T.C.
SAKARYA UYGULAMALI BiLIMLER UNiVERSITESI
LISANSUSTU EGITiM ENSTITUSU

CESITLI MIKROORGANIZMALAR ICIN
UV-C INAKTiVASYON DOZLARININ FLORESAN VE LED
ISIK KAYNAKLARI iLE BELIRLENMESI

YUKSEK LiSANS TEZI
Enes TOPRAK
Enstitii Anabilim Dah : BiYOMEDIKAL MUHENDISLIGi
Tez Danismani : Dr. Ogr. Uyesi Halil ARSLAN

Ocak 2020



T.C.
SAKARYA UYGULAMALI BiLIMLER UNiVERSITESI
LISANSUSTU EGITiM ENSTITUSU

CESITLI MIKROORGANIZMALAR ICIN
UV-C INAKTiVASYON DOZLARININ FLORESAN VE LED
ISIK KAYNAKLARI iLE BELIRLENMESI

YUKSEK LiSANS TEZI
Enes TOPRAK
Enstitii Anabilim Dah : BiYOMEDIKAL MUHENDISLIGi
Tez Danismani : Dr. Ogr. Uyesi Halil ARSLAN

Ocak 2020



T.C.
SAKARYA UYGULAMALI BILIMLER UNIVERSITESI
LISANUSTU EGITIM ENSTITUSU

CESITLI MIKROORGANIZMALAR ICIN
UV-C INAKTIVASYON DOZLARININ FLORESAN VE LED
ISIK KAYNAKLARI iLE BELIRLENMESI

YUKSEK LISANS TEZI
Enes TOPRAK
Enstitii Anabilim Dal : BIiYOMEDIKAL MUHENDISLIGI

Bu tez 20/01/2020 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan oybirligi / oy¢oklugu
ile kabul edilmistir.

Halil ARSLAN
Jiiri Baskam

Emrah BULUT
Uye




BEYAN

Tez igindeki tim verilerin akademik kurallar gergevesinde tarafimdan elde edildigini,
gorsel ve yazih tim bilgi ve sonuglarin akademik ve etik kurallara uygun sekilde
sunulduunu, kullamlan verilerde herhangi bir tahrifat yapilmadigim, bagkalarinin
eserlerinden yararlamlmasi durumunda bilimsel normlara uygun olarak atfta
bulunuldugunu, tezde yer alan verilerin bu iniversite veya bagka bir iniversitede

herhangi bir tez ¢caligmasinda kullamlmadi§im beyan ederim.

PRAK
= 20/01/2020



TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim boyunca degerli bilgi ve deneyimlerinden yararlandigim, her
konuda bilgi ve destegini almaktan ¢ekinmedigim, arastirmanin planlanmasindan
yazilmasina kadar tiim asamalarinda yardimlarini esirgemeyen, tesvik eden, ayni
titizlikte beni yonlendiren degerli danisman hocam Dr.Ogr. Uyesi Halil ARSLAN’a,
godriis ve oOnerileri ile ¢alismama katkida bulunan sayin hocam Ogr. Gér. Ali Furkan

KAMANLDTIya tesekkiirlerimi sunarim.

Laboratuvar olanaklar1 konusunda anlayis ve yardimlarini esirgemeyen Sakarya
Universitesi Biyoloji Bélimii Dr.Ogr. Uyesi Kenan TUNC’a ve mikrobiyoloji
laboratuvarinda deneylerimde yardimci olan Biyolog Alican Bahadir SEMERCI’ye

tesekkiir ederim.

Siire¢ boyunca direkt ve dolayli olarak c¢aligmalarima katki saglayan, aymi kaderi
paylastigimiz laboratuvar arkadaslarim Ebru AKSOY, Biisra GUNOGLU, Bahar
PEHLIVANOZ ve Serife CELIKBAS’a tesekkiir ederim.

Ayrica bu calismanin maddi agidan yiikiinii istlenen, tim ¢alismalarimda manevi
destegini her zaman hissettigim basta babam Ayhan TOPRAK’a ve tiim aileme

minnetlerimi sunarim.



ICINDEKILER

13 0 V7N U
TESEKKUR ..ccuvvniuniiiiiiiteiiiiierernerereneereseeseeseeseesesesncmeessssnssnees i
ICINDEKILER ....uovuiiniiiiiiieiiiieieeierieetnerneerneeneserneesnessesnsesnesnnns ii
SIMGELER VE KISALTMALAR LISTEST ....cvviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeveeeeanees iv
VAN 23 00) DN 2R B ) N O (R v
SEKILLER LISTESI ...cuuviniiiiiiiiiiiiieeieieeieereeeneeeeneenesneesesneesnesnnns vi
OZET ...cceeriiiieeeeeeeecceececccssscsssscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnes vii
SUMMIARY ....eivvinneerrineeereenneeesssnnesesssnneesssssnsessssneessssssesssssnsmnnnns ix

GIRIY...... ... 0. 0.................N0...0....... 1
BOLUM 2.

GENEL BILGILER ......ccccccciiiiiiiiiiiiiiniiinnninnnneeeeeeeeeeeeees 4

2.1. Mikrobiyoloji ve Mikroorganizmalar.................coiiiiinn e, 4

2.1.1. Kontaminasyon ve dekontaminasyon ...................ccceuvennnnn. 5

2.1.2. Besiyeri ve ekim yapma ..........coooeviniiiiiiiiiiiiie e 6

2.2. Sterilizasyon ve Dezenfeksiyon ............cooeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 7

2.2.1. Sterilizasyon yontemleri ............coooeviiiiiiiiiiiiiiiinen 9

2.3. Ultraviyole Isik Kaynaklart ...........c.ooooiiiiiiiii e 11

2.4. UV Is1gin Mikroorganizmaya Etki Mekanizmast .......................... 12

2.5. UV ile Yapilmus Inaktivasyon Calismalart ...................cooeeeeienn.n, 14



BOLUM 3.

MATERYAL VE YONTEM ...c.cvuiiuniirieienneeeneernnieieseeessesnnsssnsesnessnsens 19

3.1. Deney Diizenekleri ........c.ooovviniiiii e 20

3.1.1. DBC dUZENEGL «..nvneeeiaeieeeee e e e 20

312, LED dUZENEGT «.vvenveeeeeeiee e e 23

3.2. Bakteri Kiiltiirlerinin Hazirlanmast ... 25

3.3. In Vitro Kosullarda UV-C Uygulamast ............ccooevviiiiiniinininann.n. 26

3.3.1.DBCile UV-C uygulamasi ...........cceovriiiiiiiiiiiiiieeiieeieennn. 26

3.3.2. LED ile UV-C uygulamasi ............ccoeeiiiiiieiiiiiie e, 27

3.4, KOlONT SAYIMI ...uuitiit it 27
BOLUM 4.

ARASTIRMA BULGULARI ....ccvtiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieiitietietecaiensanesan 29

4.1. DBC’li Diizenekle Inaktivasyon Diizeyleri ....................cccoueevunnn.... 29

4.2. LED’li Diizenekle Inaktivasyon Diizeyleri ................ccc.oeiueiiuein... 33
BOLUM 5.

TARTISMA VE SONUCQC ..c.uviuiiuiiiiiiiiniieiitiiiiniietietiiietieseecasssmmmmemsmoss 36

KAYNAKLAR ..coiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiatietetetiateatsassssacsacsasassssssases 41

[0Y/€) 0l | 1SR 48



SIMGELER VE KISALTMALAR LiSTESI

CFU

C. albicans
C. auris
cm

DBC

E. coli
LED

log

MPM

m

mL

mJ

mW

S
S.epidermidis
S.aureus
TSB

uv

UV-C

°C

: Koloni olusturan birim

: Candida albicans

: Candida auris

: Santimetre

: Diisiik basingli civa

: Escherichia coli

: Light emited diode

: Logaritma

: Orta basingli civa

: Metre

: Mili litre

: Mili Joule

: Mili Watt

: Saniye

: Staphylococcus epidermidis
: Staphylococcus aureus

: Tyriptic Soy Broth

: Ultraviyole

: Ultraviyole-C (200-280nm)

: Celsius 6lcegi



TABLOLAR LiSTESI

Tablo 2.1 : Baz1 plastik malzemelerde 1s1l sterilizasyon uygulanabilirligi ................... 10
Tablo 2.2 : UV kaynaklar1 ve temel 6zellikleri ..., 12
Tablo 2.3 : Mikroorganizmalarin inaktivasyonu i¢in gereken en diisiik ve en yiiksek
UV dozlar ...t 14
Tablo 2.4 : Cesitli ambalaj malzemelerinin UV-C gegirgenligi ............c.cooeoeininie 15
Tablo 2.5 : Hastane ortamindaki gesitli mikroorganizmalar igin yapilmis olan
yiizey sterilizasyon uygulamalart ... 16
Tablo 2.6: Farkli sivi ortamlardaki mikroorganizmalar igin yapilmis olan
sterilizasyon uygulamalart ... 17
Tablo 2.7: Farkli gidalar iizerindeki mikroorganizmalar ic¢in yapilmis olan UV
uygulamalars ... 18
Tablo 3.1 : LED ve DBC ile uygulanan dozlar ve siireleri .............cocceeeviiniinnnen.. 26
Tablo 4.1 : DBC lamba diizenegiyle uygulanan doza gore canlilik oranlari ............. 30
Tablo 4.2 : LED diizenegiyle uygulanan doza gore canlilik oranlart ...................... 34



SEKILLER LISTESI

Sekil 2.1
Sekil 2.2
Sekil 2.3
Sekil 2.4
Sekil 3.1
Sekil 3.2
Sekil 3.3
Sekil 3.4
Sekil 3.5
Sekil 3.6
Sekil 3.7
Sekil 3.8
Sekil 3.9
Sekil 3.10
Sekil 3.11
Sekil 3.12

Sekil 3.13
Sekil 3.14

Sekil 4.1

Sekil 4.2
Sekil 4.3
Sekil 4.4
Sekil 4.5

Sekil 4.6
Sekil 4.7
Sekil 4.8
Sekil 5.1

Sekil 5.2

: Baslica sterilizasyon yontemleri ...............ccoviviiiiiiieeicieeeieeeees. 8
: Sterilizasyon ve dezenfeksiyon ..............cooveiiiiiiiii i, 9
: UV detaylandirilmis elektromanyetik spektrum dagilima .............. 11
: UV’nin DNA sarmal1 tizerindeki etkisi ............c.cooooiii 13
s Izlenilen ¢aliSMa SHIECT . ...ovnvneeee e, 19
: Isin kaynaklarimin spektrum dagilimlart ... 20
: DBC lambal1 deney diizeneginin tasartmi .............coeoevuvinennenn. 21
: DBC diizenegin elektriksel semast .............cooooiiiiiiiiii 21
: DBC lambali deney dizenegi ..........c.ooviviiiiiieniiiiiiieieienann 22
: DBC lambalarin zamana bagl iizerinden ge¢en akim siddeti ......... 22
: LED’li deney diizenegi tasarimi ............coooeviiiiiiiiiiiiniinnianinn, 23
: LED diizenegin elektriksel semast .............ccovviiiiiiiiiiiiiiininnn. 23
:LED’lideney dlizenegi .......oo.vvneiniiniiiiiiii e, 24
: LED’lerin zamana bagl iizerinden gegen akim siddeti ................. 24
: Mikroorganizmalarin ekimi ve eldesi ................oooiiiiiiiii, 25
: DBC ile petriye UV 151k uygulamast ...........c.ooooiiiiiiiiiiinnn.. 27
: LED ile petriye UV 151k uygulamast ............ooooeviiiiiiiiiinnnn... 27
: Petri lizerinde sayima hazir koloniler ..................c.ooo, 28
: DBC’li diizenekte farkli optik dozlar uygulanmis petrilerdeki
KOLONIer ...cooei 30
: DBC ile uygulanan doza gore E. coli’nin canlilik orani................. 31
: DBC ile uygulanan doz gore S. epidermidis’in canlilik orani ......... 32
: DBC ile uygulanan doza gore C. albicans’in canlilik orani ............ 32
: LED’li diizenekte farkli optik dozlar uygulanmis petrilerdeki
KOLONIIET . o\vene e 33
: LED ile uygulanan doza gore E. coli’nin canlilik oran1 ................ 34
: LED ile uygulanan doza gore S. epidermidis’in canlilik orani ....... 35
: LED ile uygulanan doza gore C. albicans’in canlilik orani ............ 35
: DBC lamba ile yapilan deneylerde, optik dozun bir fonksiyonu
olarak mikroorganizmalarin canlilik oranlart ....................o 38
:LED ile yapilan deneylerde, optik dozun bir fonksiyonu
olarak mikroorganizmalarin canlilik oranlart .......................o 39

vi



CESITLI MIKROORGANIZMALAR ICIN UV-C
INAKTiVASYON DOZLARININ FLORESAN VE LED
ISIK KAYNAKLARI ILE BELIRLENMESI

OZET

Sterilizasyon yasam alanlar1 ve laboratuvarlarda hayati 6neme sahip bir islemdir. Pek
¢ok kontaminasyon olusturan sebep bulunmakla birlikte her birisi i¢in farkli
sterilizasyon teknigi gelistirilmis ve her gecen giin yeni yontemler kesfedilmektedir.

Bu c¢alismada, yiizeylerde ve havada kontaminasyona sebep olan bazi
mikroorganizmalarin UV-C 11k ile inaktivasyonu incelenmistir. Geleneksel ve yeni
nesil 151k kaynaklar1 kullanilarak farkli tiirlerden olan Escherichia coli, Staphylococcus
epidermidis ve Candida albicans iizerinde calisilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda,
floresan ve LED 1s1k kaynaklar ile farkli iki deney diizenegi olusturulmustur. Kat1 besi
yeri lizerine yayma yontemiyle ekimi yapilan her mikroorganizma i¢in belirli dozlarda
UV-C 151k uygulanmig ve inaktivasyon oranlari belirlenmistir. Geleneksel floresan 11k
kaynaklartyla yapilan deneyde E. coli 2 ml/cm?, S. epidermidis 2.65 mJ/cm* ve C.
albicans 3.32 mJ/cm? optik doz ile tamamen inaktif olmustur. Yeni nesil LED 1siklariyla
olusturulan diizenekte ise 0.72 ml/cm® doz E. coli’yi tiimiiyle inaktif ederken,
S.epidermidis’i %99.7 ve C. albicans’1 %98.3 oraninda inaktif ettigi goriilmustiir.

Sonug olarak, bu calismada geleneksel ve yeni nesil UV-C 151k kaynaklariyla yapilan
deneylerde mikroorganizma tiirlerine gore inaktivasyon icin gereken optik dozlar
belirlenmistir. Elde edilen sonuglarin, ylizey ve hava sterilizasyonu igin
gelistirilebilecek yeni cihazlar i¢in 6n bilgi niteliginde olmasi sebebiyle, faydali olacagi
diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: UV 151k, sterilizasyon, inaktivasyon, antimikrobiyel aktivite
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DETERMINATION OF UV-C INACTIVATION DOSES
FOR VARIOUS MICROORGANISMS
BY USING FLUORESCENT LAMP AND LED

SUMMARY

Sterilization is an important process for not only laboratories but also the areas where
people live. Since there are many reasons for the contamination, different sterilization
techniques have been developed for each and new methods are being discovered day by
day.

In this thesis, UV-C inactivation of some microorganisms causing contamination on
surfaces and in the air was studied. Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis and
Candida albicans which have different species, were studied by using traditional and
new generation light sources. For this purpose, two different experimental set-up were
prepared with fluorescent lamp and LED. Different doses of UV-C light were applied
for each microorganisms and inactivation rates were determined. In the experiment with
conventional fluorescent light sources, E. coli was completely inactived with an optical
dose of 2 md/cm?, S. epidermidis 2.65 mJ/cm? and C. albicans 3.32 mJ/cm?. In the
experiment performed by using UV-C LED, the optical dose of 0.72 mJ/cm? was
completely inactive of E. coli, while S. epidermidis was inhibited by 99.7% and C.
albicans by 98.3%.

In conclusion, the optical dose required for the inactivation were determined for
different types of microorganisms by using conventional and new generation UV-C
light sources. The results obtained in this study are expected to provide important
information for new devices that can be produced for surface and air sterilization.

Key words: UV light, sterilization, inactivation, antimicrobial activity
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1. GIRIS

Hastane ortamlari, mikrobiyolojik c¢alismalarin yapildigi ortamlar, gida ve medikal
sektorii, ilag iiretim tesisleri ve steril ¢aligilan tiim laboratuvarlarda sterilizasyon islemi
uygulanmak zorundadir. Laboratuvar c¢alismalarinda kullanilan ekipmanlarin steril
olmasmin yaninda temas edilen ylizeylerin ve ortam havasmin da aseptik olmasi
onemlidir. Caligma alaninin ve c¢alismada kullanilan ekipmanlarin uygun sekilde steril
edilmesi islemin ilerleyen asamalarmi1 da etkilemektedir. Bu sebeple ¢alisma

alanlarindaki steril ortamin siirekliliginin saglanmasi ve korunmasi gerekmektedir [1].

Her zaman steril ortam saglamak miimkiin olmamaktadir. Kullanilan ekipmanlardan,
yiizeylerden ve ortamin havasindan kontaminasyon olusabilmektedir. Kontaminasyona
sebep olan mikroorganizma, hava akimi yoluyla steril olmasini istedigimiz ortama
ulasabildigi gibi, ¢alisanlarin temas ettigi ylizeyler ve ekipmanlarin bulundugu yerlere,
bulasabilmektedir. Calisma ortaminin yakin ¢evresindeki hava ve yiizeylerde bulunan
mikroorganizmalar kimyasal yontemlerle uzaklastirilmaya galisilsa bile uygulandigi
alanda smirl kaldigindan genis ¢apli sterilizasyon i¢in yeterli olmamaktadir. Calisma
alanindaki koti kosullar, yapilan caligmalar1 etkilemekle birlikte ekonomik olarak ve

zaman agisindan kayiplara sebep olmaktadir [2].

Sterilizasyonun c¢alisanlara ve diger yapilan islemlere zararli etkisi olmadan sadece
mikroorganizmalara yonelik olmasi sarttir. Bu nedenle mikrobiyoloji laboratuvarindaki
calismalarin ve c¢alisanlarin sagligit icin risk olusturan tiim mikroorganizmalarin
bilinmesi ve bunlara karsi genis capli uygulanabilir bir yontemin kullanilmasi
gerekmektedir.  Sterilizasyon yontemlerinin  laboratuvarlarda tiim  yiizeylere
uygulanabilirligi ac¢isindan 151n yontemi One ¢ikmaktadir. Isin  yontemi diger
yontemlerin aksine herhangi kalintiya sebebiyet vermeyen hizli ve kullanigh bir
yontemdir. Kisa siirelerde etkili olan 151n yontemi kendi igerisinde yiiksek enerjili ve
diisiik enerjili olmak iizere iki kisma ayrilmistir. Yiiksek enerjili olarak ifade edilen X-

isinlart ¢ok kiiclik dalga boylarina sahip olup mutasyona sebebiyet verdigi icin



kullanim1 devlet kontroliinde gergeklesmektedir. X 1sinlarina gore daha diisiik enerjili
olan ultraviyole (UV) 1s1k daha biiyiik dalga boylarinda olup, hedef ortama niifuz etme
oranlar1 daha azdir. UV 1s1k da kendi igerisinde kisimlara ayrilmaktadir. Ultraviyole 151k
mikroorganizmalarin  DNA’sim1  pargalayarak c¢ogalmalarint  durdurur bdylece
sterilizasyonu saglar. Bununla birlikte insan {izerinde asirt dozlarda uygulanmadigi
stirece  zararli  etkisi  bulunmamaktadir.  Yiizeylerde ve havada bulunan
mikroorganizmalarin timiine bu yontemle etki edilerek ortam sterilizasyonu

saglanabilmektedir [3].

Gliniimiizde UV isiklar gidalarin raf Omriinii uzatmak amaciyla iiretim tesisleri ve
lojistik asamalarda uygulanmaktadir. Ilag ve tibbi malzemelerin iiretimi esnasinda ve
iiretim sonrasi paketleme islemi silirecinde olusabilecek kontaminasyonun Oniine
gecmek amaciyla ultraviyole 1sin kullanilmaktadir. Diinya ¢apinda yaygin olarak igme
suyu sterilizasyonu igin uygulanan bu yontem bakteri ve mantarlarin hizli gogaldigu siit,
bira, sarap ve meyve sular1 gibi sivi gidalardaki istenmeyen mikroorganizmalara karsi

da kullanilmaktadir [4].

Her alanda yayginlasmasi beklenen soz konusu sterilizasyon teknikleri, simdilik sadece
0zel amagli laboratuvarlarla sinirlanmis olup kullanim orani oldukga azdir. Sanayi
tesisleri ve laboratuvarlarda uygulanan sterilizasyon, kimyasal ve 1sil yontemlerle
saglanmaktadir. Tiirkiye’de de ultraviyole 151k ile sterilizasyon genellikle igme suyunun
ve ameliyathanelerin temizliginde kullanilmaktadir. Hastanedeki mikrobiyoloji ve
biyokimya laboratuvarlari, bitki doku kiiltiirii laboratuvarlart ve 06zel amach
laboratuvarlarda gergeklestirilen bircok c¢alismada yeterli sterilizasyon Onlemi
alinmadigr i¢in kontaminasyonlar olusmaktadir. Dolayisiyla bu sorunlarin Oniine
gecilmesi  6nem  teskil etmektedir. Bu hedef dogrultusunda ortamdaki

mikroorganizmalara yonelik sterilizasyon yontemlerinin arastirilmasi gerekmektedir.

Bu c¢alismada, ¢esitli mikroorganizmalar iizerinde geleneksel ve yeni nesil 1sin
kaynaklartyla ultraviyole 1s1g1n etkin inaktivasyon dozu incelenmistir. Bu amagla, diisiik
basingli civa lambasi (DBC) ve 151k yayan diyot (LED) kullanilarak, mikroorganizmalar
tizerine farkli UV 151n dozlan1 uygulanmis ve laboratuvarlarda kullanilabilecek bir
sterilizasyon cihazi i¢in 6n ¢aligmalar yapilmistir. DBC ve LED 151k kaynag: ile gram

negatif Escherichia coli, gram pozitif Staphylococcus epidermidis ve fungi tiirii olan



Candida albicans iizerine farkli UV dozlar uygulanmis ve etkileri incelenmistir.
Yiizeydeki mikroorganizmalarin inaktif olmasi i¢in gerekli UV dozlar1 her iki 151k

kaynagiyla belirlenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Mikrobiyoloji ve Mikroorganizmalar

Mikroorganizmalar; virtisler, tek hiicreliler (protistalar, arkeler, bakteriler, bazi
mantarlar ve bazi klorofitler) ve basit ¢ok hiicreliler (daha biiyiik mantarlar, klorofitler)
olarak kendi i¢inde boliinebilen ve mikroskop kullanilmadan goriinemeyecek kadar
kiicik farkli organizma gruplaridir [5]. Mikrobiyoloji, mikroorganizmalarin
ozelliklerini, daha gelismis canlilarla ve kendi aralarindaki iliskilerini inceleyen bir
bilim dalidir [6]. Mikroorganizmalar deri, bogaz, burun gibi viicudumuzun g¢esitli
bolgelerinde yer alabildigi gibi soludugumuz hava, kullandigimiz esyalar, toprak ve su
gibi tiim dis ortamlarda da bulunmaktadirlar.

Mikrobiyoloji ¢ok genis bir bilim dali olup, tibbi mikrobiyoloji, tarim mikrobiyolojisi,
toprak mikrobiyolojisi, su mikrobiyolojisi, endiistriyel mikrobiyoloji ve uzay
mikrobiyolojisi gibi bir¢ok alt alanlara sahiptir. Mikrobiyoloji biliminin alt dallarindan
olan genel mikrobiyoloji: mikroorganizmalarin siniflandirilmasi, ¢evresi ve doga ile
olan etkilesimleri, insan ve hayvanlar iizerindeki etkileri ve dogadaki durumlara kars:
gosterdikleri direng mekanizmasini incelemektedir [6]. Bu sayede genel mikrobiyoloji
sterilizasyon yontemlerinin gelistirilmesine de olanak saglamaktir. Ayni zamanda, tim
mikrobiyoloji calismalarinda; sterilizasyon, ortam, bakteri ekimi ve Ornek alma ve

boyanmasi, uygun sayim yonteminin belirlenmesi, 6nemli rol oynamaktadir [7].

Hava da bulunan toz pargaciklari, bitki tozlari, pamuk lifleri, yiin gibi partikiiller
mikroorganizmalar ig¢in yasam alanm1 saglamaktadir [8]. Hastalik yapic1 birgok
mikroorganizma insanlarin siirekli etkilesim halinde olduklar1 havada bulunmakta olup,
ayn1 zamanda Okslirme ve konusma sirasinda insanda bulunan bir¢ok patojen havaya
karigsmaktadir. Bu sayede, mikroorganizmalar bir¢ok canliya hizli bir sekilde
yayilabilecegi gibi havadaki hastalik etmenlerinin sterilizasyonu-dezenfeksiyonu biiyiik

onem arz etmektedir [9]. Ayrica gida isletmeleri, hastane ortamlar1 ve aseptik



calisilmas1 gereken ortamlarda hava kaynakli mikrobiyal kontaminasyon riski yiiksektir
[10].

Tozun vyapisina bagli olarak mikroorganizmalar tasindiklar1 alanda canliligini
siirdiirmekte hatta ¢cogalabilmektedir. Havadan kaynakli mikrobiyal kontaminasyonlarin
genel sebebi bakteriyal ve fungal etkenlerden kaynaklanmaktadir. Fungal etkenlerden
kif sporlarinin havadaki kontaminasyon igerisinde 6nemli yeri vardir [11]. Kiifler ve

mayalar 6zellikle rutubetli agik ve kapali ortamlarda hizli ¢ogalmaktadir.

Kapali ortamlardaki havada mikroorganizma miktari, insan sayisi ve yapilan faaliyetlere
gore siirekli artmaktadir. Bunun sonuncunda insanlarin patojenleri biinyesine almasi
kaginilmaz olmaktadir. Ayni zamanda mikrobiyoloji c¢aligmalarinin yapildigi
laboratuvar ortamlarinda havada bulunan mikroorganizmalar, caligmalarin seyrini
degistirebilir ve istenmeyen etkiler olusturabilir [9, 12]. Laboratuvar ve endiistrilerde
yapilan islemlerde kontaminasyonun onlemesi Ve ¢alisanlarin sagliginin korumasi igin

havanin sterilizasyonu 6nem tagimaktadir [13, 14].

Cogu ylizeyle etkilesim halinde olmasindan dolay1 eller, mikroorganizmalar igin taginim
mekanizmas1 gorevi gordiigli gibi bir¢ok mikroorganizmay: siirekli halde iizerinde
bulundurmaktadir. Enterik patojen bakteri ve viriisler insanlar arasinda eller araciligiyla
bulasabilmektedir. Ornegin S. aureus bakterisi ellere bulastiktan sonra ve derinin alt
tabakalarinda kil koklerinde ve gozeneklerde ¢ogalip ellerin yikanmasi durumunda dahi
uzaklastirma miimkiin olmayabilmektedir [15]. Cocuklara hizmet saglayan giindiiz
bakim evlerinde diisik dozlardaki inolukiimde kolonize olabilen (Giardia,
Cryptosporodium, Shigella) veya kolaylikla yayilim gosterebilen (Adenovirus,
Astrovirus, Rotavirus) mikroorganizmalar insandan insana bulagsmaktadir [16]. Hastane
ortaminda uygulanan temel islemlerde hastalardan temas yoluyla saglik ¢alisanlarina
Staphylococcus aureus, basiller, enterokoklar veya Clostridium difficile vb.

mikroorganizmalar bulasabilmektedir [17, 18].

2.1.1. Kontaminasyon ve dekontaminasyon

Kontaminasyon bir malzeme, yap1 veya besi yerinin istenilmeyen madde, atik veya
mikroorganizmalarin bulagsmas1 yoluyla kirlenmesine denir. Baska bir deyisle

istenilmeyen mikroorganizmalarca ortamda gelisme gosteren yapiya kontamine, bu



olaya da kontaminasyon denir. Istenilen alan baslangigta temiz olsa dahi, uygulama
sonrasina ortamda kontaminasyon gergeklesebilir. Kontaminasyon ortamdan kaynakli
olabildigi gibi personel, kullanilan ekipman ve su kaynakli olabilir. Patojen
mikroorganizmalarin olusturdugu kontaminasyon, ekonomik olarak kayiplara sebebiyet
verdigi gibi ortamda ¢alisanlar i¢in biliylik risk olusturmaktadir. Mikrobiyoloji
laboratuvarlarindaki uygulamalar esnasinda enfeksiyonlarin dnlenmesi i¢in ¢aliganlarin

is birligi ve aktif katilimi1 da 6nemlidir [19, 20].

Dekontaminasyon, dogal g¢evre, laboratuvar ortami veya herhangi calisma ortaminda
bulunan ve istenmeyen etki gosteren bir maddenin, sterilizasyon ve dezenfeksiyon
yontemlerinden herhangi birisinin uygulanarak ortamdaki enfeksiyon etkeninden
arindirma islemine denir. Dekontaminasyon igin uygulanan g¢esitli sterilizasyon
yontemleri bulunmaktadir. Isil yontemler, kimyasal yontemler, filtrasyon yontemi ve
1sinlama yontemleri bu yontemlerden bazilar1 olup, teknoloji ile beraber yontemler
cesitlenmekte ve gelismektedir. Otomasyon sistemlerinin gelismesi ile laboratuvarlarda

kullaniminin artmas ile birlikte kontaminasyon riski azaltmistir [19, 21].

2.1.2. Besiyeri ve ekim yapma

Besiyeri, mikroorganizmalarin {iretilmesi, saf kiiltirlerin saglanmasi, canliligin
stirdiiriilebilirligi, metabolik ve biyolojik {irlinlerin elde edilmesi ve makroskobik
morfoloji incelenmesi i¢in ¢ogaltma islemine gerekli kosullarin saglandigi ortama denir.
Besiyeri icerisinde mikroorganizmaya uygun ve gelisimini saglayan organik maddeler,
inorganik maddeler, gerekli diger faktorler ve su bulunur. Her mikroorganizmanin
ihtiyag duydugu kosullar farkliliklar gostermektedir. Bu sebeple laboratuvar ortaminda
farklt maddelerden olusan, mikroorganizmaya uygun besiyerleri olusturulmaktadir [22,
23]. Kullanilacak olan besiyerleri, ama¢ ve duruma gore sivi ve kati formda
olabilmektedir. Kati besiyerleri Agar, sivi besi yerleri ise Broth olarak
adlandirilmaktadir. Dogal, ayirici, secici, sentetik, zenginlestirilmis ve kompleks

besiyerleri bulunmaktadir [24].

Mikroorganizmalarin tanimlanabilmesi ve 6zelliklerinin belirlenebilmesi igin farkli besi
yerleri gerekmektedir. Besi yerlerine bakterilerin uygun sekilde aktarilmasina

inokiilasyon veya ekim yapma denilmektedir. Cesitli ekim yontemleri olmakla birlikte,



baglicalart dokme, yayma ve damlatma yontemidir. Bu yontemlere ek olarak ¢izme plak
yontemi daha ¢ok mikroorganizmalar1 seyreltmek ya da pasajlama amaciyla
kullanilmaktadir [25]. Agara yapilan ekim sonrasinda her bakteri oldugu yerde hizli
sekilde g¢ogalarak koloni olusturmakta ve bu kolonilerden yola ¢ikilarak ozellikleri
hakkinda fikir elde edilebilmektedir [26].

2.2. Sterilizasyon ve Dezenfeksiyon

Sterilizasyon bir ortam {istiindeki veya i¢indeki mevcut tiim mikroorganizmalarin
etkisiz hale getirilmesi, oldiiriilmesi veya ortamdan uzaklastirilmasidir. Sterilizasyon
islemleri giiniimiizde gida, saglik, ilag, medikal sektorii basta olmak iizere pek ¢ok

alanda karsimiza ¢ikmaktadir [27, 28].

Mikrobiyoloji ¢alismalarinda Oncelige sahip sterilizasyon islemi, laboratuvarda
kullanilan ekipman, alet, hava ve besi yerlerinin tiim mikroorganizmalardan
arindirilmasint kapsamaktadir. Yaygin olarak kullanilan gesitli sterilizasyon yontemleri
Sekil 2.1°de sematik olarak gosterilmistir. Sterilizasyonu saglanmis, steril, ortam veya
nesnenin bu 6zelligini siirdiirebilmesi i¢in disaridan gelecek etkilere kars1 kapali olmasi
yani yalitilmasi gerekmektedir [29, 30]. Laboratuvar ortamlarinda vejatatif ve dayanikli
spor formlart vardir. Dayanikli sporlarin sterilizasyonunu saglamak biraz daha zor
olmakla beraber, sterilizasyon tiim spor formlarii etkisiz hale getirmeyi
hedeflemektedir [22, 31].
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Cansiz maddelerde bulunan ve insan viicudundaki hastalik yapici 6zellige sahip olan
patojen mikroorganizmalarin 6ldiiriilmesi, ortamdan uzaklastirilmasina dezenfeksiyon
denir. Sterilizasyondan farkli olarak, dezenfeksiyon islemi mikroorganizmanin hastalik
yapict etki degerine gore yiiksek diizeyde veya diisiik diizeyde dezenfeksiyon olarak
ayrilabilmektedir. Dezenfeksiyon islemi icinde 1s1l, filtreleme gibi fiziksel yontemlerin
yani sira dezenfektan adi verilen kimyasallarin kullanildig1 yontemler de bulunmaktadir.
Dezenfeksiyonunda basarit orani ortamin temizligi, mikrobik ajanlarin bulagsma yolu,
mikroorganizma yogunlugu, ortamin fiziksel kosullar1 ile dezenfektanlarin yogunlugu

ve etki siiresine baghdir.
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Sekil 2.2 : Sterilizasyon ve dezenfeksiyon.

Dezenfeksiyon ve sterilizasyon yontemleri etki edilmek istenilen ortamdaki
mikroorganizmalar ve amag¢ dogrultusunda birbirinden ayrilmaktadir. Dezenfeksiyon
insanda patojen etki gosteren mikroorganizmalari hedef alirken, sterilizasyon
mikroorganizma ayirt etmeksizin ortamdaki tiim mikroorganizmalarin o6ldiiriilmesini
amagclamaktadir (Sekil 2.2). Dezenfeksiyonu saglanmis ortam i¢in steril demek miimkiin

degilken, sterilizasyon saglanmis ortam i¢in dezenfekte olmus denilebilir [1].

2.2.1. Sterilizasyon yontemleri

Bircok alanda uygulanan sterilizasyon, uygulama alanmna uygunluguna gore farkli
yontemler barindirmaktadir. Bu yontemlere 6rnek olarak; 1sil, filtrasyon, ultrasonik
titresimler, santifiigasyon ve 1sin gibi fiziksel yontemler ve ayrica dezenfektanlar,

kemoterapotikler ve boyalarla yapilan kimyasal islemler olarak gosterilebilir.

Fiziksel yontemlerden en yaygin olan 1s1l islemler mikroorganizmanin oksidasyon ve
yakilarak yok edilmesidir. Bu islem sirasinda alevden gecgirmek, alev igerisinde tutmak,
kuru sicak havada ylizdiirmek, basin¢gli ve basingsiz buhar tanklarinda bekletme
islemlerinden en az biri uygulanmaktadir. Bu yontemin uygulanmasinda kullanilan en
temel cihaz otoklavdir. Belirli sicakliklar veya basinglara  ayarlanarak

mikroorganizmalarin enzim ve yapilarini bozup ortamdaki tiim canlilik faaliyetlerini



sona erdirmektedir [32]. Otoklav gibi yiiksek sicaklik ve basingta ¢alisan cihazlar her
tiir malzemenin sterilizasyonuna uygun degildir. Cesitli plastik malzemelerin otoklavda

sterilizasyona uygunluk durumlari1 Tablo 2.1°de belirtilmistir.

Tablo 2.1 : Bazi plastik malzemelerde 1s1l sterilizasyonun uygulanabilirligi [1].

Malzeme ve kodu Otoklav ile sterilizasyona uygunlugu
Polyethylene terephthalate -PET Uygun
High-density polyethylene -HDPE Uygun degil
Polyvinyl chloride -PVC Islenmesine bagh
Low-density polyethylene - LDPE Uygun degil
Polypropylene-PP Uygun
Polystyrene -PS Uygun degil

Kimyasal yontemlerle sterilizasyon islemleri aslinda dezenfektanlarin yogun miktarda
kullanilmastyla saglanir. Dezenfektanlarin basinda her laboratuvarda kullanilan alkoller
gelmektedir. Ozellikle etil alkol her laboratuvarda kullanilmakla birlikte,
mikroorganizmalarin yapisindaki proteinlerin denatiirasyonu sonrasinda

fonksiyonlarinin bozulmasini saglamaktadir [1].

Fiziksel sterilizasyon mekanik sistemler yardimiyla farkli fizik yasalarindan
yararlanilarak ya da siirekli seyreltme ile saglanmaktadir. Bu islemlerden bazilar
santifligasyon, filtrasyon ve ultrasonik titresimlerdir. Eski ve yaygin bir yontem olan
filtrasyon isleminde, istenilmeyen mikroorganizmalarin o6ldiiriilmesi gergeklesmez
ancak ortamdan uzaklastirilir. Farkli boyutlardaki gozeneklere sahip filtreler yardimiyla
saglanan bu islem 1s11 yoOntemler uygulanamadiginda kullanilmakla birlikte

mikroorganizmalar1 6ldiirmedigi i¢in gergek bir biyosidal sayilmamaktadir [1].

Fiziksel yontemlerdeki en temiz ve artik madde olusturmayan 1simmlama yontemi kendi
icerisinde iyonize etkiye sahip ve iyonize etkisi olmayan olarak iki gruba ayrilmaktadir.
Iyonize eden 1sinlar mutasyona sebep olduklarindan dolay1 sadece kisa siireli olarak

hastaliklarin teshis amaciyla kullanilmaktadir. Devlet kontrolii altinda 6zel kurumlarca
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sterilizasyon amaciyla da kullanilmaktadir. iyonize eden 1sinlar gama 1smlar1 ve X
isinlaridir.  Iyonize etkisi olmayan 1sinlar mutasyon etkisi olmayip bircok yerde
sterilizasyon amagcli kullanilabilmektedir. Bu 1sinlar da mikrodalga 1sinlart ve

ultraviyole 1sinlar olarak sdylenebilir [33-36].

2.3. Ultraviyole Isik Kaynaklari

Ultraviyole (UV) 1s1k, pek ¢ok alanda istenmeyen mikroorganizmalart inaktif etmek
amaciyla kullanilmakta olup [37], elektromanyetik spektrumda goriiniir 11k (360-700
nm) ile X 1511 (0.01-10 nm) arasinda yer almaktadir (Sekil 2.3). 10-400 nm dalga boyu
genislige sahiptir. Kendi igerisinde 4 kisma ayrilmistir. Dalga boyuna gore sirasiyla ug
UV (10-200 nm), UV-C (200-280 nm), UV-B (280-315 nm) ve UV-A (315-400 nm)
olarak siralanmaktadir [38]. Kisa dalga boyu ve yiiksek enerjiye sahip olan bu 1sinlar
bircok patojen lizerinde inaktif edici etkiye sahiptir. Bu sebeple kimyasal ve 1sil
islemlerin uygulanamadigi veya risk olusturdugu durumlar i¢in ikame potansiyeline
sahiptir [39].

Gama 1ginlari Xigmlar1 JUltraviyole Gorulilur Kizilstesi deidTO
151 algalan

UV-C UV-B
10nm 200nm 300nm 400nm
<€ > € > € >
Ug UV Uzak UV Yakin UV

Sekil 2.3 : UV detaylandirilmis elektromanyetik spektrum dagilimi [39].

UV 151k kaynagr olarak kullanilan bazi lambalar ve genel ozellikleri Tablo 2.2°de
verilmistir. Bu lambalardan en yaygin kullanima sahip olani, kolay ulasilabilen ve 254
nm’de sabit bir ¢ikisi olan diisiikk basingli civa (DBC) lambalaridir. Yar iletken
teknolojisinin gelismesi ile birlikte, bu kaynaklara 1sik yayan diyot (LED)’de

eklenmistir.
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Tablo 2.2 : UV kaynaklar1 ve temel 6zellikleri [40].

Elektrik uv UV gii¢ Lé.‘.mba Kullanim
UVisin verimi verimliligi yogunlugu yuzey omrii Crlas
kaynagi gt yog £ sicakhigi spektrumu
(%) (%) (Wiem?) (°C) (ay)
D_usuk basing 50 38 0.01 40 18-24 Monokromatik
civa 253.7 nm
Orta basing Polikromatik
civa 15-30 12 - 400-1000 0.5 (200-300 nm)
Zenon 15-20 17 30000 - 1 -
Eksimer %35 %40 - ortamu >6 Tek renk_l i.
sicakligt ayarlanabilir

DBC lambalari, yaygm bilinen ismiyle floresan lambalar, istenilen 1s1k rengi-dalga
boyuna gére igerisi gazla doldurulmus desarj tiipleridir. i¢ yiizeyi fosforla kaplanan ve
genellikle kuvars camdan olusan kaynaklarda, icerisinden gegen elektrik akimi
sayesinde uyarilmis hale gecen gaz atomlar1 temel hale donerken 1s1ma yaparlar. Pek
cok dalgaboyunda yapilan bu 1gimalar arasinda 254 nm dalga boyunun da bulunmasi

sebebiyle sterilizasyon yaygin sekilde kullanilmaktadir.

Floresan kaynaklar1 gibi pek ¢ok noktada ¢ikis vermenin aksine, tek dalgaboyunca ¢ikis
veren LED’ler, ilk olarak trafik isiklarinda kullanilmaya baslamis, sonrasinda ev ve
sokak aydinlatmalar1 basta olmak lizere pek c¢ok alanda kullanilmaya baslanmistir.
Saglik alaninda da kullanima sahip olan LED’lere 6rnek olarak cilt hastaliklarinda ve
yeni dogan bebeklerin bekletildigi kiivezlerde tedavi amaciyla kullanilan UV LED’ler

gosterilebilir.

2.4. UV Isigin Mikroorganizmaya Etki Mekanizmasi

Ultraviyole 15181 en ¢ok inaktivasyon saglayan kismi enerjisi en yliksek olan UV-C
kismidir. UV-C 151k, DNA molekiillerindeki bag yapilarina hasar verecek kadar yiiksek

enerjiye sahiptir (Sekil 2.4). Bu sayede, genetik bilgi aktariminin ve g¢ogalmanin
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saglandig1 alanda tahribat olusarak mikroorganizmanin ¢cogalmas: engellenmektir. DNA
sarmalindaki 6zellikle Timin baglarina etki eden 1simnlar, bu alanda kalic1 pargalanmaya,
timinlerin kendi aralarinda dimerler olusturmasina ve mutasyonlara sebep olur [38, 41,
42].

Baslangi¢ Sonrasi

UV-C 15181

Sekil 2.4 : UV 1s181in DNA sarmali izerindeki etkisi [43].

Bununla birlikte, gilinesten gelen diisiik miktardaki dogal UV 1sinlarina direng
gostermeye baslayan mikroorganizmalar, tekrardan aktif olacak bagisikligi
gelistirebilmektedir. Ayrica DNA’nin kendini onarim mekanizmasi ufak tahribatlari
diizeltebilmektedir. Bu sebeple, mikroorganizmada DNA hasarinin olusabilmesi ve

hiicre 6liimii gergeklesmesi i¢in belirli bir dozun {izerinde 1s13a maruz kalmasi gerekir

[44].

Uygulanan UV 15181in birim yiizey alaninda sogurulan enerji miktari optik doz olarak
tanimlanmaktadir. Diger bir deyisle, optik doz (H,), 1sik kaynaginin giicii ve vermis
oldugu 151k yogunlugu ile etki siiresine baglidir. Burada mesafeye gore yogunluk
faktorii degisecegi igin, mesafe de degisken olarak alinabilmektedir. Optik doz,

Denklem 2.1 ile hesaplanir ve birimi J/m?’ dir.
Hy = [ E,.dt @2.1)

Bu esitlikteki E, ise 1sik siddeti olup, 151k kaynaginin optik giiciiniin (Q) uygulanan
alanin biiyiikligiine (S) orani olarak tanimlanir. Denklem 2.2 ile ifade edilen 1s1k
siddetinin birimi W /m? “dir.

E, =Q/S (2.2)
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Hedef mikroorganizma ile 151k kaynagi arasinda bulunan ve 1s18in enerjisinin bir
kismin1 soguran bazi maddeler bulunabilir. Doz hesabinin dogru yapilabilmesi i¢in, bu

maddelerin uygulanan 1s18a gosterdigi gecirgenligi belirlenmesi gerekir.

2.5. UV ile Yapilmis Inaktivasyon Cahismalar

UV ik kullanilarak yapilan inaktivasyon c¢alismalarinda etki edilmek istenilen
mikroorganizmanin tiirti, susu ve kiltliri 6nem arz etmektedir [38]. Ayrica UV
uygulanacak alanin fiziksel 6zellikleri, i¢erisinde bulundugu kabin gegirgenlik miktari,
maddenin bilesimleri, uygulanacak doz miktar1 ve hedef mikroorganizmanin UV 1s18ina
hassasiyeti inaktivasyonu etkileyen baslica sebeplerdendir [45-47]. Bu sebeple
caligmalarda etki edilmek istenilen maddeler benzerlik gosterse de diger degiskenlerden

dolay1 gerekli dozlar degisiklik gosterebilmektedir.

Inaktif edilmek istenilen mikroorganizmanin UV 1s1gina duyarlihig: uygulanacak doz
acisindan Onemli bir parametredir. Mikroorganizmalar yapisal olarak degisikliklere
sahip olduklarindan dolayr UV’ye Karsi direngleri de farklidir. Istisnalar bulunsada
genel olarak UV 1s18ma kars1 dayanim mikroorganizmalar arasinda ¢oktan aza dogru;
viriis, mantar ve bakteriler olarak siralanabilmektedir. Bakterilerin de kendi arasinda
gram pozitif olanlarin gram negatif olanlara gére UV 1s18mma karsi daha direngli
olduklar1 bilinmektedir. Mikroorganizmalarin UV’ye karsi dayanimlar1 Tablo 2.3’te
gosterilmistir [48].

Tablo 2.3 : Mikroorganizmalarin inaktivasyonu i¢in gerekli en diisiik ve en yiiksek UV dozlar.

Organizma Mikroorganizma Digi/i:qgoz Mikroorganizma Yﬁ(lss/‘;:](z;i 0z
Mayalar Brewer'in mayasi 66 Saccharomyces sp. 176
Bakteri(vejetatif)  Bacillus megatherium 25 Sarcina lutea 264
Bakteri(spor) Bacillus subtilis 220 Bacillus anthracis 462
Kiifler Oospora lactis 110 Aspergillus niger 3300
Alg Chlorella vulgaris 220 Mavi yesil alg 4200
Virlisler Adeno viriis tip 111 45 Tiitlin mozaik 4400
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Steril edilecek {irlin bir kap veya ambalaj igerisinde ise inaktivasyon igin gerekli doz
miktar1 degismektedir. Cam malzemelerin UV gegirgenlikleri oldukga kiiciikk olup,
plastik malzemelerin ise yapisina gore degismektedir. Tablo 2.4’te bazi ambalaj

malzemelerin UV gecirgenlik miktarlar1 verilmistir [49].

Tablo 2.4 : Cesitli ambalaj malzemelerinin UV-C gegirgenligi (OPP: Oriente polipropilen, PE: Polietilen,
PET: Polietilentereftalat, CPP: Cast polipropilen, PP: Polipropilen, BG: Bone guard, PA: Poliamid) [49].

Materyal Kahnhk UV-C 151k gecirgenligi
(um) (%)
OPP & PE 60 0
PET & PE 52 0
Polyester 26 0
OPP & CPP 35 0
> 50 64
P 25 67
PA/PE 40 80
o 40 83

Yiizey ve hava sterilizasyonu i¢in UV-C yoOntemi hastane ortamlarinda ve
laboratuvarlarda havada serbest dolasan mikroorganizmalarin inaktivasyonu ig¢in
kullanilmaktadir. Bu amagla uzun yillardir hastanelerde UV 151k kaynagi olarak DBC
lambalar ~ kullanilmaktadir  [50].  Hastane  ortamlarinda  bulunan  farkh

mikroorganizmalarla yapilan deneysel ¢alismalara ait sonuglar Tablo 2.5°te verilmistir.
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Tablo 2.5 : Hastane ortamindaki ¢esitli mikroorganizmalar i¢in yapilmis olan yiizey sterilizasyon

uygulamalart.

Mikroorganizma Uygulanan doz Inamks(\;:sr)lfon incelenen iiriin Referans

Vankomisin Direncli 15.54 mW/cm? 100% koyun kanl [51]
Enterokoklar 45 saniyede 0 besiyerinde
Metisilin Direngli 1 mWs/cm? . .
Stafilokok Aureus 15 dakikada 4.1log bir oda yiizeyinde [52]
Clostridium Difficile ve 2

Metisilin Direngli L >2-3 log hastane Ses! [53]

Stafilokok Aureus YU

Metisilin Direngli 22 mWs/cm? ameliyathane

Stafilokok Aureus 49 dakika >4 log ortaminda [54]

ameliyathane ve
Metisilin Direngli 1 mw/cm? >4 10 yogun bakim [55]
Stafilokok Aureus 15 dakikada g odalarindaki metal

yiizeylerde

S1v1 olarak tiiketilen ve 1s1l yontemlerin miimkiin olmadig: tiriinlerin sterilizasyonu i¢in
UV 1s181n kullanimi oldukga etkili bir alternatif yontemdir. Ev, fabrika ve endiistriyel su
ve siit lizerinde yogunlasan c¢alismalarda yiiksek UV dozlart kullanilmaktadir [56]. Su
ve siit lizerinde bulunan ¢esitli mikroorganizmalarin inaktivasyonu iizerine UV 1s1k ile

yapilan ¢esitli deneysel ¢alismalarin bulgular1 Tablo 2.6°da verilmistir.
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Tablo 2.6 : Farkli sivi ortamlardaki mikroorganizmalar igin yapilmis olan sterilizasyon uygulamalari.

Mikroorganizma Uygulanan doz Im;:l(ﬁ(vtzsrfon incelenen iiriin Referans
2
Escherichia coli ?; Bg%n;]) >3.1 log Su tizerinde [57]
5 ) .
Escherichia coli ?2?;/:1:::) 2.7 log Mlkiric;ce)I?:g;zma [58]
2
Escherichia coli 2(%23{1 ‘“;n”; 3.4 log Su iizerinde [59]
2
Escherichia coli (5346;/ m) 3.9 log Su iizerinde [60]
2
Bacillus subtilis 4(26”3{1 Cm”; 5.9 log Suf ¥inde [61]
2
Sitomegaloviriis 1(124 5T‘:]/r(;g] >9%699 Siit tizerinde [62]
2
Escherichia coli 1‘(1)'(9e % ‘;3‘ 3.4 log Siit fizerinde [63]

Sterilizasyon uygulamalarinda kullanilan UV-C yontemi, gidalarda derinlere niifuz
edememesinden dolay1 yiizeydeki mikrobiyal kontrolii saglama ve gidalarin raf omrii

uzatma amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir [44].
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Tablo 2.7 : Farkli gidalar tizerindeki mikroorganizmalar {izerinde yapilmis olan UV uygulamalari.

Inaktivasyon

Mikroorganizma Uygulanan doz miktar Incelenen iiriin Cahsma
Penicillium expansum 3.3 kJ/m? 2.8 log Ahududu iizerinde [64]
E. coli O157:H7 11.9 kd/m? 2.91og Elma {izerinde [65]
AllgyclobaC|IIys 259 I/m2 5 log E.!ma.suyu [66]
acidoterrestris tizerinde
Saccharomyces Mandalina-
2 -
cerevisiae KE162 1720 mJ/cm 3.9-4.3 log po[takgl suyu [67]
lizerinde
Escherichia coli K-12 9.92 Jicm? 534log ~ Deyazuzimsuyu [68]
ilizerinde
Salmonella enteritidis 9.22 Jlcm? 5.3 log YWgiRta beyaz1 ve [69]

saris1 iizerinde

Sterilizasyon yontemlerinin avantajlarinin yaninda olusturdugu istenmeyen durumlarda
mevcuttur. Ozellikle gidalar iizerinde olusan olumsuz etkilerinden dolayr yiiksek
oranlarda 151k uygulanmamaktadir. Yag igeren gidalarda oksidasyon sebebiyle
lezzetinde degisimler uygulanan UV’nin dozuyla dogru orantili sekilde artmaktadir [70,
71].

Gidalar tizerinde yapilan g¢aligmalarda antioksidan madde miktari, vitamin kayiplari,
koku ve tat gibi duyusal degisikliklerin yami sira renk ve dokusal degisimler olumsuz
sonuglar olusturabilmektedir [72, 73]. Bu sebeple mikrobiyal kontroliin saglandigi ve
inaktivasyon i¢in uygulanan UV 1518in dozunun amaca uygun olarak, titizlikle
belirlenmesi gerekmektedir. Farkli gidalar iizerindeki mikroorganizmalarin UV-C
inaktivasyonu tiizerine yapilan bazi deneysel calismalarin sonucglar1 Tablo 2.7°de

verilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calismada, UV sterilizasyon yoOntemlerinin yeni teknoloji ile gelistirilebilir
yonlerinin detayli bir sekilde arastirilip ortaya konmasi amaglanmistir. Olusturulan yeni
deneysel tasarim ile ylizeylerde ve havadaki aseptik ortamin saglanmasi i¢in gerekli 1s1k
dozunun belirlenmesi hedeflenmistir. Ayrica deneyler farkli 151k kaynaklariyla tekrar
edilerek, farkli kaynaklarin kullanimimin etkilerinin ortaya konmasi da c¢alismanin

amaglarindan birisidir. Calismaya ait akis semas1 Sekil 3.1°de verilmistir.

u Isil olmayan sterilizasyon yontemlerinin arastiriimasi

Yapilmig calismalar ve cihazlarin incelenmesi

5

Gelistirilebilir yontemlerin arastirilmasi ve belirlenmesi

Uygun ekipmanlarin belirlenmesi ve tedarik edilmesi

Deneysel ¢aligma i¢in diizenegin olustulmasi ve
kiiltiirlerin saglanmasi

Deneysel olarak ¢aligmalarin saglanmasi

En az hata i¢in deneysel ¢aligmalarin arttirilmasi ]

u Istatiksel analizler ] u Mikrobiyolojik analizler ’

Sekil 3.1 : izlenilen calisma siireci.
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Bu calismada mikroorganizma olarak Sakarya Universitesi Biyoloji béliimii
Mikrobiyoloji arastirma laboratuvart mikroorganizma kiiltiir koleksiyonundan saglanan
Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus epidermidis ATCC12228 ve Candida
albicans ATCC1029 suslar1 kullanilmustir.

T T T T T T T T T
I 8w DBC
9W DBC
LED

o
©
T

o o o
(=] ~ o]
| T |
| | 1

Isik yogunlugu
[=} o
ES ]
T T
1 1

o

w
T

1

o
¥
|

s | | ”L I

1 1 1 1 1 1 | | 1
200 300 400 500 600 700 800 900 1000

e
o N
T I

Dalgaboyu (nm)
Sekil 3.2 : Isik kaynaklarinin spektrum dagilimlar: (Yesil 8W, kirmizi 9W,mavi LED).

UV Isik kaynaklar1 olarak; diisiik basing civa lambalar i¢in Puritec HNS S 9W G23,
Puritec HNS 8W G5 G5 (Osram, Almanya) ve LED ig¢in Prolight PBSG — 1FLA-C
(ProLight OPTO, Cin) kullanilmistir. Isik kaynaklarmma ait devre ve -elektronik
ekipmanlar Sakarya Uygulamali Bilimler Universitesi Biyomedikal laboratuvarinda
birlestirilmis ve devre besleyici olarak 6zel akim devresi ihtiyact TTi EL302RT {iglii
cikis veren giic kaynagi ile saglanmistir. Kullanilan 1s1k kaynaklarina ait dalgaboyu

spektrumlar1 Sekil 3.2°de verilmistir.
3.1. Deney Diizenekleri

3.1.1. DBC diizenegi

Diizenekte, petri kabmin yerlestirilecegi kisim ile 151k kaynaklar1 arasindaki mesafeni
ayarlanabilir olmasi Onemli oldugu i¢in buna uygun bir tasarim gelistirilmistir.
Gelistirilen tasarima ait, Solidworks 2018 programi ile yapilan ¢izim Sekil 3.3’te

verilmistir.
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Sekil 3.3 : DBC lambal1 deney diizenegi tasarimi

Deney diizenegi kurulmadan once, DBC lamba i¢in siirlicii devresi tasarlanmistir.

Proteus 8.0 programu ile hazirlanmis olan siiriicii devre tasarimi Sekil 3.4’te verilmistir.

Transformator

220V AC /

f\/ \_ 8W
ZAMANLAYICI N
L@ 0 | [

Transformatér

L ,

Sekil 3.4 : DBC diizenegin elektriksel semasi

Isigin diizgiin yayilimi i¢in 8W ve 9W floresan kaynaklar1 diizenegin iist kismina
birbirine uygun araliklarla yerlestirilmistir. 8W floresan ¢ift sonlu oldugu igin 2 tane
baglanti ayagi floresan boyuna gére tavana sabitlenmis, 9W lamba icin ise G23
tipindeki baglant1 ayagi tavana sabitlenmistir. Floresanlarin beslemeleri i¢in gereken
elektrik enerjisi doniisiimii i¢in transformator kullamilmistir. Sabitlenen ayaklardan
transformatorlerdeki uygun besleme noktalarina kablo yardimiyla baglanti saglanmistir.
Anahtarlama elemani i¢in transformatorler sigorta araciligiyla 220 V gii¢ kaynagi
baglantis1 yapilmistir. Olusturulan diizenegin asamalar1 ve son hali Sekil 3.5°te

verilmistir.
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Sekil 3.5 : DBC lambali deney diizenegi ( a. i¢ baglantilar, b. genel gériiniim )

Isik kaynaklarinin yaydiklart 151k siddeti, lizerinden gecen akima bagli olup akimda
meydana gelecek bir degisiklik 1sik siddetinde ve dolayisiyla optik dozda farkliliga
sebep olabilmektedir. Bu sebeple, tiim petri kaplarma uygulanan 151k dozunun istenilen
degerde olmasi i¢in lambalarin kullanmis olduklar1 akimlar belirli siireler boyunca
Ol¢iilmiistiir. Diizenek ¢alisirken DBC lambalarinin tizerinden gegen akim siddetlerinin

zamana baglh degisimleri Sekil 3.6’da verilmistir.

DBC

250 T T T T
8W floresan
O\ floresan
200 b

-
a
o
T
L

Akim (mA)

-
(=)
o
T
L

L |

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Zaman (s)

Sekil 3.6 : DBC lambalarin zamana bagli iizerinden gegen akim siddeti

Devre calistirilmaya basladig: ilk anlarda akimda degisimler goriilmekle birlikte belirli
bir siire sonunda lambalar iizerinden gegen akim siddetlerinin kararli bir hal aldiklar
goriilmektedir. Bu yilizden petrilere UV 151k uygulamasi 6ncesinde akim degerlerinin

kararl1 seviyelere ulagmasi i¢in, 6rnekler yerlestirilmeden yeterince siire ¢aligtirilmistir.
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3.1.2. LED diizenegi

LED ile yapilacak deneyler i¢in 0zglin bir tasarim yapilmis olup, tasarima ait
Solidworks c¢izimleri Sekil 3.7°de verilmistir. Elektronik devre tasariminda isiklarin
bliylik ¢ogunlugunun esit sekilde petriye diismesi i¢in uygun tasarim yapilmistir.
120°“lik agiyla ¢ikis veren LED’lerden 8 cm mesafeden en az kayip ile petriye 151k

uygulanacak sekilde tasarim yapilmaistir.

Sekil 3.7 : LED’li deney diizenegi tasarimi.
LED ile yapilacak olan deney diizeneginin elektronik baglantilar1 Proteus 8.0 programi

ile tasarlanmis (Sekil 3.8) ve 6n kontroller yapilmistir.

220V AC

Y

UV-C LED UV-CLED

ZAMANLAYICI
AC/DC converter @

> 53

®

= UV-C LED UV-C LED
Sekil 3.8 : LED diizenegin elektriksel semasi
IW giiciindeki 4 LED’le hazir devre kurmak ve besleme yapmak i¢in gerekli elektronik
hesaplamalar yapilip, kullanilacak elemanlar belirlenerek gergeklestirilmistir. Uygun

devre Proteus 8.0 programinda ¢izilmis ve Sekil 3.9a’daki gibi basilmistir. Baglantilar

kontrol edildikten sonra devre elemanlar yerlerine sabitlenmistir. Hedef noktaya iletilen
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151k siddetinin maksimum olabilmesi i¢in LED’ler 30 mm kenara sahip karenin

koselerine yerlestirilmistir.

1 4

Sekil 3.9 : LED’li deney diizenegi.

Dis iskeleti olusturan Polietilen malzemeler birlestirilmis ve yapilan devre tavan
kismina eklenmistir, ve diizenck bir platform iizerine yerlestirilmistir. Olusturulan

diizenegin son hali Sekil 3.9 (b)’de verilmistir.

Diizenek calisirtken LED’lerin iizerlerinden gecen akim siddetlerinin zamana baglh
degisimleri Sekil 3.10°da verilmistir. DBC lambali diizenekte oldugu gibi LED
diizeneginde de devredeki akimin kararli bir hal almasi i¢in belirli bir siirenin gegmesi
gerektigi goriilmektedir. Bu sebeple, bu diizenek de 6rnekler yerlestirilmeden once bir

stire calistirilarak akimin kararli degere ulasmas1 saglanmaistir.

LED
70 T T T
es| [——eo] |
60 1
55 - =
=z 50 - 1
£
£ 45 B
< 40 4
35 q
30 1
25 b
20 L 1 1 1
0 50 100 150 200 250 300
Zaman (s)

Sekil 3.10 : LED’lerin zamana bagl iizerinden gecen akim siddeti
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3.2. Bakteri Kiiltiirlerini Hazirlanmasi

Triptik Soy Broth besiyerine inokule edilen mikroorganizma susglari 24 saat boyunca
37°C de inkiibe edildi. Hazirlanan suslardan densitomer (BIOSAN DEN-1) cihaziyla
ortalama 0.5 McFarland (102 CFU/mL) yogunluguna ayarlanan siispansiyonlardan
diliisyon serileri hazirlanmistir (108:10° CFU/mL).

10° CFU/mL yogunlugundaki mikroorganizma suslarinda 0.1 mL alinarak petrilere
drigalski 6zesi yardimiyla yayma ekim yapilmistir. E. coli ve S. epidermidis i¢in
Nutriend Agar, Candida albicans i¢in Sabouraud Agar kullanilmustir.
Mikroorganizmalarin ekimi i¢in gegirilen asamalar Sekil 3.11°de verilmistir. Analiz i¢in
0-300 koloniye sahip plakalar incelenmis ve tiim deney gruplari 3 paralel olarak

calisilmigtir.

Sekil 3.11 : Mikroorganizmalarin ekimi ve eldesi ( a. Mikroorganizma suslarinin aktiflestirilmesi b. 0.5
McFarland bakteri yogunlugunun ayarlanmasi c. Bakteri siispansiyonundan 0.1 mL petriye inokule

edilmesi d. Drigalski 6zesiyle yayma ekimi gergeklestirilmesi ).
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3.3. InVitro Kosullarda UV-C Uygulamasi

Isin uygulamalart steril kabin icerisinde gergeklestirilmistir. Aseptik ortamin saglanmasi
icin deney diizenekleri kabin igerisine girmeden oOnce etil alkol ile steril hale
getirilmistir. Elektriksel besleme cihazlari kabin disinda tutulmus ve kablolar
yardimiyla igeriye elektriksel besleme saglanmistir. Mikroorganizma ekimi yapilan
petriler kabin igerisinde 15-20 dakika bekletilerek mikroorganizmalarin yerlesmesi
saglanmistir. Her islem steril sartlara uygun sekilde, kontaminasyona sebep olan
etmenler g6z Oniine almip uygulanmistir. UV-C uygulanan petriler direkt olarak
inkiibatore aktarilmistir. Inaktivasyon doz diizeyleri yapilan 6n denemelerden sonra

saptanmig ve uygun doz araliklar1 belirlenmistir.

Tablo 3.1 : LED ve DBC ile uygulanan dozlar ve siireleri.

DBC LED

siire doz siire doz
(s) (mJ/cm?) (s) (mJ/cm?)

0.40 15 0.09

0.80 30 0.18

9 1.2 45 0.27

12 1.59 60 0.36

15 1.99 75 0.45

20 2.66 90 0.54

25 3.32 105 0.63

30 3.98 120 0.72

3.3.1. DBC ile UV-C uygulamasi

Floresan kaynaklari ile olusturulan diizenekte petri kaplarinin islem esnasindaki yerleri
onceden belirlenmistir. Mikroorganizma ekimi gerceklestirilen petrilerin  hedef
noktasina koyulmasinin ardindan uygulama dncesinde petrilerin kapaklart agilmis ve 0-
3.98 mJ/cm? doz araliginda 151k petrilere verilmistir (Sekil 3.12). Deneyde uygulanan
optik dozlar ve karsilik gelen siireler Tablo 3.1°de verilmistir. UV uygulamasinin

ardindan petrilerin kapaklar kapatilarak inkiibatore konulmustur.
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Sekil 3.12 : DBC ile petriye UV 151k uygulamasi.

3.3.2. LED ile UV-C uygulamasi

Petriler platformdaki uygun yerde isleme hazir hale geldikten sonra kapak ag¢ilmis ve O-
0.72 ml/cm? doz araliginda 151k uygulanmustir (Sekil 3.13). Islemler sonrasinda
petrilerin kapaklar1 kapatilip inkiibatore aktarilmistir. Deney esnasinda uygulanan optik

dozlar ve ilgili uygulama siireleri Tablo 3.1’de verilmistir.

Sekil 3.13 : LED ile petriye UV 151k uygulamasi.

3.4. Koloni Saymmi

UV uygulamalarindan sonra E. coli ve S. epidermidis 24 saat siireyle 37°C’de, C.
albicans ise 48 saat siireyle 304+2°C’de inkiibe edilmistir. Kolonilerin olusmasi igin

yeterli siire beklenmesinin ardindan kontrol kaplart ile UV uygulanmis tiim petriler
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steril kabin igerisine alinmaktadir. Tiim petrilerdeki koloni sayimlari kisa siire i¢erisinde
hizli sekilde gozle yapilmistir. Besiyeri ile mikroorganizma kolonilerinin rengi ayirt

edilebilir sekilde oldugu icin bu yontem en az hata ile saglanabilmistir (Sekil 3.14).

Sekil 3.14 : Petri iizerinde sayima hazir koloniler.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

UV 1s18in mikroorganizmalar iizerindeki etkileri, mikroorganizmalar arasindaki yapisal
farkliliklara ve etki etmesi beklenilen makromolekiillerin hiicre kompozisyonundaki
bulundugu yere bagli olarak degisiklik gostermektedir. Bu ¢alismada farkl tiirdeki E.
coli, S. epidermidis ve C. albicans’in kat1 besiyeri tizerine ekimi yapilarak DBC ve LED
kaynaklar kullanilarak UV 15181 uygulanmis ve mikroorganizmalarin inaktivasyon

diizeyleri arastirilmistir.

4.1. DBC’li Diizenekle inaktivasyon Diizeyleri

DBC kullanilarak olusturulan diizenekte, her mikroorganizma tiirii i¢in 4 mJ/cm?
degerine kadar 8 farkli doz uygulanmistir. Her bir dozun ardindan canliligini siirdiiren
mikroorganizma sayilar1 belirlenmistir. E. coli, S. epidermidis ve C. albicans bulunan
petrilere 1.2 mJ/cm? ve 2.7 ml/cm? dozlar uygulandiginda kontrol grubuna kiyasla

meydana gelen koloni degisimleri gorsel olarak Sekil 4.1°de verilmistir.

Kontrol grubundaki yasayan koloni sayisi (S,) ve UV 1s1k uygulanmis olan petrilerdeki
koloni sayist (S;) kullanilarak her bir deney grubundaki petriler i¢in canlilik oranlar

(44,) belirlenmistir. Bu baglamda canlilik orant;
Ay, =100 — (£ x100) (4.1)

esitligi ile hesaplanmigtir.
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Kontrol (0 mJ/cm®) 1.2 mJ/em?

e

E. coli

S. epidermidis

C. albicans

Sekil 4.1 : DBC’li diizenekte farkli optik dozlar uygulanmis petrilerdeki koloniler.

DBC lamba diizenegi ile uygulanan tim UV dozlarin ardindan belirlenen
mikroorganizmalarin canlilik oranlart Tablo 4.1°de verilmistir. Koloni sayilamayan

petriler NA olarak belirtilmistir.

Tablo 4.1 : DBC lamba diizenegiyle uygulanan doza gore canlilik oranlari

DBC
Uygulama  UV-C C. albicans E. coli S. epidermidis
surest doz Canllk  S.S. Canllk  S.S. Canlklk  S.5
(s) (mJ/cm?)

(%) (+-) (%) (+-) (%) (+-)
0 0 100 2.0 100 10.7 100 49
3 0.4 50.3 3.5 65.9 2.6 71.6 14.5
6 0.8 25.7 3.4 45.2 49 43.9 2.8
9 1.2 16.4 0.3 22.0 3.3 14.4 2.7
12 1.6 12.3 0.2 1.9 0.9 8.9 0.5

15 2.0 5.8 1.9 0 NA 3.4 1
20 2.7 0.4 0.4 0 NA 0 NA
25 3.3 0 NA 0 NA 0 NA
30 4.0 0 NA 0 NA 0 NA
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Gram negatif E. coli literatiirdeki verilere gore UV ile kolay inaktif olan
mikroorganizmalardan birisidir [58]. Bu calismada elde edilen sonuglar bu literatiir
bilgisiyle uyumlu olup, E. coli’nin diisiik basingh civa kaynagi ile ¢ok hizli sekilde
inaktif oldugu goriilmiistiir. Diisiik basingli civa lambalarinin vermis oldugu 1.59
mJ/cm? UV-C dozla %98.12 inaktivasyon saglanmis, 1.99 mJ/cm? ve daha yiiksek
dozlarda UV 1sin kullanildiginda ise mikroorganizmalarin %100’{iniin inhibe oldugu
gozlemlenmistir. Uygulanan UV dozuna bagli olarak E. coli’nin canlilik oranlar
degisimi Sekil 4.2°de verilmistir.

DBC
\
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(o]
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[=2]
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20
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Sekil 4.2 : DBC ile uygulanan doza gore E. coli’nin canlilik orani.

Gram pozitif S. epidermidis, cilt lizerinde ve hastane ortaminda bulunan ve protez
cihazlanyla iliskili enfeksiyonda sik¢a karsilasilan bakteriler arasinda olup, bu bakteri
icin petrilerde bulunan koloni sayilarinin optik doza bagh degisimi yiizdesel olarak
Sekil 4.3’te verilmistir [74]. 2 mJ/cm? doza sahip UV 15181 S. epidermidis buluna petri
kabma uygulandiginda bakterilerin  %96.56 inaktivasyon sagladigi goriilmiistiir.
Uygulanan 2.66 mJ/cm? doz ile tamamen inaktivasyon sagladig1 goriilmiis olup, 2.66
mJ/cm? UV isigindan daha yiiksek dozlarda da her hangi bir koloni gelisimi

gbzlenmemistir.
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Sekil 4.3 : DBC ile uygulanan doza gore S.epidermidis’in canlilik orani

Bir maya mantan tiirii olan C. albicans lizerinde DBC lamba ile yapilan inaktivasyon
uygulamasi sonucunda petrilerde bulunan kolonilerin canlilik oranlart optik dozun bir
fonksiyonu olarak Sekil 4.4’te verilmistir. C. albicans iizerinde 2.66 mlJ/cm*> UV
dozunun %99.59 inktivasyon sagladigi, uygulanan 3.32 mJ/cm® dozun ise petrilerdeki
C. albicans’1 timiyle inaktif ettigi gorilmistiir. Daha yiliksek degerlerde UV

uygulanmis petrilerde de C. albicans gelisimi gozlenmemistir.

DBC
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Sekil 4.4 : DBC ile uygulanan doza gore C. albicans’in canlilik oran
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4.2. LED’li Diizenekle Inaktivasyon Diizeyleri

UV-C dalgaboyu araliginda optik ¢ikist olan LED’lerin iiretimi veya kullanimi pek

yaygin olmayip, bu ¢alismada kullanilan LED’ler 278 nm dalga boyuna sahiptir. DBC

lambaya kiyasla 151k siddeti daha diisiik oldugundan, istenilen optik dozu elde

edebilmek i¢in uygulama siirelerinin daha uzun olmasi1 gerekmistir. Ornek olarak 0.09,

0.45 ve 0.63 mJ/cm? doz uygulanmus petrilerdeki E. coli, S. epidermidis ve C. albicans

kolonilerindeki canlilik durumu, Sekil 4.5°te verilmistir. Deneylerde uygulanan tiim UV

dozlarin sonrasinda mikroorganizmalar i¢in belirlenen canlilik oranlar1 Tablo 4.2°de

verilmigtir.

0.09 mJ/cm? 0.45 mJ/env 7 0.63 mJ/cm

P

S. epidermidis |

% -
\,

C. albicans

Sekil 4.5 : LED’li diizenekte farkli optik dozlar uygulanmug petrilerdeki koloniler.
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Tablo 4.2 : LED diizenegiyle uygulanan doza gore canlilik oranlari.

LED

Uygulama UV-C C. albicans E. coli S. epidermidis
stresi doz Canllik S.S. Canllik S.S. Canllik S.S.

(s) (mJ/cm?)
%) () (%) () (%)  (#)
0 0 100 5.3 100 10.7 100 9.0
15 0.09 609 9.4 746 45 774 118
30 0.18 485 9.2 583 7.3 50.7 4.1
45 0.27 40.6 0.9 478 4.0 40.6 9.7
60 0.36 21.3 05 28.2 5.0 172 2.2
75 0.45 13.1 51 226 14 4.3 1.4
90 0.54 4.0 1.1 8.1 1.7 1.9 0.9
105 0.63 26 09 1.2 0.8 05 0.8
120 0.72 1.8 0.4 0 0 0.2 0.5

Diisiik basing civa kaynagi ile hizli sekilde inaktif olan E. coli izerine UV-C LED ile
151k uygulandiginda, 0.27 mJ/cm? dozun ardindan %50°nin iizerinde inaktivasyon
saglanirken 0.63 mJ/cm? doz uygulamasi sonrasinda sadece %1.2 oraninda canlilik
gozlenmistir. Uygulanan 0.72 mlJ/cm? UV-C 1s13in E. coli’nin tiimii {izerinde
inaktivasyon sagladigi goriilmiistiir. 0.72 mJ/cm? optik dozundan daha yiiksek degerler
icin E. coli ekimi yapilmig petrilerde herhangi bir canlilik faaliyeti goriilmemistir.
Uygulanan optik doz ile petrilerde bulunan yasayan E. coli orani arasindaki iligki Sekil

4.6’da verilmistir.

LED

100

D o]
o o

S
o

Canlilik orani ( %)

20

0 0.1 0.2 0.3 04 0.5 0.6 0.7
Doz ( mJicm? )

Sekil 4.6 : LED ile uygulanan doza gore E. coli’nin canlilik orani.
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Petrilere ekimi yapilan S. epidermidis i¢in 0.27 mJ/cm? UV 1sik dozu ile %59 oraninda
inaktivasyon gézlenmis olup bu oranm, 0.72 mJ/cm? UV-C optik dozu ile %99.84
mertebesinde oldugu gorilmiistir. UV-C LED ile S. epidermidis tizerinde yapilan
deneyler sonucunda uygulanan optik doz ile petrilerde bulunan canlilik oranlar

arasindaki iliski Sekil 4.7°de verilmistir.

LED

S. epidermidis
100 - 1

@
o

D
o

Canlilik orani ( % )

I~
o

20

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
Doz ( mJiem? )

Sekil 4.7 : LED ile uygulanan doza gore S. epidermidis’in canlilik orani.

UV LED ile C. albicans iizerinde yapilan ¢alismada, 0.18 mJ/cm? optik doz ile %50
inaktivasyon saglanmistir. Uygulanan deney dozlarindan 0.72 mJ/cm? doz
uygulandiginda ise bu oran %98.2 dolaylarinda olmustur. Petrilerde goriilen canlilik

oranlarinin uygulanan optik doza bagl degisim grafigi Sekil 4.8’de verilmistir.

LED
T T T
90 - .
80 .
e T0F q
Z e0F .
©
[s] L _
g 50
T 40 .
Q
30 .
20 .
10 |- .
0 =
0 0.1 0.2 03 0.4 05 0.6 0.7

Doz ( mJ/cm? )

Sekil 4.8 : LED ile uygulanan doza gére C. albicans’in canlilik orani.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada, mikroorganizma ekimi yapilmis kati besiyeri ylizeyine dogrudan UV 151k
uygulamasi yapilmistir. Bu sebeple uygulanan doz hesaplanirken, havanin etkisi
haricinde (hava %99.8 gecirgenlige sahiptir) baska bir etki dikkate alinmamustir. Gabriel
ve dig. yaptiklari ¢alismada 151k ile inaktif edilmek istenilen mikroorganizma arasindaki
maddelerin  yogunlugunun UV nin etkinligini yiikksek miktarda etkiledigini
belirtmislerdir  [75]. Bu c¢alismada herhangi absorbans madde olmadigi
mikroorganizmalarin UV yontemiyle inaktivasyonu i¢in gerekli doz miktarinin gercek
degerini verdigi dustliniilmektedir. Deney siireleri ve optik dozlar 6n denemelerden yola
cikilarak belirlenmis, DBC diizenegiyle 0-3.98 mJ/cm?, LED ile 0-0.72 mJ/cm? doz
araliklarimin E. coli, S. epidermidis, C. albicans iizerindeki inaktivasyon oranlari tespit

edilmistir.

DBC diizenegi ile yapilan calismada E. coli igin inaktivasyonun yaklasik 2 mJ/cm? doz
UV 151k uygulanarak saglandigi goriilmiistir. Yuan ve dig. E. coli ve Salmonella
lizerinde yaptiklari ¢alismada 1.5-30 mW/cm? arasinda farkli UVC dozlar1 uygulamis ve
E. colimin 5 log azalmasi igin en az 8.4 ml/cm? doz uygulanmasi gerektigini
belirtmislerdir [76]. Literatiirdeki c¢alismalar incelendiginde UV inaktivasyon
deneylerinin genellikle s1v1 ve pargacikli ortam icerisindeki mikroorganizmalar tizerinde
yapildig1 goriilmiistiir. Kollu ve dig. yaptiklari ¢aligmada icme suyu ve atik su iizerine
UV dezenfeksiyonun etkisini incelemis, sonucunda E. coli i¢in 20 mJ/cm? lik doz ile
parcacik boyutuna gore 3.8-5 log azalma sagladiklarini belirtmislerdir [77]. Adhikari ve
dig. kat1 meyveler iizerinde yaptiklar1 ¢calismada ylizeydeki E. coli miktarinin 2.9 log

azaltilmas1 i¢in 28 mlJ/cm?

den yiiksek UV doz uygulanmasi gerektigini ileri
stirmiislerdir [78]. Hedef ortamin sogurma katsayisi UV 1s1gmin etkinligini en ¢ok
etkileyen faktordiir [75, 79]. Bu yiizden ayn1 UV dozu farkli ortamlarda bulunan ayni
tiir mikroorganizma tizerindeki farkli inaktivasyon etkisine sahip olabilmektedir. Buna

bagl olarak, bu calismada belirtilen belirli oranda inaktivasyon i¢in gerekli UV optik
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doz degerlerinin literatiirdeki degerlerden kiigiik olmasinin, kat1 besiyeri kullanimindan
ve besiyeri ie 151k kaynagi arasinda 15181 sogurabilecek harici etkenlerin (kapak vs.)

minimize edilmesinden kaynaklandig: diisiintilmektedir.

S. epidermidis iizerinde yapilan ¢alismada DBC lamba ile yaklasik 2.65 mlJ/cm? lik
optik dozun, mikroorganizmanin tiimiiyle inaktivasyonu ig¢in yeterli oldugu tespit
edilmistir. Ote yandan gida kaynakli patojenlerden S. aureus iizerinde yapilan bir
calismada bakteri oranini 5.3 log azalma icin 23.7 mJ/cm? doz gerektigi bildirilmistir
[80]. Chang ve dig. patojenik ¢esitli mikroorganizmalar {izerinde yaptiklart UV
inaktivasyon deneylerinde S. aureus’un 3 log azalmas! igin yaklasik 7 mJ/cm? ‘lik optik
giiclin gerekli oldugunu belirtmislerdir [81]. Tavuk eti yiizeyindeki mikroorganizmalarin
inaktivasyonu lizerine c¢alisma yapan Sommers ve dig. S. saprophyticus’un
inaktivasyonu i¢in 14.9-18.5 mJ/cm? optik giice ihtiyac oldugunu belirtilmislerdir [82].
Farkli besinler iizerindeki UV c¢aligmalarinda uygulanan dozlar incelendiginde, diisiik
UV dozlarinda inaktivasyon saglanmasi icin hedef mikroorganiza ile 151k kayagi

arasinda bulunan absorans maddelerin azaltilmas1 gerektigi goriilmektedir.

Bu calismada elde edilen sonuglar, C. albicans’1in UV uygulamasi karsisinda, bakterilere
gore daha direngli oldugunu ve en az 3.32 mlJ/cm? ile tamamen inaktif edildigini
gostermistir. Yaniklarda olusan mantar enfeksiyonlari iizerinde yapilan bir ¢alismada
yiizeyde bulunan C. albicans’larin 3.02 log azalma gdstermeleri i¢in 19.2 mJ/cm? UV
doz uygulanmasi gerektigi bildirilmistir [83]. Menetrez ve dig. vejetatif bakteri ve
mantarlarin ylizey kontaminasyonuna UV doz etkisini incelemis ve C. albicans
kolonisinin canlilik oraninda %98 kadarlik bir azalma icin 17.5 ml/cm? doz
uygulanmas1  gerektigini ileri siirmislerdir [84]. Bu c¢alismada incelenen
mikroorganizmalar iizerinde DBC lamba ile yapilan deney sonugclari, karsilagtirmanin

daha rahat yapilabilmesi i¢in Sekil 5.1°de bir arada verilmistir.
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Sekil 5.1 : DBC lamba ile yapilan deneylerde, optik dozun bir fonksiyonu olarak mikroorganizmalarin

canlilik oranlari.

Yapilan literatlir incelemeleri sonucunda LED ile mikroorganizma inaktivasyonu
lizerine yeterli ¢calisma olmadig1 goriilmiistiir. Heniliz gelismekte olan UV-C LED’lerle
geleneksel yontemler arasindaki farkin tam olarak belirlenmesi i¢in yapilan ¢aligmalarin

artirtlmasi gerekmektedir.

Bu ¢aligmada, E. coli igin UV-C LED ile yapilan uygulama sonucunda 0.72 mJ/cm?
doz ile tiimiiyle inaktivasyon saglanmistir. Nyangaresi ve dig. yapmis olduklar
caligmada farkli dalga boylarinda UV-C LED’ler kullanmiglar ve 254 nm’den 280 nm
dalga boyuna gidildik¢e gerekli 151k doz miktarinin arttigini belirtmislerdir. Ayrica su

icerisinde bulunan E. coli‘nin 3 log azaltilmasi i¢in en az 8.78 mlJ/cm?

optik gii¢
gerektigini bildirmislerdir [86]. Beck ve dig. suda bulunan E. coli nin yaklasik 3.4 log
azalmasi i¢in LED ile 12 mJ/cm? doz gerekli oldugunu belirtmislerdir [86]. Kim ve dig.
farkl1 dalga boylar ile yaptiklar1 calismada farkli optik yogunluklar uygulamis 3
mJ/cm? optik yogunlukta 4-5 log miktarda azalma oldugunu gozlemlediklerini
bildirmistir [87]. Geleneksel DBC lambalarina kiyasla UV-C LED’ler ayn1 miktardaki
mikroorganizma inaktivasyon seviyesine ¢ok diisiik optik dozlar ile ulastig1 gérilmiistiir

[88].

Calismamizda petri yiizeyindeki S. epidermidis i¢in 0.72 mJ/cm? doz uygulanmasiyla

%99.84 oraninda inaktivasyon saglanmistir. Shoults ve dig. atik sudaki g¢esitli
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Staphylococcus tiirlerinin inaktivasyonu lizerine yaptiklart ¢alismanin sonucunda S.

2 optik dozun gerekli

epidermidis’te 4 log inaktivasyon saglamak i¢in 17 mJ/cm
oldugunu belirtmislerdir [89]. Kuda ve dig. yumurta saris1 ve akinin uygulandigi gidalar
iizerindeki UV inaktivasyona olan etkisini incelemislerdir. 0.16 mW/cm? optik gii¢ ile
10 dakikalik 151k uygulamasi sonucunda S. aureus bakterisinin 8 log azaldigim
belirtmislerdir. Ayrica lizerinde yumurta aki olan kismin %15 ve yumurta saris1 kalintisi
olan kismin ise %30 oraninda UV inaktivasyonu engelleyerek 6.5 log degerlerine kadar

azalttigini bildirmistir [90].

Bakterilere gore mantarlarin daha kompleks yapida olmasi inaktivasyon i¢in gerekli UV
dozunu arttirmaktadir. Literatlirde, ¢cok fazla ¢alisma yapilmamis olan bir bakteri tiirii
olan C. albicans kolonisine bu ¢aligma kapsaminda 0.72 mJ/cm? UV-C optik doz
uygulanmis ve %98.23 oraninda inaktivasyon saglanmistir. UV-C LED cihaziyla
calisma yapan de Groot ve dig. farkli siirelerin ve araliklarin C. auris lzerindeki
inaktivasyon iligkisini incelemislerdir. Suslara gore degisen degerler olmakla birlikte

araligin artmasinin veya siirenin azalmasinin inaktivasyon oranmni azalttiginm

belirtmislerdir [91].
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Sekil 5.2 : LED ile yapilan deneylerde, optik dozun bir fonksiyonu olarak mikroorganizmalarin canlilik

oranlar1.

S. epidermidis, E. coli ve C. albicans kolonilerine UV LED ile uygulanan optik dozlarin

sonrasindaki canlilik oranlar1 Sekil 5.2°de karsilagtirmali olarak verilmistir.
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Li ve dig. yaptiklar1 ¢alismada UV floresan ile UV LED karsilastirmis ve inaktivasyon
icin calismamiza benzer sekilde floresan ile daha yiliksek doz gerekli oldugunu
belirtilmektedir [92]. Bunun sebebi Sekil 3.1°de gosterildigi gibi DBC lambanin birgok
dalga boyunda, diger bir deyisle inaktivasyon etkisi olmayan dalga boylarinda da optik
cikisa sahip olmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir. Ancak, tiim optik ¢ikist
inaktivasyona sebep olabilecek dalga boyunda olan UV LED ile, DBC’ye kiyasla ¢ok

daha diisiik doz ile inaktivasyon saglanabilmektedir.

Ayrica mantarlarin UV 1sinlarina daha direngli oldugu literatiirde bildirilmistir. Bu
calismada, her iki 151k kaynagi ile yapilan deneylerde de C. albicans’in daha dayanikli
oldugu, tiimiiyle inaktivasyonu i¢in daha yliksek UV dozu gerektigi goriilmiistir. UV
dezenfeksiyonun bakteri ve mantar iizerinde ¢aligmasin1 yapan Wen ve dig. ayni dozda
mantarlarin bakterilere gore benzer sekilde daha direngli oldugunu belirtmislerdir [93].
Sonuglar incelendiginde Kim ve dig. yaptiklart c¢aligmaya benzer sekilde
mikroorganizmalar, E. coli < S. epidermidis < C. albicans olacak sekilde UV’ye

dayaniklilik gostermektedir [87].

Bu tez calismasi kapsaminda yapilan deneylerde, literatiirdeki mikroorganizmalarin
dayanimlarina gore benzer sonuglar saglanmistir. Yiizey ve havada yogun olarak
bulunan mikroorganizmalarin konu edildigi bu c¢aligmada siirekli temas halinde
bulundugumuz bu mikroorganizmalarin inaktif edilmesi i¢in gerekli 151k doz miktart
belirlenmigtir. Geleneksel DBC 151k kaynaklari ile LED kullanilmast durumunda
inaktivasyon i¢in gereken doz farkliliklari incelenmis ve gosterilmistir. LED’in inaktif
edici etkisi gosterilmis, LED kaynaginin daha diisiik dozlarla sterilizasyon sagladigi
kanitlanmigtir. Literatiirde yapilan gida ve sivi istiindeki ¢alismalardan farkli olarak
yiizey dozlar1 belirlenmistir. Literatiirde eksik olan LED ile yiizeydeki inaktivasyon igin
gerekli dozlara ek olarak ilk defa UV LED ile C. albicans iizerinde inaktivason dozu
hakkinda olan ilk veriler saglanmistir. Calismanin, ileride DBC kaynaklarmin yerini
alacak LED teknolojisi 1ile yapilacak olan sterilizasyon cihazlarina dayanak

olusturabilecegi diisiiniilmektedir.
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