdeki parabenlerin  benzer
konsantrasyonlarma dikkat g¢ekmektedir. Ayrica, parabenler ve endometriyal kanser
arasindaki baglantiy1 arastiran 2016 tarihli bir ¢alismada ¢ok 6nemli bulgular elde edildi.
Analiz edilen Ornekler arasinda propilparaben ve izobiitilparaben ile biitilparaben
kombinasyonu en sik tespit edilen molekiiller oldu. Bunlar 10 6rnekten 7'sinde gézlemlendi.
Bu bulgular, belirli paraben tiirlerinin insan sagligi iizerindeki potansiyel etkisini
vurgulayarak bu alanda devam etmesi gereken arastirmalarin 6nemini gostermektedir
(Dogan, 2016; Oztiirkcan ve Keles, 2016).

Cizelge 1.3. Koruyucularin, kozmetik tirtinlerde kullanimi uygun goériilen maksimum konsantrasyon

ve ¢alisma sicakliklar

Koruyucular Konsantrasyon (g/mL) Calisma Sicakhig
Fenoksietanol %1 80°C
Benzil alkol %1-3 80°C
Potasyum sorbat %0,6 80°C
Sodyum benzoat %0,5 80°C
Metil paraben %0,6 80°C

Kaynak: (Darbre, 2004; Denyer, 2007, European Commission, 2016b; Johnson vd., 2017; National Center for
Biotechnology Information, 2023b).
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1.4. insan Cilt Floras:

Cilt yapisini olusturan deri, viicudu tam anlamiyla saran biri yapiya sahiptir. Deri,
cildin dig diinya ile temas etmesini, kontrol etmesini ve iletisimini saglayan bir organ olarak
tanimlanmaktadir. Cildi fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik agidan korumaktadir. Ayrica
sivi, elektrolit ve sicaklik dengesini de korumaktadir. insan cildi ¢ok sayida yapisal
proteinin, glikanin ve lipid yapilarinin bulundugu, sistemler arasinda ¢ok sayida baglantinin
kuruldugu, sinyal molekiillerinin islendigi ve metabolize edildigi oldukga aktif ve biiyiik bir
biyolojik yapiya sahiptir (Chuong vd., 2002).

Insan derisi epidermis en iistte, ortada dermis ve altta bulunan hipodermis
tabakalarindan olusmaktadir. Epidermis, olgunlagsmanin farkli asamalarindaki hiicrelere
sahip 5 katmana sahiptir. En kalin tabaka olarak nitelendirilen dermis tabakasi elastin, yag
kanallari, kollajen lifleri, sa¢ kokleri, ter bezleri ve duyusal sinir baglantilarindan
olusmaktadir (Sato vd., 1996). Dermis tabakasinin devami olan hipodermis tabakasi ise bag
dokusu yapisindadir ve yag hiicrelerince zengindir. Bu tabaka deriyi alttaki organlara
baglama gorevi gérmektedir (Junqueria ve Carneiro, 2009).

Insan derisi mikroorganizmalarm yasam formlarini siirdiirebilmeleri igin oldukca
miisait bir ortamdir. Farkli mikroorganizma gruplar1 insan derisinde kolonize olabilirler
(Castillo vd., 2019; Hadaway, 2003; Roth ve James, 1988). Kolonizasyon, topoSekil
konuma, endojen konak¢i faktorlere ve ekzojen gevresel faktbrlere bagli olarak, cilt
yiizeyinin ekolojisi tarafindan yonlendirilmektedir (Grice ve Segre, 2011). Insan cildinin
bariyer fonksiyonu i¢in bu mikroorganizmalarin hassas dengesi ¢ok 6nemlidir (Castillo vd.,
2019). Cilt iizerindeki bu kolonizasyonlart olusturan tiim mikroorganizma topluluklar cilt
floras1 olarak adlandirilir. insan viicudunda bulunduklar1 bolgeye, yasa, cinsiyete ve
insanlarin  yasam bicimine gore mikroorganizmalarin sayilart ve tiirleri farklilik
gostermektedir (Hadaway, 2003). Bu farkliliklardan dolay1 cilt florasinda yasayan
mikroorganizmalar1 kategorize etmek ve genelleme yapmak olduk¢a zordur. Flora tizerinde
yapilan mikrobiyal ¢alismalar genellikle saglikli, tiiysiiz, 6zel uzantilar1 olmayan, siradan
ciltler yerine farkli 6zelliklere sahip kafa derisi, koltuk alt1 vb. bolgeler {izerinde yapilmistir
(Evans vd., 1950). Florada bulunan mikroorganizmalar sadece cilt yiizeyinde degil, cildi

olusturan tiim katmanlarda bulunmaktadir (Sato vd., 1996).

Mikroorganizmalarin  cilt i¢cinde ve ylizeyinde gelismesini birgok faktor
etkilemektedir. Bu faktorlere vitaminler, sekerler, elektrolitler ve aminoasitler gibi besinler

ornek verilebilir. Insan cildindeki farkliliklar deri iizerindeki ¢alismalarda ¢ok &nemlidir.
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Derideki lipitler, kolestrol, serbest yag asitleri ve trigliseritlerden olusmaktadir. Bu lipitlerin
genel deri formuna etkisi belirsizdir fakat lipitler, bazi mikroorganizmalarin gelismesini
engeller. Ciltteki lipitlerin alkol ile uzaklastirilmas1 mikroorganizmalarin cilde yapigmasini
ve hayatta kalma siiresini arttirir. Derideki nem de mikroorganizmalarin ¢ogalmasindaki hiz
arttirmaktadir (Hadaway, 2003). Mikrobiyal biiyiimeyi dogrudan inhibe edebilen, bagisiklik
tepkilerinin aktivatdrleri ve aracilari olarak hizmet veren, indiiklenebilir veya yapisal olarak
ifade edilen antimikrobiyal peptidler, proteazlar, sitokinler ve kemokinler, saglikli bir insan

derisinin korunmasina katkida bulunurlar (Christensen ve Briiggemann, 2014).

Insan derisinin kuru, nemli ve yagh olarak gruplandiriimasi farkli mikroorganizma
profillerinin gozlemlenmesine olanak saglamaktadir (Hartmann, 1990). Mikrooganizmalarin
en fazla sayida ve tiirde goriildiigii yerler insan cildinin nemli béliimlerinden olan koltuk alt1
ve kasik bolgeleridir. En az sayida ve tiirde mikroorganizma barindiran bdlge ise kuru olmasi
sebebiyle ekstremitelerin derisidir (Hadaway, 2003). Normal sayida ve tiirde
mikroorganizmanin bulundugu boélgeler ise sebum agisindan zengin olan alin, boyun ve
gogslin iist kisimlaridir (Pearson ve Hospital Infection Control Practices Advisory

Committee, 1996).
1.4.1. Cilt Florasinda Bulunan Mikroorganizmalar

Mikroorganizmalar insan cildinde yerlesik flora iiyesi ve gecici flora iiyesi olarak
adlandirilan iki farkli sekilde bulunmaktadirlar. Gegici flora tiyeleri, insan cildinin sadece
yiizeyinde bulunurlar. Gegici flora, yiiksek patojenik 6zellige sahip Stafilokok, Pseudomonas
ve Candida gibi mikroorganizma tiirleri olmak iizere bir¢ok farkli tiirii igerebilir. Yerlesik
flora da gegici flora gibi cilt yiizeyinde bulunabilir fakat gecici floradan fakli olarak derinin
bez katmanlarinda da bulunurlar. Bu tabakalar olgunlastikga ve hiicreler agiga ¢iktikca
mikroorganizmalar da cilt yiizeyine ¢ikarlar (Hadaway, 2003). Stafilakok, mikrokok, Gram
negatif basil, korineform bakteriler ve mikoflora mantarlari gibi mikroorganizmalar yerlesik

floranin daimi tiyelerindendir (Hadaway, 2003; Roth ve James, 1988).

Yas ve cinsiyet farki gibi bir¢ok 6zellige bagli olarak insan cilt florasinda bulunan
mikroorganizma miktarlart farklilik gostermektedir. Koloni bagina hiicre igeren
mikroorganizma sayisi erkeklerde daha fazladir. Yaslilarda cilt kuru goriinse de geng kisilere
gore ciltleri daha yiiksek su igerigine sahiptir. Bunun sebebi yas ilerledikge aktif ter ve yag
bezlerinde azalma goriilmesidir. Ornegin mayalar yasl insanlarin cildinden daha fazla
kiiltiirlenebilirler (Larson vd., 2000). Yenidoganlar dogumdan sonra steril uterustan ¢ikip

Staphylococcus epidermidis ile kolonize olabilirler. Mikrokoklarin cilt kolonizasyonu
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erkekler ve yaslilarda, kadinlar ve ¢ocuklara gore daha az goriilmektedir. Nadiren hastalik
olusturduklari i¢in bu mikroorganizmalar hakkinda arastirma sayis1 azdir (Hadaway, 2003;
Larson vd., 2000).

Mikrokok ve stafilakoklar, Gram pozitif ve katalaz pozitif koklardir (Baird-Parker,
1963). Stafilakoklar insan cilt florasinda mikrokoklardan daha fazla goriiliirler. Cildin birgok
Ozelligi stafilakok tiirlerinin biiyiimesine ve gelismesine katkida bulunmaktadir. (Larson vd.,
2000). Insan derisinde stafilakok tiirlerinin ¢ogu bulunmaktadir. Deri ve mukoz
membranlardan kiiltiir edilen ve otuzdan fazla tiirii olan koagiilaz negatif satafilakoklardan S.
epidermidis, bas ve gogiis bolgesinde yaygindir. Insan bacak ve kollarinda ise
Staphylococcus hominis daha sik goriiliir (Isada vd., 2001). Mikrokoklarin ise insan
derisinden en az sekiz farkl tiirii kiiltiirlenmistir. Bunlardan bazilar1 ¢ocuklarda daha belirgin
olabilen ve soguk aylarda sik goriilen Micrococcus lylae ve Micrococcus Kristinae

mikroorganizmalaridir (Roth ve James, 1988).

Koagiilaz negatif stafilakoklar son yillarda kan dolasimi enfeksiyonlarinda en fazla
rastlanan patojenler olmustur. En yaygin patojen Staphylococcus aureus’un ardindan
Enterekok tiirleri gelmektedir (O'Grady vd., 2011). Diinyada antibiyotik tiiketimi ve ortaya
¢ikan antibiyotik direng problemi sebebiyle hastanede yatanlarda metisiline direnci olan S.
aureus’a, ayakta tedavi goren insanlarda ise metisiline duyarh S. aureus ve mikrokoklara
daha fazla rastlanmaktadir (Hadaway, 2003; Larson vd., 2000). Kisa siireli olmayan
hastanede yatislarda Gram negatif bakterilerin de arttigi gozlemlenmistir (Larson vd., 2000).
Yatan hastalarin cildinden kiiltiirlenen mikroorganizmalarin, hastalik tipinden ve hastalarin

beslenmelerinden etkilendigi gézlemlenmektedir (Hadaway, 2003).

Omurga ameliyatinin 6ncesi ve cerrahi iglemlerin ardindan yapilan fir¢alama
sonrasinda numune edilen deri 6rneklerinde 14 stafilakok tiirline rastlanmistir (Sato vd.,
1996). Baska bir arastirmada kalp pili ameliyati Oncesinde pektoral bolgeden alinan
kiiltiirlerin = %88’inin  bakteri {iremesi i¢in pozitif oldugu, kiiltiirden elde edilen

mikroorganizmalarin %85’ inin ise stafilakoklar oldugu belirtilmistir (Da Costa, 1998).

Saglik calisanlariin ciltlerinden alinan kiiltiirler, siirekli eldiven kullanimi ve sik bir
sekilde ellerin yikanmasi sebebiyle olusan kontakt dermatitten etkinlenmektedir. Lipitlerin
sizmasina ve epidermal su kaybina sebep olan eldiven kullanimi ve ellerin sik yikanmasi gibi
islemler sonrasinda hasarl ellerin S. aureus, Enterekoklar, Gram negatifler ve mayalar ile

kontamine olma olasilig1 daha fazladir (Larson vd., 1998).
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Kan kiiltiirlerini kontamine edici olarak bilinen koliform bakteriler ise endokardite ve
bakteriyemiye sebep olmaktadirlar. Aerobik olan bu grup insan derisinde kiigiik
kolonizasyonlarda bulunur ve difteroidler olarakta adlandirilirlar (Isada vd., 2001).

Gram negatif basiller, derinin kurumasina bagli olarak insan cildinde bulunabilirler.
Gegici flora tiyeleri olarak, genellikle gastrointestinal sistemden kaynaklanan Kkirleticiler
seklinde kolonize olurlar. Bazen ise Acinobakter tiirleri gibi ayak parmaklari, koltuk alt1 gibi
nemli, burun gibi mukozal yilizeylerde yerlesik flora iiyesi olabilirler (Roth ve James, 1988).
Gram negatif basillerden olan Acinobakter tiirleri dogada yaygin bir sekilde goriiliirler (Isada
vd., 2001). Bu bakteri tiirleri fermantatif olmayan aerobik Gram negatif basillerdir ve
insanlarin yaklasik %25’inde flora iiyesi olarak bulunmaktadir. Bu bakteri, toplum koékenli
bulasici hastaliklara neden olabilmektedir (Isada vd., 2001; Roth ve James, 1988).
Erkeklerde fazla ve kadinlarda az goriilmektedir. Bu bakterilerin hayatta kalabilmeleri i¢in
nemli ortama ihtiyaci oldugundan terlemeye baglh olarak, sicak havalarda cilt

kolonizasyonlarinda ciddi artis gézlemlenmektedir (Roth ve James, 1988).

Gram pozitif bakterilerden olan ve ilgili literatiirdeki eski adi ile Propionibacterium
olarak bilinen Cutibakterium tiirleri, yag bezlerinin ve sag¢ folikiillerinin normal sakinleri
olarak cilt florasinda kolonize olmaktadir. Cutibakterium tiirleri spor olusturmaz ve cilt
florasinda en fazla rastlanan anaeroblardir (Roth ve James, 1988). Diinya capinda en fazla
rastlanan, uzun bir tedavi gerektiren, kronik tekrarlayan ve antibiyotik direnci olusturma
Ozelligine sahip dermatolojik bir hastalik olan akne vulgarisin etkeni Cutibacterium aknes,
insan cilt florasinin baskin kommensal mikroorganizmasidir. Saglikli bireylerin cilt
florasinda yaklasik %90 oranla goriilebilmektedir. Toplumda sik antibiyotik kullanimu,
antibiyotige direngli C. aknes bakterilerinin yiiksek oranda ¢ogalmasina sebep olmustur
(Castillo vd., 2019). C. aknes, ergenlik déneminde cilt florasinda bulunma siiresi en st
seviyeye ulasir ve yetigkin yasami boyunca sabit kalabilmektedir. Cutibacterium granulosum
mikroorganizmasi, Cutibacterium tiirlerinin yaklasik %20’sini olusturarak, yayginlik olarak
bakildiginda ikinci siradadir. Cutibacterium avidum ise ozellikle koltuk alti bolgesinde
kolonize olmaktadir (Roth ve James, 1988).

Korineform bakteriler, Gram pozitif pleomorfik basillerdir. Ozellikle cildin nemli
bolgelerinde yerlesik flora iiyesi olarak ¢ok sayida bulunabilmektedirler. Bu bakteriler
bagisiklik sistemi baskilanmis konakgilarin florasinda, normal bireylerin florasina gore daha
fazla kolonize olmaktadir. Hastanelerde yatan hastalarin  yaklagik  %35’inde
goriilebilmektedir (Roth ve James, 1988).
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Insan cilt floras: diizenli olarak Mikoflora mantarlarin1 da barindirirlar. Cilt damarlart
iltihaplanmalarinda yapilan Mikoflora c¢aligmalari maya organizmasinin baskin oldugunu
gostermektedir. Candida tiirleri bu maya grubundadir ve insan viicudunda genelde yerlesik
sekilde yasarlar. Candida albicans, mikrobiyotanin yaksalik %50’sinde bulunur ve mikolojik
enfeksiyonlarin yaklagik %70’ini olustururlar (Roth ve James, 1988; Talapko vd., 2021).
Lipofilik mayalardan olan Malassezia tiirleri ise gelismeleri igin lipitlere ihtiya¢ duyarlar
(Roth ve James, 1988). Cilt florasinda blastospor olarak bulunan Malassezia furfur insanlarin
%97’sinde goriilebilmektedir (Roth ve James, 1988; Schmidt, 1997). Varlig1 direkt olarak
sebum miktarina bagli oldugu i¢in viicut govdesi, sacli deri ve alin gibi sebum miktari
yiiksek olan yerlerde kolonizasyonlar1 fazla, ekstremitelerde ise kolonizasyonlar1 azdir. Ma.
furfur mikroorganizmasinin prevalansi yenidoganda nadir goriilmekte, ¢ocuklukta artmakta

ve yaslilikta azalmaktadir (Schmidt, 1997).
1.4.2. Cahsmada Kullamilan Mikroorganizma Tiirleri
1.4.2.1. Staphylococcus aureus

Hareketsiz bir yapiya sahip olan S. aureus bakterisi 1 mikrometre ¢apindadir ve Gram
pozitiftir. Mikroskobik incelemede tek, ¢ift ve iliziim salkimi seklinde gozlemlenmektedir.
Biyokimyasal aktivitelerinden oksidaz negatiftir. Koagulaz enzimi bu bakterinin
identifikasyonunda en 6nemli belirtegtir (Deurenberg vd., 2007; Monk vd., 1994). Hiicre
duvart incelendiginde ise lizozime direngli ve lizostafine duyarli oldugu goriilmektedir.
Fakiiltatif anaerob oldugu bilinmekte ve aerob kosullarda daha iyi {ireme gosterdigi
gozlemlenmektedir. Bu gdzlem sonucunda S. aureus’un asetoin maddesini {irettigi

belirtilmistir (Monk vd., 1994).

Diinyada enfeksiyon etkenine bagli olarak mortalite ve morbiditenin ciddi
sebeplerinden birisi olan S. aureus, son derece 6ldiiriicii sonuglara yol agabilen ve ¢ok yonlii
yaygin bir bakteriyel patojendir (Cheung, 2021; Esposito vd., 2023). S. aureus insanlarda
her y1l komplikasyonsuz cilt enfeksiyonlar1 ve ciddi invaziv enfeksiyonlar olusturmaktadir
(Cheung, 2021). Bagisiklik sisteminden kagma yetenegi sayesinde firsat¢1 patojen olarakta
nitelendirilir. Bu 6zelligi sistemik enfeksiyonlara da sebep olmaktadir (Pollitt vd., 2018).

S. aureus insan cilt florasinda yaygin olarak goriilmektedir. Hastalikli ve saglikli
insanlarda normal floranin %80’ini olustururlar (Esposito vd., 2023; Roth ve James, 1988).
Insan derisi, burun, bogaz ve gastroistestinal kanal S. aureus’un viicutta kolonize oldugu ve

kiiltir edildigi noktalardir (Esposito vd., 2023; Kim vd., 2014). S. aureus nazofarenksin
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gecici florasinda da bulunabilir (Roth ve James, 1988). Anakolonizasyon bdlgesi olarak
burun delikleri kabul edilmektedir (Cheung, 2021). Yetiskinlerin %20-%40’inda burun
bolgesinde kalici olarak bulunurlar (Roth ve James, 1988). insanlarin burun bdlgelerine sik
dokunmasindan dolay1 farkli bdlgelere yayilimin bu anakolonizasyon bolgesinden basladigi
diistiniilmekte ve bu durumun S. aureus’un kalict cilt kolonizasyonunun yaninda tekrarlayan

enfeksiyonlara yol agabilecegi belirtilmektedir (Cheung, 2021; Roth ve James, 1988).

S. aureus yiizeysel cilt lezyonlari, ciddi cilt enfeksiyonlari, 6liimle sonuglanabilen
sepsis ve zatiirre gibi insan yasamini tehdit eden bir¢ok hastaliga sebep olabilmektedir
(Cheung, 2021; Pollitt vd., 2018). Tasiyicilik S. aureus’ta genellikle asemptomatik
olmaktadir. Belirli kosullar altinda farkli toplum kokenli ve cevresel etkilerden kaynakli
hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir (Esposito vd., 2023). Hastaliklarin ¢esitliligi, bu hastaliklarin
temel ilkelerinin belirlenmesini zorlastirmaktadir (Pollitt vd., 2018). Sivilce, seliilit,
follikiilit, impetigo, enterit, mastit, siipiiratif hidradenit, eksfolyatif dermatit, apse/¢iban,
ritter hastaligi, fronkiil ve karbonkiil, cerrahi ya da posttravmatik yara enfeksiyonlari, S.
aureus organizmasinin olusturdugu bazi cilt enfeksiyonlarindandir (Esposito vd., 2023;
Evans vd., 1950; Kim vd., 2014).

S. aureus, cerrahi alan enfeksiyonlari, pnomoni, osteomiyelit gibi solunum yolu
enfeksiyonlari, kardiyovaskiiler enfeksiyonlar, menenjit, toksik sok sendromu, septik artrit,
nozokomiyal bakteriyemi gibi insanlar i¢in ciddi risk olusturan hastaliklarin etkeni, bu
hastaliklarin %30’unun ise ana etkeni olarak bilinmektedir. Yenidogan ve yasi besin altinda
olan g¢ocuklar i¢in ciddi 6liim riski olusturmaktadir (Esposito vd., 2023; Evans vd., 1950;
Kim vd., 2014; Nwabuife vd., 2023). Orta dereceli kategorisine alinan S. aureus kaynakl cilt
hastaliklar1 genelde o6liimciil degildir fakat bu hastaliklar ciddi morbidite ve agriy1
beraberinde getirebilir. S. aureus patojeni aymi zamanda atopik dermatit ile de
iliskilendirilmistir (Evans vd., 1950).

S. aureus, memeli konakg¢ilarda hastaliga sebep olma ve kolonilesme yetenegine
yardim eden cesitli ekzoproteinler iiretir. Neredeyse tiim S. aureus suslari, dort hemolizi
(alfa, beta, delta ve gama), kollajenaz, niikleaz, lipaz, proteaz ve hiyaliironidaz i¢eren bazi
enzim ve sitotoksinleri salgilarlar. Bunlarin asil iglevi, konakg¢i dokularini bakterilerin

biiylime ve gelismesi i¢in gerekli besinlere doniistiirebilmesidir (Dinges, 2000).

Bagisiklik sistemi tarafindan kontrol edilen S. aureus, cesitli toksin iiretimi ve
fagositleri sayesinde bagisiklik sistemi igerisinde yasayabilme ve yakalanmadan ka¢cma

ozelligi ile bagisiklik tepkisine de zarar verebilmektedir. Bu patojen mikroorganizmaya karst
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savasan antikorlar fazla olmasina ragmen olas1 enfeksiyonlara karsi mutlak koruma
saglayamazlar. Bunun sebebi Tlrettigi toksinler ve fagositler sayesinde sahip oldugu
ozelliklere, sebep oldugu enfeksiyonlarin cesitliligine ve bagisiklikta gorev alan birgok

bilesene bagl olabilmektedir (Pollitt vd., 2018).

S. aureus prevalanst ve ciltte kolonizasyona duyarlilik, c¢ocuklarda, yaslilarda,
bagisiklik sistemi baskilananlarda, kronik hastalig1 olanlarda ve hastane ¢alisanlarinda daha
yiiksektir (Esposito vd., 2023; Roth ve James, 1988). Bir¢ok S. aureus hastaliklari
iyatrojeniktir (Pollitt vd., 2018). Hastane ortaminda fomitlerin enfekte olmasindan, saglik
calisanlarindan veya patojen tastyicilardan kolaylikla gecebildigi icin hastalardan
bulasabilmektedir (Esposito vd., 2023; Pollitt vd., 2018).

1.4.2.2. Staphylococcus epidermidis

S. epidermidis, Gram pozitif bir bakteridir. Hareketsizdirler ve mikroskobik
incelemede iiztim salkimi gibi goriiniirler. Koagiilaz negatif ve katalaz pozitif 6zellige sahip
bir bakteridir. Koagiilaz pozitif S. aureus mikroorganizmasi ile karsilastirildiginda daha az
patojenik oldugu bilinmektedir. Fakiiltatif anaerob olan S. epidermidis spor olusturmayan bir
bakteridir ve insan cilt mikrobiyotasinin neredeyse her yerinde bol miktarda bulunabilir
(Chabi ve Momtaz, 2019; Foster, 2020; Ochlich vd., 2023). S. aureus’a kiyasla immiin
sistemden ka¢cmay1 saglayan proteinler ve sitolitik toksinlere sahip olmadigi igin S.

epidermidis’in viriilans faktor repertuar1 daha kiigiiktiir (Foster, 2020).

Insan cildinin kuru, nemli ve yag bezlerinin bulundugu bodlgelerinde floranin énemli
tiyelerindedir. S. aureus gibi burunda siklikla kolonize olabilirler (Foster, 2020). Sik
kullanilan kiiltiir yontemleri ve metagenomik analizler ile tanimlanabilirler. S. epidermidis’in
insan cildinde yasayabilmesi i¢in bazi adezinleri ekspre etmesi gerekmektedir. Cesitli
proteinleri de ekspre ederek cilt matrisi bilesenlerinin baglanmasinda rol almaktadir (Severn

ve Horswill, 2023).

S. epidermidis yaklasik olarak %38 oranla intrakardiyak apse olusumuna %24 oranla
mortaliteye %13 oranla protez kapak endokarditi enfeksiyonlarina sebep olmaktadir. (Chabi
ve Momtaz, 2019). Bu enfeksiyonlar hastalar i¢in 6liimciil olabilmekle beraber genel halk
saglig1 icin oldukca maliyetlidir. Nozokomiyal kan dolasimi enfeksiyonlarinin da yaklasik

%30-40’1ndan sorumludur (Severn ve Horswill, 2023).
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Cilt iizerinde atopik dermatit, seboreik dermatit, epidermis degisiklikleri, rosacea ve
kepek olmak iizere bir¢ok rahatsizligin etkenidir. Ayrica tedavisi zor olan sepsis, enfektif
endokardit ve septik sok gibi kan dolagimi komplikasyonlarina da sebep olabilirler. Bu kan
dolagimi rahatsizliklart ise serebral palsi ve norogelisimsel bozukluk gibi uzun siiren

rahatsizliklara da neden olmaktadir (Severn ve Horswill, 2023).

S. epidermidis hastane enfeksiyonlarindan da sorumludur. Konak¢i bir biyofilm
olusturucu 6zelliginden dolay: siirekli kullanilan tibbi cihazlar ve yatan hastalarda 6nemli bir
vektordiir (Chabi ve Momtaz, 2019; Severn ve Horswill, 2023). Bu tibbi cihazlar, S.
epidermidis patojeninin viicuda girmesine ve enfeksiyon etkeni olmasina sebep olmaktadir
(Foster, 2020). Ayrica S. epidermidis, immiin sistemi baskilanmis hastalar i¢in de tehlikeli

bir patojendir (Severn ve Horswill, 2023).
1.4.2.3. Pseudomonas aeruginosa

Gram negatif olan P. aeruginosa bakterisi non-fermantatiftir ve aerob iirerler. Serbest
yasayan firsat¢1 ve polar flagellasi ile hareketli bir patojendir. Hayvanlar, bitkiler, su, toprak
gibi insanla iligkili ortamlarda yaygin sekilde bulunurlar. Ilk kez yaralardan kiiltiir edilmistir.
Rejenerasyon bolgesine bagli olarak farkli koloni formlar1 gelistirirler. Hiicre i¢i yasam
formlar arasinda gegis yapma Ozelligine sahiptir ve viriilans faktorleri fazladir (Bjarnsholt
vd., 2009; Murray vd., 2010; Spernovasilis vd., 2021). Ureme kosullar genis 1s1 araliklarinda
ve pH degerlerinde gergeklesebilir. Laboratuvarlarda kullanilan genel besiyerlerinde
rahatlikla tireyebildigi i¢in izole edilmesi kolaydir. Polisakkarit kapsiil sebebiyle mukoid
formda koloni tiremesi gosterir (Murray vd., 2010). Nemli ortami ¢ok severler ve 16 aya

kadar bu ortamlarda canliliklarint koruyabilirler (De Abreu vd., 2014).

P. aeruginosa insan cilt florasininin nadiren yerlesik genellikle gecigi flora iiyesidir.
Intestinal sistemde yerlesik olarak bulunabilirler. Deride gevresel faktorler etkeniyle gecici
sekilde kolonize olarak insanlar i¢in yliksek risk olustururlar. Hastaneye yatistan sonra
floradaki sayilar artar. Neredeyse tiim insan dokularinda immiin sistemin zayifligindan firsat

bularak enfeksiyonlar olusurabilmektedir (Nikbin vd., 2012).

P. aeruginosa enfeksiyonlarinin spektrumu gok genistir. Insan derisi de dahil tiim
insan viicudunda kolonize olma yetenegine sahiptirler. Ozellikle bagigiklik sistemi
zayiflamis ve saglik kuruluslarinda yatan hastalarda hafif enfeksiyonlardan hayati tehdit
eden oliimciil hastaliklara kadar etki gosterirler. Kan ve idrar yollarimin enfeksiyonu, ¢esitli

solunum rahatsizliklari, ciltte agik yaralar ve yaniklarin firsatg1 patojenidir. Nozokomiyal
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enfeksiyonlarin yaklagik %10°u P. aeruginosa sebebiyle ger¢eklesmektedir. Hastane
ortaminda bu patojenin kaynaginin ve hangi ortamlarda ¢ogaldiginin arastirilmaya hala agik
oldugu gozlemlenmektedir. Bu kaynaklarin belirlenmesi ve yayginligin azaltilmasi amacuyla,
hastane birim ve odalarinin dizayni, hastane igerisindeki laboratuvarlarin konumlar1 ve
enfeksiyonlar i¢in alinan 6nlemler ciddi siirveyans ¢aligmalari ile saptanmalidir (De Abreu
vd., 2014; Spernovasilis vd., 2021).

Genellikle cilt enfeksiyonlari, yiiksek nemin yogun oldugu ortamlarda ve cildin fazla
neme maruz kaldig1 bélgelerde iireme gosterirler. Iyi prognoza sahiptir ve saglhkli sagliksiz
tim bireyleri etkileyebilirler. Giinimiizde hala cilt enfeksionlarinda tedavinin eksik oldugu

gozlemlenmektedir (Spernovasilis vd., 2021).
1.4.2.4. Candida albicans

Dimorfik bir mantar olan C. albicans maya formunda veya hipal formda ¢ogalir. Bu
formlar arasindaki gegis, dis ve i¢ faktorlerin karmasik etkilesiminin sonucudur. Kismen
Okaryotik hiicreler arasinda korunan polariteyi diizenleyen proteinler tarafindan koordine
edilirler (Whiteway ve Bachewich, 2007). C. albicans insanlarda hastaliga neden olan ¢ok az
sayidaki mantar tiirlinden biridir, diger milyonlarcasinda ise hastalik goriilmez. Saglikli
floranin yerlesik bir iiyesidir ve ¢ogu insanin gastrointestinal yolunu, iireme sistemini, agiz
boslugunu ve cildini asemptomatik olarak kolonize eder (Nobile ve Johnson, 2015). En
onemli Ozelliklerinden biri, sindirim sistemindeki bakterilerin aksine, agiz boslugundan

aniise kadar tiim boliimleri kolonize edecek sekilde adapte olmasidir (Poulain, 2015).

C. albicans agirlikli olarak firsat¢r bir mantar patojenidir ve yaygin kandidiyaz ve
kronik mukokutanéz kandidiyaz (CMC) gibi hastalik belirtilerine yol agar (Kashem ve
Kaplan, 2016). Candida enfeksiyonlari, kiigiik mukokutanéz sorunlardan gesitli organlari
etkileyen ciddi invazif enfeksiyonlara kadar gesitli sekillerde ortaya ¢ikabilir. Hem mukozal
hem de sistemik enfeksiyonlarin birincil nedeni olarak 6ne ¢ikmaktadir (Talapko vd., 2021).
Bu enfeksiyonlar bebek bezi dokiintiileri, vajinal mantar enfeksiyonlart ve pamukguk gibi
yiizeysel mukozal ve dermal enfeksiyonlardan, oldukca yiiksek Oliim oranlarina sahip
hematojen yolla yayilan enfeksiyonlara kadar degisir (Nobile ve Johnson, 2015). Sistemik
mantar hastaliklart yaklagik 400.000 Candida tiiriinii kapsamaktadir. C. albicans 6zellikle
hastane ortamlarinda hayati tehdit eden invaziv enfeksiyonlarda baskin bir faktor olmustur
ve tedavi cabalarina ragmen Olim orani %40'a yaklasmistir. Dermatolojide rastlanan en
yaygin patojendir ve cilt rahatsizliklarin yaklasik %80’inde goriilebilmektedir (Talapko vd.,
2021).
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C. albicans tipik olarak kommensal ve firsat¢i bir mantar oldugundan, konagin
bagisiklik savunmasi ¢esitli faktorler nedeniyle tehlikeye girdiginde ortaya ¢ikar. Konagin
savunma sistemi ile C. albicans'in viriilans fakt6rleri arasindaki etkilesim, karsilikli iligkiler
acisindan ¢ok onemlidir. Ciddi sekilde bagisiklik sistemi baskilanmig bireylerde, derin
penetrasyona ve sistemik kandidiyaza yol agan, bazen 6liimciil sonuglanabilen invazif

mantar enfeksiyonlar: meydana gelebilmektedir (Talapko vd., 2021).
1.5. Antibiyotik Direnci

Hizli bir farklilasma igerisinde olan diinyamizda tiketimin artmasi, tiiketici
profillerinin ve yontemlerinin degiserek bu konuya olan bilincin azalmasi giiniimiizde ciddi
sorunlardandir. Her alanda artan bu tiiketim sorununun saglik alanindaki en giiclii belirtisi ise
bilingsiz ila¢ tiikketiminin artmasidir. Zamanla farklilasan kosullar ig¢erisinde insanlar, ciddi
kontrol ve takip gerektiren bu farmasotik preperatlari bilingsizce tiiketmeye devam

etmektedirler.

Bakterilerin neden oldugu bulasici hastaliklarla miicadelede antibiyotikler cok 6nemli
bir rol oynamaktadir. Son 70 yilda antibiyotiklerin tedavi amagh yaygin ve yogun kullanimi
bakterilerde ilag direncinin ortaya g¢ikmasina neden olmustur. Bir mikroorganizmanin
kendisini antimikrobiyal bir ilacin zararli veya iireme etkilerinden koruma yetenegi olarak
tamimlanan diren¢, mikroorganizmalarin yasadigi dogal bir siirectir. Diinyanin en eski
canlilart olan mikroorganizmalar, uzun Omiirlerini degisen kosullara hizli uyum
saglamalarina bor¢ludur ve bu durum antibiyotik direng gelisimini agiklamaktadir (Aghapour
vd., 2019; Aslam vd., 2018).

Ozellikle nozokomiyal enfeksiyonlar baglaminda, cesitli antibiyotik direnci
bicimlerinin bakteriyel uygunluk ve viriilans potansiyeli iizerindeki etkisine iligkin bir
arastirma, mevcut literatiirdeki bosluklar1 belirtmigtir. Calisma, direngli patojenlerde
gozlemlenen c¢esitli hastalik olusturma potansiyelinin ardindaki belirleyicileri ortaya
cikarmaya yonelik gelecekteki arastirmalara duyulan ihtiyaci vurgulamistir. Ek olarak direng
ozelliklerinin, hastaliklarin sonuglarini etkiledigi mekanizmalar1 agiklamanin da 6nemli

oldugunu belirtmistir (Geisinger ve Isberg, 2017).

Mantarlar da dahil olmak {izere antimikrobiyal diren¢li mikroorganizmalar giderek
daha yaygin hale gelmektedir. Invaziv mantar enfeksiyonlarma bagl 6liim oranlarmin
Ozellikle antifungal diren¢ durumunda genellikle %50 veya daha yiliksek oranda goriildigii

belirtilmektedir. Kritik hastalarda siklikla ampirik kullanimlari, rutin profilaktik kullanimlar
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ve antifungal bazli pestisitlerin yaygin kullanimi nedeniyle, antifungal direng¢ problemi
onemli derecede hizlanmistir (Hendrickson vd., 2019). Tip bilimlerindeki son gelismeler,
diren¢ oranlarinin artmasi yoniinde endise verici bir yiikseligin oldugunu belirtmektedir. Bu
yiikselis asint ve c¢ofgu zaman gereksiz ilag kullamimia baglanabilir. Temelde,
mikroorganizmalarin olaganiistii uyum yetenegi, ilaglara asir1 bagimlilikla birlestiginde,
direng gelisimini dogada gozlemlenen normal oranin Gtesinde hizlandirmaktadir (Aslam vd.,
2018).

Bakteriler antibiyotiklerle temasa gectiklerinde antimikrobiyal etkilerden kurtulmak
icin dogal veya edinilmis diren¢ mekanizmalar1 gelistirebilirler. Bu mekanizmalar,
antibiyotigin yapisi, bakteri i¢indeki hedef bolge, bakteri tiiriiniin kendisi ve direncin bir
plazmitle mi yoksa bir kromozomal mutasyonla mui iligkili oldugu gibi faktdrlerden

etkilenerek tiire 6zgii bir sekilde caligmaktadirlar (Meral ve Korukluoglu, 2014).

Direngli mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlar geleneksel tedaviye yanit
vermemekte, son ¢are olarak kullanilan ilaglar bile etkisini zamanla yitirmektedir (Frieri vd.,
2017). Enfeksiyon ve yatan hasta oranlarindaki artig, enfeksiyonlarin tedavi siireglerinin ve
yatan hastalarin hastane siireclerinin uzamasi, hizmet veren saglik kuruluslarinin ve hizmet
alan kigilerin ilgili siirecteki giderlerinin artmasi, yeni ilaglara ihtiya¢ duyulmasi veya

kombine ilag tedavilerinin olusturulmasini gerektirmektedir.

Direng gelisimine karsi stratejiler bulmak, yagsam bilimleri camiasi ve halk saglig1 i¢in
biiylik bir sorumluluktur. Bir veya daha fazla ilaca direngli patojenik bakterilerde diinya
capinda ciddi bir artis goriilmesi hizla devam eden bir sorundur. (Frieri vd., 2017).
Enfeksiyonlarin teshisi ve daha iyi dnlenmesiyle birlikte gelismis antimikrobiyal yonetim,
mevcut antimikrobiyal ajanlarin korunmasina da yardimci olabilir. Yeni ilag gelistirilmesinin
artan dirence ayak uydurabilmesi i¢in ise hem kamu hem de 6zel sektor finansmanlarina
o6nemli kiiresel eylem ve yatirnm yapilmas: gerekmektedir (MacGowan ve Macnaughton,
2017).

S. aureus'ta antibiyotik direnci halk sagligini tehtid eden ciddi bir problemdir. S.
aureus bir¢ok hastaliga sebep olabilen 6liimciil bir patojendir. Bu patojen, kendisine karsi
kullanilan neredeyse tiim antibiyotiklere kars1 direng gelistirme yetenegine sahiptir. Bir S.
aureus tiirii olan MRSA, beta-laktamaz gibi enzimler iiretme kabiliyeti nedeniyle penisilin,
metisilin, eritromisin, tetrasiklinler ve sefalosporinler gibi farkli antibiyotiklere direng

gelistirebilmektedir. Bu diren¢ mekanizmasi, antibiyotiklerin etkinligini bozarak hastalarda

36



uzun siireli ve daha ciddi enfeksiyonlara yol agabilmektedir (Esposito vd., 2021; Pantosti
vd., 2007).

Bir¢ok faktore bagl olarak S. aureus’ta antibiyotik direncinin artmasi gergeklesebilir.
Genetik materyalin bakteriler arasinda yatay transferi, antibiyotige direncli &zelliklerin
evrimini hizlandirir. Antibiyotige direngli S. aureus enfeksiyonlarinin sonuglar1 endise
vericidir. MRSA enfeksiyonu olan hastalar genellikle sinirh tedavi segenekleri, daha uzun
hastanede kalislar ve artan 6liim oranlariyla kars1 karstyadir. Ek olarak, 6zel tedavilere, uzun
stireli hastaneye yatisa ve pahali antibiyotiklere duyulan ihtiya¢ nedeniyle saglik sistemleri
iizerindeki ekonomik yiik artmaktadir. Bu sorunun ele alimmasi kapsamli bir yaklagim
gerektirir. Saglik uzmanlari, antibiyotiklerin sorumlu kullanimina, optimal dozajlara ve
uygun tedavi siirelerine odaklanarak, antibiyotik ydnetim programlarinin 6nemini
vurgulamaktadir. Uygun el hijyeni ve sanitasyon protokolleri gibi ciddi enfeksiyon 6nleme
ve kontrol 6nlemleri, bu direncli suslarin saglik ortamlarinda yayilmasini sinirlamak i¢in ¢ok

snemlidir (Gill vd., 2005).

Bilim insanlar1 antibiyotige direncli S. aureus ile miicadele etmek icin bakteriyofaj
tedavisi ve CRISPR tabanli teknikler gibi yenilik¢i tedavileri aragtirmaktadirlar. Bu patojen
ile miicadele sahip oldugu antibiyotik direng yeneteginden dolay1r karmasiktir. Ayrica,
antibiyotige direngli suslarin siirekli gézetimi ve izlenmesi, saglik hizmeti saglayicilariin
gelisen tehditlerin 6niinde kalmasina yardimci olmaktadir. Halki bilinglendirme c¢aligmalari,
bireyleri antibiyotiklerin dogru kullanimi konusunda egitmede, dngdriilen dozajlara baglilig
ve tedavi egitimlerinin tamamlanmasim1 vurgulamada onemli bir rol oynamaktadir. S.
aureus'ta antibiyotik direncini azaltmak igin siirdiiriilebilir ¢oziimler gelistirmek i¢in saglik
hizmeti saglayicilari, arastirmacilar, politika yapicilar ve halk arasindaki isbirligi esastir

(Cheung vd., 2021; Pantosti vd., 2007).

S. epidermidis suglar1 siklikla makrolidler, penisilinler, tetrasiklinler, aminoglikozitler,
sefalosporinler ve florokinolonlar gibi bir¢ok antibiyotik sinifina direng gostermektedirler.
Hastane ortaminda yapilan ¢aligmalarda, S. epidermidis’in nozokomiyal izolatlarda %70'i
asan metisilin direng oranlari rapor edilmistir. Calismalarda S. epidermidis ile diger koagiilaz
negatif Stafilokoklar arasinda ayrim yapmak ¢ok oOnemlidir. Metisilin direnci farkli
antibiyotiklere, kars1 direngle iligkilidir. Hasta bakimi ve enfeksiyon sonuglari agisindan
stirekli bir tehdit olusturmaktadirlar. Bu zorluklarmn istesinden gelmek hasta sagligi

acisindan hayati 6neme sahiptir (Chabi ve Momtaz, 2019; Severn ve Horswill, 2023).
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S. epidermidis yaygin bir cilt mikroorganizmasidir ve genetik adaptasyonlar yoluyla
antibiyotik direnci gelistirerek yerlesik tibbi uygulamalarda ciddi sorun teskil etmektedir.
Biyofilm olusumu, akis pompalari ve mutasyona ugramis hedef bdlgeler tarafindan
yonlendirilen bu  direng, geleneksel tedavilerin  etkinligini  azaltir.  Hastane
enfeksiyonlarindaki dnemli rolleri nedeniyle bu mekanizmalarin anlasilmasi ¢ok 6nemlidir.
Devam eden arastirmalar, yenilik¢i tedavilerin Oniinii agmak igin belirli genetik yolaklar
¢ozmeye odaklanmistir. Bilim insanlari, S. epidermidis enfeksiyonlarmin etkili kontroliinii
saglayarak ve klinik ortamlarda artan antibiyotik direnci tehdidiyle miicadele ederek kesin

miidahaleler gelistirmeye ¢alismaktadir (Chabi ve Momtaz, 2019; Severn ve Horswill, 2023).

Toplumda ve saglik kuruluslarinda cesitli enfeksiyonlara neden olan gii¢lii firsatci bir
patojen olarak taninan P. aeruginosa, antibiyotiklere direng gelistirme yetenegi sebebiyle
farkli sorunlara sebep olmaktadir. Bakteri, dis membran gecirimsizligi, akis pompalari, hedef
degisiklikleri, enzim iiretimi gibi i¢sel ve kazanilmig direng mekanizmalarina sahiptir. P.
aeruginosa’nin hizli mutasyonlari, tedavi stratejilerini daha da zorlastirmaktadir. Diinya
capindaki aragtirmacilar, bu direngli tiirlerle miicadele etmek icin kombinasyon ilag
tedavileri ve bakteriyofaj tedavilerini arastirmaktadirlar. P. aeruginosamin antibiyotik
direncini ele almak, devam eden arastirmalari, siki enfeksiyon kontroliinii ve saglik
uzmanlar ile arastirmacilar arasinda kiiresel igbirligini gerektirmektedir (Pang vd., 2019;

Spernovasilis vd., 2021).

P. aeruginosa, B-laktamlar, kinolonlar, sefalosporinler ve aminoglikozitler gibi gesitli
antibiyotiklere karsi direng gosterir. Direng mekanizmalari arasinda diisik dis membran
gecirgenligi, akig pompalari, enzim firetimi, yatay transfer yoluyla edinilen genler ve
antibiyotik erisimini engelleyen biyofilm olusumunu igeren adaptif direng yer alir. Ozellikle
konvansiyonel antibiyotiklere direngli hastalar i¢in P. aeruginosa enfeksiyonlarina yonelik
yeni antibiyotikler veya alternatif tedaviler gelistirmesi gerekmektedir. Son calismalar,
benzersiz mekanizmalara, uygulama yollarina ve direngten kaginma stratejilerine sahip yeni

antibiyotiklere odaklanmaktadir (Pang vd., 2019; Spernovasilis vd., 2021).

Bakteriyel patojenlere karsi kullanilabilen gesitli antibiyotik ilag siniflarmin aksine,
invazif mantar enfeksiyonlarinin iyilestirilmesi amaciyla kullanilan antifungal ilaglarin
azoller, ekinokandinler ve polienler olmak {izere yalnizca li¢ ana simifi vardir. Azoller
(6rnegin flukonazol), hem sistemik hem de yiizeysel mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde
kullanilan ve en fazla regete edilen antifungal ila¢ sinifidir. Polienler (6rnegin amfoterisin

B), ciddi sistemik mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan en eski antifungal ilag
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smifidir.  Ekinokandinler (6rnegin kaspofungin) ise genellikle direngli mantar
enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan en yeni antifungal ilag sinifidir (Kaur ve Nobile,
2023). Bu antifungallerin etkinlikleri, goreceli toksisiteleri gibi ¢esitli kusurlardan dolay1
azalmaktadir (Perez-Rodrigez vd., 2022).

Yeni siif antifungal ilaglarin kullanimi, enfekte hastalarin prognozunu énemli 6l¢iide
iyilestirememistir. Antifungalleri sik sik ve profilaktik olarak kullanmamiz, birgok Candida
tiriinde gii¢lii bir direng gelismesine yol agmustir (Lee vd., 2021). Azoller gibi ilag
siniflarinin genel ve uzun zamanl kullanima bagli olarak Candida direncinde bir artis oldugu
gbzlemlenmistir. Gozlemlenen direng, klinik veya mikolojik olarak tanimlanabilir. Klinik
direng, mantarlara karsi in vitro aktivitesi olan antifungal ilacin uygulanmasina ragmen
hastada mantar enfeksiyonunun ortadan kaldirilamamasidir. Mikolojik diren¢ ise mantarin
onlar1 Oldiirecek veya in vitro biiylimelerini sinirlayacak antifungal ilaglarin varlhiginda

biiyliyebilme yetenegidir (Pristov ve Ghannoum, 2019).

MiK'lerde ve antifungal tedaviye yanit vermeyen klinik enfeksiyonlarda goriilen bir
gelisme olan Candida tiirlerinin azollere direngli hale gelmesiyle birlikte, Candida
enfeksiyonlarini tedavi etmek i¢in ekinokandinlerin kullanimi artmistir. Ekinokandinler,
azollere direngli mayalar i¢in ¢6ziim gibi kabul edilmekteydi, fakat son ¢aligmalarda in vitro
ve klinik ortamlarda ekinokandinlere de direngli Candida tiirleri ortaya ¢ikmigtir (Medici ve
Del Poeta, 2015).

Coklu ilaca direncgli Candida tiirleri ve suslarinin ortaya ¢ikisi diinya capinda
yayilmakta, hastane ortamlarini ve hastalan etkiledigi gibi enfeksiyonlara yonelik uygulanan
tedavileri de etkilemektedir (Eyre vd., 2018). Akis pompalarinin asir1 ekspresyonundan
dolay1, in vitro ve Klinik olarak C. albicans'ta azoller arasindaki g¢apraz direng siklikla
goriilir. C. albicans ayrica ekinokandinlere Kkarst yiiksek derecede c¢apraz direng
gostermektedir. Candida tiirlerinin antifungal ilaglara kargi direng gelistirmesi, mantarin

genomik esnekligine bagh gibi goriinmektedir (Selmecki vd., 2010).

Tedavi ederken oOncelikle predispozan faktorlerin belirlenmesi ve bulgular olumluysa
tedavi edilmesi gerekmektedir. Bu ilk miidahaleden sonra hastanin immiinolojik durumu, oral
kandidiyazin spesifik oOzellikleri (klinik prezentasyon, etiyoloji, antifungallere duyarlilik,
lokasyon, yayilim) ve mevcut antifungallerin farmakolojik dzelliklerinr (uygulama, metabolizma,
klirens, diger antifungallerle etkilesimler) dikkat edilmelidir. Topikal tedavi, genellikle bu
yaklagima iyi yanit veren hafif vakalar i¢in ilk tercihlerdendir (nistatin veya mikonazol). Mantar

yayilimi veya topikal tedaviye direng varsa sistemik tedavi diisiiniilmelidir (Kessler vd., 2022).
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1.6. Patojenite ve Viriilans

Patojenite, bir mikroorganizmanin hastaliga sebep olma becerisini ifade ederken viriilans,
neden olabilecegi hastaligin ciddiyetini gosterir. Mikroorganizmalardaki patojenite ve viriilansin
anlagilmasi, bulasici hastaliklarla miicadele igin 6nemlidir. Mikroplar enfeksiyon olusturmak,
konak savunmasindan kagmak ve zarar vermek icin cesitli viriilans faktorlerini kullanarak
genellikle oliimciil olabilen enfeksiyonlarin gelismesine yol acar. Bu faktorler arasinda doku
istilasin1 ve bagisiklik sisteminden kagmayi kolaylastiran toksinler, adezinler ve enzimler
bulunmaktadir. Mikrobiyal canliligin incelenmesi, konakgilarin hayatta kalma ve g¢ogalma

yeteneklerinin degerlendirilmesi igin gereklidir (Leitao, 2020).

Aragtirmacilar, hastaliklarin ciddiyetini gézlemlemek, tedavilerin etkinligini belirlemek ve
viriilansim hedef alacak stratejiler gelistirmek icin In vivo ¢alismalar yiiriitmektedirler. Bu
canlilik caligmalari tedavilerin etkinligine 151tk tutmakta ve hedefe yonelik miidahalelerin
gelistirilmesine yardimer olmaktadir. Bilim insanlari, bu mekanizmalari ¢6zerek mikrobiyal
patojenite ve viriilans1 bozan stratejiler tasarlamay1 hedeflemektedir. Bu hedeflerin sonuglanmasi
dogrultusunda bulagic1 hastaliklara karst ¢oziimler tretilecegi ve kiiresel halk sagliginin

iyilestirilebilecegi diistiniilmektedir.

Tarihsel olarak, bulagici hastaliklarin kokenlerini arastirmak ve hastalia neden olan
mikroorganizmalarmn viriillansim anlamak biiyiik 6lgiide In vivo modellere dayanmaktadir.
Geleneksel modellerden en sik tercih edilen memeliler fare, sigan ve tavsan, orta derecede tercih
edilen memeliler ise kobay, hamster, maymun, domuz gibi canlilardir. Yapilan bu ¢aligmalarda
hayvan kullanimina kars etik hassasiyet artisi, gelismis laboratuvarlara, vasifli teknik personele
ve veteriner hekimlere ihtiyagtan diizenlenen kati yasal diizenlemeler sebebiyle, memeli
modellerinin kullanimi daha da zorlasmustir. Bu zorluklar {izerine pratik bir alternatif olarak
aragtirmacilar omurgasiz hayvan modellerine yonelmeye baglamuglardir. Bu degisim etik
kaygilart gidermenin yani sira, bulagici hastalik ¢alismalarinda da yenilikgi yaklagimlarin oniinii

acmaktadir (Karaman, 2016; Mukherjee vd., 2013).

Caenorhabditis elegans nematodu, Drosophila melanogaster olarak bilinen sirke sinegi ve
balmumu giivesi olarak adlandirilan Galleria mellonella larvasi In vivo calismalarda kullamlan
omurgasizlardir. Memeli modellerini igeren In vivo galismalarda Deney Hayvanlari Kullanim
Sertifikast zorunlu iken bu omurgasiz modellerinde bdyle bir gereklilik bulunmamaktadir. Bu
ayrim, aragtirmacilarin memeli aragtirmalarinda karsilastigi  biirokratik engeller olmadan
omurgasiz modellerle calismasina olanak tanimaktadir. Spesifik omurgasiz modellerinden

bahsedilmesi bilimsel ¢aligmalarda kullanilan organizmalarin cesitliligini gostermektedir. Bu
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omurgasiz modellerin 1990’l1 yillarin sonlarindan bu yana popiilarite kazanarak, bilim

camiasinda kullanimlarinin arttig1 gézlemlenmektedir (Karaman, 2016; Mukherjee vd., 2013).
1.6.1. Galleria mellonella

G. mellonella larvalar (halk arasinda da bilinen adiyla ‘petek giivesi’) Lepidoptera takimi
Pyralidae familyasinin bir iiyesidir. Genellikle ar1 kovanlarinda yasamlarim stirdiirmekte,

kovanlardaki balmumlar1 ve peteklerle beslenmektedirler.

G. mellonella larvalarim diger omurgasizlardan ayiran benzersiz avantajlar vardir. Hizl
iireme dongiileri bakim ve beslenmeleri, deney hayvani sertifika gerekliligi olmamasi, etik kurul
onay1 gerektirmemesi gibi Ozellikleri ile son yillarda yapilan arastirmalarda in vivo calisma
modeli olarak kullanimlar1 6énemli derecede artmustir. Yaklasik 2-4 cm boyutlarinda olan bu
larvalar, birden fazla enfeksiyoz ve antimikrobiyal ajanin hassas enjeksiyonuna olanak
tanimaktadir. Ozellikle, 15-37°C sicaklikta gelisebilmeleri tibbi acidan 6nemli patojenlerdeki
virlilans faktorlerinin ekspresyonuyla ilgili kosullarla uyumlu olup, bunlarin arastirma
ortamlarindaki Onemini vurgulamaktadir. Ayrica G. mellonella larvalarmin - memelilerle
immiinolojik benzerlikler gostermesi, enfeksiyon siireglerinin izlenmesi i¢in de ciddi kolayliklar
saglamaktadir. Her bir larvanin 20-50 pL hemolenf iiretme kapasitesi, diger omurgasiz
modellerin aksine tercih edilebilme sebepleri arasindadir. Topikal, oral ve enjeksiyon gibi
birbirinden farkli teknikler larvalarda enfeksiyon olusturabilmek icin kullanilmaktadir.
Enjeksiyon, bu teknikler iginde ilk tercihtir. Enjeksiyon teknikleri, potansiyel travma ve
kontaminasyon endiselerine ragmen agilama igin en giivenilir yontemdir. Enjeksiyon yonteminde
ince uclu bir enjektdr kullanilarak mikrobiyal ajanin dogrudan hemosele verilmesi
saglanmaktadir. Enfeksiyon patogenezine odaklanan aragtirmalarda tercih edilen larvalarin formu
yaklasik 0,2-0,4 gram agirliginda ve 2-4 cm uzunlugundadir. Bu formda kendilerine 6zgii beyaz
ve mat goriiniimiiyle karakterize olmaktadirlar. Bu 6zellikler, G. mellonella larvalarint omurgasiz
aragtirma modelleri arasinda Oncelikli tercih edilen bir grup haline gelmistir (Alvandian vd.,
2016; Chalup vd., 2018; Junqueira, 2012).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg
2.1.1. Sarf Malzemeler

Sarf malzeme olarak; 2-20 uL, 20-200 pL ve 100-1000 pnL otomatik pipet ucu, 15 mL
ve 50 mL santrifiij (falcon) tiip, 1,5 mL ve 2,5 mL eppendorf tiip, 1 cc enjektor, 10 mL vida
kapakli cam deney tiipli, mikroplak (96 kuyucuklu), petri kabi, ekiivyon ¢ubugu, membran
filtre, platin uglu 6ze, amerikan bez, cam kavanoz, cam meziir, cam beher ve cam erlenmayer

kullanilmugtr.
2.1.2. Cihazlar

Cihaz olarak; 2-20 uL, 20-200 puL ve 100-1000uL otomatik pipet (DLAB, ISOLAB),
20-200 pL ¢ok kanalli otomatik pipet (ISOLAB), mcfarland dansitometre (BIOSAN),
inkiibator (MIPROLAB), santrifiij cihazi (ELEKTROMAG, ISOLAB), hassas terazi
(RADWAG), manyetik karistirict (DAIHAN), vorteks (ISOLAB), otoklav (BIOBASE),
buzdolab: (PROFILO, UGUR) Ve sicak su banyosu (NUKLEON) kullanilmustir.

2.1.3. Mikroorganizmalar ve Galleria mellonella

Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus epidermidis ATCC 35984,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, Candida albicans ATCC 14053 standart suslar1 ve

Galleria mellonella larvalari kullanilmugtir.
2.1.4. Besiyerleri ve Besinler

Besiyeri olarak Trypticasein Soy Agar (TSA) (CONDALAB), Mueller Hinton Broth
(MHB) (CONDALAB), Sabouraud Dextrose Agar (SDA) (CONDALAB) ve RPMI-1640

Medium kullanilmustir.

G. mellonella larvalarinin besini igin ise kepek, siizme bal, bal petegi, gliserin ve su

karigimi kullanilmagtir.
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Sekil 2.1. Besiyerleri

Sekil 2.2. Besin malzemeleri

2.1.5. Kimyasal Koruyucular

Fenoksietanol 1 L (THERMO SCIENTIFIC),
Benzil alkol 2.5 L (CARLO ERBA),

Potasyum sorbat 1 kg (THERMO SCIENTIFIC),
Sodyum benzoat 500 g (TEKKIM),

Metil paraben 1 kg (SIGMA-ALDRICH)
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Sekil 2.3. Kimyasal koruyucular

2.1.6. Antibiyotikler

Vankomisin 250 mg (SIGMA-ALDRICH),

Sefepim 1 g (THERMO SCIENTIFIC),
Flukonazol 1 g (CAYMAN CHEMICAL COMPANY)

Sekil 2.4. Antibiyotikler

44



2.2. Yontem
2.2.1. Parametrelerin Optimizasyonu

2.2.1.1. Besiyeri ve Besin Hazirlama

TSA, MHB ve SDA besiyerleri distile su kullanilarak hazirlanmig ve otoklav
cihazinda 121°C’de 15 dakika steril edilmistir. D-Glukoz ve MOPS, RPMI-1640 Medium

icerisine eklenmis Ve membran filtreden gecirilerek steril edilmistir.

Sekil 2.5. Calismaya hazir hale getirilmis besiyerleri

500 g kepek, 150 mL siizme bal, 200 g bal petegi, 300 mL gliserin ve 150 mL su bir
kap igerisine eklenip karistirilarak, G. mellonella larvalarinin besini hazir hale getirilmistir.
(Taskin, 2010).

Sekil 2.6. G. mellonella besini
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Besiyerleri ve besinler +4°C’de muhafaza edilmistir.
2.2.1.2. Mikroorganizma ve Galleria mellonella Uretimi

Mikroorganizma standart suslari steril 6ze kullanilarak TSA ve SDA besiyerine
pasajlanmis ve 35+2°C’de 24 saat inkiibe edilerek kiiltiir edilmistir.

Sekil 2.7. Mikroorganizma standart suslarinin kiiltiirleri

G. mellonella erigkin yumurtalari, hazirlanan besin ile birlikte cam kavanozlar
icerisine almustir. Uzerine amerikan bez ortiilen kavanozlara larvalarin hava alabilmesi igin
delikli kapaklar kapatilmistir. Karanlik, nemli ve gelismeleri i¢in optimum sicaklik olan
2842°C’de biiyimeleri saglanmustir (Hiz vd., 2016). Kavanozlarin temizlenmesi ve

besinlerin tazelenmesi rutin olarak yapilmistir.
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Sekil 2.9. Uretim asamasinda baz1 G. mellonella larvalar

2.2.1.3. Koruyucu Stok Cozeltileri

Koruyucular tartilarak steril distile su ile ¢oziinmiistiir. Stok soliisyonlar, kozmetik ve
dermokozmetik tirtinler igerisinde kullanimina izin verilen oranlarin diliisyon katlar1 seklinde

hazirlanmustir.
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Koruyucularin ¢oziindiikten sonraki stok konsantrasyonlari; fenoksietanol %8 (g/mL),
benzil alkol %8 (g/mL), potasyum sorbat %4,8 (g/mL), sodyum benzoat %4 (g/mL) ve metil
paraben %38 (g/mL) olarak ayarlanmistir.

Sekil 2.10. Koruyucularin stok ¢ozeltileri

2.2.1.4. Antibiyotik Stok Cozeltileri

Antibiyotikler tartilarak steril distile su ile ¢oziinmiistiir. Stok soliisyonlar, tedavi

dozunda kullanilan konsantrasyonlarin diliisyon katlar1 seklinde hazirlanmustir.

Antibiyotiklerin ¢oziindiikten sonraki stok konsantrasyonlari; vankomisin (128
pug/mL), sefepim (128 ug/mL) ve flukanozol (128 pg/mL) olarak ayarlanmustir.

Sekil 2.11. Antibiyotiklerin stok ¢ozeltileri
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Koruyucular ve antibiyotikler -20°C’de muhafaza edilmistir.
2.2.2.1n Vitro Testler
2.2.2.1. Maruziyet Oncesi Antimikrobiyal Duyarhlik Testleri

Maruziyet testi oncesinde antibiyotik ve koruyucularin mikrodiliisyon yontemi ile
mikroorganizma standart suslarina karsi EUCAST Onerileri dogrultusunda Minimum
Inhibisyon Konsantrasyon (MIK) testleri yapilarak, baslangic degerleri belirlenmistir
(EUCAST, 2019; EUCAST, 2022).

Vankomisin S. aureus ve S. epidermidis, sefepim P. aeruginosa, flukanozol ise C.
albicans ile analize alinmustir. Fenoksietanol, benzil alkol, potasyum sorbat, sodyum benzoat

ve metil paraben ise tiim mikroorganizmalar ile analize alinmigtir.

MIK testleri i¢in 96 kuyucuklu steril mikroplaklar hazirlanmistir. Cok kanalli
otomatik pipet kullanilarak bakteriler igin her bir kuyucuga MHB, C. albicans i¢in RPMI-
1640 besiyeri eklenmistir. Daha sonra antibiyotiklerden hangisi test edilecekse stok
¢ozeltilerinden baslangi¢ kuyucuguna 100 uL eklenerek ardi ardina gelen kuyucuklarda seri

diliisyonlar yapilmstir.

Steril cam deney tiipii igerisine serum fizyolojik (%0.9 izotonik serum) eklenmistir.
Test edilecek mikroorganizmanin agar kiiltiiriindeki kolonilerinden steril 6ze ile siirlintii
alinarak tiip igerisine aktarilmistir. Homojenizasyon igin tiip vortekslenerek mcfarland
dansitometre’ye yerlestirilmis ve bulaniklik (tiirbidite) tayini yapilmistir. Cihaz ekraninda

0.5 mcfarland degeri bulunarak diliisyonlar yapilmis ve inokulumlar hazir hale getirilmistir.

Steril Gze ile
tek bir koloniden
parca alur

> 0.5 McFarland
Lny
R ( ®)
McFarland Dansitometre

Sekil 2.12. Mikroorganizma inokulumu hazirlanmasi
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Analize hazir hale getirilen inokulumlar mikrobiyoloji laboratuvarinda kullanilan 15-
15-15 kuralindan dolayr maksimum 15 dakika igerisinde deneylerde kullanilmigtir

(Matuschek vd., 2014).

Son olarak sirali diliisyonlar1 yapilmis antimikrobiyal ajanin bulundugu her bir
kuyucuga 100 pL hazirlanan inokulumlardan yiikleme yapilmistir. Mikroplaklar 35+2°C’de
24 saat inkiibasyona birakilmigtir. Daha sonra kuyucuklar kontrol edilerek antibiyotikler
tarafindan mikroroganizma iiremesinin inhibe edildigi en diisiik konsantrasyon MIK degeri
olarak kabul edilmistir. Sonuglardaki giivenilirlik agisindan antimikrobiyal etkiye sahip tiim

ajanlar 3 tekrar seklinde test edilmistir.

2.2.2.1.1. Antibiyotiklerin Mikroorganizmalar I¢in Minimum Inhibisyon
Konsantrasyon (MIK) Testi

Antibiyotikler ve mikroorganizmalar arasinda yapilan MIK testleri, maruziyet
Oncesinde baslangi¢ degerleri belirlemek amaciyla yapilmistir. Bakteriler ve C. albicans igin

tek plakta ¢alisma yapilmistir.

Mikroorganizmalar igin birbirini takip eden 2 adet 96 kuyucuklu mikroplak
hazirlanmigtir. Cok kanalli otomatik pipet kullamilarak bakteriler igin ilk plagin tiim
kuyucularina, ikinci plagin A ve E kuyucuklarina 100 pLL MHB eklenmistir. C. albicans igin
ikinci plagin B, C, D ve F kuyucuklarina ve 100 pnL. RPMI-1640 besiyeri eklenmistir. Daha
sonra vankomisin stok ¢ozeltisinden S. aureus i¢in Al, B1, C1, S. epidermidis i¢in D1, E1,
F1 kuyucuklarina, sefepim stok ¢ozeltisinden P. aeruginosa i¢in ilk plagin G1, H1 ve ikinci
plagimn Al kuyucuklarina, flukanozol stok c¢ozeltisinden ikinci plagin B1, C1, DI
kuyucuklarina 100’er pL yiikleme yapilarak seri diliisyonlar1 yapilmistir. Ikinci plagim tiim E
kuyucuklar1 bakteri besiyeri ve negatif kontrolii i¢in, F kuyucuklari ise C. albicans besiyeri

ve negatif kontrolii i¢in kullanilmustir.
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Sekil 2.13. Antibiyotiklerin mikroorganizmalar i¢in MIK testi

Analiz edilen mikroorganizma inokulumundan, besiyeri kontrol kuyucuklari harig

belirlenen tiim kuyucuklara 100’er pL yiikkleme yapilmistir..

Analizleri tamamlanan mikroplaklar 35+2°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmustir.
Daha sonra kuyucuklar kontrol edilerek antibiyotikler tarafindan mikroroganizma

{iremesinin inhibe edildigi en diisiik konsantrasyon MIK degeri olarak kabul edilmistir.

2.2.2.1.2. Koruyucularin  Mikroorganizmalar I¢in Minimum inhibisyon

Konsantrasyon (MIK) Testi

Koruyucu ve mikroorganizmalar arasinda yapilan MIK testleri, maruziyet siiresi
boyunca silispansiyonlarin konsantrasyonlarin1 belirlemek amaciyla yapilmistir. Her

mikroorganizma i¢in 1 adet 96 kuyucuklu mikroplak hazirlanmigtir.
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Cok kanalli otomatik pipet kullanilarak plaklarin her bir kuyucuguna bakteriler i¢in
MHB, C. albicans i¢in RPMI-1640 eklenmistir. Daha sonra fenoksietanol stok ¢ozeltisinden
Al, A2, A3, benzil alkol stok ¢ozeltisinden A4, A5, A6, potasyum sorbat stok ¢ozeltisinden
A7, A8, A9, sodyum benzoat stok ¢ozeltisinden A10, All, Al12, metil paraben stok
cozeltisinden F1, G1, H1 kuyucuklarma 100’er pL yiikleme yapilarak seri diliisyonlar
yapilmistir. F7, F8, F9, G7, G8, G9, H7, H8, H9 kuyucuklar besiyeri, F10, F11, F12, G10,
G11, G12, H10, H11, H12 kuyuculari ise negatif kontrol igin kullanilmigtir.

Fenoksietanol | Benzil Alkol P‘;‘:f;’;m i"e‘:l!;t;:t
t 2 3 s 6017 8 9l un 12
A ‘ ,
8322223339393
o BB AP B R R AR 2
e v et o) et Yo ol Y
E N E RV R ATV R
F ( A AN S AN
rarben | G (I8 6 96 Kontrol
H( 7Dm o ssh
Besiyeri Negatif

Sekil 2.14. Koruyucularin mikroorganizmalar icin MIK testi

Analiz edilen mikroorganizmanin inokulumundan, besiyeri kontrol kuyucuklar1 hari¢

tiim kuyucuklara 100’er pL yiikleme yapilmustir.

Analizleri tamamlanan mikroplaklar 35+2°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmustir.
Daha sonra kuyucuklar kontrol edilerek, koruyucular tarafindan mikroorganizma tiremesinin

inhibe edildigi en diisiik konsantrasyon MIK degeri olarak kabul edilmistir.
2.2.2.2. Maruziyet Testi

Gurpinar vd., (2022), yaptiklar1 ¢aligmada A. Baumanni izolatlar: sirasiyla fluoksetin,
sertralin ve amitriptilin'e 30 giin siireyle maruz birakilarak gentamisin, imipenem ve kolistin

direncini aragirmiglardir. Bizim ¢aligmamizda da maruziyet testinde mikroorganizmalar,
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koruyucu maddelere 5, 15 ve 30 giin boyunca maruz birakilmigtir. Kullanidigimiz siireler
literatlir arastirmalarinda maruziyet testlerinde kullanilan siirelerin bizim caligmamiza

uyarlanmasi ile belirlenmistir.

Maruz birakma iglemi vida kapakli steril cam tiipler igerisinde yapilmistir. Cam tiipler
icerisine Koruyucu madde, mikroorganizma ve iiremenin saglanabilmesi amaciyla MHB
besiyerinden olusan siispansiyonlar hazirlanmistir. Tiipler igerisindeki siispansiyonlar,
mikrooganizmalarin maruziyet siiresi boyunca yasamini devam ettirebilmesi icin
koruyucular ile mikroorganizmalar arasinda yapilan MIK testi sonuglarina gére belirlenen
MIK degerlerinin bir alt degerine gore hazirlanmistir. Maruziyet siireci baslatilarak
mikroorganizmalar her giin hazirlanan taze siispansiyonlara pasajlanmistir. Es zamanl
olarak kontrol deney grubu i¢in mikroorganizmalar, ayni giin ve siirelerde sadece besiyerinin
bulundugu tiipler igerisine pasajlanmistir. Deney siireci boyunca olusabilecek olumsuz bir

duruma kars1 her tiip 3 tekrar seklinde test edilmistir.

S.a:Staphylococcus aureus
S.e: Staphylococcus epidermidis
P.a:Pseudomonas aeruginosa

— —— —— —A—— ——

Sa Se Pa S.a Se Pa Sa Se Pa

Sa Se Pa Sa Se Pa

Sekil 2.15. Bakteriler ve koruyucularin maruziyet testi
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Candida albicans

Sekil 2.16. C. albicans ve koruyucularin maruziyet testi
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Sekil 2.17. Maruziyet testi kontrol grubu

2.2.2.3. Maruziyet Sonras1 Antimikrobiyal Duyarhhk Testleri

Maruziyet siirecinin 5, 15 ve 30. giinlerinde siispansiyonlar igerisindeki kimyasallarin

uzaklastirilmasi amaciyla fosfat tamponlu salin (PBS) ile yikama yapilarak
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mikroorganizmalar izole edilmistir. izole edilen mikroorganizmalar MHA ve SDA
besiyerlerinde kiiltiir edilmistir. Daha sonra 5, 15 ve 30 giin boyunca koruyuculara maruz
kalan mikroorganizmalara 2.2.2.1°de belirtilen prosediir uygulanarak antibiyotikler ile MIK

testleri yapilmistir.

2.2.3. In Vivo Testler

Mikroorganizma standart suslari ve koruyuculara 5, 15 ve 30 giin siireyle maruz
birakilan mikroorganizmalarin canli organizma {izerindeki etkilerini belirlemek amaciyla G.
mellonella larvalariyla In vivo enfeksiyon modeli kullanilmistir. Calismada Zonguldak
Biilent Ecevit Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda
yetistirilen G. mellonella larvalari kullanilmistir. Letal doz galismasi yapilarak larvalara
enjekte edilecek uygun inokulum miktarlart belirlenmis ve ardindan koruyucu maruziyeti
sonrast G. mellonella ¢alismasi yapilmustir. Iki ¢alisma icinde ortak kontrol gruplari
kullanilmustir. Testlerde larvalara enjeksiyonlar yapilmis ve ardindan inkiibasyona
birakilmigtir. Larvalar baglangi¢ olarak 6 ve 12. saatte, daha sonra 24 saatlik periyotlarla
gdzlemlenerek 6lii ve canli sayilar1 kaydedilmistir. Kaydedilen sayilara gore Istatistiksel

analiz yapilarak deney caligmas1 sonlandirilmastir.

Sekil 2.18. Kiiciikten biiytige G. mellonella larvalar

2.2.3.1. Deney Hazirhg:

Analizlerde yaklasik 0,2-0,4 g agirhiginda ve 2-3 cm uzunlugunda son dénem (7. evre)
larvalar kullanilmigtir. Her deney grubu igin petri igerisinde 10 adet G. mellonella
larvalarindan yerlestirilerek yapilacak tiim g¢aligmalar i¢in larvalar enjeksiyona hazir hale

getirilmistir.
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Sekil 2.19. Analizlerde kullanilmaya uygun G.mellonella larvalart

2.2.3.2. Enjeksiyon

Analizlerde kullanilmak {izere hazirlanan inokulumlardan 10 pL larvalarm sol
tarafinda bulunan sonuncu ayagin 6n kismina insiilin enjektorii ile enjeksiyon yapilmustir.
Enjeksiyon oncesinde larvalara %70’lik alkol ¢o6zeltisi siiriilerek steril olmalar1 saglanmis ve

hareketleri yavaslatilmistir.

Sekil 2.20. G. mellonella larvasinin enjeksiyon bolgesi
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Sekil 2.21. G. mellonella larva enjeksiyonu

2.2.3.3. Letal Doz Calismasi

Mikroorganizma standart suslarinin agar plaklardaki taze kiiltiirleri alinmigtir. S.
aureus ve S. epidermidis inokulumlari 10° CFU/mL, 10" CFU/mL ve 10® CFU/mL, P.
aeruginosa inokulumlar1 10° CFU/mL, 10° CFU/mL ve 10’ CFU/mL, C. albicans
inokulumlar1 ise 10° CFU/mL, 10° CFU/mL ve 2x10° CFU/mL degerlerinde serum fizyolojik
icerisinde hazirlanmistir. Her inokulum miktarina gére deney gruplarina ayrilan larvalara,
hazirlanan inokulumlardan enjeksiyonlar yapilmistir. Ardindan belirlenen siirelerde

gozlemlenerek canli ve 6lii sayilar1 kaydedilmistir.

S “"Ll 1 sL"" L’ I Lt d
aureus epidermidis aeruginosa  Candida albicans

Sekil 2.22. Letal doz ¢aligmasi deney gruplari
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2.2.3.4. Maruziyet Sonras1 G. mellonella Calismasi

Mikroorganizma standart suslari ve 5, 15, 30 giin boyunca kimyasallara maruz
birakilan mikroorganizmalarin agar plaklardaki kiiltlirleri alinmigtir. Her biri ig¢in serum
fizyolojik igerisinde letal doz ¢alismasinda belirlenen konsantrasyonlarda inokulumlar
hazirlanmistir. Deney gruplarina ayrilan larvalara, hazirlanan inokulumlardan enjeksiyonlar

yapilmistir. Ardindan belirlenen siirelerde gézlemlenerek canli ve 6lii sayilar1 kaydedilmistir.

5.Gln

Fenoksietanol Benzil Alkol Potasyum Sodyum Metil

Sekil 2.23. Maruziyet testi Oncesi ve sonrasi S. aureus’un G. mellonella larvalari iizerindeki

etkilerinin belirlenmesi igin hazirlanan enjeksiyon gruplandirmasi

5. Gln

30. Gln

Fenoksietanol Benzil Alkol Potasyum Sodyum Metil
Sorbat Benzoat Paraben

Sekil 2.24. Maruziyet testi oncesi ve sonrast S. epidermidis’in G. mellonella larvalari tizerindeki

etkilerinin belirlenmesi igin hazirlanan enjeksiyon gruplandirmasi
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5. Gln

30. Gtn

—— Y Y Y ——

Fenoksietanol Benzil Alkol Potasyum Sodyum Metil
Sorbat Benzoat Paraben

Sekil 2.25. Maruziyet testi oncesi ve sonrasi P. aeuriginosa’nin G. mellonella larvalar1 tizerindeki

etkilerinin belirlenmesi i¢in hazirlanan enjeksiyon gruplandirmasi

5. Gun

15. Gln

30. Gln

Fenoksietanol Benzil Alkol Potasyum Sodyum Metil
Sorbat Benzoat Paraben

Sekil 2.26. Maruziyet testi oncesi ve sonrast C. albicans’in G. mellonella larvalar1 tizerindeki

etkilerinin belirlenmesi i¢in hazirlanan enjeksiyon gruplandirmasi

Sadece serum fizyolik enjekte edilecegi deney kontrol grubu ve enjeksiyon
yapilmayacak saglikli kontrol gruplar1 yapilan ¢alismalarin kontrolii olarak hazirlanmistir.
Hazirlanan deney kontrolleri hem letal doz, hem de maruziyet sonrast G. mellonella

calismasi i¢in kullanilmstir.
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Sekil 2.27. In vivo testler i¢in kontrol gruplart

Sekil 2.28. In vivo testlerin tamamlanmasi

Analizi tamamlanan G. mellonella larvalarinin bulundugu petriler 35+2°C’de 120
saate kadar inkiibasyona birakilmistir. Belirlenen siirelerde gozlemlenerek canli ve oli

sayilari Istatistiksel analiz i¢in kaydedilmistir.
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Sekil 2.30. Inkiibasyon sonras1 canli ve 6lii olarak sonuglandirilan G. mellonella larvalar:

2.2.4. istatistiksel Analiz

Larvalarin sagkalim durumunu belirlemek i¢in Kaplan-Meier yontemi kullanilmustir.
Fonksiyon verileri ve alt gruplar log rank testi ile karsilastirilmigtir. Kontrol olarak standart
ATCC suslar1 kullanilmustir. Istatistiksel analizler SPSS 19.0 yazilim programu ile
gerceklestirilmistir. Tiim testlerde, p < 0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir

(Adamson vd., 2015).
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3. BULGULAR

3.1. in Vitro Test Sonuclar
3.1.1. Maruziyet Oncesi Yapilan Test Sonuclar

Antibiyotiklerin mikroorganizma standart suslar1 i¢in koruyuculara maruziyet
oncesinde yapilan Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MIK) testi sonuglari Cizelge 3.1."de

verilmistir,

Cizelge 3.1. Antibiyotiklerin mikroorganizma standart suslari igin belirlenen MIK testi sonuglari

Mikroorganizmalar Minimum Inhibisyon Konsan_tr_asyon (MIK) (ug/mL)
Vankomisin
S. aureus ATCC 6538 1
S. epidermidis ATCC 35984 1
Sefepim
P. aeruginosa ATCC 15442 2
Flukanozol
C. albicans ATCC 14053 1

Koruyucularin mikroorganizma standart sugslari i¢in maruziyet Oncesinde yapilan

Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MIK) testi sonuglari Cizelge 3.2."de verilmistir.

Cizelge 3.2. Koruyucularin mikroorganizma standart suslari i¢in belirlenen MIK testi sonuglar

. _ Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MiK) (mg/mL)
Mikroorganizmalar - - -
Fenoksietanol Benzil Alkol Potasyum Sorbat | Sodyum Benzoat | Metil Paraben

S. aureus ATCC 6538 10 5 12 10 5
S.epidermidis ATCC 35984 10 5 12 10 5
P. aeruginosa ATCC 15442 5 25 12 10 2,5
C. albicans ATCC 14053 25 25 0,75 25 1,25

Mikroorganizmalarin koruyuculara maruziyeti sirasinda koruyucularin

mikroorganizmalar1 inhibe etmemesi igin, deney tiipleri icerisine koruyucu MIiK
degerlerininin bir alt konsantrasyonlarinda siispansiyonlar hazirlanmistir. Siispansiyon

icerikleri ve maddelerin baslangi¢ oranlar1 Cizelge 3.3., 3.4., 3.5. ve 3.6.’da verilmistir.
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Cizelge 3.3. S. aureus ATCC 6538 deney tiiplerinin maruziyet sirasindaki siispansiyon igerigi ve

oranlari
Siispansiyon I¢erigi Fenoksietanol ~ Benzil Alkol Pcs)gafg;tm 22?1);322 P[a\:l'aegén
Besiyeri 9,275 mL 9,5875 mL 8,65 mL 8,65 mL 9,5875 mL
S. aureus ATCC 6538 100 uL 100 uL 100 pL 100 uL 100 puL
Koruyucu 0,625 mL 0,3125 mL 1,25 mL 1,25 mL 0,3125 mL
Toplam koruyucu (g/mL) %0,5 90,25 %0,6 %0,5 %0,25

Cizelge 3.4. S. epidermidis ATCC 35984 deney tiiplerinin maruziyet sirasindaki siispansiyon igerigi

ve oranlari

Siispansiyon Icerigi Fenoksietanol ~ Benzil Alkol Pgtoa:g:tm SBZdnigZ': Pell\fggtlen
Besiyeri 9,275 mL 9,5875 mL 8,65 mL 8,65 mL 9,5875 mL
S. epidermidis ATCC 35984 100 uL 100 uL 100 uL 100 uL 100 pL
Koruyucu 0,625 mL 0,3125 mL 1,25 mL 1,25 mL 0,3125 mL
Toplam koruyucu (g/mL) %0,5 900,25 90,6 %0,5 900,25

Cizelge 3.5. P. aeruginosa ATCC 15442 deney tiiplerinin maruziyet sirasindaki siispansiyon igerigi

ve oranlari

Siispansiyon i¢erigi Fenoksietanol Benzil Potasyum Socigl Metil
Alkol Sorbat Benzoat Paraben
Besiyeri 9,5875 mL 9,74375 mL 8,65 mL 8,65 mL 9,74375 mL
P. aeruginosa ATCC 15442 100 uL 100 uL 100 L 100 uL 100 pL
Koruyucu 0,3125 mL 0,15625 mL 1,25 mL 1,25 mL 0,15625 mL
Toplam koruyucu (g/mL) %0,25 %0,125 %00,6 %0,5 %0,125

Cizelge 3.6. C. albicans ATCC 14053 deney tiiplerinin maruziyet sirasindaki siispansiyon igerigi ve

oranlari
Siispansiyon Icerigi Fenoksietanol ~ Benzil Alkol Pcs)t)a:‘g;tm 382?132'3;? ngggén
Besiyeri 9,83875 mL 9,83875 mL 9,916875 mL 9,6825 mL 9'9;6575
C. albicans ATCC 14053 5uL 5uL 5uL 5uL 5uL
Koruyucu 015625 mL  0,15625mL  0,078125mL  0,3125 mL 0'0;8625
Toplam koruyucu (g/mL) 960,125 960,125 960,0375 960,125 9%60,0625
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3.1.1. Maruziyet Sonrasi Yapilan Test Sonuclari

Antibiyotiklerin, koruyuculara 5, 15 ve 30 giin siireyle maruz birakilan

mikroorganizmalar igin yapilan MIK testi degerleri Cizelge 3.7., 3.8., 3.9. ve 3.10.’da
verilmistir,

Cizelge 3.7. Vankomisinin koruyuculara maruz birakilan S. aureus ATCC 6538 icin yapilan MiK testi
sonuglari

. Vankomisin — S. aureus ATCC 6538 MIK Testi Sonuclar1 (ug/mL)
Maruziyet Potasyum Sodyum
siiresi Fenoksietanol | Benzil Alkol Y Y Metil Paraben
Sorbat Benzoat
5 giin 0,5 0,5 1 0,5 1
15 giin 0,5 1 1 0,5 1
30 giin 1 1 1 1 1

Cizelge 3.8. Vankomisinin koruyuculara maruz birakilan S. epidermidis ATCC 35984 i¢in yapilan
MIK testi sonuglari

) Vankomisin — S. epidermidis ATCC 35984 MIK Testi Sonuglari (ug/mL)
Maruziyet Potasyum Sodyum
siiresi Fenoksietanol | Benzil Alkol Y Y Metil Paraben
Sorbat Benzoat
5 giin 1 1 1 1 2
15 giin 1 2 2 1 2
30 giin 2 2 2 2 2

Cizelge 3.9. Sefepimin koruyuculara maruz birakilan P. aeruginosa ATCC 15442 igin yapilan MIK testi
sonuglari

. Sefepim — P. aeruginosa ATCC 15442 MIK Testi Sonuglar1 (ug/mL)
Maruziyet Potasyum Sodyum
siiresi Fenoksietanol | Benzil Alkol Y Y Metil Paraben
Sorbat Benzoat
5 giin 4 4 4 4 4
15 giin 4 4 4 8 4
30 giin 4 4 4 8 8

Cizelge 3.10. Flukanozoliin koruyuculara maruz birakilan C. albicans ATCC 14053 igin yapilan MiK
testi sonuglari

. Flukanozol — C. albicans ATCC 14053 MIK Test Sonuglar1 (ug/mL)
Maruziyet Potasyum Sodyum
siiresi Fenoksietanol | Benzil Alkol Y Y Metil Paraben
Sorbat Benzoat
5 giin 1 1 1 2 1
15 giin 2 2 1 2 2
30 giin 4 4 2 4 2
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Antibiyotiklerin, kontrol grubu amaciyla 5, 15 ve 30 giin siireyle sadece MHB

besiyerine maruz birakilan mikroorganizmalar icin yapilan MIK testi sonuglar1 Cizelge

3.11.”de verilmistir.

Cizelge 3.11. Vankomisin, sefepim ve flukanozoliin, sadece besiyerine maruz birakilmig kontrol

grubu mikroorganizmalar icin yapilan MIK testi sonuglar1

S. aureus ATCC 6538 - Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MiK) (ug/mL)

Antibiyotik
5. giin 15. gilin 30. gilin

Vankomisin 1 1 1

S. epidermidis ATCC 35984 - Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MIK) (ug/mL)
Vankomisin 1 | 1 | 1

P. aeruginosa ATCC 15442 - Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MiK) (ug/mL)
Sefepim 2 | 2 l 2

C. albicans ATCC 14053 - Minimum inhibisyon Konsantrasyon (MIK) (ug/mL)

Flukanozol 1 ] 1 | 1

Antibiyotiklerin mikroorganizmalar i¢in koruyucu maruziyeti 6ncesi baglangic ve

koruyuculara 5, 15, 30 giinliik maruziyeti sonrasinda yapilan MIK testi sonuglarinin

karsilastirilmast Sekil 3.1., 3.2., 3.3. ve 3.4.’de verilmistir.

1,2

Vankomisin - S. aureus ATCC 6538

0,8 -
0,6 -

0,2 -

Fenoksietanol

Benzil Alkol

Potasyum

Sodyum
Benzoat

® Baglangig
5. giin
m15. glin
m30. glin

Metil Paraben

Sekil 3.1. Vankomisinin S. aureus ATCC 6538 ic¢in koruyucu maruziyeti Oncesi baglangic ve

maruziyet sonras1t MiK testi sonuglarinin karsilastirilmasi
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Vankomisin - S. epidermidis ATCC 35984

Sorbat Benzoat

Fenoksietanol  Benzil Alkol Potasyum Sodyum Metil Paraben

H Baglangic
B5. gin
m15. glin

m 30. glin

Sekil 3.2. Vankomisinin S. epidermidis ATCC 35984 i¢in koruyucu maruziyeti oncesi baslangig ve

maruziyet sonras1t MiK testi sonuglarmin karsilastirilmasi

Sefepim - P. aeruginosa ATCC 15442

O B N W b OO N 00 ©

Fenoksietanol  Benzil Alkol Potasyum Sodyum Metil Paraben
Sorbat Benzoat

® Baslangic
m 5. gilin

= 15. glin
m30. giin

Sekil 3.3. Sefepimin P. aeruginosa ATCC 15442 igin koruyucu maruziyeti oncesi baslangic ve

maruziyet sonrast MIK testi sonuclarinin karsilastiriimasi
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Flukanozol - C. albicans ATCC 14053
45
4 ® Baglangic
35 5. giin
=15, glin
= 30. giin

25

15

0,5 A
0 -

Fenoksietanol  Benzil Alkol Potasyum Sodyum  Metil Paraben
Sorbat Benzoat

Sekil 3.4. Flukanozoliin C. albicans ATCC 14053 i¢in koruyucu maruziyeti oncesi baslangigc ve

maruziyet sonrast MIK testi sonuclarinin karsilastiriimasi

Deney kontrolii amaciyla antibiyotiklerin mikroorganizmalar i¢in besiyeri maruziyeti
oncesi baslangic ve 5, 15, 30 giinliik maruziyeti sonrasinda yapilan MIK testi sonuglarinin

karsilastirilmasi Sekil 3.5.de verilmistir.

pg/mL
0 1 2 3
m Baglangic
Vankomisin — S. aureus u 5. giin
= 15. giin
Vankomisin — S. epidermidis ® 30. giin

Sefepim — P. aeruginosa

Flukanozol — C. albicans

Sekil 3.5. Antibiyotiklerin mikroorganizmalar i¢in besiyeri maruziyeti dncesi baglangi¢ ve maruziyet

sonrast MIK testi sonuglarinin karsilastirilmasi

67



3.2. In Vivo Test Sonugclar

3.2.1. Letal Doz Calismasi Sonuglari

Mikroorganizmalarin, G. mellonella larvalarina farkli stispansiyon oranlarinda enjekte
edilmesiyle yapilan letal doz ¢alismasi sonrasinda, 6, 12, 24, 48, 72, 96 ve 120. saatlerde

larvalarda gbzlemlenen canli ve 6lii sayilar1 Cizelge 3.12., 3.13., 3.14. ve 3.15.’te verilmistir.

Cizelge 3.12. G. mellonella larvalari iizerinde yapilan S. aureus ATCC 6538 letal doz ¢aligmasi

sonrasi larva canli ve 6lii sayilar

Saat 10° CFU/mL 10’ CFU/mL 10° CFU/mL
Canh Olii Canh Olii Canh Olii

6 10 0 10 0 10 0
12 10 0 10 0 10 0
24 10 0 9 1 8 2
48 9 1 8 2 7 3
72 8 2 6 4 4 6
96 8 2 6 4 2 8

120 6 4 4 6 0 10

Cizelge 3.13. G. mellonella larvalar iizerinde yapilan S. epidermidis ATCC 35984 letal doz caligmasi

sonrasi larva canli ve 6lii sayilar

10° CFU/mL 10’ CFU/mL 10® CFU/mL
Saat Canli Olii Canli Olii Canli Olii
6 10 0 10 0 10 0
12 10 0 10 0 10 0
24 10 0 9 1 8 2
48 10 0 8 2 7 3
72 1 7 3 6 4
96 2 6 4 4 6
120 3 4 6 0 10
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Cizelge 3.14. G. mellonella larvalari {izerinde yapilan P. aeruginosa ATCC 15442 letal doz ¢aligmasi

sonrasi larva canli ve 6lii sayilari

10° CFU/mL 10° CFU/mL 10’ CFU/mL
Saat Canli Olii Canli Olii Canli Olii
6 10 0 9 1 4 6
12 10 0 6 0 10
24 6 4 4 0 10
48 5 5 1 0 10
72 4 6 0 10 0 10
96 1 9 0 10 0 10
120 0 10 0 10 0 10

Cizelge 3.15. G. mellonella larvalar tizerinde yapilan C. albicans ATCC 14053 letal doz ¢alismasi

sonrasi larva canli ve 6lii sayilart

Saat 10° CFU/mL 10° CFU/mL 2x10° CFU/mL
Canh Olii Canh Olii Canh Olii
6 10 0 10 0 10 0
12 10 0 10 0 10 0
24 10 0 9 1 7 3
48 8 2 7 3 4 6
72 6 4 4 6 1 9
96 3 7 2 8 1 9
120 2 8 0 10 0 10

G. mellonella letal doz galisgmasindaki larva 6lii sayilarinin karsilastiriimas: Sekil 3.6.,
3.7., 3.8. ve 3.9.”da verilmistir.
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Sekil 3.6. G. mellonella larvalar {izerinde yapilan S. aureus ATCC 6538 letal doz galigmasi sonrast

larva 6lii sayilarinin karsilagtirilmast

S. epidermidis ATCC 35984
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Sekil 3.7. G. mellonella larvalari iizerinde yapilan S. epidermidis ATCC 35984 letal doz g¢aligmasi

sonrasi larva 6lii sayilarinin karsilagtirilmasi
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P. aeruginosa ATCC 15442
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Sekil 3.8. G. mellonella larvalar {izerinde yapilan P. aeruginosa ATCC 15442 letal doz galigmasi

sonrasi larva 6lii sayilarinin karsilagtirilmasi

C. albicans ATCC 14053
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Sekil 3.9. G. mellonella larvalar iizerinde yapilan C. albicans ATCC 14053 letal doz g¢aligmast

sonrasi larva 6lii sayilarinin karsilastiriimasi

3.2.2. Maruziyet Sonrasi1 G. mellonella Calismasi Sonuglari

3.2.2.1. Staphylococcus aureus

Koruyuculara 5, 15 ve 30 giin siireyle maruz birakilan S. aureus ATCC 6538’in
enjekte edildigi G. mellonella larvalarinda ilk 6 ve 12. saatte 6lim gozlemlenmemistir. 24,
48, 72, 96 ve 120. saatlerdeki kontrollerinde kaydedilen canli ve 6lii sayilart Cizelge 3.16.,
3.17, 3.18., 3.19. ve 3.20.’de verilmistir. Bu verilere gore 0lii sayilarinin karsilagtirilmasi
Sekil 3.10.’da verilmistir.
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Cizelge 3.16. Koruyuculara 5, 15 ve 30 giin siireyle maruz birakilan S. aureus ATCC 6538’in enjekte

edildigi G. mellonella larvalarinin 24. saat kontroliindeki 61ii ve canli sayilari

. . . Potasyum Sodyum .
Mii::é;%/et Fenok5|etzi1.nol Benzil AI!.<0I Sorbat" Benzoa.'.[ Metil Paraiben
Canh Olii Canh | Olii | Canh Olii Canh Olii Canh Olii
5. giin 9 1 7 3 8 2 9 1 6 4
15. giin 8 2 8 2 8 2 8 2 7 3
30. giin 9 1 7 3 8 2 9 1 8 2

Cizelge 3.17. Koruyuculara 5, 15 ve 30 giin siireyle maruz birakilan S. aureus ATCC 6538’in enjekte

edildigi G. mellonella larvalarinin 48. saat kontroliindeki 61ii ve canli sayilar

. . . Potasyum Sodyum .
Mf;\l;giget Fenok5|etainol Benzil AI.I.<0I Sorbat" Benzoa}p Metil Parfiben
Canh Olii Canhi | Olii | Canh Olii Canh Olii Canh Olii
5. giin 5 5 5 5 6 4 7 3 5 5
15. giin 6 4 6 4 7 3 8 2 6 4
30. giin 7 3 6 4 7 3 9 1 6 4

Cizelge 3.18. Koruyuculara 5, 15 ve 30 giin siireyle maruz birakilan S. aureus ATCC 6538’in enjekte

edildigi G. mellonella larvalarinin 72. saat kontroliindeki 6lii ve canli sayilar

. . - Potasyum Sodyum .
Mz;l;gjget Fenok5|eta?ol Benzil AI‘I‘<oI Sorbat" Benzoa} Metil Parziben
Canh Olii Canh | Olii Canh Olii | Canh Olii Canh Olii
5. giin 1 9 0 10 1 9 3 7 0 10
15. giin 3 7 3 7 3 7 4 6 3 7
30. giin 4 6 3 7 4 6 8 2 3 7

Cizelge 3.19. Koruyuculara 5, 15 ve 30 giin siireyle maruz birakilan S. aureus ATCC 6538’in enjekte

edildigi G. mellonella larvalarinin 96. saat kontroliindeki 6lii ve canli sayilar

. . . Potasyum Sodyum .
Mgiriliiget Fenok5|etaToI Benzil AI.I.<0I Sorbat“ Benzoa} Metil Pareiben
Canh Olii Canh | Olii Canh Olii | Canh Olii Canh Olii
5. giin 0 10 0 10 0 10 2 8 0 10
15. giin 0 10 1 9 0 10 3 7 1 9
30. giin 1 9 1 9 3 7 6 4 1 9

Cizelge 3.20. Koruyuculara 5, 15 ve 30 giin siireyle maruz birakilan S. aureus ATCC 6538’in enjekte

edildigi G. mellonella larvalarinin 120. saat kontroliindeki 6lii ve canli sayilart

Potasyum Sodyum Metil Paraben
Maruziyet | Fenoksietanol Benzil Alkol Sorbat Benzoat
Siiresi Canhi | Olii | Canh | Olii | Canh | Olii | Canh | Olii | Canh | Olii
5. giin 0 10 0 10 0 10 0 10 0 10
15. giin 0 10 0 10 0 10 1 9 0 10
30. giin 0 10 0 10 1 9 3 7 0 10
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Sekil 3.10. Koruyuculara 5, 15 ve 30 giin siireyle maruz birakilan S. aureus ATCC 6538’in enjekte
edildigi G. mellonella larvalarinda 6, 12, 24, 48, 72, 96 ve 120. saatlerde gozlemlenen 6lii sayilarinin

karsilagtirtlmasi.
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S. aureus ATCC 6538 standart susu ve 5, 15, 30 giin kimyasal maruziyeti gegirmis

formlarinin, In vivo testlerde larvalara enjekte edilmesinin ardindan, analiz edilen larvalarin

24. saat kontrollerindeki 6lii sayilarinin yiizdelik oranlar1 ve Log Rank (Mantel-Cox) testi ile

yapilan Istatistiksel analizi Cizelge 3.21.’de verilmistir. 24 ve 96. saatler arasindaki

kontrollerde gozlemlenen olii sayilarmin Log Rank (Mantel-Cox) testi ile yapilan

Istatistiksel analizi ise Cizelge 3.22."de verilmistir.

Cizelge 3.21. S. aureus ATCC 6538 caligsmasinda larvalarin 24. saat 6lii sayilarinin yiizdelik oranlar

ve [statistiksel analizi

24. Saat Maruziyet Siiresi
Grup 5 giin 15 giin 30 giin
S. aureus ATCC 6538 %20,0 %20,0 %20,0
Fenoksietanol %10,0 %20,0 %10,0
Benzil alkol %30,0 %20,0 %30,0
Potasyum sorbat %20,0 %20,0 %20,0
Sodyum benzoat %10,0 %20,0 %10,0
Metil paraben %40,0 %30,0 %20,0
Log Rank (Mantel-Cox)
Ki-kare Testi (Chi-Square) 2,870 0,418 1,084
Serbestlik Derecesi (df) 5 5 5
Anlamhlik (p) 0,720 0,995 0,956

Cizelge 3.22. S. aureus ATCC 6538 ¢alismasinda larvalarin 24 ve 96 saatler arasindaki 61ii sayilarinin

Istatistiksel analizi

24-96 Saat Maruziyet Siiresi
Log Rank (Mantel-Cox) 5 giin 15 giin 30 giin
Ki-kare Testi (Chi-Square) 8,429 6, 520 10, 627
Serbestlik Derecesi (df) 5 5 5
Anlamlilik (p) 0,134 0,259 0,059

3.2.2.2. Staphylococcus epidermidis

Koruyuculara 5, 15 ve 30 giin siireyle maruz birakilan S. epidermidis ATCC 35984’iin

enjekte edildigi G. mellonella larvalarinda ilk 6 ve 12. saatte 6lim gozlemlenmemistir. 24,

48, 72, 96 ve 120. saatlerdeki kontrollerinde kaydedilen canli ve 6lii sayilart Cizelge 3.23,

3.24., 3.25., 3.26. ve 3.27°de verilmistir. Bu verilere gore olii sayilarmin karsilastiriimasi

Sekil 3.11.’de verilmistir.
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Cizelge 3.23. Koruyuculara 5, 15 ve 30 giin siireyle maruz birakilan S. epidermidis ATCC 35984’iin

enjekte edildigi G. mellonella larvalarinin 24. saat kontroliindeki 6lii ve canli sayilari

. . . Potasyum Sodyum .
M;:Lrjzget Fenoksmtainol Benzil Allfol Sorbat" Benzoa} Metil Para'l'aen
Canh Olii Canh Olii Canh Olii Canh Olii Canh Olii
5. giin 6 4 7 3 6 4 8 2 8 2
15. giin 9 1 9 1 6 4 9 1 9 1
30. giin 9 1 8 2 7 3 8 2 9 1

Cizelge 3.24. Koruyuculara 5, 15 ve 30 giin siireyle maruz birakilan S. epidermidis ATCC 35984’(in

enjekte edildigi G. mellonella larvalarinin 48. saat kontroliindeki 6lii ve canli sayilar

Mgiri:zisi/a Fenoksietetnol Benzil A|TO| Pgto?g:? 882%3;? Metil Para.t.)en
Canh Olii Canh Olii Canh Olii Canh Olii Canh Olii
5. giin 5 5 7 3 5 5 8 2 6 4
15. giin 7 3 8 2 6 4 6 4 7 3
30. giin 9 1 8 2 7 3 4 6 8 2

Cizelge 3.25. Koruyuculara 5, 15 ve 30 giin siireyle maruz birakilan S. epidermidis ATCC 35984’iin

enjekte edildigi G. mellonella larvalarinin 72. saat kontroliindeki 6lii ve canli sayilar

. . ; Potasyum Sodyum .
Mgg:iget Fenok5|eta§‘nol Benzil Allfol Sorbat“ Benzoa.'g Metil ParaE)en
Canh Olii Canh Olii Canh Olii Canh Olii Canh Olii
5. giin 2 8 5 5) 0 10 7 3 3 7
15. giin 5 5 6 4 3 7 5 5 6 4
30. giin 6 4 6 4 4 6 2 8 6 4

Cizelge 3.26. Koruyuculara 5, 15 ve 30 giin siireyle maruz birakilan S. epidermidis ATCC 35984’iin

enjekte edildigi G. mellonella larvalarinin 96. saat kontroliindeki 6lii ve canli sayilar

. . . Potasyum Sodyum .
Mzsiil;l;z?i/et Fen0k5|etainol Benzil Allfol Sorbat“ Benzoa.'g Metil ParaE)en
Canh Olii Canh Olii Canh Olii Canh Olii Canh Olii
5. giin 0 10 3 7 0 10 4 6 0 10
15. giin 3 7 3 7 2 8 3 7 3 7
30. giin 3 7 3 7 3 7 0 10 6 4

Cizelge 3.27. Koruyuculara 5, 15 ve 30 giin siireyle maruz birakilan S. epidermidis ATCC 35984’in

enjekte edildigi G. mellonella larvalarinin 120. saat kontroliindeki 6l ve canli sayilart

. . . Potasyum Sodyum .
Mzsigl;zé)i/et Fenokswtainol Benzil Allfol Sorbat" Benzoaz Metil Paraf)en
Canh Olii Canl Olii Canh Olii Canh Olii Canh Olii
5. giin 0 10 0 10 0 10 2 8 0 10
15. giin 1 9 0 10 0 10 1 9 1 9
30. giin 1 9 0 10 1 9 0 10 3 7
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Sekil 3.11. Koruyuculara 5, 15 ve 30 giin siireyle maruz birakilan S. epidermidis ATCC 35984’{in

enjekte edildigi G. mellonella larvalarinda 6, 12, 24, 48, 72, 96 ve 120. saatlerde gozlemlenen olii

skorlarin kargilagtirilmasi.
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S. epidermidis ATCC 35984 standart susu ve 5, 15, 30 giin kimyasal maruziyeti

gecirmis formlarinin, In vivo testlerde larvalara enjekte edilmesinin ardindan, analiz edilen

larvalari 24. saat kontrollerindeki 6lii sayilarinin yiizdelik oranlar1 ve Log Rank (Mantel-

Cox) testi ile yapilan Istatistiksel analizi Cizelge 3.28.’de verilmistir. 24 ve 96. saatler

arasindaki kontrollerde gézlemlenen 6lii sayilarinin Log Rank (Mantel-Cox) testi ile yapilan

Istatistiksel analizi ise Cizelge 3.29.’da verilmistir.

Cizelge 3.28. S. epidermidis ATCC 35984 caligmasinda larvalarin 24. saat 6li sayilarinin yiizdelik

oranlari ve Istatistiksel analizi

24. Saat Maruziyet Siiresi

Grup 5 giin 15 giin 30 giin
S. epidermidis ATCC 35984 %20,0 %20,0 %20,0
Fenoksietanol %40,0 %10,0 %10,0
Benzil alkol %30,0 %10,0 %20,0
Potasyum sorbat %40,0 %40,0 %30,0
Sodyum benzoat %20,0 %10,0 %20,0
Metil paraben %20,0 %10,0 %10,0
Log Rank (Mantel-Cox)

Ki-kare Testi (Chi-Square) 1,551 2,716 1,146
Serbestlik Derecesi (df) 5 5 5
Anlamhlik (p) 0,907 0,744 0,950

Cizelge 3.29. S. epidermidis ATCC 35984 ¢aligmasinda larvalarin 24 ve 96 saatler arasindaki oli

sayilarinin Istatistiksel analizi

24-96 Saat Maruziyet Siiresi
Log Rank (Mantel-Cox) 5 giin 15 giin 30 giin
Ki-kare Testi (Chi-Square) 13,683 0,937 8,558
Serbestlik Derecesi (df) 5 5 5
Anlamhlik (p) 0,018 0,968 0,128

3.2.2.3. Pseudomonas aeruginosa

Koruyuculara 5, 15 ve 30 giin siireyle maruz birakilan P. aeruginosa ATCC 15442 nin

enjekte edildigi G. mellonella larvalarinda ilk 6 ve 12. saatte 6lim gozlemlenmemistir. 24,

48, 72, 96 ve 120. saatlerdeki kontrollerinde kaydedilen canli ve 6lii sayilar1 Cizelge 3.30.,

3.31., 3.32., 3.33. ve 3.34.’de verilmistir. Bu verilere gore olii sayilarinin karsilagtirilmasi

Sekil 3.12.’de verilmistir.
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Cizelge 3.30. Koruyuculara 5, 15 ve 30 giin siireyle maruz birakilan P. aeruginosa ATCC 15442’nin

enjekte edildigi G. mellonella larvalarinin 24. saat kontroliindeki 6lii ve canli sayilari

; : Potasyum Sodyum .

Maruziyet Fenoksietanol Benzil Alkol Sorbat Berzoat Metil Paraben

surest Canli | Olii Ci‘“' Oli | Cani | Oli | Cani | Oli | Canh Olii
5. giin 5 5 5 5 7 3 8 2 5 5
15. giin 6 4 5 5 5 5 6 4 6 4
30. giin 6 4 6 4 5 5 5 5 6 4

Cizelge 3.31. Koruyuculara 5, 15 ve 30 giin siireyle maruz birakilan P. aeruginosa ATCC 15442’nin

enjekte edildigi G. mellonella larvalarinin 48. saat kontroliindeki 6lii ve canli sayilari

. . . Potasyum Sodyum .
M:\i:iz}get FenokSIetatnoI Benzil Allfol Sorba’g_ Benzoa_’g Metil Paral.:.)en
Canli Olii Canh Olii | Canh Olii Canli Olii Canli Olii
5. giin 4 6 4 6 5 5 8 2 4 6
15. giin 5 5 4 6 3 7 4 6 4 6
30. giin 6 4 5 5 3 7 3 7 7 3

Cizelge 3.32. Koruyuculara 5, 15 ve 30 giin siireyle maruz birakilan P. aeruginosa’nin enjekte

edildigi G. mellonella larvalarinin 72. Saat kontroliindeki 6lii ve canlt sayilari

. ; . Potasyum Sodyum .
M:\i:iz}get FenokSIeta"noI Benzil Allfol Sorbat" Benzoa.t. Metil ParaE)en
Canli Olii Canli Olii | Canh Olii Canh Olii Canli Olii
5. giin 0 10 0 10 2 8 4 6 0 10
15. giin 1 9 0 10 0 10 1 9 0 10
30. giin 2 8 1 9 0 10 0 10 3 7

Cizelge 3.33. Koruyuculara 5, 15 ve 30 giin siireyle maruz birakilan P. aeruginosa ATCC 15442’nin

enjekte edildigi G. mellonella larvalarinin 96. saat kontroliindeki 6lii ve canli sayilari

. . . Potasyum Sodyum .
M;l;l:ez}get FenokSIeta"noI Benzil Allfol Sorbat" Benzoa.'g Metil Paraf)en
Canl Olii Canl Olii Canh Olii Canl Olii Canh Olii
5. giin 0 10 0 10 1 9 2 8 0 10
15. giin 0 10 0 10 0 10 1 9 0 10
30. giin 1 9 0 10 0 10 0 10 1 9

Cizelge 3.34. Koruyuculara 5, 15 ve 30 giin siireyle maruz birakilan P. aeruginosa ATCC 15442’nin

enjekte edildigi G. mellonella larvalarinin 120. saat kontroliindeki 6lii ve canli sayilart

. . . Potasyum Sodyum .
Miili’%get Fen0k5|etaf10I Benzil Allfol Sorbat" Benzoa‘t' Metil Paraf)en
Canh Olii Canh Olii Canh Olii Canh Olii Canh Olii
5. giin 0 10 0 10 0 10 0 10 0 10
15. giin 0 10 0 10 0 10 0 10 0 10
30. giin 0 10 0 10 0 10 0 10 0 10
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Sekil 3.12. Koruyuculara 5, 15 ve 30 giin siireyle maruz birakilan P. aeruginosa ATCC 15442’nin
enjekte edildigi G. mellonella larvalarinda 6, 12, 24, 48, 72, 96 ve 120. saatlerde gozlemlenen olii

sayilarinin karsilastiriimast.
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P. aeruginosa ATCC 15442 standart susu ve 5, 15, 30 giin kimyasal maruziyeti
gecirmis formlarinin, In vivo testerde larvalara enjekte edilmesinin ardindan, analiz edilen
larvalari 24. saat kontrollerindeki 6lii sayilarinin yiizdelik oranlar1 ve Log Rank (Mantel-
Cox) testi ile yapilan Istatistiksel analizi Cizelge 3.35.’te verilmistir. 24 ve 96. saatler
arasindaki kontrollerde gézlemlenen 6lii sayilarinin Log Rank (Mantel-Cox) testi ile yapilan

[statistiksel analizi ise Cizelge 3.36.’da verilmistir.

Cizelge 3.35. P. aeruginosa ATCC 15442 calismasinda larvalarin 24. saat 6lii skorlarinin yiizdelik

oranlari ve Istatistiksel analizi

24. Saat Maruziyet Siiresi
Grup 5. giin 15. giin 30. giin
P. aeruginosa ATCC 15442 %30,0 %40,0 %40,0
Fenoksietanol %50,0 %40,0 %40,0
Benzil alkol %50,0 %50,0 %40,0
Potasyum sorbat %30,0 %50,0 %50,0
Sodyum benzoat %20,0 %40,0 %50,0
Metil paraben %50,0 %40,0 %40,0
Log Rank (Mantel-Cox)
Ki-kare Testi (Chi-Square) 3,222 0,444 0,523
Serbestlik Derecesi (df) 5 5 5
Anlamhlik (p) 0,666 0,994 0,991

Cizelge 3.36. P. aeruginosa ATCC 15442 caligmasinda larvalarin 24 ve 96 saatler arasindaki olii

sayilarinin Istatistiksel analizi

24-96 Saat Maruziyet Siiresi
Log Rank (Mantel-Cox) 5 giin 15 giin 30 giin
Ki-kare Testi (Chi-Square) 5,268 4,069 3,105
Serbestlik Derecesi (df) 5 5 5
Anlamhlik (p) 0,384 0,540 0,684

3.2.2.4. Candida albicans

Koruyuculara 5, 15 ve 30 giin siireyle maruz birakilan C. albicans ATCC 14053’tin
enjekte edildigi G. mellonella larvalarinda ilk 6 ve 12. saatte 6lim gozlemlenmemistir. 24,
48, 72, 96 ve 120. saatlerdeki kontrollerinde kaydedilen canli ve 6lii sayilar1 Cizelge 3.37.,
3.38., 3.39., 3.40. ve 3.41.’de verilmistir. Bu verilere gore olii sayilarinin karsilagtirilmasi
Sekil 3.13.’te verilmistir.
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Cizelge 3.37. Koruyuculara 5, 15 ve 30 giin siireyle maruz birakilan C. albicans ATCC 14053’{in
enjekte edildigi G. mellonella larvalarinin 24. saat kontroliindeki 6lii ve canli sayilari

. . . Potasyum Sodyum .
M;:Lrjzget Fen0k5|etz.1.nol Benzil Allfol Sorbat" Benzoa} Metil Paraf)en
Canh Olii Canh Olii Canh Olii Canh Olii Canh Olii
5. giin 9 1 9 1 10 0 8 2 9 1
15. giin 8 2 9 1 9 1 8 2 9 1
30. giin 8 2 8 2 9 1 7 3 8 2

Cizelge 3.38. Koruyuculara 5, 15 ve 30 giin siireyle maruz birakilan C. albicans ATCC 14053’tin
enjekte edildigi G. mellonella larvalarinin 48. saat kontroliindeki 6lii ve canli sayilar

. . . Potasyum Sodyum .
Miizlrjzget Fenokmetzinol Benzil Alk"ol Sorbat" Benzoq’g Metil Para.l.)en
Canli Olii Canli Olii Canh Olii Canh Olii Canh Olii
5. giin 6 4 8 2 7 3 6 4 6 4
15. giin 5 5 7 3 7 3 5 5 5 5
30. giin 5 5 6 4 6 4 5 5 6 4

Cizelge 3.39. Koruyuculara 5, 15 ve 30 giin siireyle maruz birakilan C. albicans ATCC 14053’iin
enjekte edildigi G. mellonella larvalarinin 72. saat kontroliindeki 6lii ve canli sayilar

Mafuziyet Fenoksietanol Benzil Alkol Pcs)toarsg/:tm ;2?1)2/33 Metil Paraben
S Canli | Oli | Canli | Olii | Canhi | Oli | Canhi | Oli | Canh | Olii
5. giin 4 6 4 6 4 6 3 7 3 7

15. giin 2 8 2 8 3 7 2 8 2 8

30. giin 2 8 2 8 3 7 1 9 2 8

Cizelge 3.40. Koruyuculara 5, 15 ve 30 giin siireyle maruz birakilan C. albicans ATCC 14053’tin
enjekte edildigi G. mellonella larvalarinin 96. saat kontroliindeki 6lii ve canli sayilar

Mggg:;;i/et Fenoksiete:nol Benzil Alliol PcSJtoa':st))/:{n SB%%E;? Metil ParalPen
Canh Olii Canh Olii Canh Olii Canh Olii Canh Olii
5. giin 1 9 2 8 3 7 1 9 2 8
15. giin 1 9 1 9 2 8 0 10 1 9
30. giin 0 10 1 9 2 8 0 10 0 10

Cizelge 3.41. Koruyuculara 5, 15 ve 30 giin siireyle maruz birakilan C. albicans ATCC 14053 iin

enjekte edildigi G. mellonella larvalarinin 120. saat kontroliindeki 6lii ve canli sayilart

. . . Potasyum Sodyum .
M?i:%g/et Fenok5|etz‘a'nol Benzil Alliol Sorbat_. Benzoag Metil Paraf)en
Canh Olii Canh Olii Canl Olii Canh Olii Canh Olii
5. giin 1 9 0 10 1 9 0 10 1 9
15. giin 0 10 0 10 1 9 0 10 0 10
30. giin 0 10 0 10 0 10 0 10 0 10
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Sekil 3.13. Koruyuculara 5, 15 ve 30 giin siireyle maruz birakilan C. albicans ATCC 14053’iin
enjekte edildigi G. mellonella larvalarinda 6, 12, 24, 48, 72, 96 ve 120. saatlerde gézlemlenen o6lii

skorlarin kargilagtirilmasi.
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C. albicans ATCC 14053 standart susu ve 5, 15, 30 giin kimyasal maruziyeti gecirmis

formlarini, In vivo testlerde larvalara enjekte edilmesinin ardindan, analiz edilen larvalarin 24.

saat kontrollerindeki 6lii sayilarmin ylizdelik oranlart ve Log Rank (Mantel-Cox) testi ile yapilan

Istatistiksel analizi Cizelge 3.42.’de verilmistir. 24 ve 96. saatler arasmdaki kontrollerde

gdzlemlenen 6lii sayilarmmn Log Rank (Mantel-Cox) testi ile yapilan Istatistiksel analizi ise

Cizelge 3.43.’te verilmistir.

Cizelge 3.42. C. albicans ATCC 14053 ¢aligmasinda larvalarin 24. saat 6li sayilarinin yiizdelik

oranlari ve Istatistiksel analizi

24. Saat Maruziyet Siiresi
Grup 5. giin 15. giin 30. giin
C. albicans ATCC 14053 %10,0 %10,0 %10,0
Fenoksietanol %10,0 %20,0 %20,0
Benzil alkol %10,0 %20,0 %20,0
Potasyum sorbat %0 %10,0 %10,0
Sodyum benzoat %20,0 %20,0 %30,0
Metil paraben %10,0 %10,0 %20,0
Log Rank (Mantel-Cox)
Ki-kare Testi (Chi-Square) 0,247 0,118 0,347
Serbestlik Derecesi (df) 5 5 5
Anlamhilik (p) 0,999 1 0,997

Cizelge 3.43. C. albicans ATCC 14053 c¢alismasinda larvalarin 24 ve 96 saatler arasindaki 6li

sayilarinin Istatistiksel analizi

24-96 Saat Maruziyet Siiresi
Log Rank (Mantel-Cox) 5 giin 15 giin 30 giin
Ki-kare Testi (Chi-Square) 1,861 2,704 6,222
Serbestlik Derecesi (df) 5 5 5
Anlamhlik (p) 0,868 0,746 0,285

Saglikli kontrol ve serum fizyolojik enjekte edilen deney kontrol gruplarinin 6, 12, 24,

48, 72, 96 ve 120. saatlerde kaydedilen canli ve 6lii sayilar1 Cizelge 3.44.’de verilmistir.

Cizelge 3.44. Deney kontrol gruplarinin 6, 12, 24, 48, 72, 96 ve 120. saatlerdeki canli ve 6lii sayilar

Kontrol Grubu Sonug¢lar1
Saat Saghkh Kontrol Deney Kontrol
Canli Olii Canh Olii

6 10 0 10 0
12 10 0 10 0
24 10 0 10 0
48 10 0 10 0
72 10 0 10 0
96 10 0 10 0
120 10 0 9 1
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4. TARTISMA

Aktif madde igeren iiriinlerin uzun siireli kullanimi, 6zellikle uygun sekilde bertaraf
edilmediginde, mikroorganizmalar iizerinde olumsuz etkilere sahip olabilmektedir. Kozmetik
iiriinlerin potansiyel etkisi bu konuda g6z 6niinde bulundurulmalidir. Bu durum o6zellikle
toplumdaki hemen hemen her yas grubundaki bireyin giinliik olarak kullandigi cesitli
kimyasallar1 i¢eren tiriinler i¢in dikkat ¢ekicidir. Bu tiir kozmetik iriinlerin, direng gelisimine

katkida bulunabilecegi ve degerlendirilmesi gerektigi endisesi bulunmaktadir (Jin vd., 2018).

Direncli mikroorganizmalardan kaynaklanan enfeksiyonlar tedavide dnemli zorluklara
neden olmaktadir. Ozellikle yogun bakim iinitelerinde ve bagisiklik sistemi zayif olan
bireylerde daha ciddi klinik sonuglara ve yiiksek 6liim risklerine neden olabilmektedirler.
Antibiyotikler, cerrahi prosediirler, organ nakilleri ve kanser hastalarinin tedavisi de dahil
olmak tizere tibbi uygulamalarda 6nemli ve ¢ok yonli bir rol oynamaktadir. Ancak halk
arasinda, gida endistrisinde, hayvanlarda veya tarimsal ortamlarda antibiyotiklerin gereksiz
ve uygunsuz kullanimi antibiyotik direncinin ortaya c¢ikmasina katkida bulunmaktadir

(Landers vd., 2012; Morehead ve Scarbrough, 2018; Munita ve Arias; 2016).

Mikrobiyolojik calismalarin ¢ogu geleneksel olarak antibiyotik direnci ve viriilans
konularma tek tek odaklanirken, bu olaylarin karsilikli iligkisini ve karsilikli biyolojik
etkisinin de arastirilmasi gerekmektedir. Viriilans, direncin gelisimi ile karmasik bir sekilde
baglantilidir. Ozellikle antibiyotik tedavisinin teorik olarak konakgidaki viriilan patojenlerin
varligia isaret eden acik enfeksiyon veya hastalik belirtilerine yanit olarak baglatildigt
bilinmektedir. Bununla birlikte, enfeksiyonun olmadigi durumlarda (konagin patojenik
mikroorganizmalarin bulunmadigi normal florasi dikkate alindiginda) antibiyotiklere maruz
kalmanin c¢ok daha diisilk olmasi muhtemeldir. Sonug¢ olarak enfeksiyon olmadiginda
antimikrobiyal basincin azalmasi nedeniyle direng gelisme olasiligi da daha diisiiktiir

(Beceiro vd., 2013).

Diinya capinda tiiketicilerin kozmetik ve dermokozmetik iiriinlere olan talebinin hizla
artmasi iizerine 2002 yilinda Amerikan Klinik Dermatoloji Dergisinde bu firiinlerin insan
sagligr acisindan bir tehdit olusturdugunu belirtmek amaci disinda, tartisma, ilgi uyandirma
ve test etmeye tesvik etme amaciyla yayinlanan bir makalede, formiilasyonlarinda
antimikrobiyal ajan i¢eren kozmetik tiriinlerin deri tizerinde aktif sekilde Kalarak uzun siireli

kullaniminda, insan yerlesik veya gegici cilt florasindaki mikrobiyal ekolojide degisikliklere
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neden olabilecegi ve bu ekolojiyi olusturan mikroorganizmalarin antibiyotige direncli

formlan arttirabilecegi ongoriilmiistiir (Holland ve Bojar, 2002).

Literatiir arastirmalarinda cilt ile temas eden kozmetik ve dermokozmetik
koruyucularinin, mikroorganizma antibiyotik direnglerine katkida bulunabilecegi, canli
organizma lizerinde farkli etkiler gosterebilecegi gozlemlenmistir. Bu olasiliklar iizerine

calismamiz planlanarak in vitro ve in vivo kosullarda cesitli analizler gerceklestirilmistir.

Koruyucularin mikroorganizmalara karst yapilan MIK testi sonuclarma gore,
maruziyet testine gegmeden Once siispansiyon icerisindeki maddelerin baslangi¢ oranlari,
maruziyet siiresi boyunca mikroorganizmalarin koruyucular tarafindan inhibe edilmemesine
gore belirlenmistir. Belirlenen bu oranlara goére 5, 15 ve 30 giinlilk maruziyet siireci
baslatilmistir. Siire¢ dncesinde ve sonrasinda antibiyotiklerin mikroorganizmalar i¢in yapilan
MIK testi sonuglar1 karsilastirilmistir. Yapilan karsilastirmalarda baslangic seviyelerine gore
gozlemlenen 2 kat degisimler hata pay1 olarak kabul edilerek anlamli kabul edilmemistir. 4

kat degisimler ise direng veya duyarlilik gelisimi olarak sonuglandirilmustir.

Baslangigta, S. aureus, S. epidermidis ve P. aeruginosa’ya en etkili olan koruyucularin
benzil alkol ve metil paraben oldugu gozlemlenmistir. C. albicans’a ise baslangigta en etkili

olan koruyucunun potasyum sorbat oldugu gézlemlenmistir.

Calismamizda S. aureus’un koruyucu maruziyetleri dncesi ve sonrasinda vankomisin
ile yapilan test sonuglari karsilastirildiginda, fenoksietanol ile 5, 15 ve 30 ginlik
maruziyetinde 2 kat duyarlilik gézlemlenmistir. Benzil alkol ile 5 giinliik maruziyetinde 2
kat duyarhilik gozlemlenmis fakat 15 ve 30 gilinlik maruziyetinde bir degisiklik
gbzlemlenmemistir. Potasyum sorbat ve metil paraben ile 5, 15 ve 30 giinlilk maruziyeti
sonrasinda herhangi bir degisiklik gozlemlenmemistir. Sodyum benzoat ile 5 ve 15
maruziyetinde 2 kat duyarlilik gézlemlenmis fakat 30 giinlik maruziyetinde bir degisiklik

gbzlemlenmemistir.

S. aureus’un koruyucu maruziyeti sonrasinda vankomisine direng gelistirmedigi,
aksine duyarhilik gosterdigi gozlemlenmistir fakat bu duyarhiliklar 2 kat diizeyinde
gbzlemlendigi i¢in anlamli kabul edilmemistir. S. aureus’un koruyucular ile maruziyeti
sonrasinda vankomisine karsi direng veya duyarlilik gelisimlerinin arastirildigi bir ¢aligma

bulunmadigi i¢in, bu sonuglarm ilgili literatiire katki saglayabilecegi diisiiniilmektedir.
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Calismamizda S. epidermidis’in koruyucu maruziyetleri Oncesi ve sonrasinda
vankomisin ile yapilan test sonuglar1 karsilagtirildiginda, fenoksietanol ve sodyum benzoat
ile 5 ve 15 gilinlik maruziyeti sonrasinda bir degisiklik gostermedigi fakat 30 giinliik
maruziyetinde 2 kat direng gelistirdigi gézlemlenmistir. Benzil alkol ve potasyum sorbat ile
5 giinliik maruziyetinde bir degisiklik gostermedigi, 15 ve 30 giinliik maruziyeti sonrasinda 2
kat direng gelistirdigi gozlemlenmistir. Metil paraben 5, 15 ve 30 giinlik maruziyeti

sonrasinda 2 kat direng gelistirdigi gézlemlenmistir.

Tim koruyucular S. epidermidis’in vankomisine diren¢ gostermesine sebep olmustur
fakat bu direngler 2 kat diizeyinde goézlemlendigi icin anlamli kabul edilmemisgtir. S.
epidermidis’in koruyucular ile maruziyeti sonrasinda vankomisine karsi direng veya
duyarhlik gelisimlerinin arastirildigi bir ¢alisma bulunmadigi i¢in bu sonuglarin ilgili

literatiire katki saglayabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismamizda P. aeruginosa‘nin koruyucu maruziyetleri 6ncesi ve sonrasinda sefepim
ile yapilan test sonuglar1 karsilastirildiginda fenoksietanol, benzil alkol ve potasyum sorbat
ile 5, 15 ve 30 giinlik maruziyetinde 2 kat direng gelistirdigi gézlemlenmistir. Sodyum
benzoat ile 5 giinlik maruziyetinde 2 kat, 15 ve 30 giinlilk maruziyetinde ise 4 kat direng
gelistirdigi gozlemlenmistir. Metil paraben ile 5 ve 15 giinliik maruziyetinde 2 kat, 30 giinliik

maruziyetinde ise 4 kat direng gelistirdigi gdzlemlenmistir.

P. aeruginosa‘nin sefepim direnci gostermesine anlamli diizeyde sebep olan
koruyucular sodyum benzoat ve metil paraben olmustur. Fenoksietanol, benzil alkol ve
potasyum sorbat’in da P. aeruginosa’da direng gelisimine sebep olmustur fakat bu direngler

2 kat diizeyinde gbzlemlendigi i¢in anlamli kabul edilmemistir.

Calismamizda yapilan analizlere benzerlik gosteren tek ¢alisma bu kisimda
bulunmaktadir. Bu caligmada fenoksieanoliin P. aeruginosa’y:r inhibe ettigi en diisiik
konsantrasyon belirlenerek, alt konsantrasyonlarina adaptasyon baglatilmistir. 10. giin
pasajinda yapilan MIK kontrollerinde P. aeruginosa’nmin 2 kat direng gelistirdigi
gozlemlenmis ve bu direncin kararli oldugu belirtilmistir. Elde edilen bulgular bizim

sonuglarimiz ile benzerlik gostermektedir (Abdelmalek ve Badran, 2010).

P. aeruginosa’nin diger koruyucular ile maruziyeti sonrasinda direng veya duyarlilik
gelisimlerinin arastirildigr bir ¢alisma bulunmadig: i¢in bu sonuglarin ilgili literatiire katki

saglayabilecegi diisliniilmektedir.
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Calismamizda C.albicans ‘in koruyucu maruziyetleri 6ncesi ve sonrasinda flukanozol
ile yapilan test sonuglar karsilastirildiginda fenoksietanol, benzil alkol ve sodyum benzoat
ile 5 giinliik maruziyetinde bir degisiklik gostermedigi, 15 gilinlilk maruziyetinde 2 kat, 30
giinliik maruziyetinde 4 kat direng gelistirdigi gdzlemlenmistir. Potasyum sorbat ile 5 ve 15
giinliik maruziyetinde bir degisiklik gostermedigi 30 giinliik maruziyetinde 2 kat direng
gelistridigi gozlemlenmigtir. Metil paraben ile 5 giinlik maruziyetinde bir degisiklik

gostermedigi, 15 ve 30 gilinliikk maruziyetinde 2 kat direng gelistirdigi gézlemlenmistir.

C.albicans ‘in flukanozole kars1 direng gelistirmesine anlamli diizeyde sebep olan
koruyucularin fenoksietanol, benzil alkol ve sodyum benzoat oldugu goézlemlenmistir.
Potasyum sorbat ve metil paraben de C. albicans’ta direng gelisimine sebep olmustur fakat
bu direngler 2 kat diizeyinde gozlemlendigi i¢in anlamli kabul edilmemistir. C.albicans ‘in
koruyucular ile maruziyeti sonrasinda diren¢ veya duyarlilik gelisimlerinin arastirildig bir

calisma olmadig1 i¢in bu sonuglarin ilgili literatiire katki saglayabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismamizin  6zgiinliigiinden dolayr in vitro analizlerden elde edilen verilerin
karsilastirilmas1 kisminda benzerlik gosteren yalnizca bir calisma bulunmaktadir. Farkli
antimikrobiyal ajanlar ve mikroorganizmalarin maruz birakilmasi sonrasinda elde edilen
veriler bu kisimda verilmistir. Bizim ¢aligmamiz ile benzerlikleri ve ileride yapilabilecek

caligmalar tartigilmistir.

Jin vd. (2018), fluoksetin antidepresaninin, ¢oklu antibiyotik direncini arastirmay1 ve
bu duruma sebep olabilecek mekanizmalari ortaya ¢ikarmayi amagladiklari ¢aligmalarinda,
Escherichia coli farkli konsantrasyonlarda fluoksetine maruz birakilmistir. 30 giinliik
maruziyet sonrasinda kloramfenikol, amoksisilin ve tetrasiklin antibiyotiklerine karsi direng
gozlemlediklerini belirtmislerdir. Antibiyotik dis1 ilaglarin da antibiyotik direncinin ortaya
cikmasinda bir rol oynayip oynayamayacagi konusunda c¢aligmalarin yetersiz oldugunu da
bildirmislerdir. Bu ¢alismaya benzerlik gostererek caligmamizda antibiyotik disi farmasotik
prepreat olarak adlandirilan dermokozmetik {iriinlerin igerisindeki koruyucularmn da
mikroorganizmalar ile 5, 15, 30 giinliik maruziyet sonrasinda, mikroorganizmalarda

antibiyotik diren¢ gelisimi gézlemlenmistir.

Cilt bakim {riinlerinin cilt kimyas1 ve mikrobiyom dinamikleri tizerindeki etkisinin
arastirildigi bir ¢alismada, dort giizellik iirlinlinlin (yiiz losyonu, nemlendirici, ayak pudrasi
ve deodorant) 11 goniillii {izerindeki etkisi 9 hafta boyunca degerlendirilmistir. Uriinler
tiiketicilere belirli siirelerde kullandirilarak viicut bolgelerinden alinan swap 6rnekleri analiz

edilmistir. Analiz sonucunda deodorant ve ayak pudrasi, molekiiler, bakteriyel ve arkelerin
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gesitliligini artirirken, kol ve yiiz losyonlarinin bakteri ve arkeler {izerinde ¢ok az etkisi
oldugunu fakat kimyasal g¢esitliligi arttirdigi belirtilmigtir. Deodorant kullaniminin
durdurulmasiyla kimyasallarin yan1 sira bakteri ve arke cesitliliginde de azalma oldugu
belirtilmistir (Bouslimani vd., 2019). Bu ¢alisma sonrasinda, kozmetik ve dermokozmetik
koruyucularinin, insan cilt flosindaki bakteriyel ve arke ¢esitliligi tizerindeki etkisinin ileride

yapilacak caligmalarda arastirilabilecegi diistiniilmektedir.

Kozmetik  Urlinlerde  siklikla  kullanilan  metilizotiazolinon,  iyodopropinil
biitilkarbamat, etilheksilgliserin, metilparaben ve fenoksietanolii, 14 saglikl1 yetiskinin yiiz
bolgesinden izole edilen Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus capitis, Kocuria,
Micrococcus luteus, Bacillus, Acinetobacter, Pseudomonas parafulva, Pseudomonas
oleovorans ve Roseomonas servikalis bakterileri ile analiz etmislerdir. Sonug¢ olarak
koruyucularin izin verilen miktarlarda kullaniminda 9 adet bakteri izolatinin hayatta
kalmasmi engelledigini belirtmislerdir (Wang vd., 2019). Buna benzerlik gostererek,
calismamizda diren¢ gelisimine sebep olan koruyucularin cilde temasi halinde, floradaki

mikroorganizma cesitliliginde azalma gosterebilecegi ongoriilmektedir.

Hwang vd. (2021), bir cilt bakim iriintiniin yiize giinliik uygulanmasi sonrasinda
bakteri topluluk yapisimi ve cilt biyofiziksel parametrelerini belirlemeyi amaclamstir.
Arastirmaya ayni cilt bakim iiriiniinii kullanan 25 kadin katilmig ve bu iiriinii 4 hafta boyunca
kullanmiglardir. Sonug¢ olarak, bir cilt bakim iriiniiniin kullaniminin cilt ortamin
iyilestirebilecegini ve mikrobiyom yapisin1 degistirebilecegini agiklamiglardir. Maruziyet
geciren mikroorganizmalarin, saglikli bir cilt mikrobiyal ekosisteminin biyo-gdstergeleri
olarak kullanilabilecegini belirtilmistir. Ayrica cilt mikrobiyomu ve Dbiyofiziksel
parametrelerdeki degisikliklerle iligkili ana bilesen veya materyallerin belirlenmesi igin ek
calismalar yapilmasi gerektigini bildirilmislerdir. Bu ¢aligmanin aksine, bizim ¢alismamizda
elde edilen verilere gore, kullanidigimiz koruyucularin cilt ortamini ve mikrobiyom yapisini
iyilestirebilecegi  diisiiniilmemekte  fakat  ileride  arastirilmaya acik  oldugu

gozlemlenmektedir.

Nasrollahi vd. (2022), kozmetik iiriinlerde kullanilan koruyuculardan metilparaben,
propilparaben, biitilparaben, fenoksietanol, benzil alkol, izopropil alkol ve benzalkonyum
kloriiriin, insan cilt florasindan izole edilen bakteri ve mantarlar tzerindeki etkisini
belirlemek i¢in yaptiklar1 ¢alisma sonucunda, tiim koruyucularin izole edilmis mantarlarin
biliyiimesini engelledigi ancak bakteriyel mikrofloranin biiylimesini engellemedigini

belirtmiglerdir. Calismamizda C. albicans, bakterilere oranla koruyuculara daha c¢ok
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duyarlilik gostermistir. Bu nedenle mikroflora iizerine yapilacak benzer bir caligmada

sonuclarin yakinlik gosterebilecegi diisliniilmektedir.

G. mellonella larvalarinda yapilacak enjeksiyonlar oncesinde, mikroorganizma
inokulum miktarlarinin optimum konsantrasyonlarini belirlemek amaciyla yapilan letal doz
calismasinda S. aureus ve S. epidermidis i¢in 10° CFU/mL, 10" CFU/mL ve 10® CFU/mL
miktarlar1 G. mellonella larvalarina enjekte edilmistir. Enjeksiyon sonrasinda ilk 24. saate
kadar herhangi bir 6lim gozlemlenmemistir. 24 saat sonrasmnda 10° CFU/mL ve 10’
CFU/mL miktarlarinin enfeksiyon dozu i¢in yetersiz oldugu ve 120. saatte bile hala yasamini
devam ettiren larvalar oldugu gézlemlenmistir. 102 CFU/mL bakteri enjekte edilen larvalarda
ise 24. saatte baglayarak 120. saate kadar devamli ve diizenli bir sekilde O&liim
gdzlemlenmistir. Bu sonuglar tizerine S. aureus ve S. epidermidis enjeksiyonlarinda 10°
CFU/mL miktarinda inokulumlar kullanilmistir. P. aeruginosa i¢in 10° CFU/mL, 10°
CFU/mL ve 10" CFU/mL miktarlari G. mellonella larvalarma enjekte edilmistir. Enjeksiyon
sonrasinda ilk 24. Saat igerisinde 10® CFU/mL ve 10’ CFU/mL enjekte edilen larvalarda hizli
oliimler gozlemlenmistir. 10° CFU/mL enjeksiyonu sonrasi ise 120. saaate kadar devamli ve
diizenli bir gézlemlenmistir. Bu sonuglar iizerine P. aeruginosa enjeksiyonlarinda 10°
CFU/mL miktarinda inokulumlar kullamilmigtir. C. albicans i¢in 10° CFU/mL, 10° CFU/mL
ve 2x10° CFU/mL miktarlart G. mellonella larvalarma enjekte edilmistir. Enjeksiyon
sonrasinda ilk 24. saate kadar herhangi bir 6liim gézlemlenmemistir. Her inokulum miktari
devamli ve diizenli sekilde Oliimler gostermistir fakat 24. saatten 120. saate kadar olan
kontrollerde calismamiza uygun olan konsantrasyonun 10° CFU/mL oldugu belirlenmistir.
Bu ¢aligmada belirlenen letal dozlarin larvalara asilanmasi sonrasinda alinan canli ve 6lii
skorlar1 tiim mikroorganizmalar ig¢in, koruyucu maruziyeti ge¢irmemis 0. giin maruziyet

degerleri olarak kabul edilmistir.

Menard vd. (2021), S. aureus sRNA'larinin rollerini analiz etmek ve stafilokok
viriilansinda olast SRNA katilimini hizli bir sekilde belirlemek igin larva G. mellonella'y:
kullanmiglardir. S. aureus’un G. mellonella enfeksiyon modeli i¢in uygun bir patojen
oldugunu bildirerek olumlu sonuglar aldiklarini belirtmiglerdir. Enjeksiyon sonrasinda larva
Oliimlerinin 24 saat sonra basladigini ve giderek arttigini belirtmiglerdir. Bizim ¢alismamizda
yapilan Stafilakok analizlerinde de ayni durum goriilerek, larva olimleri 24 saat sonra
baglamistir ve giderek artmistir. Bu baglamda ¢alismanin, bizim ¢aligmamiz ile uyumlu

oldugu gozlemlenmistir.
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Larvalarin 6lim oran1 mantar yiikiine bagli oldugu belirtilerek spesifik sonug
verildiginde, 1x10° CFU/larva 2 giin iginde %100 Sliimle sonuglandigi, 5x10° CFU/larva
astlamadan 2 giin sonra %50 ve 4 giin i¢inde %100 &liimle sonuglandigr belirtilmistir (Li vd.,
2013). Bizim tez ¢alismamizdaki mantar ¢alismasinda 1x10° CFU/larva 5 giinde %100
Olimle sonuglarak farklilik gostermistir. Bunun sebebinin analiz edilen larvalarin beslenme

stireci ve boyut farkliliklar1 oldugu diisiiniilmektedir.

Leuko ve Raivio (2012), yaptiklari bir ¢alismada G. mellonella larvalarina Escherichia
coli enjekte edilmistir. Bu islemden 48 saat sonra, G. mellonella larvalarinin 6ldiikleri LD50
dozu 2,57x10° CFU olarak belirtilmistir. G. mellonella organizmasinda Acinetobacter
baumannii klinik izolatlar: kullanilarak viriilans faktérlerin incelendigi ¢alismada, 3.5x10°
CFU A. baumannii ATCC 17978 susu larvalara enjekte edilmis ve 48 saatin ardindan 6liim
oraninin %75 oldugu belirtilmistir (Peleg ve ark. 2009). Viriilans faktorlerin arastirilmasinda
G. mellonella organizmasmin bir enfeksiyon modeli olarak kullanildigi ¢aligmada, G.
mellonella larvalarinin hemosel i¢ine Enterococcus faecalis enjekte edilerek 5 dakika sonra

melanizasyon gozlemlendigi ve 30 dakika sonra da 6ldiikleri belirtilmistir (Liu vd., 2017).

S. aureus ATCC 6538 standart susunun ve 5, 15, 30 giin siirelerde koruyuculara maruz
birakilan formlarinin G. mellonella larvalarina yapilan enjeksiyonlar sonrasinda, larvalarin
24, 48, 72, 96 ve 120. saatlerdeki kontrollerinden elde edilen &lii sayilar1 karsilastirildiginda,
aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olusmadigi gézlemlenmistir. Kiigiik farklar goz
oniinde bulunduruldugunda ise fenoksietanol, benzil alkol, potasyum sorbat, sodyum benzoat
ve metil paraben maruziyetinde 6liim orani digerlerine oranla en fazla 5 giinliik maruziyette
gbzlemlenmistir. En az 6liim orani ise potasyum sorbat ve sodyum benzoata 30 giinliik
maruziyet sonrasinda, fenoksietanol, benzil alkol ve metil paraben de ise maruziyet dncesi 0.

giin de gbzlemlenmistir.

Larvalara mikroorganizma enjeksiyonunun ardindan, ilk 24 saatlik inkiibasyon
sonrasindaki degerler ve 24-96 saat arasinda gozlemlenen degerler Istatistiksel analize
alinmustir.  Bunun sebebi, G. mellonella’nin enfeksiyon modeli olarak kullanildigi
caligmalarda genellikle mikroorganizmalarin tiredigi ilk 24 saat sonuglar1 kullanilmaktadir
fakat bizim ¢aligmamizda sadece sagkalim oranlari analiz edildigi i¢in uzun siireli kontroller

sonrasinda da Istatistiksel analizler yapilmistir.

Calismamizda S. aureus ATCC 6538’un, G. mellonella modeli iizerinde yapilan
kontrollerinde 24. saat sonuglarina gére bakterinin 5 giinliik koruyucu maruziyetlerinde,

benzil alkole maruziyetinin larva 6liim oraninin %10, metil paraben maruziyetinin ise %20
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arttig1 gézlemlenmistir. Fenoksietanol ve sodyum benzoat ile olan maruziyetinde larva 6liim
oraninin %10 azaldig1 goézlemlenmistir. Potasyum sorbata maruziyetinde ise larva 6lim
oraninda herhangi bir degisim gozlemlenmemistir. Anlamlilik degeri (p) ise 0,720 olan
sonuglar 0,05 degerine uzak oldugu i¢in anlamli kabul edilmemistir. 96. saate kadar olan
kontrollerde yapilan Istatistiksel verilere gére ise p degerinin 0,134 oldugu gdzlemlenmistir.
Bu sonucun da anlamlilik seviyelerinde olmadigini fakat 24-96 saatler arasindaki verilerin

ilk 24 saate gore daha anlamli oldugunu gostermektedir.

15 giinliik koruyucu maruziyetlerinde sadece metil paraben maruziyetinde larva 6liim
oraninin %10 oraninda arttig1, diger hi¢bir koruyucular ile maruziyette larva 6liim oraninda
herhangi bir degisim goézlemlenmistir. Anlamlilik degeri (p) 0,995 olan sonuglar 0,05
degerine uzak oldugu icin anlamli kabul edilmemistir. 96. saate kadar olan kontrollerde
yapilan Istatistiksel verilere gore ise p degerinin 0,259 oldugu gézlemlenmistir. Bu sonucun
da anlamlilik seviyelerinde olmadigin1 fakat 24-96 saatler arasindaki verilerin ilk 24 saate

gore daha anlamli oldugunu gostermektedir.

30 giinliik koruyucu maruziyetlerinde ise benzil alkol maruziyetinde larva Olim
oraninin %10 oraninda arttig1, fenoksietanol ile sodyum benzoat ile olan maruziyetinde larva
O0lim oranmin %10 azaldigi, potasyum sorbat maruziyetinde ise larva oliim oraninda
herhangi bir degisim gozlemlenmistir. Anlamlilik degeri (p) 0,956 olan sonuglar 0,05
degerine uzak oldugu icin anlamli kabul edilmemistir. 96. saate kadar olan kontrollerde
yapilan Istatistiksel verilere gore ise p degerinin 0,059 oldugu gozlemlenmistir. Bu sonug ilk

24 saatin aksine, 24-96 saatler arasindaki verilerin anlamli oldugunu gostermektedir.

S. aureus’un koruyucular ile maruziyeti sonrasindaki etkilerinin G. mellonella modeli
tizerinde arastirildigt bir ¢alisma olmadigi i¢in bu sonuglarin ilgili literatiire katki

saglayabilecegi disiiniilmektedir.

S. epidermidis ATCC 35984 standart susunun ve 5, 15, 30 giin siirelerde koruyuculara
maruz birakilan formlarinin G. mellonella larvalarina yapilan enjeksiyonlar sonrasinda,
larvalarin 24, 48, 72, 96 ve 120. saatlerdeki kontrollerinden elde edilen Olii sayilar
karsilastirildiginda, aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olusmadig
gozlemlenmistir. Kiigiik farklar g6z onlinde bulunduruldugunda ise fenoksietanol, potasyum
sorbat ve metil paraben maruziyetinde 6liim orami digerlerine oranla en fazla 5 giinliik
maruziyette gozlemlenmistir. Sodyum benzoatta ise bu durum 30 giinlik maruziyette
gozlemlenmistir. Benzil alkol maruziyetinde ise tiim veriler benzerlik gosterdigi icin bir

farklilik gozlemlenmemistir.
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Calismamizda S. epidermidis ATCC 35984’in, G. mellonella modeli iizerinde yapilan
kontrollerinde 24. saat sonuglarma gore bakterinin 5 giinliik koruyucu maruziyetlerinde,
benzil alkole maruziyetinin larva 6liim oraninin %10, fenoksietanol ve potasyum sorbat
maruziyetinin ise %20 arttig1 gézlemlenmistir. Metil paraben ve sodyum benzoat ile olan
maruziyetinde larva o6lim oraninda herhangi bir degisim gdzlemlenmemistir. Anlamlilik
degeri (p) 0,907 olan sonuglar 0,05 degerine uzak oldugu i¢in anlamli kabul edilmemistir.
96. saate kadar olan kontrollerde yapilan Istatistiksel verilere gére ise p degerinin 0,018
oldugu gozlemlenmistir. Bu sonug ilk 24 saatin aksine, 24-96 saatler arasindaki verilerin

anlaml1 oldugunu gostermektedir.

15 glinliik koruyucu maruziyetlerinde potasyum sorbat hari¢ tim maruziyetlerde larva
6lim oraninin %10 oraninda azaldig1, potasum sorbat ile maruziyetinde ise 6liim oraniin
%20 artt1g1 gozlemlenmistir. Anlamlilik degeri (p) 0,744 olan sonuglar 0,05 degerine uzak
oldugu icin anlaml kabul edilmemistir. 96. saate kadar olan kontrollerde yapilan Istatistiksel
verilere gore ise p degerinin 0,968 oldugu gozlemlenmistir. Bu sonucun da anlamlilik
seviyelerinde olmadigini fakat 24-96 saatler arasindaki verilerin ilk 24 saate gore daha

anlaml1 oldugunu gostermektedir.

30 ginlik koruyucu maruziyetlerinde ise fenoksietanol ve metil paraben
maruziyetinde larva 6liim oraninin %10 azaldigi, potasum sorbat ile maruziyetinde ise 6liim
oraninin %10 arttig1, benzil alkol ve sodyum benzoat ile olan maruziyetinde larva 6liim
oraninda herhangi bir degisim gézlemlenmemistir. Anlamlilik degeri (p) 0,950 olan sonuglar
0,05 degerine uzak oldugu i¢in anlamli kabul edilmemistir. 96. saate kadar olan kontrollerde
yapilan Istatistiksel verilere gore ise p degerinin 0,128 oldugu gdzlemlenmistir. Bu sonucun
da anlamlilik seviyelerinde olmadigin1 fakat 24-96 saatler arasindaki verilerin ilk 24 saate

gore daha anlamli oldugunu gostermektedir.

S. epidermidis’in koruyucular ile maruziyeti sonrasindaki etkilerinin G. mellonella
modeli iizerinde arastirildigi bir ¢aligma olmadigi i¢in bu sonuclarin ilgili literatiire katki

saglayabilecegi diisliniilmektedir.

P. aeruginosa ATCC 15442 standart susunun ve 5, 15, 30 giin siirelerde koruyuculara
maruz birakilan formlarinin G. mellonella larvalarina yapilan enjeksiyonlar sonrasinda,
larvalarin 24, 48, 72, 96 ve 120. saatlerde kontrol edilmesi sonucunda elde edilen 6lii sayilar
karsilastirildiginda  aralarinda  istatistiksel ~olarak anlamli  bir fark olusmadig

gbzlemlenmistir. Kiiciikk farklar g6z 6niinde bulunduruldugunda ise potasyum sorbat ve
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sodyum benzoat maruziyetinde 6liim orani digerlerine oranla en fazla 30 giinlik maruziyette

gozlemlenmistir. Diger koruyucu maruziyetlerinde ise tiim veriler benzerlik gostermektedir.

P. aeruginosa ATCC 15442’nin, G. mellonella modeli iizerinde yapilan kontrollerinde
24. saat sonuglarina gore bakterinin 5 giinliik koruyucu maruziyetlerinde, fenoksietanol,
benzil alkol ve metil paraben maruziyetinin larva 6lim oraninin %20 oraninda arttirdigi,
sodyum benzoat maruziyetinin %10 azalttig1 gézlemlenmistir. Metil paraben maruziyetinde
ise larva Olim oraninda herhangi bir degisim gozlemlenmemistir. Anlamlilik degeri (p)
0,666 olan sonuglar 0,05 degerine uzak oldugu icin anlamli kabul edilmemistir. 96. saate
kadar olan kontrollerde yapilan Istatistiksel verilere gore ise p degerinin 0,384 oldugu
gozlemlenmistir. Bu sonucun da anlamlilik seviyelerinde olmadigin1 fakat 24-96 saatler

arasindaki verilerin ilk 24 saate gére daha anlamli oldugunu gostermektedir.

15 giinliik koruyucu maruziyetlerinde benzil alkol ve potasyum sorbat maruziyetinde
larva 6liim oraninin %10 oraninda arttig1, diger koruyucular ile maruziyetinde ise larva 6liim
oraninda herhangi bir degisim gézlemlenmemistir. Anlamlilik degeri (p) 0,994 olan sonuglar
0,05 degerine uzak oldugu igin anlamli kabul edilmemistir. 96. saate kadar olan kontrollerde
yapilan Istatistiksel verilere gore ise p degerinin 0,540 oldugu gézlemlenmistir. Bu sonucun
da anlamlilik seviyelerinde olmadigini fakat 24-96 saatler arasindaki verilerin ilk 24 saate

gore daha anlamli oldugunu gostermektedir.

30 giinlik koruyucu maruziyetlerinde ise potasyum sorbat ve sodyum benzoat
maruziyetinde larva 6liim oraninin %10 arttigi, diger koruyucular ile maruziyetinde ise larva
6lim oraninda herhangi bir degisim gozlemlenmemistir. Anlamlilik degeri (p) 0,991 olan
sonuglar 0,05 degerine uzak oldugu i¢in anlamli kabul edilmemistir. 96. saate kadar olan
kontrollerde yapilan Istatistiksel verilere gére ise p degerinin 0,684 oldugu gdzlemlenmistir.
Bu sonucun da anlamlilik seviyelerinde olmadigini fakat 24-96 saatler arasindaki verilerin

ilk 24 saate gore daha anlamli oldugunu géstermektedir.

P. aeruginosa’nin koruyucular ile maruziyeti sonrasindaki etkilerinin G. mellonella
modeli iizerinde arastirildigi bir ¢aligma olmadigi i¢in bu sonuglarin ilgili literatiire katki

saglayabilecegi diisliniilmektedir.

C. albicans ATCC 14053 standart susunun ve 5, 15, 30 giin siirelerde koruyuculara
maruz birakilan formlarinin G. mellonella larvalarina yapilan enjeksiyonlar sonrasinda,
larvalarin 24, 48, 72, 96 ve 120. saatlerde kontrol edilmesi sonucunda elde edilen 6lii sayilar

karsilastirildiginda  aralarinda  istatistiksel olarak anlamli  bir fark olusmadig
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gozlemlenmistir. Kiiciik farklar géz oniinde bulunduruldugunda ise potasyum sorbat ve
sodyum benzoat maruziyetinde 6liim orani digerlerine oranla en fazla 30 giinlilk maruziyette

gozlemlenmistir. Diger koruyucu maruziyetlerinde ise tiim veriler benzerlik gostermektedir.

C. albicans ATCC 14053’iin G. mellonella modeli iizerinde yapilan kontrollerinde 24.
saat sonuglarma goére mayanin 5 giinliik koruyucu maruziyetlerinde, sodyum benzoat
maruziyetinin larva o6lim oraninin %10 oraninda arttirdigi, potasyum sorbat ile
maruziyetinde %10 oraninda azalttigi gozlemlenmistir. diger koruyucular ile maruziyetinde
ise larva 6lim oraninda herhangi bir degisim gozlemlenmemistir. Anlamlilik degeri (p)
0,999 olan sonuglar 0,05 degerine uzak oldugu icin anlamli kabul edilmemistir. 96. saate
kadar olan kontrollerde yapilan Istatistiksel verilere gore ise p degerinin 0,868 oldugu
gozlemlenmistir. Bu sonucun da anlamlilik seviyelerinde olmadigini fakat 24-96 saatler

arasindaki verilerin ilk 24 saate gére daha anlamli oldugunu gostermektedir.

15 giinliik koruyucu maruziyetlerinde fenoksietanol, benzil alkol ve sodyum benzoat
maruziyetinde larva 6liim oraninin %10 oraninda artt1g1, diger koruyucular ile maruziyetinde
ise larva o0lim oraninda herhangi bir degisim gozlemlenmemistir. Anlamlilik degeri (p) 1
olan sonuglar 0,05 degerine uzak oldugu icin anlamli kabul edilmemistir. 96. saate kadar
olan kontrollerde yapilan Istatistiksel verilere gore ise p degerinin 0,746 oldugu
gozlemlenmistir. Bu sonucun da anlamlilik seviyelerinde olmadigin1 fakat 24-96 saatler

arasindaki verilerin ilk 24 saate gére daha anlamli oldugunu gostermektedir.

30 giinliik koruyucu maruziyetlerinde ise sodyum benzoat maruziyetinde larva 6lim
oraninin %20, fenoksietanol, benzil alkol metil parabende %10 arttig1, potasyum sorbat ile
maruziyetinde ise larva 6liim oraninda herhangi bir degisim gozlemlenmemistir. Anlamlilik
degeri (p) 0,997 olan sonuglar 0,05 degerine uzak oldugu i¢in anlamli kabul edilmemistir.
96. saate kadar olan kontrollerde yapilan Istatistiksel verilere gére ise p degerinin 0,285
oldugu gozlemlenmistir. Bu sonucun da anlamlilik seviyelerinde olmadigimi fakat 24-96

saatler arasindaki verilerin ilk 24 saate gore daha anlamli oldugunu gostermektedir.

C. albicans’in koruyucular ile maruziyeti sonrasindaki etkilerinin G. mellonella
modeli iizerinde arastirildigi bir ¢alisma olmadigi i¢in bu sonuclarin ilgili literatiire katki

saglayabilecegi diisliniilmektedir.
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Farelerde ve boceklerde P. aeruginosa mutantlarinin viriilanst arasindaki pozitif
korelasyonu G. mellonella iizerinde analiz edilmis ve sonuglar birbirlerini destekledigi igin
G. mellonella enfeksiyon modelinin P. aeruginosa viriilans faktorlerini tanimlamak igin iyi
bir model sistem oldugu belirtilmistir (Jander vd., 2000). G. mellonella larvalarinin P.
aeruginosa igin In vivo enfeksiyon modeli olarak ve antibiyotiklerin farmakokinetik
etkinligini degerlendirmek icin kullamilip kullanilamayacagimi belirlemek iizere yapilan
calismada alinan sonugalara gére olumlu sonuglara rastlanmig ve gelecek calismalarda giiglii
bir sekilde tavsiye edildigi belirtilmistir (Hill vd., 2014). P. aeruginosa, ¢aligmadaki diger
mikroorganizmalara gore yliksek etkiye sahip olsa da, diisiik inokulum miktariyla durum
dengelenmistir. Calisma sonuglarimiz literatiir ile paralel olarak P. aeruginosa igin G.

mellonella larvalari, In vivo enfeksiyon modeli olusturmaya uygun gériilmektedir.

Alvandian vd. (2016) Candida albicans’in (SAP) enzim aktivitesinin, G. mellonella
iizerindeki etkilerini arastirdigi ¢alismada SAP (-) ve SAP (+) larvalara 5x10° CFU/mL
enjekte edilerek 96. saate kadar kontrol edilmistir. Elde edilen verilere gore Istatistiksel
analiz yapilarak sonuglar anlamli kabul edilmistir. Bu modelin ucuzlugu ve uygulanmasinin
kolay olmasi tercih sebebi oldugu belirtilmistir. Ayrica G. mellonella’nin  memeli
caligmalarinda alternatif olarak kullanilmasi etik kaygilar1 da azaltabilecegi bildirilmistir.
5x10° CFU/mL enjeksiyonu sonrast 96. Saate kadar kontrol yapilabilmesi, bizim
calismamizda kullanilan ve bu galismadaki miktara yakmlhik gésteren 10° CFU/mL’yi

dogrulamaktadir.

Candida tiirlerinin ilaca direngli izolatlarinin ortaya ¢ikmasi, klinik enfeksiyonlarda
yiikksek risk olusturmaktadir. Bu suslarin klinik ortamda yaratabilecegi etki giderek
ciddilesen bir sorun haline gelmektedir. Bu etki hastalarda kotii klinik sonuglarinin
artmasina, antifungal tedavi ve profilaksi sirasinda ortaya c¢ikan enfeksiyonlara ve artan

saglik hizmetleri maliyetlerine sebep olmaktadir (Pristov ve Ghannoum, 2019).

Bakteri ve mantarlardan bazilarmin viriillans 6zelliklerinin arastirildigi bir In vivo
caligmada G. mellonella larvalari kullanilarak enfeksiyon modeli olugturulmustur. Larvalara
yapilan enjeksiyon sonrasinda bakterilerin 6liim oran1 %100 iken, mantarlarda %33 olarak
bildirilmis ve mantarlarin viriilansinin bakterilerden daha diigiik oldugu belirtilmistir
(Kalkanci vd., 2015). Caligmamizda mantar enjeksiyonu sonrasi 6liim orani ile bakteri
enjeksiyonu sonrast 6liim oranlar1 farklilik gostermektedir. Bu g¢aligmaya paralel olarak

bakteriler, C. albicans’a gore G. mellonella larvalarinda daha fazla etki gostermistir.
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In vitro ve In vivo calismalarin tiimiinde kullanilan kontrol deney gruplarinda
herhangi olumsuz bir durum gézlemlenmemistir. Bu durumun, mikroorganizma antibiyotik
direng gelisimleri ve G. mellonella tizerindeki etkilerinin ortam sartlarindan degil, deney

sartlarindan kaynaklandigini gostererek ¢alisma prosediirlerini dogrulamaktadir.

Iki ana bashk altinda planlanan calismamzda koruyucularm, cilt floramizda
bulunabilen mikroorganizmalarin antibiyotik direng¢ gelisimleri iizerindeki anlamli etkilerine
rastlanmigtir. Direng gelisimine olan bu etki, G. mellonella canli organizmasi tizerinde analiz
edildiginde, mikroorganizmalarin etkili oldugu gozlemlenmis fakat bu etkinin, istatistiksel

olarak degerlendirilmesinin ardindan anlamli diizeyde olmadigi gozlemlenmistir.

Kozmetik ve dermokozmetik iirlinlerde kullanilan koruyuclarin  kombine
kullanimlarma da siklikla rastlanilmaktadir. Bu ¢aligmada kullanilan koruyucularin kombine
sekilde mikroorganizmalar {izerinde analizleri yapildiginda, mikroorganizma antibiyotik
diren¢ gelisimlerinde ve G. mellonella model organizmasi tizerindeki etkilerinde daha

yiiksek ve anlamli sonuglar elde edilebilecegi diisiiniilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada fenoksietanol, benzil alkol, potasyum sorbat, sodyum benzoat ve metil
parabenin, S. aureus, S. epidermidis, P. aeruginosa ve C. albicans {izerindeki antibiyotik direng
gelisimleri in vitro ortamda arastirilmis daha sonra In vivo ortamda G. mellonella larvalari

iizerindeki etkileri incelenmistir.

In vitro ¢alisma sonuglarina gére, mikroorganizmalarin koruyuculara maruziyet siiresi
arttikca direng gelisimlerinde artis oldugu belirlenmistir. Koruyucular ile maruziyet gegiren S.
aureus vankomisine karsi duyarlilik egilimi gosterirken, S. epidermidis 4 kat diren¢ kazanmigtir.
Duyarliligimmin yiiksek oranla etkeni fenoksietanol, direng gelisiminin ise metil paraben oldugu
belirlenmistir. Koruyucular ile maruziyet gegiren P. aeruginosa’nin sefepime ve C. albicans’in
flukanozole 4 kat direng gelistirdigi gortilerek, bu direng gelisimlerine sebep olan koruyucunun

sodyum benzoat oldugu belirlenmistir.

In vivo calisma sonuglarinda ise G. mellonella larvalarina kars: en giiclii enfeksiyon
etkisini P. aeruginosa gostermistir. Antibiyotik direnci gelistiren mikroorganizmalarin G.
mellonella enjeksiyonunun ardindan larvalarda bazi degisimler gozlemlense de istatistiksel olarak
anlamli kabul edilmemistir. Bu degisimlerin detayli incelenmesi sonrasinda S. aureus’un
caligmadaki tiim koruyucu maruziyetlerinde larva 6lim oram en fazla 5 giinliik maruziyette
gozlemlenmistir. S. epidermidis’in fenoksietanol, potasyum sorbat ve metil paraben
maruziyetlerinde larva 6liim orani en fazla 5 giinliik maruziyette, sodyum benzoatta ise bu durum
30 giinliik maruziyette gozlemlenmistir. Benzil alkol maruziyetinde baslangic verilerine gore
farklilik g6zlemlenmemistir. P. aeruginosa ve C. albicans’in potasyum sorbat ve sodyum
benzoat maruziyetinde larva 6liim orani en fazla 30 giinliik maruziyette gozlemlenmistir. Diger
koruyucu maruziyetlerinde ise baslangic verilerine gore farklilik gozlemlenmemistir. Tim
enjeksiyonlar sonrasinda yapilan larva kontrollerinde 24-96 saatleri arasinda alinan istatistiksel

verilerin, 24. saatlerde alinan verilere gore daha anlamli oldugu gézlemlenmistir.

Sonug olarak; bu tez ¢aligmasinda kullanilan kozmetik ve dermokozmetik koruyucularmin
insan cilt florasi i¢in risk olusturabilecegi gézlemlenmistir. Koruyucularin insan cildi tizerindeki
olasi etkilerinin daha fazla arastirilmasi gerektigini ve bu {iriinlerin tiiketiciye ulastirlmadan daha
detayli testlerden gecirilmesinin anlamli olabilecegini diistinmekteyiz. Calismamizda elde edilen
bilimsel verilerin, bu konular i¢in ileride planlanabilecek diger ¢caligmalara katki saglayabilecegi

goriistindeyiz.
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