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OZET

Akyiiz A. Baz Mikroorganizmalarin Biyofilm Olusturma Yetenegi Uzerine
Dezenfektanlarin Etkisinin Arastirilmasi, Namuk Kemal Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisii Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim dah Yiiksek Lisans Tezi,
Tekirdag 2019. S.aureus ve P.aeroginosa’nin virulans faktorlerinden olan biyofilm
olusturma yetenekleri son yillarda biiyiik 6l¢iide dnem kazanmistir. Biyofilm bakterileri
antibiyotik ve dezenfektanlara kars1 daha direngli hale getirdiginden dolayr biyofilm
olusumunun Onlenmesinde alternatif yontemler aranmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.
Biyofilm olusumunu 6nleyebilmek i¢in dezenfektanlarin uygun konsantrasyon ve temas

stiresinde kullanilmasi olduk¢a 6nemlidir.

Bu c¢aligmada; hastanede en sik kullanilan farkli konsantrasyonlardaki
dezenfektanlarin ve ozonun S.aureus ve P.aeruginosa suslarinin tizerindeki etki ve etki
siiresini arastirmak ayn1 zamanda etki siirelerinin sonunda iireme gosteren
mikroorganizmalarin biyofilm olusturabilme kapasitesinin, dezenfektan ile temas
ettirilmeden Onceki biyofilm olusturabilme yeteneklerini ile karsilastirmak amaciyla

yapildi.

Calisma sonucunda elde edilen verilerde ozon kullanilan  biitiin
dezenfektanlardan daha hizli antimikrobiyal etkinlige sahip oldugu goriildi.
Dezenfektan maddeler arasindan en hizli siirede antimikrobiyal etkinlige sahip olan
perasetik asit ve sirayla ortafitalaldehit, etil alkol, glutalaldehit ve hidrojen peroksittir.
Ayrica temas siireleri sonunda ilireyen mikroorganizmalarin biyofilm olusturabilme
yetenegi ile dezenfektan temasa birakilmadan Onceki biyofilm olusturabilme yetenegi
karsilikli olarak degerlendirildiginde dezenfektanlarin biyofilm olugmasini 6nlemede
etkili olmadig1 goriildii. Sonu¢ olarak; Bu calismanin dezenfektan ve ozonun temas
stireleri agisindan etkilerini ve dezenfektanlarin biyofilm olusturma yeteneklerini

arastiran nadir ¢alismalardan birisidir.

Anahtar kelimeler: Mikroorganizma, Dezenfektan, Ozon, Etkinlik Siiresi, Biyofilm
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ABSTRACT

Akyiiz A. The investigation of the effects of disinfectants on the ability of some
microorganisms to form biofilm.Namuk Kemal University Institute of Health
Sciences, Department of Medical Microbiology Master of Science Thesis, Tekirdag,
Turkey. Biofilm-forming abilities, one of the virulence factors, have gained
considerable importance in recent years. As biofilm makes bacteria more resistant to
antibiotics and disinfectants, there is a need for alternative methods to prevent biofilm
formation. In order to prevent biofilm formation, it is important to use disinfectants at
appropriate concentration and contact time.

In this study; The aim of this study was to investigate the duration and duration of action
of disinfectants and ozone in S.aureus and P.aeruginosa strains of different
concentrations of the most frequently used in the hospital.

The results of the study revealed that antimicrobial efficacy was faster than that of all
disinfectants using ozone. Among the disinfecting agents, peracetic acid having
antimicrobial activity in the fastest time and orthafitalaldehyde, ethyl alcohol,
glutalaldehyde and hydrogen peroxide respectively. In addition, the biofilm formation
ability of microorganisms produced at the end of contact times and the ability to produce
biofilm prior to disinfectant contact were evaluated and the disinfectants were not
effective in preventing biofilm formation.

As a result; This is one of the rare studies investigating the effects of disinfectant and

ozone on contact times and the biofilm formation of disinfectants.

Key words : Microorganism, Disinfection, Ozone, Activity time, Biofilm
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1. GIRIS

Staphylococcaceae familyasi igerinde yer alan Staphylococcus aureus, dogada
yaygin olarak bulunan, fakiiltatif anaerob, katalaz testi pozitif, hareketsiz, gram pozitif
koktur (Cengiz ve dig. 1999). S. aureus insanda akut ve kronik enfeksiyon etkenidir
(Koneman ve dig. 1997). S.aureus neden oldugu enfeksiyonlarin basinda yara
enfeksiyonlari, endokardit, osteomiyelit, yabanci cisim enfeksiyonlar1 ve nozokomiyel
bakteriyemi gelir. S.aureus’un patojenitesindeki en 6nemli virulans faktorleri slime
faktor tretmesi ve biyofilm olusturma yeteneginin bulunmasidir (Lowy 1998).
S.aureus’lar olusturabildikleri biyofilm sayesinde katater gibi viicut bdlgelerine
uygulanan tibbi aletlerin yiizeyine sikica tutunup cogalabilmektedirler. S.aureus tibbi
aletle iliskili enfeksiyonlardan en sik izole edilen etkenlerdendir (Vancraeynest ve dig.

2004).

Psedomonadaceae familyasi iginde yer alan Pseudomonas aeruginosa, dogada
yaygin olarak bulunan, nonfermentatif, oksidaz testi pozitif, hareketli, gram negatif bir
basildir (Arda ve dig. 1997). P.aeruginosa o&zellikle immiin sistemi baskilanmis
hastalarda pnomoni, sepsis, kronik akciger hastaligi ve pek ¢ok akut enfeksiyona neden
olan ve coklu antibiyotik direnci gdsteren bir mikroorganizmadir (Giilseren ve dig.
1999). P.aeruginosa hastane enfeksiyonlarinin yaklasik %10-25’inden sorumludur.
P.aeruginosa’nin virulansinda hem hiicresel hem de hiicre disi faktorler rol
oynamaktadir. P.aeruginosa’nin en dnemli virulans faktorlerinden biriside son yillarda

bliylik 6nem kazanmis olan biyofilm olusturabilmesidir (Mah ve O’Toole 2001).

Biyofilm, ekstraseliiller matriks icerisinde gomiilii halde bulunan bir ylizey ve
birbirleri arasinda kuvvetli bir sekilde baglanmis mikroorganizmalarin olusturduklar
kolonizasyonlar olarak tanimlanir. Biyofilmin temel birimleri mikrokolonilerdir.
Mikrokoloniler bir veya daha fazla tiirde bakteri hiicresinden olusabilir. Biyofilmler
kronik veya direngli bakteri enfeksiyonlarindan sorumlu tutulmaktadir. Biyofilm

bakteriyi komplemanlarin etkileri, fagositoz gibi dis etmenlere karst korumaktadir.



Biyofilm igerisinde bulunan bakterilerin antibiyotik ve dezenfektanlara karsi direnci

oldukea yiiksektir (Donlan ve Costerton 2002).

S.aureus ve P.aeruginosa gibi hastane ortamlarinda yaygin olarak bulunan ve
biyofilm olusturma yetenegi olan bu bakterilerin enfeksiyon olusturmasinda hastane
calisanlarinin sterilizasyon, dezenfeksiyon ve antisepsi kurallarini dogru ve yerinde
uygulamamas1 Onemli bir faktér olarak karsimiza ¢ikmaktadir (irikli 2007).
Hastanelerde yapilan sterilizasyon, dezenfeksiyon ve antisepsi uygulamalarinin
kullanma talimatlar1 ¢er¢evesinde yapilmasi hastane enfeksiyonlarinin olusumlarinin
onlenmesinde son derece onemlidir. Hastanclerde farkli amaclarla kullanilan arag ve
gereclerin asepsi sartlarmma dikkat edilmelidir. Ayrica dezenfektan uygulamalarinda
calisan saglik personellerinin maske, eldiven kullanimi, uygun antiseptiklerin kullanimi
konusunda iyi egitim almalar1 gerekmektedir (Gtirler 2002). Farkli hastanelerden izole
edilen bakterilerin dezenfektanlara ve antisepsi amagli olarak kullanilan kimyasal
maddelere kars1 duyarliliklarinin birbirinden farkli oldugu bilinmektedir. Bu yilizden de
her hastanenin mikroorganizmalarin dezenfektanlara kars1 duyarlilik durumunu
belirlemesi gerekmektedir. Yapilan farkli calismalarda kullanilan bakterilere degisik
dezenfektan maddelerin farkli konsantrasyon ve siirelerde etkin oldugu gosterilmistir
(Irikli 2007). Dezenfektan etkinlik testleri standart mikroorganizma suslari ile
uluslararas: standardizasyon kuruluslarinin tavsiye ettigi sekilde yapilmaktadir (Kampf

ve Hollingsworth 2003).

Ozon, dogada yaygin olarak bulunan reaktif bir inorganik molekiil olan ve {i¢
oksijen atomunun meydana getirdigi triatomik bir molekiildiir (Bocci 2004). Ozon
alternatif tipta uzun yillardir uygulanmakta olan bir yontemdir (Saini 2011). Ozon
hemostatik, biyosentezi arttirict, bagisiklik sistemini diizenleyici, analjezik, antihipoksik,
antiinflumatuvar etkilere sahiptir. Ozonlu su, su igeren bir cihaz igerisinde ozon gazi
iiretilmesi ile olugsmaktadir (Huth ve dig. 2006). Ozon giiniimiizde tekstil sektorii, kagit
enstitiisii, gida enstitiisii, tip ve dis hekimligi gibi bir¢ok alanda giivenle ve yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ozellikle ozonun, tibbi cihazlar iizerinde olusan biyofilm {izerindeki

etkinligi ve biyofilm olusumunu 6nlemede ve gidermede kullanilan dezenfektanlar ile



karsilagtirmali etkinlikleri konusunda yapilacak olan caligmalar oldukca degerlidir
(Bocci 2004).

Yapilan bu caligma hastanede en sik kullanilan dezenfektanlarin ve alternatif
tipta yaygin olarak kullanilmakta olan ozonun S.aureus ve P.aeruginosa suslarinin
tizerinde belirli temas siirelerine bagli olarak antimikrobiyel etkinligini belirlemek
amaciyla yapildi. Ayrica temas siirelerinin sonunda iireme gosteren mikroorganizmalarin
biyofilm olusturabilme kapasitesi, dezenfektan ile temasa birakilmadan 6nceki biyofilm

olusturmabilme kapasitesi ile karsilastirildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Dezenfeksiyon

Patojen mikroorganizmalarin inaktivasyonuna ‘dezenfeksiyon’ denilmektedir.
Dezenfeksiyon islemi farkli sekillerde yapilmaktadir. Kimyasallar ile dezenfeksiyon; 1s1
ile dezenfeksiyon ve ultraviyole 15181 ile dezenfeksiyon en yaygin kullanim sekilleridir
(Arda 2006). Giiniimiizde kimyasal maddeler iceren bir¢ok dezenfektan {iriinii vardir.
Dezenfektan maddeler bakterilerin vejetatif formlarini 6ldiirmede etkiliyken daha
direngli formu olan spor formlarimi 6ldiirmeyebilir. Dezenfeksiyon isleminin amaci
mikroorganizmalarin tamamini 6ldiirmek degil miktarini olabildigince miktarini en az
seviyeye indirgeyebilmektir. Dolayisiyla her dezenfeksiyon islemi yapildiginda
sterilizasyon islemide yapildi demek dogru degildir (Ewart 2001; EPA 2004).

2.2. Sterilizasyon

Sporlar da dahil olmak iizere herhangi bir cismin veya cismin lizerinde bulunan
biitlin mikroorganizmalarin, tiim yasam formlarmin o6ldiriilmesi islemi sterilizasyon
olarak tanimlanmaktadir. Sterilizasyon asamalar1 fiziksel veya kimyasal sekilde

gerceklesmektedir (Arikan 1997).

Sterilizasyon islemi; maddenin her formuna gore farkli bigimlerde
gerceklesmektedir. Iyonize olabilen 1sinlarla yapilan sterilizasyon, 1s1 ve filtrasyon gibi
fiziksel yontemlerle yapilan sterilizasyon, gazhalindeki kimyasallarla (formaldehit,
etilen oksit, metil bromid, propilen oksit veya beta propiyolakton) veya sivi formdaki
sterilanlar (glutaraldehit, perasetikasit veya hidrojen peroksit) ile yapilan sterilizasyonlar
gibi farkli yontemler bulunmaktadir. Is1 ile sterilizasyon; kuru 1s1, nemli 1s1 (buharla
sterilizasyon) veya yakma islemidir. Radyasyonla sterilizasyonda genellikle iyonize

olabilen 1sinlar (gama, beta, x 1sinlart) kullanilir, iyonize olmayan ultraviyole isinlar



Ozellikle ameliyathane odalarinda havanin ortam dezenfeksiyonu saglamak amaciyla

kullanilir (Ozyurt 1999).

Hastanelerde en sik kullanilan sterilizasyon yontemleri etilen oksit ve sivi
sterilizan ile gergeklesen soguk sterilizasyon ve buhar ve kuru 1s1 ile saglanan
sterilizasyonlardir. Sterilizasyon islemlerinin ideal kullanim sekli tek merkezden
yapilabilir olmasidir. Tiim malzemelerin 6n temizligi, en uygun yontem secimi ve en
dogru uygulamanin saglanmasi, sterilizasyon verimliligi ve c¢alisma giivenliginin

saglanmas1 acisindan biiyiik dnem teskil etmektedir (Ozyurt 1999).

Sterilizasyon islemleri; dekontaminasyon, temizlik, hazirlik (kurulama,
paketleme), sterilizasyon uygulamasi ve dagitim-kullanim asamalarmi takiben

olusmaktadir (Ozyurt1999).

2.3. Dezenfektan

Dezenfektanlar; bakteri sporlari harig tim mikroorganizmalari
belirlikonsantrasyonlarda belirli siire temastan sonra 6ldiirebilmektedir. Dezenfektanlar
cok kisa siirede maksimum etki gosteren kimyasal maddeler degillerdir (Gtirler 2003).
Dezenfektanlar uygun goriilen konsantrasyonlarda bakteriyel ve fungal sporlarin biitiin
formlarinin yapilari bozmasi 6 ile 10 saatlik siirecten sonra gerceklesmektedir (Ozyurt

2000).

Hastane enfeksiyonlarininkontrol altina alinmasinda en uygun antiseptik ve
dezenfektanin kullanilmasi1 olduk¢a oOnemlidir. Bugiline kadar yapilmis olan
caligmalardan c¢ikarilan ortak sonu¢ mikroorganizmalarin dezenfektanlara karsi
duyarliliklar hiicre yapisinin dzelliklerine bagh olarak degisiklik gdstermektedir (Inan

ve dig. 2009).



2.3.1. Dezenfeksiyonu Etkileyen Faktorler

Mikroorganizmanin tiiri ve miktari

Organik madde miktari

Dezenfektan konsantrasyonu

Dezenfeksiyon siiresi

Sicaklikla

pH derecesi

Yiizey gerilimini azaltici maddelerin bulunmasi

(Eryilmaz ve dig. 2008; Berkman 1990).

2.3.2. Dezenfektan Kullaniminda Dikkat Edilmesi Gereken Hususlar

Dezenfekte edilecek materyallerin tamami dezenfektana maruz kalmalidir,
Kullanilan soliisyonlardan etkinligi belli araliklarla test edilmelidir,
Kullanilmadan 6nce uygun goriilen oranda sulandirilmalidir,

Dezenfekte edilecek materyalin 6n temizligi yapilmali ve ayrilabilir parcalari
dadezenfektanaeklenmelidir.

Dezenfekte edilecek malzeme kurulandiktan sonra dezenfektana atilmalidir,
Dezenfektanlarin etki siireleri bilinmeli ve etki siiresi asilmamalidir,

Hazirlanan dezenfektan sollisyonun hazirlandig: tarih not edilmeli,

Dezenfektan soliisyon azaldikga ayni dezenfektan dahi olsa Tlizerine ilave
edilmemelidir,

Dezenfektan kullanimi egitimleri verilmeli ve denetimler yapilmalidir,
Dezenfektan  soliisyonlarn  saklandiklar1  kaplarin =~ kapaklar1  olas1
kontaminasyondan uzak tutulmalidir,

Hazirlanan soliisyonun saklanilacagi yer giines 1si@indan uzak tutulmali ve
havayla uzun siire temas etmemelidir,

Dezenfektan kullanan kisiler uygun ekipmanlari kullanip ¢aligmaya baslamalidir

(Giiven 2003).



2.4. Dezenfektanlarin Simiflandirilmasi

Patojen mikroorganizmalara kars1 kullanilan dezenfektanlar etki seviyelerine
goreiic ana bashk altinda toplamislardir (Ozyurt 2000). Bunlar diisiik dereceli
dezenfektanlar, orta seviyeli dezenfektanlar ve yiiksek seviyeli dezenfektanlardir (Ozer
2003).

2.4.1. Diisiik Dereceli Dezenfeksiyon

Diistik dereceli dezenfektanlar uygun konsantrasyonlarda kullanildiginda birgok
bakterinin vejetatif formunu, belirli mantarlar1 ve zarfli viriisleri 6ldiirebilmektedir.
Fakat bu  gruptaki  dezenfektanlar = mikobakterileri ve  bakterisporlarini
oldiirememektedirler. Bu dezenfektanlar c¢evresel yiizeylerin temizlenmesi amaciyla
yaygin olarak kullanilmaktadir. Disiik seviyeli dezenfektanlara fenol ve kuaterner
amonyum bilesiklerini 6rnek olarak verilebilir (Petric ve dig. 2003; Dvorak 2008; Rutala
ve Weber 2008).

2.4.1.1. Fenollii Dezenfektanlar

Fenoliin, giinlik hayatimizda yaygin olarak sivi sabunlar, agiz calkalama
sularinda ve ev temizligi i¢in kullanilan dezenfektanlarin i¢lerinde i¢inde (6rnegin; Lisol

gibi) bulunmaktadir.
Fenollii dezenfektanlarin etki gosterdigi mikroorganizmalar;

e Bakteriler (Ozellikle gram pozitif bakteriler)

e Zarfli viruslara karsi etkilidirler.

Bakteri sporlarina ve zarfsiz viruslar 6ldiirmekte etkili degillerdir. Bu dezenfektanlarin

etkileri organik materyallerin varliginda devam etmektedir. Bu materyaller arasinda



laboratuvar yiizeyleri vecok kritik 6neme sahip olmayan medikal malzemeler yer
almaktadir. Ayrica hastane g¢evresinindekontaminasyonunda da fenollii dezenfektanlar
kullanilmaktadir. Fenol igerendezenfektanlarin kullanimi i¢in genel olarak giivenlidir
denebilir fakat etki siiresinin uzunluguna bagli olarak deri irritasyonuna sebep
olabilmektedir. Bu yiizden de yar1 kritik Oneme sahip olan malzemelerin
dekontaminasyon isleminde fenollerin kullanim1 uygun bulunmamaktadir (Petric ve dig.

2003; Dvorak 2008; Rutala ve Weber 2008).

2.4.1.2. Kuarterner Amonyum Bilesikleri

Diger bir adiyla yiizey aktif katyonik dezenfektanlar olarakta bilinen bir grup
kimyasal maddelerdir (Cords ve Dychdala 1993; Boothe 1998). Kuarterner amonyum
bilesiklerinin sulandirilmis formlarinin antiseptik olarak kullanilmast uygun goriiliirken,
sulandirilmadan  direkt olarak antiseptik amactyla kullanilmast ciddi saglik

problemlerine neden olabilmektedir (Petric ve dig. 2003).

Kuarterner amonyum bilesikleri hastane dezenfeksiyonlarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ozellikle stetoskop, katater gibi tibbi cihazlarm steril edilmesinde
tercth edilen dezenfektanlarin basinda gelir. Hastane dezenfeksiyonu disinda iyi bir
niifuz etme 0Ozelligi gostermelerinden dolayr yerlerin, duvarlarin ve ekipmanlarin
sanitasyonunda kullanilir. Ayrica yiiksek sertlik derecesine sahip sularda ve pamuk
iceren materyallerde oldukga etkilidir. Kuarterner amonyum bilesikleri, kullanimda
toksik etki gostermezler fakat uzun siireli temaslarda irritasyona neden oldugu

bilinmektedir (Dvorak 2008).

Bu bilesigi igeren dezenfektanlarin igeriginde; NH4" (amonyum) bulunmaktadir
bu durumda aksitil, aril, alkil, benzil, didesil, etilbenzil, gibi NH4" iceren maddeler ile de
kombine edilebilir ve buda kullanim seklinin genislemesine sebep olmaktadir (Weber
2008).

Kuarterner amonyum bilesiklerinin etki gosterdikleri mikroorganizmalar;



o Bakteriler (gram pozitif ve gram negatif)

e Zarfli viruslardir.

Sporlu bakteriler, zarfsiz viruslara ve mantarlara karsi etkili degillerdir.
Kuarterner amonyum bilesikleri, kullanimlarda toksik etki gostermezler fakat uzun
stireli temaslarda irritasyona neden oldugu bilinmektedir (Dvorak, 2008; Rutala ve

Weber, 2008).

2.4.2. Orta Dereceli Dezenfeksiyon

Gram pozitif bakterilerden mikobakterleri Ozelliklede Mycobacterium
tuberculosis’i inaktive ederken sporlu bakterilere karsi etkisizdir. Ayrica mantarlara
(aseksiiel sporlar dahil ve seksiiel sporlar genellikle hari¢) ve viriislere karsi etkilidir
(Toreci 2003). Orta seviyeli dezenfektanlara; alkoller, glukoprotamin ve iyodoforlar

ornek olarak verebiliriz (Sani¢ 2003).

2.4.2.1. Alkoller

Etil alkol ve isopropil alkol; alkoller gurubunda yer almaktadir. Bu alkollerin

mikroorganizmalar {izerindeki etkileri;

e Bakteriler (vejetatif formlarina bakterisidal etki)
e Mantar (fungusidal etki)

e Virus (zarfli viruslara kars1 virusidal etki)

Alkoller bakteri sporlar1 ve zarfsiz viruslar 6ldiirmekte etkili degildir. Alkollerin
%350 konsantrasyondaeyreltildiginde oldiiriicii aktiviteleri aniden kesilmektedir. Bu
yiizden de alkollerin istenilen etkiyi gostermesinde seyreltme oranlarinin diizgiin ve
uygun goriilen oranlarda ayarlanmasi ¢ok onemlidir. Etil ya da isopropil alkoliinel

antiseptigi olarak kullaniminda bakterisidal etkiyi ortaya c¢ikarabilmek i¢in su igerisinde
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%60-90 (hacim/hacim) oraninda bir diliisyonhazirlanmas: gerekmektedir. Ayrica
alkollerin ugucu 6zelligi goz 6ziine alindiginda maddeler tizerindeki etki siirelerini ¢cok
iyi ayarlamak gerekmektedir. Alkoller mikroorganizmalarin proteinlerini denatiire
ederek antimikrobiyal etki gosterir. Alkollerin yanic1i Ozellikte madde olmasi,
depolanmast konusunda 6zel sartlar aranmasina sebep olmaktadir. Bu yiizden de
alkolleri muhafaza ederken yanici 6zelligini gostermemesi i¢in iyi havalandirmasi olan
serin yerler tercih edilmelidir. Alkoller deri yaralarinin enfeksiyon kapmamasini
onlemek i¢in ayrica yiizey ya da medikal malzemelerin dezenfeksiyonu igin de
kullanilmaktadir. Fakat yiizey dezenfektani olarak kullanilmasi olduk¢a pahalidirlar.
(Larson 1991; Petric ve dig. 2003; Dvorak 2008; Rutala ve Weber 2008).

2.4.2.2. Hipokloridler

Klorlu dezenfektanlar arasinda en yaygin olarak kullanilan hipokloridlerdir.
Bunu sebebi hem sivi olan (6rn; sodyum hipoklorid) hem de kat1 olan (6rn; kalsiyum
hipoklorid) sekillerinin bulunmasindan kaynaklanmaktadir. Sivi soliisyon halinde
bulunan %4-6’lik sodyum hipoklorid en sik kullanilan seklidir (Petric ve dig. 2003).
Hipokloridler uygun konsantrasyonda kullanildiginda mikroorganizma {zerindeki

etkileri;

e Bakteriler (bakteri sporlar1 haric)
e Mantarlar

e Virusler

Hipoklorid iceren dezavantajlar ev igerisinde kullanildiginda deri, goz, orofarinks
ve Ozefageal irritasyonlara neden olabilecegi bilinmektedir. Dekontaminasyon amaciyla
tavsiye edilen dezenfektanlar arasinda yer almaktadir. Metaller {izerine koroziv etkiye
sahip olmalar1 sebebiyle yiiksek konsantrasyonlarda (>500 ppm) kullanildiginda organik
materyalleri inaktif edebilmektedirler. Yiizey dezenfeksiyonuamaciyla 1:50 oraninda

seyretilerek kullanimi uygun goriilmektedir (Dvorak 2008; Rutala ve Weber 2008)
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2.4.2.3. Iyot ve Iyodofor Dezenfektanlar

Iyot ve iyodoforlarin bilesimleri birbirine benzeyen dezenfektanlardir. Bunlar
mikroorganizma {lizerinde uygun siire {lizerinde temas edildiginde bakterisidal,
sporosidal, virusidal ve fungisidal etki gosterir. iyodun dezenfeksiyon &zelligi tipki klor
gibi, organik materyalleri notralize etmesinden kaynaklanmaktadir (Gottardi 1999). iyot
uygun sekilde kullanilmazsa ya da etki siliresini asan kullanimlarda dokuyu irrite
edebilecegi bilinmektedir. Metaller i¢inde koroziv etki gosterebilmektedir. ’Tamed”’
adi verilen iyodinlerin (ameliyat esnasinda kullanilan) ¢esitleri doku irritasyonuna sebep

olmamaktadir. (Petric ve dig. 2003; Dvorak 2008; Rutala ve Weber 2008).

2.4.3. Yiiksek Dereceli Dezenfeksiyon

Uzun siireli kullanilan yiiksek dereceli dezenfektanlar bakteri sporlarini da dahil
olmak tiizere tim mikroorganizmalarin inaktive olmasini saglar (Giirler 2002). Ayrica
kisa siireli yiiksek dereceli dezenfektan kullanimda da bakteri sporlarinin biyiik bir
kismina karst sidal etki gosterirler (Ozyurt 2005). Bu grup dezenfektanlara
gluteraldehid, hidrojen peroksid, perasetik asit, sodyum hipoklorid O6rnek olarak
verilebilir (Sani¢ 2003).

2.4.3.1. Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit ayrica yara temizlenmesi isleminde antiseptik olarak kullanilir.
Anaerobikbakterilere kars1 etkilidir. Yiiksek konsantrasyonlu uygulamada zamanindan

daha fazla siirede temasta birakildiginda dokulara zarar verebilmektedir.

Cevresel dezenfektanlar olarakstabilize hidrojen peroksit yaygin sekilde

kullanilmaktadir. Stabilize hidrojen peroksitin etkili oldugu mikroorganizmalar;
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o Bakteriler (vejetatif bakteriler ve bakteri sporlar)
e Virusler (zarfl1 ve zarfsiz viriisler)

e Mantarlar

Giliniimiizde iiretici firmalar tarafinda uygun goriilen kullanim stiresi 30 dakika
igerisinde sterilizasyon, yiiksekkonsantrasyonlarinin ise 5 dakikada dezenfeksiyon
yaptigini ortaya koymuslardir (Petric ve ark. 2003; Dvorak, 2008; Rutala ve Weber,
2008). Hidrojen peroksit %5-20 konsantrasyon araliklarinda daha mikroorganizma
tizerinde sidal gosterirken daha c¢ok endiistriyel alanlar kullanilan yiiksek

konsantrasyonlar (%30) sporsidal etki gostermektedir (Cords ve Dychdala 1993).

2.4.3.2. Gluteraldehit

Gluteraldehitler hem sterilizasyon hem de dezenfeksiyon i¢in en yaygin
kullanilan dezenfektanlar arasindadir. Aldehidler germisidal etkili, gluteraldehitler ise
bakterisidal, virusidal, fungisidal, sporosidal ve parasitisidal etkilidirler.
Gluteraldehitlerin gaz ve likid formlar1 bulunmaktadir. (Petric ve dig. 2003; Dvorak
2008; Rutala ve Weber 2008).

Organik madde varliginda glutaraldehitler, formaldehide gore daha fazla
antibakteriyel etkinlige sahip oldugu yapilan calismalarda bildirilmistir. (Quinn
veMarkey 2001). Gluteraldehitlerin olarak yiiksek seviyede toksik etkiye sahip olabilen
bir dezenfektandir. Bu yiizden de bu toksik etkiyi en faza indirebilmek i¢in glutaldehitler
kullanildiktan sonra iyi bir havalandirma yapilmasi 6nerilmektedir (Petric ve dig. 2003;
Dvorak 2008; Rutala ve Weber 2008). Glutaldehitler kullanlirken pH’nin 7,0; sicakligin
ise yiiksek oldugu durumlarda en iyi etkiyi gosterebilmektedir (Quinn ve Markey 2001).
Hatta yapilan calismalarla karsilastirilldiginda yiiksek sicaklikta en iyi etki gdsteren
dezenfektanlar glutaldehitlerdir (Gelinas ve dig. 1991).
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2.4.3.3. Formaldehit

Gaz ve sivi formu bulunan formaldehitler dezenfeksiyon ve sterilizasyon
amactylakullanilmaktadir. Formaldehit, ticari sekilde su bazli igerik olarak %37’lik
seyreltmeyle edilerek satilmaktadir. Formaldehitin su igerikli satilan bu soliisyonu
bakterisidal, tiiberkiilosidal, fungisidal, virusidal vesporosidal olarak etki
gostermektedir. Dezenfeksiyon ve sterilizasyon islemleri amaciyla kullaniminda oldukga
dikkatli calisilmasi gerekmektedir. Kullanimda dikkat edilmesi gereken bazi kurallar
bulunmaktadir. Yiiksek oranda karsinojenik oldugu i¢in ve doku irritasyonlarindan
dolay1 8 saatten daha fazla kullanimi Onerilmemektedir. Ayrica formaldehitin
kullanildig1 alanlarla uygulamay1 yapacak olan calisanlarin direk olarak temasinda
miimkiin oldugunca uzak durmasinda 6nemli fayda vardir (Petric ve dig. 2003; Dvorak

2008; Rutala ve Weber 2008).

2.4.3.4. Orto-Fitalaldehit (OPA)

%0.55 1,2-benzenedikarboksialdehid ya da OPA, seffaf, soluk mavi pH’s1 7.5
olan bir soliisyondur. Opa; ortofitalaldehit iceren, cerrahi aletlerin ve endeskoplarin
sterilizasyonunda kullanilan bir dezenfektandir. Isiya karsi duyarlidir bu yiizden cerrahi
aletlerin yiiksek diizey dezenfeksiyonu kullanirken soguk sterilizasyon sekli kullanimi

i¢cin uygundur (Esen 2009).

Orto-fitalaldehit (OPA)’in antimikrobiyal etkinligi gluteraldehit ile benzerlik
gostermektedir. OPA, glueraldehitlere oranla olduk¢a avantajlidir. Kokusuzdur ve en
etkili pH araligi ph=3-9’dur. Formaldehitler gibi gozler ve burun i¢in de irrite 6zelligi
bulunmamaktadir (Petric ve dig. 2003; Dvorak 2008).

OPA’nin glutaldehite gére avantajlari;

e pH degisikliklerinden ¢ok fazla etkilenmez.

e Kullanilmadan once aktive edilmesi gerekmemektedir.
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e Depolama siiresi boyunca ve tekrar kullanimlarda aktivasyonunda kayip
olmaz.

e G0z, deri, solunum irritasyonu yapmaz.

o Kokusuzdur.

e Invitro olarak OPA nin mikobakterisidal etkisi gluteraldehitden daha hizlidir.

(Rutala ve Weber 2008).

2.4.3.5. Perasetik Asit

Perasetik asit, hidrojen peroksit ile asetik asitin bir araya gelerek olusturdugu bir
dezenfektandir. Beraber kullanildigiiiriinlerin (asetik asit, su, oksijen, hidrojen peroksit
gibi) yapisini bozmaz ve kalint1 birakmaz. Organik maddeler tizerinde etkisi kalici etki
yapmaktadir. Perasetik ya da peroksiasetik asit biitiin mikroorganizmalara etki etme
sekli cok hizlidir. Diistik 1s1larda bile sporosidal etkilidir (Petric ve dig. 2003; Dvorak
2008; Rutala ve Weber 2008).

Mikroorganizmalar iizerinde bakterisidal, tiiberkulosidal, fungusidal, sporosidal
ve viriisidal etkilidir (Gorman ve Scott 2004). Kullanim alanlar1 genellikle yiyecek
endiistrisinde veameliyathanelerin soguk sterilizasyonudur (Dvorak 2005). Oldukca
irritandzelliklere sahip oldugundan calisilirken c¢ok dikkat edilmesi gerekmektedir.

Ornegin %1°lik ¢dzeltisi 6 giin iginde aktivitesinin yarisini kaybeder (Samast1 2008).

2.5. Dezenfektanlarin Etki Tarzlar1 ve Dezenfektanlarin Tiirleri

Dezenfektanlarin etki tarzlar1 ve dezenfektanlarin tiirleri mikroorganizma
tizerinde farkliliklar gdstermektedir. Bakterimembranlarinin fonksiyonunu bozanlar,
proteinleri denatiire edenler, enzim aktivitesini bozanlar ve niikleer sistemi bozanlar

olarak 4 baglik altinda incelenmektedir (Arda 2006).
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2.5.1. Bakteri Membranlarinin Fonksiyonunu Bozanlar

Dezenfektan maddeler; ozmotik basinci arttirmak ve yiizey gerilimini diisiirerek
bakterilerin tiremesinin durdurulmasi veya inaktive edilmesinde etkili olabilirler. Bu
etkiyi gosteren dezenfektanlar mikroorganizmalarin hiicre membranlarinin yar1 gegirgen
Ozelligini kaybettirip, organizmanin beslenmesi aksatip metobolizma o6liimlerine sebep
olurlar. Bu dezenfektanlara fenoller-fenollii bilesikler, sentetik deterjanlar ve organik
solventler 6rnek verilebilir (Arda 2006).

2.5.2. Proteinleri Denatiire Edenler

Bu sekilde etki gdsteren dezenfektanlar proteinlerin ii¢ boyutlu yapisin1 bozarak
ve polipeptid zincirinin rastgele halkalanmasi1 ve helezonlasmasina sebep olarak

mikroorganizmalarin 6liimiine neden olmaktadir.

Bu maddeler arasinda; asitler ve alkaliler yeralmaktadir. Asit maddelere;
hidroklorik asit, siilfirik asit, fosforik asit ve nitrik asit, asetik asit, propiyonikasit ve
biitirik asit ornek verilebilir. Alkali maddelerden sodyum hidroksit ve potasyum

hidroksit kalsiyum dioksit, nitrat iki oksit gibi 6rnekler verilmektedir (Arda 2006).

2.5.3. Enzim Aktivitesini Bozanlar

Bu maddeler mikroorganizmalarda bulunan enzimlerin katalitik etkiye
sahipbolgelerine ya da substantlar ile birlesen fonksiyonel gruplara (-SH gruplarina)
kars1 afinite duyarak oOzel baglarla bu bolgelere baglanip mikrobiyosidal ve
mikrobiyositik  etkigdstermektedirler.  Ayrica, bu  dezenfektanlarin  yiiksek
konsantrasyonlarda kullanimi hiicresel enzim sisteminininaktive olmasini ve temel

metabolitlerin hiicreden disariya ¢ikmasini saglamaktadir (O’connor ve Rubino 1991).
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Bu dezenfektanlara agir metaller, tuzlar-iyonlar, oksidan maddeler ve alkilen maddeler
ornek olarak verilebilir (Arda 2006).

2.5.4. Niikleer Sistemi Bozanlar

Ozellikle mikrobiyoloji laboratuvarinda kullanilmakta olan boyalar bu grup
icerisinde yer alir. Bazik boyalar, asidik ve notr boyalardan daha etkilidirler. Boyalardan
baslicalari; akridin, brillant yesili, fuksin, kristal viyole, malasit yesili, metilen mavisidir.
Boyalar, organizmalarin DNA’s1 ile birleserek aktivitelerini, replikasyonlarini ve protein
sentezlerini engelleyip, niikleik asitlerle beraberek bilesik olustururlar. Malasit yesili,

kristal viyole ve akridin boyalar bunlar arsinda yer almaktadir (Arda 2006).

2.5.5. Bakteri Sporlarma Etki Edenler

Dezenfektanin cinsine gore bakteri sporlarina karst farkli etki mekanizmalari
bulunmaktadir. Kuarterner amonyum bilesenleri, germinasyon asamasinda etki
gosterirken, fenoller sporun olusum asamasina etki eder. Gluteraldehid, formaldehid,

hipoklorit, iyot, hidrojen peroksit ve etilen oksit olgun spor agsamasinda etkilidir.

[https://acikders.ankara.edu.tr/pluginfile.php/62731/mod_resource/content/5/7.%20hafta
%?20sterilizasyon-dezenfeksiyon.pdf]

2.6.1. Ozon

2.6.1. Tanmim

Ortamda gaz halinde bulunup oldukga reaktif bir inorganik molekiil olan ve ii¢
oksijen atomun meydana getirdigi triatomik molekiile ozon denir. Ozon gazinin

meydana gelmesi; dogada bulunan oksijen molekiiliiniin fotolizi sonucu olarak ortaya
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¢ikan oksijen atomlarinin ¢evredeki diger oksijen molekiilleriyle tepkimeye girmesiyle
olusur (Bocci, 2004). Diger bir deyisle ozonun olusumu aktif atomik oksijen (O+2) ile
oksijen molekiiliiniin (O2) tepkimeye girmesiyle olusur (Bocci ve Paulesu 1990; Bocci,
2004) (Sekil 2.6.1). Yani ozon, dogada bulunan oksijen atomunun UV 151k ile etkilesimi
sonucu elde edilmektedir (Kim 1999).

Ozon Gazi

Sekil 2.6.1. Ozon Gazinin Olusumu

Ozon aktif ve kararsiz bir molekiil oldugu i¢in yarilanma 6mrii kisadir. Bir ¢ok
biyomolekiille tepkimeye girdigi bilinen ozonun fiziksel ozellikleri Tablo 2.6.1°de

gosterilmektedir (Valacchi ve Bocci 2000; Lynch 2004).

Tablo 2.6.1. Ozonun Fiziksel Degerleri

FIZIKSEL OZELLIK DEGER
Molekiiler Agirlik 48 g/mol
Erime Noktasi -192,7
Kritik Sicaklik -12,1
Kaynama Noktas1 (101kPa) 1119

Gaz Formundaki yogunlugu 2,144 kg.m?

Buharlagsma Enerjisi 15,2 Kj.mol-1
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2.6.2. Tarihce

Van Marum, 1975 yilinda c¢alisma yaparken elektrik kivilcimlart olusumu
esnasinda farkli bir kokunun ortaya ¢iktigini saptamis, bu kokunun aynisin1 Cruickshank

1801 yilinda suyun elektrolizi sirasinda da fark etmistir. (Bocci ve Paulesu, 1990; Bocci,

2004).

Bu gaza 1840 yilinda ‘Ozon’ adin1 ilk kullanan bilim insan1 Shonbein’dir. Ozon
yunanca kokenli bir isim olup ‘koklamak’ anlamina gelir. Ozon tanimlandiktan sonra
uzun bir zaman ¢ogu bilim insanit ozonun etkinligi ve klinik arastirmalari i¢in g¢esitli
arastirmalar yapmislardir. Bu arastirmalardan en ¢ok ilgi ¢ekenini Amerika’da 1880° de
ozonun etkinligi hakkinda yapilan g¢aligmalar olusturmaktadir. Amerika’da 1880°den
giiniimiize kadar tiim diinyada yaygin olarak kullanilan ‘ozon terapisi’ tipta alternatif
terapi yontemi olarak kabul edilmistir. Ozon gazi, diger sanitasyon ajanlarinin
kullanimin1 geride birakarak daha popiiler bir sanitasyon yontemi olarak ortaya ¢ikmaya

baslamistir (Bocci 2004).

Bocci tarafindan yapilan bir calismada insan kanina belirli konsantrasyonlarda
ozon gazi uygulandigi zaman immiin sistem hiicrelerinin aktivasyonunu saglayip hiicre
sayisinda kayda deger bir artis oldugunu bildirdi. Fakat bu ektinin ortaya ¢ikmasinda
ozonun uygun konsantrasyon ve siirelerde uygulanmasi gerektigi de ifade edildi (Bocci
2004).

ABD’de 20. yy’da ozon giiglii bir dezenfektan ve oksidan madde olarak
kullanilmaya baslanmistir. Tek parcalanma iiriinii oksijen olan ozonun direkt olarak gaz
olarak veya sulu ¢ozeltilerinin kullanimi miimkiin oldugu i¢in 1997 yilinda ABD’de
GRAS (Genel Olarak Giivenli Kabul Edilen) statiisiine uygun bulunan ozonun gida
enstitiistinde kullanimina izin verilmistir. Gaz veya sulu c¢ozeltilerde kullanilan ozonun
avantaj ve dezavantajli oldugu durumlar vardir. Sulu ¢6zelti olarak ozon kullanimin

avantajlarina  bakacak olursak kullanilacak olan ozon miktarinin rahatlikla



19

ayarlanabilmesidir. Bir dezavantaj olarak da &zellikle ozonun tarimda kullaniminda
oksidasyona duyarli besin dgelerinin miktarini azaltmasi ve besinlerin rengini soldurup
kaybetmesine neden olabilmektedir. Bu sebeplere bakarak kullanilacak olan ozonin
dozajinin dogru ayarlanmasi olduk¢a 6nemlidir. Ozon, tarimin yaninda gida sanayinde
de ¢esitli amaclarla kullanilmaktadir. Meyve ve sebzelerde; mikotoksinlerin giderilmesi,
dezenfeksiyonun saglanmasi, tirliniin raf omriinlii daha fazla uzatabilmesi miimkiindiir

(Guzel ve dig. 2004).

Akbas, Ozdemir ve Hwang’in yaptigi calismalara bakacak olursak meyve-
sebzelerde bulunan mikotoksin, pestisit kalintilarinin gidadan ayrilmasi konusunda son
derece umut vaat eden sonuglar gostermektedir (Akbas ve Ozdemir 2006, Inan ve dig.

2007, Karaca ve Velioglu 2009).

Jay ve digerleri 2005 yilinda yaptigi bir c¢alismada 0,15-5,0 ppm
konsantrasyonlarinda ozon gazinin mikroorganizma gelismesini engeleyici etki

gosterdigini ortaya koymuslardir (Jay ve dig. 2005).

Bocci 2007 yilinda yaptign farkli bir calismada ozonun c¢ogu hastaligin
tedavisinde metobolizma arttict etkisi oldugunu ve yaralarin iyilesiminde dezenfekte

edici 6zelliginin bulundugunu sdyledi (Bocci 2007).

Skog ve Chu’nun 2001 yilinda yaptig1 baska bir ¢alismada ise ozon uygulamasi
yapilmis portakal, ahududu, {iziim, armut ve elmalarin mantarlar tarafindan

clirtitiilmesini engelleyip raf dmriinii uzattigini sdylemislerdir. (Skog ve Chu 2001).

Bu caligmalarin yani sira yapilan diger ¢aligmalarda g6z Oniine alindiginda
ozonun, bazi gidalarin degerini azalttifida bildirilmistir. Bu yiizden ozon dozunun
ayarlanirken ¢ok hassas ¢alisilmasi gerekmektedir. Ozonun calisilacagi ortam sartlarinin
(pH’s1, sicakligi, ozonlama siiresi) dikkatlice ayarlanmasi gerekmektedir. (Karaca ve

Velioglu 2007).

Glinlimiizde ozon su aritma, kagit endiistrisi, tekstil sektorii, gida endiistrisi tip

vedis hekimligi gibi bir ¢cok alan ve iilkede alaninda yaygin ve giivenle kullanilmakta
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olup kullanim alanlar1 her gegen giin genislemektedir. (Bocci ve Paulesu, 1990; Lynch,

2004)

2.6.3. Ozonun Etki Mekanizmasi

Ozon tedavisi; c¢esitli hastalifin tedavisinde alternatif tipta uzun yillardir
uygulanmaktadir. Ozon tedavisi hiicreye kronik oksidatif stresi arttirarak etki etmektedir
(Saini 2011). Ozon; analjezik, antihipoksik, antienflamatuar, antimikrobiyal,bagisiklik
sistemini diizenleyici, biyosentezi, arttirici, enerji metabolizmasini hizlandirici,

hemostatik metabolizma hiziniarttirici etkilere sahiptir (Bocci 2005).

2.6.3.1. Antimikrobiyal Etki

Ozonun antimikrobiyal etkisini hiicre zarinda zarar meydana getirerek
gerceklestirmektedir. Ozon hiicre zarinda bulunan hidrokarbonlarin ¢ift baglart ile
kimyasal reaksiyona girer ve sekonder oksidan etkiyle hiicre yapisinda modifikasyona
neden olur. Ozon, antibiyotik direnci gosteren bakterilere kars1 oldukga etkilidir. Ayrica
ozonun antimikrobiyal etkisini asidik ph ve sivi ortamlarda etkinliginde artis meydana
gelmektedir. Viral kaynakli enfeksiyonlarda ozonun etki mekanizmasini ise; viral
protein sentezine engel olup enfekte hiicrenin peroksit duyarliligi ve ozonun reverse

transkriptaz enziminin etkinligini inaktive etmesi olugturmaktadir (Bocci 2005).

2.6.3.2. immunstimiilan Etki

Ozon immiin sistem hiicrelerinin proliferasyonunu ve immiinglobulin sentezini
uyarip, makrofajlarin fagositoz i¢in duyarliligini arttip hiicresel ve hiimoral immiin
sisteme etki etmektedir. Bu etki mekanizmasi sonucu olarak sitokin iiretir. Urettigi bu
sitokinlerde immiin sistemi baskilanmis kisilere yararli etkiler meydana getirmektedir

(Bhateja 2012).

Ayrica ozon yaralarin iyilesmesinde de interlokinler, lokotrienler ve
prostoglandinler gibi biyolojik olarak aktif molekiillerin sentezini de arttirarak yardime1
olmaktadir (Celiberti 2006).
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2.6.3.3. Antihipoksik Etki

Ozon hasarli dokulardaki parsiyel oksijen basincinmi arttirtp ve kandaki oksijen
tasinimi seviyesinde artig gostererek hiicre metabolizmasinda farklilagsmaya sebep olur.
Olusan farklilagsmada, oksijenli solunumda kullanilan enerji kaynaklarinin kullanimini
arttirmaktadir. Ayrica eritrositlerin etki ettikleri temas yiizeyini arttirmaktadir. Ozon
dolasim sistemini de uyarip dolasim bozuklugu hastaliklarinda ve organ fonksiyonlarinin

canlandirilmasinda énemlidir (Saini 2011; Celiberti 2006).

3.6.3.4. Analjezik ve Detoksifikasyon Etkisi

Nitroz oksit (NO) gibi vazodilatorlerin salinimina neden olarak arteriol ve

veniillerde dilatasyona sebep olmaktadir (Bhateja 2012; Das 2011).

2.6.3.5. Metabolizma Hiz1 ve Biyosentez Uzerine Etkisi
Ozon mitokondri ve ribozomlar1 uyarip hiicre i¢i protein sentezini arttirir. Bu
durumda hiicre fonksiyonlarinin aktivasyonunu, doku ve organlarin rejenerasyon

potansiyeli arttirmasina neden olmaktadir (Bhateja 2012; Celiberti 2006).

2.6.4. Ozonun Tip Alaninda Kullanilmasi

Ozon giiniimiizde bir¢ok hastaligin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bunlardan baslicalart;

* Kan ve dolagim problemleri

+  Ulseratif kolit, bakteriyal diyare

* Asin kan lipid, iirik asit seviyeleri
* Kan sekeri dengelenmesi

* Felg tedavisi
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Migren, bas donmesi ataklari

Immiin sistem zay1flig1

Uyku problemleri

Viriis, bakteri ve mantar enfeksiyonlar1 kaynakli kronik ve akut enfeksiyonlar.
Artroz, eklem romatizmasi

Akne, egzema, cilt rahatsizliklaridir

(Bocci 1996).

2.6.4.1. Ozon Tedavisinin Avantajlari

Anti oksidan sistemin uyarilmasidir

Dogal ¢evreye zarar1 bulunmasi

Dolasim sistemini uyarip hasarlt doku tespiti saglamasi
Immiin bagisiklig1 giiclendirmesi

Oksijen metabolizmasini yapilandirmasi

Patojenlerin yok etmesi

(Bhateja 2012).

2.6.4.2. Ozon Tedavisinin Endikasyonlari:

Arteriyal dolasim bozukluklari,
Deri lezyonlar1 ve eksternal tilserler
Dis hekimligi

Immiin sistemindeki bozulmalar,

Inflamatuar durumlar,



Romatizmal hastaliklar

(Saini 2001; Bocci 2005).

2.6.4.3. Ozon Tedavisinin Kontrendikasyonlari

ACE inhibitorii kullanan hastalar,

Favizm

Hamilelik

Hipertiroidizm, trombositopeni ve ciddi kardio-vaskiiler durumlar,

Ozon alerjisi

(Bocci 2005).

2.6.4.4. Ozonun Uygulanma Sekilleri:

Intraartikuler enjeksiyon,

Intramuskuler enjeksiyon,

Major oto-hemoterapi,

Minor oto-hemoterapi,

Rektal yoldan oksijen/ozon karigiminin verilmesi,
Ozon jenaratorii

Ozonlanmis su ( sprey ya da kompres olarak),
Ozonlanmis zeytin yagidir.

Transkutan6z ozon gazi uygulama

23
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(Bhateja 2012; Bocci 2005; Grootvelt ve dig. 2004)

2.6.5. Ozonlu Su

Ozonlu su, sulu bir cihaz igerisinde ozon gazi iretilmesi ile olusmaktadir.
Ozonun oksijene doniigiimii bu cihazlarda daha hizli olmaktadir ve ozonlu su organik
dokularla temasa geldiginde ayrismasi hizlanmaktadir. Bu nedenle ozonlu suyun
antibakteriyal etkinliginin devam etmesi icin siirekli taze halde tiretilmesi gerekmektedir

(Huth ve dig. 2006; Nagayoshi ve dig. 2004).

2.7. Biyofilmler

2.7.1. Tanimlar

Biyofilm, ekstraseliiler matriks (ECM) iginde gomiilii olarak bulunan yiizey ve
birbirleriyle sikica baglanmis mikroorganizma toplulugudur (Sekil 2.7.1). Geg¢misten
giiniimiize biyofilm konusunda g¢esitli bilim insanlarinin birbirinden farkli tanimlari
olmustur. Costerton ve dig. Belirttigine gore biyofilm tanimini “mikroorganizmalarin
canli ve cansiz ylizeye yapigmasini saglayan polimerik matriks” olarak tanimlamiglardir.
Elder ve dig. Belirttigitanimda biyofilmler “ekzopolimer matriks araciligiyla olusan
yapisal birlik” olarak tanimlamistir. Carpentier ve Cerf ise biyofilmler i¢in “gdmiili
olarak bulunan ylizeye yapismis, organik polimer matriks” demeyi uygun gormiislerdir.
Biyofilmler insan {izerinde en ¢ok kateter gibi viicuda yerlestirilmis olan tibbi
gereclerlerin yiizeylerinde olusurlar. Ayrica endiistriyel su sistem borular1 ve cam, metal,
plastik gibi dogada siklikla karsilagilan objelerin yiizeyinde varliginm1 gosterirler.
Biyofilim i¢inde yer alan mikroorganizmalar tarafindan tiretilen ECM’nin temel bileseni
polisakkaritler olur esas biyofilmin olustugu yere gore de mineral kristalleri, korozyon
partikiilleri, kan bilesenleri gibi maddeleri de igerebilir. Biyofilm icindeki
mikroorganizmalarin, biiyiime oranlari, gen transkipsiyonlar: birbirinden farkli oldugu

icin birbirinden degisik fenotip 6zelligi gostebilirler (Donlan 2002).
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Sekil 2.7.1. Ekstraseliiler Matriks Icindeki Biyofilm

2.7.2. Tarihge

17. yy’da Antonie Van Leeuwenhoek’in mikroskobu kesfetmesinden sonra
Leuwenhoek yaptigi mikroskop tizerinde kendi diseti plaklarinin tizerinde olugsmus olan
bakteri gruplarini gozlemlemisti (Percival ve dig. 2011). Uzun siireler boyunca bir bilim
insan1 biyofilm konusunun agiga kavusabilmesi igin c¢esitli ¢aligmalar yapmuslardir.
Yapilan bir ¢alismada serbest olarak bulunan mikroorganizmalarinin birbirlerine tutunup
cogalma derecelerinin, bir ylizey varliginda mikroorganizmalarin birbirlerine tutunup
cogalma derecelerinin daha yavas oldugunu fark etmislerdir (Heukelekian ve Heller
1940). Yapilan baska bir ¢alismada deniz suyunda bulunan bakterileri incelerken denizin
igerisinde bulunan camin yiizeyine tutunan bakterilerin ¢ogalma hizlarinin denizde
serbest olarak bulunup ¢ogalan bakterilerden daha hizli oldugunu gézlemlemistir (Zobell
1943). Elektron mikroskobunun kullaniminin yaygimlasmasiyla yiiksek ¢oziiniirliik ve

yiiksek biiyiiltmeli yapilan incelemelerden dolay1 biyofilmlerle ilgili daha kapsamli



26

calismalar yapilmaya baslanmistir. O yillarda bir caligsma atik su tesisindeki filtrelerin
yiizeyinden 6rnek alip elektron mikroskobunu kullanarak incelediklerinde ¢esitli tiirden
mikroorganizmalarin bir arada bulundugunu ve etraflarinda matriksin polisakkarit forma
bulundugunu gostermislerdir (Jones ve dig. 1942). Biyofilmin mikroorganizmaya
sagladig1 yararlarindan biri de mikroorganizmay1 antimikrobiyal etkilerden korudugudur

(Murray ve dig. 2013).

Biyofilm olusturabilen mikroorganizma ve planktonik mikroorganizmalarin

metobolik aktifitelerini karsilastirdiklar: bir ¢calismada su verilere ulasilmustir;

e Biyofilm olusturabilen mikroorganizmalar farkli yiizeylere tutunmaya

daha isteklidir.

e Sulu sistemlerde biyofilm olusumu, hiicrelerin  bdliinmesi  ve

ekzopolisakkarit yapimai i¢in gerekli olan besin miktar ile sinirlanir.

e Ortamda besin eksikligi oldugu durumlarda, mikroorganizmalar
ortamdaki organik maddelerin yiizeyine tutunarak lokal biyofilm
gelisimine neden olabilir. Fakat bakteriler besin eksikligi fazla olan
ortamlarda genellikle yiizeylere tutunamamaktadir (Costerton ve dig.

1978; Costerton ve dig. 1995).

2.7.3. Biyofilmin Yapisi

Biyofilmler matrikslerinde canliliklarini siirdiiriir. Bu matriksin yapist ve
yogunlugu mikroorganizmalara gore farklilik gosterir. Bir biyofilmin olusmabilmesi i¢in
gerekli olan ortak bilesenler; mikroorganizma, glikokaliks ve yiizeydir (Soll 1992). Bu
maddelerden herhangi birisi olmazsa biyofilm olusumu s6z konusu olamaz. Biyofilm
olusumunda gerekli olan bilesimlerin oranlari ise; %97 su, %2-5 mikroorganizma, %1-2
polisakkarid, %1-2 protein, %1-2 DNA ve iyonlardan olusmaktadir (Donlan ve
Costerton, 2002). Biyofilmler bir mikroorganizma tiirii tarafindan olusabilecegi gibi

birbirinden farkli mikroorganizmalarin bir araya gelmesiyle de olusabilir. Farkl: tiirlerin
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bir araya gelmesiyle olusmus olan biyofilmlerde her tiiriin bir arada bulundugu
mikrokoloniler vardir. Bu mikrokoloniler de su kanallari ile birbirinden ayrilmistir.
Oksijen difiizyonu ve besin aligverisi bu su kanallar1 araciligi ile saglanir.
Mikroorganizmanin tiiriine ve cevresel faktorlere bagli olarak olgun bir biyofilmin

olusmasi birkag saat ile birkag hafta arasinda zaman alir.

2.7.4. Biyofilmlerin Olusumu

Biyofilmlere giinliik hayatimizda siklikla karsilasiriz. Insanda; 6zellikle dis ve
disetlerinin ilizerinde olusan diizenli bakim ile siirlanabilen plaklar en sik karsilasilan
biyofilmlerdir. Biyofilmin neden oldugu enfeksiyonlarla siklikla karsilasiriz (Percival ve
dig. 2011). Ozellikle hastanelerde biyofilm kaynakli enfeksiyonlar cok yaygindir. Hatta
hastane kaynakli enfeksiyonlarin yarisi biyofilm temelli ortaya c¢ikan vakalar olup
morbidite ve mortalitede ciddi artisa neden olurlar (Costerton ve dig. 1999). Tim
hastane enfeksiyonlarinin yarisindan fazlasi biyofilm temelli olarak ortaya ¢ikmaktadir
(Donlon 2001). Biyofilm olusum basakmalarinin aydinlatilmasi biyofilm kaynakli
enfeksiyonlarin tedavisi i¢in olduk¢a oOnemlidir. Bu komplex olusum i¢in direkt
mikroskobik inceleme tedavide istenilen basariya ulasmada yeterli degildir. Biyofilmin
olusum asamalarinin arastirilmasinda in-vivo teknikler, genetik ve molekiiler ¢aligmalar

daha basarilidir.

Biyofilmin olusum mekanizmalariyla ilgili yapilan ilk ¢aligmalarin sonuglarinda
biyofilmlerin olduk¢a kompleks yapida oldugu ve iyi diizenlenmis bir gelisim siirecine

sahip oldugunu gostermistir (O’ Toole ve dig. 2000).
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2.7.5. Bakterilerde Biyofilmin Olusum Asamalari

Biyofilm gelisim siireci olduk¢a kompleks mekanizmalar1 igeren aktif bir siiregtir.
Bakterilerin biyofilm olusturabilmeleri gerekli olan bazi durumlar vardir. Bunlar

sirasiyla;

1. Savunma

2. Adezyon ve Kolonizasyon
3. Yasanabilir ¢evre gelistirme
4

Komiinite olusturmak

2.7.5.1. Savunma: Mikroorganizmalarin g¢evresel streste karsi cevap olarak gelistirdigi
yapilardir. Biyofilm olusturabilen mikroorganizmalar, besin kitligi, ortamdaki ani pH
degisiklikleri, dezenfektanlar, antibiyotik 6ldiiriicti maddelerin ortamdaki varligina karsi
planktonik hiicrelerden daha fazla direng gosterirler. Bu yiizden kronik seyirli

enfeksiyonlarda strese yanit olarak biyofilm gelisebilmektedir (Costerton ve dig. 1999).

2.7.5.2. Adezyon ve Kolonizasyon: insan viicudunun bazi béliimlerinde bakterilerin
yasay1p liremesi i¢in besin, su ve oksijen yoniinde zengin olan ortamlar bulunmaktadir.
Bakteriler canliliklarin1 ortam sartlar1 bozulsa da devam ettirebilmek icin biyofilm
olustururlar. Bakterilerin viicudun belirli bolgelerine tutunmasini saglamak i¢in birtakim
yontemleri bulunmaktadir. Bakterinin yilizey proteinleri ile konak¢inin fibrinojen,
fibronektin, vitronektin, elastin gibi ekstraseliiler matriks proteinleri arasindaki
etkilesimler adezyon igin olduk¢a 6nemlidir. Bu adezin ve matriks proteinleri konakgi
ile bakterinin adheransinda anahtar rol oynarlar (Cavuslu ve Oral 2005). Adherans
sonrast bu bolgelere go¢ eden bakteriler bir yandan belli tireme diger yandan biyofilm
olusturmaya baslarlar. Biyofilm olusum bakterinin adheransim arttirir (Gilmore ve dig.

2003) (Wolz ve dig. 2002).

2.7.5.3. Yasanabilir cevre gelistirme: Cevrede bulunan glukoz gibi bakterinin
beslenmesini saglayabilecek kosullar bakteride ekzopolisakkarit ekspresyonunu arttirip

biyofilm olugsmasini hizlandirmaktadir (Ammendolia ve dig. 1999).
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2.7.5.4. Komiinite olusturmak: Bakteri ve konakgi arasindaki ortak paylasimdir.
Bakteriler ortama ne kadar hizli sekilde adapte olurlaralarsa biyofilm olusumlar1 da o
kadar hizli olmaktadir. Kominal yasamlarinin en giizel 6rnegi biyofilm olusturan tiim
mikroorganizmalarin c¢evresel faktorlere verdikleri yanitlar ayni olsada fenotip olarak

birbirlerinden farkli 6zellik bulundurmalaridir (Cavuslu ve Oral 2005).

2.7.6. BAKTERILERDE BiYOFILM OLUSUM BASAMAKLARI

Biyofilm olusum basamaklari temel olarak 5 kisimda incelenir. Bunlar;

Dontistimlii tutunma
Geri doniistimsiiz tutunma
Koloni gelisimi

Biyofilm olgunlasmas1

o~ w0 DN

Biyofilm hiicrelerinin koparak ayrilmasi

Sekil 2.7.6. Biyofilm Olusum Basamaklari

2.7.6.1. Doniisiimlii Tutunma
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Bakterilerin biyofilm olusturacaklar: yiizey ile ilk temasinda tam olarak bir temas
kurulmaz fakat bakteri ile ylizey arasinda uzaktan bir etkilesim meydana gelir. Bakteri
hiicresinin ylizey 6zellikleri bakteriyel tutunmada 6nemli rol oynar. Bakterinin yiizey ile
temasinin gergeklesmesi bakteri hiicre ylizeyinin; hidrofobikligine, pH, sicaklik, ylizey
yiikii bir takim fizyokimyasal 6zelliklere baglidir. (Nilsson ve dig. 2011). Yiizeye tutun
gosteren hiicreler az miktarda Expanded Polystyren Foam (EPS)’ye sahip olup bagimsiz
hareket edebilirler (O’Toole ve Kolter 1998).

2.7.6.2. Doniisiimsiiz Tutunma

Doéniistimlii  tutunma asamasindan doniisiimsiiz tutunma asamasina gecis
bakterinin yapmis oldugu zayif baglarin EPS varhiginda kalici baglara doniismesidir
(Stoodley ve dig. 2002). Doniistimsiiz tutunmada dontisiimlii tutunmada olugu gibi uzun
mesafe degil ylizeyle kisa mesafeli etkilesimler saglamaktadir. Bakteri hiicreleri 2
sekilde yiizeylere doniisiimsiiz olarak baglanma gosterirler. Bunlardan birincisi EPS
olusturmak ikincisi de fizyolojik olarak sahip olduklar: flagella (kamg1) ve pili (ince kil)
gibi organelleridir (Poulsen 1999). Doniislimsiiz tutunma asamas1 gerceklestikten sonra
biyofilm hiicrelerini ylizeyden uzaklastirabilmek oldukg¢a giigtiir. Giinlimiizde bu
uzaklagsmanin saglanmasi i¢in giiglii mekanik kuvvet, enzim, dezenfektan, deterjan,
sanitizerler (Sinde ve Carballo 2000) ve/veya yiiksek 1sil islemleri yapilmaktadir
(Augustin ve dig. 2004; Maukonen ve dig. 2003; Sinde ve Carballo, 2000).

2.7.6.3. Koloni Gelisimi

Yiizeyde biriken bakteri hiicrelerinin EPS firetimi ve mikroorganizmalarin
gelismesi sonucunda mikrokoloni gelisimi baslar (Chmielewski ve Frank 2003). Bakteri
ve alt katmanlar1 arasinda bag olusumuna yardimci olan EPS’nin ayn1 zamanda koloniyi
stresten koruma gorevide vardir (Donlan 2002). Bir bakteri hiicresi biyofilm olusturacagi

yiizeyde koloni olusturduktan sonra, diger bakterilerde yine ayni yiizey iizerinde koloni
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olusturabilir.  Biyofilm  gelistikge, polimer matriksinde kapsiil olusturmus
mikroorganizmalarda da artig goriiliir (Poulsen 1999). O’Toole ve Kolter (1998)
yaptiklar1 bir ¢alismada P.aeruginosa PA14’susunun mikrokoloni olusturabilmesi i¢in
pili 4 genine ihtiyaci oldugunu saptamiglardir. Bakterinin ylizme hareketleri, yiizeyde
daha rahat hareket edebilmesini ve alt katmana ulasabilmesini daha rahat saglamaktadir.
P.aeruginosa PA14’susunun pili 4 yardimiyla uzama ve geri ¢ekilme hareketleriyle

mikrokolonileri olusturdugu diistiniilmektedir (Skerker ve Berg 2001).

2.7.6.4. Biyofilm Olgunlasmasi

Biyofilm hiicreleri ¢evresindeki besin maddelerinin sayesinde apartman yada mantar
sekline benzer yapilara doniisiirler (Chmielewski ve Frank 2003). Farkli yiiksekliklerde
kuleler olusturan mikrokolonilerde su kanallari olugsmaya baglar. Bu su kanallarinda
biyofilm hiicreleri arasinda besinlerin aligverisi ve metabolik atik {irlinlerin
uzaklastirilmasi i¢in dolasim sistemi olarak goérev yapan yapmaktadir (Poulsen 1999).
Hiicrelerin bu diizeydeki yapilara ulagabilmesi i¢in gerekli olan zaman mikroorganizma

tiirline gore degiskenlik gostermektedir. (Stoodley ve dig. 2002).

2.7.6.5. Biyofilm Hiicrelerinin Koparak Ayrilmasi

Biyofilm olusumunun son basamagi olarak biyofilm hiicrelerinin ylizeyden
koparak ayrilmasidir. Bu basamakta hiicreler planktonik fazlarina geri doner (Sauer ve
dig. 2002). Artan akis kuvveti (Stoodley ve dig. 2002), i¢ enzimatik bozulma, EPS yada
yiizey baglayan proteinlerin agiga ¢ikmasi gibi hiicre i¢inde goriilen faaliyetler biyofilm
hiicrelerinin ayrilmasinda oldukga etkilidir (Kaplan ve dig. 2004). Ortamda bulunan
besin maddesinin kitligina bagli olusan strest de biyofilm hiicrelerinin ortamdan koparak
ayrilmasinda etkilidir (O’Toole ve Kaplan 2000). Kopma islemi dis faktorlerin etkisine
bagl olarak gerceklesebilecegi gibi biyofilm olusturan hiicrelerin tek yada ¢oklu olarak
kopmasiylada gerceklesebilmektedir (Poulsen 1999).
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2.7.7. Biyofilmlerin Mikroorganizmalarla iliskileri

Bakterilerin olusturduklar1 biyofilmlerin bakteriye sagladigi birtakim yararlar

vardir. Bu yararlardan bazilari;

1. Cevresel faktorlere direng

Biyofilmler bakterileri ¢evre kosullarindaki degisimlere (nem, 1s1 ve pH) karsi ve

ultraviyole 15181n zararlarindan korumaktadir (Post ve dig. 2004).
2. Besinlerin depolanmasi ve atiklarin uzaklastirilmasi

Biyofilmlerin olusum esnasinda meydana gelen mikrokolonilerin etrafinda dolasim
sistemine benzeyen su kanallar1 vardir. Bulunan bu su kanallarinin gorevi de diger
mikrokoloniler ile arasindaki besin aligverisini saglamak hem de ortamda bulunan

metabolit maddelerin ortamdan uzaklagmasini saglamaktir (Post ve dig. 2004).
3. Fagositozdan ve Antibiyotiklerden Korunma

Bakterilerin ekzopolisakkarid matrikslerin i¢inde gdmiilii halde bulunmalar1 bakterilere
birtakim avantajlar saglamaktadir. Bu avantajlarin basinda fagosite olmalarinin
zorlagsmasi ve hiimoral immiin sistem hiicrelerinin bakterilere ulagsmasi da engellenmis

olabilmesi gelir.

Biyofilme sahip organizmalar, oksijen radikalleri, dezenfektanlar, fagositoza ve
antibiyotiklere karsi planktonik hiicrelerden daha direnglidir. Biyofilm, kronik seyirli
enfeksiyonlara bu 6zelligi kazandiran 6nemli bir faktor oldugu bilinmektedir (Donlan ve
Costerton 2002).

4. Metabolik is birligi yeni genetik 6zelliklerin kazanilmasi

Bakteriler ortama daha cabuk adapte olabilmek i¢in biyofilm olusturmaktadirlar
Bakteriler biyofilm olusturmalarinin hemen ardindan hizli bir sekilde planktonik
fazlarina geri donmektedirler. Bu durumda ortama uygun olarak eksprese ettikleri genler

aracilig1 ile olmaktadir. Biyofilm {ireten tiim bakterilerin gevre faktorlerine ayni yaniti
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vermis ortak yasamlarinin en Onemli gostergesidir. Horizontal gen transferi dogal
mikrobiyal topluluklarin evrimi ve genetik cesitlilii icin ¢ok Snemlidir. Coklu ilag
direngli bakterilerin ortaya ¢ikmasinda bu durum olduk¢a 6nemlidir (Davey ve O’toole
2000).

2.7.8. Biyofilmlerin Neden Oldugu Hastahklar

Biyofilm olusturabilen bakteriler insanda cesitli akut ve kronik enfeksiyonlar
yapmaktadir. Bu hastaliklarin basinda dogal kapak endokarditi, otitis media, kronik
bakteriyel prostatit, kistik fibrozis, periodontit gibi dogal seyirli hastaliklar, protez
kapak, santral vendz katater, liriner kateter, ortopedik protez, kontakt lens ve intrauterin

cihazlar gibi yabanci cisim enfeksiyonlar1 gelir (Donlan ve Costerton 2002).

2.7.9. P.aeruginosa’da Biyofilm Olusumu;

P.aeruginosa’da biyofilm olusumu ilk olarak flagella ve twitching(segirme)
hareketi ile baglar (Erickson ve dig. 2002). Biyofilmin olusmasi i¢in pH, pCO2, hidrojen
seviyesi, besin varligi gibi degiskenler oldukca etkilidir (Cavuslu ve Oral 2005). Yapilan
caligmalarin sonucuna bakildiginda biyofilm olgunlagsmasinda (Quorum Sensing) QS
sisteminin gerekli oldugu bildirilmistir (Parsek ve Greenberg 2000). P.aeruginosa’nin
biyofilm olusacak olan yiizeye baglanmasindan sonra, bakteri hiicreleri yiizey iizerinde
tabaka olusturacak seklinde {ireyip ¢ogalirlar. Tabaka igerisinde cogalan bakteri
hiicreleri, tabakanin yiizeyinde twitching hareketi yaparlar. P.aeruginosa’da bu hareketi
Tip IV piliye gerceklestirir. Twitchinghareketi ile P.aeruginosa’nin mikrokolonilerini
olusturur (Sonawane ve dig. 2006).Mikrokolonilerde farklilasarak olgun biyofilmlere
dontisiirler. Mikrokoloniler olgun biyofilmi olustururken mantar sekline benzerler. Bu
mantar seklindeki yapinin igerisinde bulunan hiicreler Ekstraseliiler Matriks (ECM)

icinde gomiilii halde bulunurlar. Biyofilmde bulunan su kanallari, igeriye besin
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girmesine yardimci olurken diger yandan da ve disaritya metabolik atiklarin atilimini
saglar. Tip IV pili mutasyonunda biyofilmin sekli mantara benzememektedir. Pilus
yapisinda yer alan tip I lektin (LecA) ve tip Il lektin (LecB) yoklugunda olgunlasmamus,
ince biyofilm olusur. LecA ve LecB iiretimi QS sistemi tarafindan diizenlenmektedir
(Tielker ve dig. 2005),(Winzer ve dig. 2000).

2.7.10. Staphylococcus Tiirlerinde Biyofilm Olusumu;

Biyofilm olusumu Staphylococcus’larda iki asamada gergeklesmektedir. 1k
olarak bakteriler bir yiizeye yapisip tutunarak kolonize gergeklestirirler (erken aderans).
Bu agamadan adimdan ‘‘Microbial Surface Components Recognizing Adhezive Matrix
Molecules”” (MSCRAMM) adindaki yiizey proteinleri sorumludur (Vancraeynest ve dig.
2004). Staphylococcus’larda bulunan yiizey proteinlerinden digerleri de ekstraseliiler
(fibronektin, fibrinojen, vitronektin, kollajen, elastin vb.) konak doku ligandlarina
baglanabilir ve solid yiizeylere aderansin baglamasinda anahtar rol oynarlar (Jefferson
2004). ikinci asamada ise hiicreler arasindaadezyon gerceklesmekte ve cok tabakali
biyofilmler olusmaktadir (interseliiler adezyon). S.aureus’ta biyofilm olusmasinda
IcaADBC operonu ve fiiriinii olan ‘‘Polysaccharide Intercellular Adhesin’> (PIA)
sorumludur. S.aureus matriskli bir sigirdan (S.aureus V329) izole edilen ‘‘Biofilm
Associated Protein’> (BAP) biyofilm olusumu i¢in 6nemli olan bir yapi oldugu
bildirilmistir. S.aureus’da bulunan bap geni sayesinde daha gii¢lii biyofilm olustururlar.
S.aureus’da bulunan MSCRAMM, PIA ve Bap’in bir arada bulunuyor olmasi biyofilm
olusumuna Onemli katli saglar. Biyofilm associated protein (bap); yiiksek agirlikli
molekiiller igermesi ard arda tekrarlayan C-domainlerini igermesi bakterilerin yiiksek
biyofilm olusturma kapasitesini saglarken ayn1 zamanda enfeksiyon siirecinde de 6nemli

rol oynayan 2276 aminoaist igeren bir proteindir (Lasa ve Penades 2006).
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2.7.11. Biyofilm Analiz Yontemleri

Biyofilmi olusturan mikroorganizmalarin tiirii, sayist ve canliligi, biyofilmin
yasi, kalinlig1 yapist ve yiizey topografisi gibi karakteristik oOzellikleri incelemek
amactyla biyofilmlerin analizinde birbirinden farkli metodlar kullanilmaktadir (Kishen

ve Haapasalo 2010).

2.7.11.1. Mikrobiyolojik Kiiltiir Teknikleri

Canli mikroorganizma sayisinin tespit edilmesi amaciyla yapilan altin standart
olarak kullanilan yontemdir. Bu yontemin temelinde mikroorganizmalarin besiyerinde
tiretilen kiiltiirlerinin bir yiizey lizerinde biyofilm olusturulmast ve ylizeye yapisan
mikroorganizmalarin sayisinin koloni olusturma birimi (CFU) olarak belirlenmesidir.
Olgiimler, biyofilm igerisinde ¢ogalan mikroorganizma sayisim belirlemede yardimci

olur (Kishen ve Haapasalo 2010).

Bu teknik yaygin olarak dezenfeksiyon maddelerin etkisinin Olgiilebilmesi
amactyla kullanilmaktadir. Bu yontemle yapilan c¢alismalarda dezenfektanlar ve
antimikrobiyal ajanlar ile yapilan muameleden sonra geriye kalan canli mikroorganizma
say1st tespit edilerek calismada kullanilan ajanlarin etkinligi belirlenir (Du ve dig. 2014;

Kishen ve Haapasalo 2010).

2.7.11.2. Kolorimetrik Teknikler

Kolorimetrik tekniklerin kullanim amaci biyofilm iireten mikroorganizmalarin
boya alma prensibine dayanan yar1 niceliksel tekniktir. Be metodda mikroorganizmalar
tarafindan olusturulan biyofilm belirlenen boyalar ile boyanip alkol ya da siirfaktan
kullanilarak ortamdan boya uzaklastirilir. Spektrofotometre ile 6l¢iim yapilip boyanin
dagilimimin yogunluguna bakilir. Biyofilm igerisindeki mikroorganizma sayilarinin

belirlenmesini saglayan hizli ve kolay bir metoddur (Kishen ve Haapasalo 2010).
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2.7.11.3. Mikroskobik Teknikler

Degisik mikroskoplarin mikroorganizma ile substrat birlesimini, biyofilm olusumunu,
biyofilm yapisin1 ve biyofilm igerisindeki mikroorganizmalarin sekli, dagilimi ve

canliliginin belirlenmesi i¢in kullanilmaktadir (Kishen ve Haapasalo 2010).
e Isik Mikroskobu

Istk mikroskobu, biyofilm olusumunun goriintiilendigi ilk mikroskopdur.
Giliniimiizde hem in vitrodrneklerde hem de histolojik kesitlerde biyofilm
degerlendirmesi amaciyla kullanilmaktadir. Avantajlarinin basinda ucuz ve kullanim
kolayligi gelmektedir. Ayni zamanda hizli sonu¢ veren giivenilir bir yontemdir.
Biyofilm olusturan mikroorganizmalarin morfolojileri hakkinda bilgi almada siklikla

kullanilan bir yontemdir (Mohammadi ve dig. 2013).
e Taramal Elektron Mikroskobu

Taramal1 elektron mikroskobu (SEM), iiretildigi ilk zamandan beri biyofilm
calismalarinda yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Mikrobiyal biyofilmlerin yapisal
ozellikleri ve morfolojileri hakkinda bilgi verir. Yiiksek ¢oziiniirliigii bu yontem icin bir
avantaj olsada ornek hazirlanma asamalarinin fazla zaman aliyor olusu bu ydnteme

dezavantaj katmaktadir (Kishen ve Haapasalo 2010; Mohammadi ve dig. 2013).

e Transmisyon Elektron Mikroskobu

Transmisyon elektron mikroskobunda, artifakt meydana gelmesini dnlemek i¢in
ornek olusturma asamalart uzun laboratuvar calismalarini gerektirmektedir. Fakat
biyofilm ylizeyinin goriintiilerin  ¢ozlniirligli ¢ok net oldugu igin biyofilm

caligmalarinda siklikla kullanilmaktadir (Mohammadi ve dig. 2013).

o Epifloresans Mikroskobu

Bu yontem; biyofilm igerisindeki mikroorganizmalarin yapisini, biyofilm hiicre

yerlesimini, biyofilm pH’sin1 ve biyofilmin yapisindaki kimyasallarin dagilimini
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incelemek amaciyla kullanilmaktadir. Biyofilmin siklikla olustugu yiizeylerdeki
olgunlagmis biyofilmi incelemek icin floresan boya ile boyanarak epiflorasans

mikroskobunda incelenebilir (Kishen ve Haapasalo 2010).

e Lazer Taramah Konfokal Mikroskop

Konfokal mikroskop; in vitro kosullardabiyofilm olusumunun gosterilmesi i¢in
en yaygin kullanilan mikroskoplarin basinda gelir. Diger mikroskobik yontemlerdeki
olumsuz c¢aligsma sartlarindan ziyade, bu yontem ile alinmis en kotii kalin kesitlerde bile
biyofilm yapisinin incelenmesine olanak vardir (Amos ve White 2003; Chavez de Paz

2007; Kishen ve Haapasalo 2010; Mohammadi ve dig. 2013).

Bu yontem ile biyofilmin ¢ boyutlu yapisi ve mikrokoloniler i¢nideki
mikroorganizmalarin dagilimi canlilik oranlar1 belirlenebilir. Lazer taramali konfokal ile
dezenfeksiyonu etkinliginin degerlendirilmesinde giivenilir bir metod oldugu

bildirilmistir (Du ve digerleri, 2014; Flach ve dig. 2016).

2.7.11.4. Fiziksel Metotlar

Biyofilmin biiylime oraninin tespitinde yaygin olarak kullanilan bu yontemde
biyofilm alani, agirligi, kalinligi, yogunlugu gibi paremetrelere bakilir (Kishen ve

Haapasalo 2010).

2.7.11.5. Biyokimyasal Metotlar

Mikrobiyal biyokiitlenin ve ECM’nin 6l¢iilmesi esasina dayanan bir yontemdir.
Mikrobiyal biyokiitlenin analizinde kullanilan hizli metotlar, biyofilmin 1slak ve kuru
agirhiginin 6l¢limii, hiicre igeriginin Slgiimii, canli hiicreler ya da hiicresel aktivitenin

Olciimiidiir (Kishen ve Haapasalo 2010).
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2.7.11.6. Molekiiler Metotlar

Biyofilm {iireten mikroorganizmalarin genetik yapilar1 hakkinda bilgi sahibi
olmak icin kullanilan bir yontemdir. Biyofilm kaynakli enfeksiyonarda; biyofilm
olusturan mikroorganizmalarin etkinliginin belirlenmesinde siklikla kullanilan bir
yontemdir. Bu amagla; enzim bagli immunsorbent degerlendirmesi ve polimeraz zincir

reaksiyonu (PCR) kullanilan yontemlerden bazilaridir (Kishen ve Haapasalo 2010).

2.7.11.7. Cesitli Ileri Teknikler

Atomik kuvvet mikroskopisi, Fourier transform infrared spektroskopigibi
yontemleri icerir. Olgunlasmis biyofilmin kimyasal kompozisyonunun belirlenmesi ve
biyofilmin kimyasal yapisinin kalitatif ve kantitatif analizi amaciyla kullanilmaktadir

(Jhajharia ve dig. 2015; Kishen ve Haapasalo 2010).
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3. GEREC ve YONTEM

Bu c¢alismada kullanilan mikroorganizmalar Namik Kemal Saglik Uygulama ve
Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari1 stoklarindan, dezenfektan
maddeler ise hastanenin deposundan temin edildi. Calismada kullanilan ozon jeneratorii

de hastanenin biyomedikalboliimii tarafindan ¢alismada kullanilmak tizere yapildi.

3.1.Kullamilan Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Besiyerleri ¢aligma giiniinden bir giin once taze olarak hazirlanip kullanim

oncesine kadar +4°C’lik buzdolabinda saklandi.

3.1.1.Trypticase Soy Agar (TSA) (BD™ Becton, Dickinson and Company, Almanya)

Icerik;
e Pancreatic Digest of Casein: 15 g/It
e Papaic Digest of Soybean: 5 g/It

e Sodium Chloride: 5 g/lt
e Agar: 15 g/lt

Hazirlanis1; Toz besiyerinden 40 g tartilip 1 L’yi tamamlayana kadar distile su
eklenip otoklavda 121°C’de 15 dakika 1 atm basingta sterilize edildi. Steril petri
kaplaria kalinlig1 4 mm olacak sekilde dokiildii.

3.1.2. Tryptone Soya Broth (TSB) (BD™ Becton, Dickinson and Company,
Almanya)

Icerik;



40

e Tryptone (Pancreatic Digest of Casein) 17 g/It

e Bacto Soytone (Peptic Digest of Soybean Meal) 3,0 g/It
e Glucose (Dextrose): 2,5 g/lt

e Sodium Chloride: 5 g/It

e Dipotassium Hydrogen Phosphate: 2,5 g/It

Hazirlanisi; Toz besiyerinden 30 g tartilip 1 L’yi tamamlayana kadar distile su
eklenip otoklavda 121°C’de 15 dakika 1 atm basingta sterilize edildi. Steril tiiplere esit
miktarda dagitildi.

3.1.2. Blood Agar Base (Kanh Agar) (Oxoid, ingiltere)

Icerik;
e Lab-Lemco’ powder 10 g/It
e Peptone Neutralised:10 g/It
e Sodium chloride:5 g/It
e Agar: 15¢/It

Hazirlanis1; Toz besiyerinden 40 g tartilip 1 L’yi tamamlayana kadar distile su
eklenip ¢ozdiiriildii. pH 7,3’e ayarlandi. Otoklavda 121°C’de 15 dakika 1 atm basingta
sterilize edildi. Sicaklig1r 45-50 °C'ye kadar sogutulup, i¢ine %35 defibrine insan kani

ilave edilip steril petri kaplarina kalinlig1 4 mm olacak sekilde dokiildii.

3.2. Mikroorganizmalarin Canlandirilmasi

Calismada biyofilm irettigi bilinen S.aureus ATCC 29213 ve P.aeruginosa
ATCC 27853 susu kullanildi. Calisma oncesi dondurucudan -80°C’de saklanan
eppendorf icerisindeki stok suslar c¢ikarildi. 5 dakika oda 1sisinda bekletilip ¢ozdiiriilen
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stok suslarin kanli agar iizerine yayma ekimi yapildi. Pasaji plaklar 37°C’de 24 saatlik

inkiibasyon i¢in etiive birakildu.

3.3. Biyofilm Olusumunun Arastirilmasi

Calismada kullanilan S.aureus ATCC 29213 ve P.aeruginosa ATCC 27853
suglarinin biyofilm iiretiminin degerlendirmesi i¢in Christensen ve ark. (62) tanimladigi

mikrotitrasyon ¢alismasi asagida anlatilan sekilde yapildi.

3.3.1. Mikrotitrasyon Plak Calismasi

Kanli agarda 37°°C 24 saatlik inkiibasyon sonrasiS.aureus ATCC 29213 ve
P.aeruginosa ATCC 27853’iin taze kiiltiirlerinden 0.5 McFarland (108 CFU/mI: Colony
Forming Unit/  mililitre)bulanikliginda  silispansiyonlar1  hazirlandi. Hazirlanan
siispansiyonlar %2 glukoz igeren triptik soy buyyon (TSB) igeren tiiplere alinarak etiivde
37°C’de 24 saatlik inkiibasyona kaldirildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda TSB’den
alman kiiltiirlerin 1:100’liik seyreltmesi yapildi. Seyreltmesi yapilan kiiltiirlerden steril
pipetler ile 200ul alinip 96 kuyucuklu mikroplaklarin icerisine eklendi. Her sus i¢in 3
kuyucuk kullanildi. Biyofilm {retiminin negatif kontrolii olarak bakteri icermeyen %2
glukoz igeren TSB kullanildi. Mikropaklar hazirlandiktan sonra 37°C’de 24 saat aerop
ortamda inkiibasyona kaldirildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda mikroplaklardaki sivi
besiyeri akitilip kuyucuklar 3 kez distile su ile yikandi. Kuyucuklarin her birine %2’lik
kristal viyoleden 200 pl alinip eklendi. 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. 30
dakika sonras1 tekrardan kuyucuklar 3 kez distile su ile yikanip kurutma kagidina suyu
akacak sekilde yerlestirilip kurutuldu. Kurudugundan emin olunan kuyucuklarin iizerine
200 pl etanol asetik asit (95:5) eklenerek 10 dakika bekletildi ve boyanin ¢dziinmesi
saglanmis oldu. Kuyucuklar iizerinde tutunmus olan biyofilmi dalga boyu 540 nm olan

ELISA (Biomerus-Vidas) okuyucuda okutuldu.
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Farkli ylizeylere dezenfektan ve ozon uygulamasi yapildiktan sonra iireme
gosteren bakterilerin biyofilm olusturma yetenegini dlgmek amaciyla mikrotitrasyon
plak calismas1 yukarida anlatildigi sekilde bir kez daha yapildi. ilk basta yapilan
biyofilm olusturma derecesi ile dezenfektan ve ozona maruz kaldiktan sonra yapilan

biyofilm olusturma dereceleri karsilastirildi.

3.4. Yiizey ve Dezenfektan Secimleri

Calismada dezenfektanlarin ve 0zonun farkli yiizeylerdeki
mikroorganizmalarinin iizerine etkisi ve etki siiresini arastirip ayn1 zamanda biyofilm
olusturma yeteneklerini gozlemlemek amacglandi. Bu amag¢ dogrultusunda birbirinden
farkl1 3 yiizey se¢ildi. Bu yiizeyler; 384 adet 10x10 mm boyutunda cam, 384 adet 10x10
mm boyutunda metal ve 384 adet 10x10 mm boyutunda PVC (Poli Vinil Clorur)’dir.

Hastanede en sik kullanilan, etki ve etkinlik siireleri birbirinden farkli olan
dezenfektan maddeler arasindan; Etil alkol, glutaraldehit (GAA), hidrojen peroksit,
Ortofitalaldehit (OPA) ve Perasetik asit (PAA) kullanildi.

Son yillarda alternatif tipta siklikla kullanilan ozonun etkinliginin
dezenfektanlarin etkinliginle karsilastirmak ve biyofilm olusturma yeteneginin dlgiilmesi

amaciyla hastanemizde yapilmis olan ozonlu su jeneratdrii kullanildi.

3.4.1. Dezenfektan Notralizasyonun Ayarlanmasi ve Etkiliginin Degerlendirilmesi

Dezenfektan ve mikroorganizma temasinin belirlenen siireler bitiminde
sonlandirmak i¢in nétrélizasyon soliisyon hazirlandi. Bu soliisyonu hazirlanirken
solisyonda kullanilan maddeler steril etmek amaciyla 0,25 mikrometrelik filtreden

gecirildi. Soliisyonun icerisinde kullanilan maddeler (Wirtanen ve ark, 2001)

e Tween 80 (Sigma, Almanya) % 6,0 L
e Lesithim (Sigma, Almanya) %0,1 L
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e Saponin (Sigma, Almanya)% 3 L
e L-histidine (Sigma,Almanya) %0,1 L

son konsantrasyon olacak sekilde TSB ile hazirlandi. Hazirlanan soliisyon steril olmasi

amactyla 121°C’de 15 dakika steril edildi.

Notralize edici soliisyonun etkinligini denemek amaciyla kontrolii yapildi. Bu

amac dogrultusunda;

Steril U tabanl tiip igerisine 100 pl distile su, 800 pl dezenfektan ve 70%’e
seyreltilmis 100 pl mikroorganizma eklendi. 5 dakika vortekste karistirilip oda
sicakliginda 30 dakika bekletildi. Inkiibasyon siiresinin sonunde tiipiin icerisinden 10pl
alinarak kanli agar iizerine ekim yapildi. Calismanin pozitif kontrolii olarak farkli bir
steril u tabanli tiip igerisine 100 pl notralize edici soliisyon, 800 ul dezenfektan vel0%’e
seyreltilmis 100 pl mikroorganizma eklendi. 5 dakika vortekste karistirilip oda
sicakliginda 30 dakika bekletildi. Inkiibasyon siiresinin sonunde tiipiin icerisinden 10pl
alinarak kanli agar lizerine ekim yapildi.37°C’lik etiivde 24 saatlik inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon siirelerinin sonunda besiyeri plaginda koloni saymmi yapilip

notralizasyon etkinligi belirlendi.

3.4.2. Kullanilan Dezenfektan Maddelerin Sulandirilmasi

Calismada kullanilan dezenfektan maddeler {iretici firmanin talimatlari

dogrultusunda diliieedildi.

3.4.3. Sulandirma Cozeltisinin Hazirlanmasi

Dezenfektan maddeyi sulandirmak amaciyla distile su cam balon igerisine

konulup otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi.
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e Etil alkol (Alkomed): %70’lik alkol igin 100 ml’de 74 ml alkol ve 26 ml distile
su olacak sekilde hazirlandi. %50°lik etil alkol i¢in 50 ml alkol ve 50 ml distile
su olacak sekilde hazirlandi.

e Glutaraldehit (%2) (Cidex); Sulandirilmadan, ¢alismada GA’in renksiz ve sivi
formdaki %100’liikk konsantrasyonu kullanildi. 1/200 ve 1/400’liik sulandirilmasi
yapildi.

e Perasitik asit (%0,3) (ANIOS RN): Calismada perasitik asitin %100°liik
konsantrasyonu kullanildi.1/200 ve 1/400’liik sulandirilmasi yapildi.

e OPA (0,55) (Cidex): Calismada OPA’nin %0.55’lik konsantrasyonu kullanildi.
1/200 ve 1/400°liik sulandirilmasi yapildi.

e Hidrojen Peroksit (%7,5) (Diversey): Calismada hidrojen peroksid’in renksiz ve
stvi formdaki %100’lik konsantrasyonu kullanildi. 1/200 ve 1/400°liik

sulandirilmasi yapildi.

3.4.4. Dezenfektanlarin Etkinliginin Belirlenmesi

Bu calismada dezenfektanlarin etkinligini belirlemek i¢in kalitatif siispansiyon
testi uygulandi. Calismanin amaci belirli yogunluktaki bakteri slispansiiyonun hastanede

en sik kullanilan dezenfektanlarla belirlenen siirede temas ettirilmesidir.

Calismada kullanilmak olan mikroorganizmalar S.aureus ATCC 29213 ve
P.aeruginosa ATCC 27853 susu onceden anlatildig1 gibi canlandirildi. 1 gece dnceden

canlanan suslar TSA besiyerine ekilerek 37°C’lik etlive kaldirilip 24 saat inkiibasyona

birakildi. Mikroorganizmalarin iireyen kiiltiirlerinden TSB ile 0,5 McFarland
(108 CFU/ml: Colony Forming Unit/ mililitre) bulamkhginda bakterisiispansiyonlart

hazirlandi.

Cam, metal ve PVC yiizeylerinin sterilligini saglamak amaciyla ¢alisma 6ncesi
camasir suyuyla yikanip durulandi. Cam ve metal ylizey otoklava uygun oldugu igin

121°C’de 15 dakika sterilize edildi.
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Her bir yiizey TSA igerisine yerlestirildi. S.aureus’un TSB’deki bakteri
stispansiyonundan 10 pl alinip ylizeylerin {izerine ekim yapildi. Ayni islem
P.aeruginosa i¢in de tekrarlandi. Ekimi yapilan bakteriler 37°C’lik etiivde 24 saatlik
inkiibasyona birakild. Inkiibasyon siiresi sonunda koloniler sayilarak yiizeydeki bakteri

say1s1 hesaplandi.

Farkl1 yiizeylere dezanfektan etkinligini belirmemek i¢in TSA igerisinde bulunan
farkli ylizeyler steril pens ile alinip steril petrilerin icerisine yerlestirildi. Calisma giinii
onceden anlatildig1 gibi ayarlanan dezenfektan konsantrasyonlarindan 1 ml farkh
yiizeylerin tizerine dokiildii. Dezenfektanin etkinliginin tam olarak ortaya ¢ikmasi igin
dezenfektanlarin objenin tim yiizeyini kaplamasina dikkat edildi. Dezenfektanlar
uygulandiktan sonra mikroorganizma ile dezanfektanin temas siireleri 1, 5, 10, 15, 30 ve
60 dakika olacak sekilde bekletildi. Belirlenen temas siireleri sonunda yiizeyler steril
pens ile petriden ¢ikartilip steril konik tabanli tiip igerisine yerlestirildi. Dezenfektan ile
mikroorganizma arasindaki tepkimeyin durdurulmasi icin tiipiin igerisine Onceden
hazirlanis1 anlatilan 900 plnétralizasyon soliisyonu eklendi. Tiip vortekste 15 dakika
karistirildi. Dezenfektanin etkinligi durduktan sonra yiizeyin {izerinden 0,1 ml 6rnek
almarak TSA besiyerine ekimi yapildi ve 37°C’lik etiivde 24 saatlik inkiibasyona
birakildi. Calismada kullanilan dezenfektanlarin her bir konsantrasyonunun etkinligini

belirlemek amaciyla tiim konsantrasyonlarda ayni islem uygulandi.

Calismanin kontrolii olarak ayn1 agamalar izlenip dezenfektan yerine steril serum

fizyolojik su kullanildu.

Inkiibasyon siiresi sonunda elde edilen koloni sayilarinin ilk bastaki yiizeydeki
koloni sayisindan ¢ikartilarak logoritmik azalma sayis1 hesaplandi. Bu sekilde
dezenfektanin etkinlik seviyesi belirlendi. Ayrica inkiibasyon sonunda dezenfektanin
biyofilm olusturma yetenegi iizerindeki etkinligini gostermek amaciyla lireme gdsteren
koloniler iizerinden mikrotitrasyon plak ¢alismas1 yapilip 540 nm dalga boylu ELISA’da
okutuldu. Sonuglar dezefektan uygulanmasi olmayan S.aureus ATCC 29213susu ve

P.aeruginosa ATCC 27853 susunun biyofilm olusturma dereceleri ile karsilastirildi.
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3.5. Ozonun Etkinliginin Belirlenmesi

Ozonlu su jeneratorii ¢alismaya baslamadan 30 dakika dnce power tusuna basilip
aktif duruma getirildi. Yarim saat sonunda taze olarak iiretilen ozon jenaratdriin

igerisinden steril bir pipet ile ozonlu su ¢ekilip steril tiiplere konuldu.

Calismada kullanilan mikroorganizmalarin seyreltimi ve farkli yiizeylerin
dezenfektan islemleri daha Once anlatildi. Cam, metal ve PVC yiizeylerin iizerine
S.aureus ve P.aeruginosa ekimi yapilip inkiibasyon siiresi boyunca bekletildi.
Inkiibasyon siiresi tamamlanan mikroorganizmalar etiivden ¢ikarildi. TSA igerisindeki
farkl yiizeyler steril pens yardimiyla alinip steril falcon tiiplerinin icerisine yerlestirildi.
Taze olarak liretilmis olan ozonlu suyun bulundugu deney tiiplinden 1 ml ozonlu su
alimip igerisinde farkli yiizeylerin bulundugu falcon tiiplerinin igerisine dokiildii.
Yiizeyin tamaminin ozon suyu ile kaplanmasina dikkat edildi. Ozonlu suyun etkinlik
stiresini belirleyip dezenfektan etkinlik siireleriyle kiyaslamak amaciyla 1, 5, 10, 15, 30
ve 60 dakika olacak sekilde ozonlu su igerisinde bekletildi. Belirlenen temas siireleri
sonunda yiizeyler steril pens ile falcon tiiplerinden c¢ikartilip steril distile su ile
durulandi. Ozonun etkinligini belirleyebilmek amaciyla yiizey tlizerinden 0,1 ml 6rnek

aliip TSA besiyerine ekimi yapildi ve 37°C’lik etiivde 24 saatlik inkiibasyona birakild1.

Calismanin kontrolii amaciyla ayn1 agamalari izleyen ozona maruz birakilmadan

ozon yerine serum fizyolojik su kullanildu.

Inkiibasyon siiresi sonunda elde edilen koloni sayilarinin ilk bastaki yiizeydeki
koloni sayisindan ¢ikartilarak logoritmik azalma sayis1 hesaplandi. Bu sekilde ozonun

etkinlikligi belirlendi.

3.6. Biyofilm Olusturma Yeteneklerinin Belirlenmesi

Farkli yilizeylere dezenfektan ve ozon uygulamasi yapildiktan sonra iireme

gosteren bakterilerin biyofilm olusturma yetenegini 6lgmek amaciyla mikrotitrasyon
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plak calismasi daha 6nce anlatildig1 sekilde yapilip 540 nm dalga boyunda ELISA’da
okutuldu. Sonuglar dezefektan uygulanmasi olmayan S.aureus ATCC 29213 ve
P.aeruginosa ATCC 27853’iin biyofilm olusturma dereceleri ile karsilastirildi.

4. BULGULAR

5.1. Notralizan Etkinliginin Degerlendirilmesi

Hazirlanan noétralizan ¢ozeltinin ¢alismada kullanilan biitiin  dezenfektanlarin

etkinligini inaktive ettigi gortildii.

5.1.2. Bakteri Sayisi

S.aureus ATCC 29213 ve P.aeruginosa ATCC 27853 standart suslarinin
dezenfektan ve ozon uygulamasi yapilmadan 6nce kanli agar besiyerine ekimi yapilip
37°C’lik etiivde 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda mikroorganizmalarin lireyen
kiiltiirlerine TSB ile 0,5 McFarland (1,5x108CFU/ml) bakteri sayimi yapildi (Tablo
5.1.2).

Tablo 5.1.2. Dezenfektan ve ozon uygulanmadan once bakteri sayimi

S.aureus ATCC 29213 1,4x108CFU/ml

P.aeruginosa ATCC 27853 1,6x108CFU/m




48

5.2. Kullanilan Dezenfektan ve Ozonun Mikroorganizmalar Uzerindeki Etkinligi
5.2.1. Glutaraldehit

Calismada kullanilan  Glutaraldehit (%2)’in  S.aureus ATCC 29213ve
P.aeruginosa ATCC 27853 suslari {izerine etkinligi Tablo 5.2.1de gosterildi. Calismada
kullanilan cam, metal ve PVC yiizeyin etkinliklerinin ayn1 oldugu goriildii. Glutaraldehit
(%2)’in sulandirilmamis (%100’Lik), 1/200 ve 1/400 farkli sulandiriimalarda; 1 dakika,
5 dakika, 10 dakika, 15 dakika, 30 dakika ve 60 dakikalik temas siirelerinin sonundaki

bakteri tiremesi su sekildedir:

GAA’in sulandirilmamis %100’liik konsantrasyonunS.aureus ile 1 dakika ve 5
dakika temas siireleri sonunda; GAA’in 1/200’lik sulandirnrminda S.aureus ile 1
dakika,5 dakika ve 10 dakikalik temas siireleri sonunda; GAA’in 1/400’°lik
sulandirmanin S.aureus ise 1 dakika, 5 dakika,10 dakika ve 15 dakikalik temas siiresi
sonunda yapilan ekimlerdeki bakteri sayiminin sonucunda bakteri {iremesi

gozlemlenmistir.

GAA’in sulandirilmamis %100°1lik konsantrasyonunP.aeruginosa ile 1 dakika
temas siiresi sonundayapilan ekimlerdeki bakteri sayiminin sonucunda bakteri tiremesi
gozlemlendi. GAA’in 1/200’1lik sulandirirminda P.aeruginosa ilel dakika ve 5 dakikalik
temas siireleri sonunda; GAA’in 1/400’lik sulandirmanin P.aeruginosa ile 1 dakika, 5
dakika ve 10 dakikalik temas siiresi sonunda yapilan ekimlerdeki bakteri sayiminin

sonucunda bakteri liremesi gozlemlenmistir.
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Tablo 5.2.1. Glutaraldehitin kullanilan mikroorganizmalar iizerindeki etkinligi

Mikro- Dezen- Temas Siiresi Boyunca

Organizma """ Sulandinim  Etkinlik ~ Ureme Durumlan
Yiizevi (Dakika)
iizeyin

Sulandirilmamis Cam + + - - - -

S.aureus ATCC 29213
Glutaraldehit
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5.2.2. Etil Alkol

Calismada kullanilan Etil alkoliin S.aureus ATCC 29213 ve P.aeruginosa ATCC
27853 suglari iizerine etkinligi Tablo 5.2.2°de gosterildi.Calismada kullanilan cam, metal
ve PVC yiizeyin etkinliklerinin ayn1 oldugu goriildii. Etil alkoliin %100, %70 ve %
50’lik konsantrasyonlariyla mikroorganizmalarinl dakika, 5 dakika, 10 dakika, 15

dakika, 30 dakika ve 60 dakikalik temas siirelerinin sonundaki tiremesi su sekildedir:

Etil alkoliin %95°lik konsantrasyondaS.aureus ile 1 dakika ve 5 dakika temas
stireleri sonunda; %70’lik konsantrasyonun 1 dakika, 5 dakika ve 10 dakikalik temas
siireleri sonunda; %50°lik ise 1 dakika, 5 dakika, 10 dakika, 15 dakika ve 20 dakikalik
temas siiresi sonunda yapilan ekimlerdeki bakteri sayiminin sonucunda bakteri tiremesi

gbzlemlenmistir.

Etil alkoliin %95°lik konsantrasyondaP.aeruginosaile yapilan ekimler sonucunda
hicbir temas siiresi sonunda lireme gézlemlenmedi. %70’lik konsantrasyonunl dakikalik
temas siireleri sonunda; %350’lik konsantrasyonun ise 1 dakika ve 5 dakikalik temas
siiresi sonunda yapilan ekimlerdeki bakteri sayiminin sonucunda bakteri iiremesi

gozlemlenmistir.
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Mikro- Dezenfe- Temas Suresi Boyunca
organizma ktan Konsantrasyon | Etkinliik Uremgl?(?liumla“
Yiizeyin (Dakika)
1|/5(10|15]30 |60
Cam ++ ] - | - - -
%95 Metal | +|+| - | - | - | -
% PVC ++] - - - -
4
O Etil Cam ++ | + | - - -
O i
%70
';: Alkol 0 Metal wl+l+ - - -
3 PVC +l+ | + | - - -
L
3 Cam H o+ |+ |+ |+ | -
wn
%350 Metal A+ + |+ |+ | -
PVC H o+ + |+ |+ | -
Cam S - -
%
™ 095 Metal I R
Lo
N Pve |-l - |- -]-
N
8 . Cam -] -1 -1-1-
= Etil .
< Alkol %70 Metal | +| -] - | - | - | -
(72}
2 PVC + - - | - - -
g
§ Cam |+ -] -1 -1-
o %50 Metal | +|+| - | - | - | -
PVC ++ | - - - -
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5.2.3. Ortafitaldehit

Calismada kullanilan OPA (%0.55) S.aureus ATCC 29213 ve P.aeruginosa
ATCC 27853 suglart lizerine etkinligi Tablo 5.2.3’te gosterildi.Calismada kullanilan
cam, metal ve PVC yiizeyin etkinliklerinin aynit oldugu gorildi. OPA’nin
sulandirilmamis (%100°1lik) , 1/200 ve 1/400 farkli sulandirilmalarda; 1 dakika, 5
dakika, 10 dakika, 15 dakika, 30 dakika ve 60 dakikalik temas siirelerinin sonundaki

bakteri iiremesi su sekildedir:

OPA’nin sulandirilmamis %100°’liik konsantrasyonda yapilan ekimler sonucunda
her iki mikroorganizmada hicbir temas siiresi sonunda tireme gézlemlenmedi. OPA’nin
1/200’lik sulandurilmasinda S.aureus ile 1 dakikalik temas siiresi sonunda bakteri
tiremesi gozlemlendi. OPA’nin 1/400°1lik sulandirmasinda S.aureus ile 1 dakika ve 5
dakika sonunda yapilan ekimlerdeki bakteri sayiminin sonucunda bakteri iliremesi

gozlemlendi.

OPA’nin 1/200’lik sulandurilmasinda P.aeruginosa ile hicbir temas siiresi
sonunda bakteri iiremesi go6zlemlenmedi. OPA’nin 1/400°lik sulandirmasinda
P.aeruginosa ile 1 dakika sonunda yapilan ekimlerdeki bakteri sayimimnin sonucunda

bakteri liremesi gézlemlendi.
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Tablo 5.2.3. Ortalfitaldehitin kullanilan mikroorganizmalar iizerindeki etkinligi

Mikro- Dezen- Temas Siiresi Boyunca
fentan Ureme Durumlari
Organizma Sulandirim Etkinliik Dakika
Yiizeyin
Sulandirilmamais Cam -1 -1 - - - -
Metal S N A
2 PVC - - - - - -
AN
g = C +
O § am S e R
= g 1/200 Metal | + - | - | - | - | -
< =
[%2) ©
=1 £ PVC +H - - - - -
g O
© Cam ++ | - -] - -
%)
1/400 Metal +| + - - - -
PVC |+ - - - -
Cam S N N R
Sulandirilmamis Metal i I -l - -
0
o PVC -l -1 - - - -
o -
. = Cam S I N I AR
> S
= [ 1/200 Metal | -|-| - | - | - | -
N =
= £ PVC - - - - - -
= @)
o Cam S e
<
o 1/400 Metal +| - - - - -
PVC + - | - - = -
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5.2.4. Perasitik Asit

Calismada kullanilan PAA (%0.3)’ninS.aureusATCC 29213 ve P.aeruginosa
ATCC 27853 suslari iizerine etkinligi Tablo 5.2.4’te gosterilmistir. Calismada kullanilan
cam, metal ve PVC yiizeyin etkinliklerinin ayni oldugu goriildi. PAA’in
sulandirilmamis (%100°Lik) , 1/200 ve 1/400 sulandirilmig farkli sulandiriimalarda; 1
dakika, 5 dakika, 10 dakika, 15 dakika, 30 dakika ve 60 dakikalik temas siirelerinin

sonundaki bakteri tiremesi su sekildedir:

PAA’in sulandirilmamis %100’lik konsantrasyonda yapilan ekimler sonucunda
her iki mikroorganizmada higbir temas siiresi sonunda iireme gozlemlenmedi.PAA’in
1/200’liik sulandurilmasinda yapilan ekimler sonucunda her iki mikroorganizmada
hicbir temas siliresi sonunda iireme gozlemlenmedi. PAA’nin  1/400°1iik
sulandurilmasinda S.aureus ile 1 dakikalik temas siiresi sonunda yapilan ekimlerdeki

bakteri sayiminin sonucunda bakteri tiremesi gozlemlenmistir.

PAA’nin 1/400’liikk sulandurilmasinda P.aeruginosa ile 1 dakikalik temas siiresi
sonunda yapilan ekimlerdeki bakteri sayimminin sonucunda bakteri iiremesi

gozlemlenmistir.



55

Tablo 5.2.4. Perasitik asit’in kullanilan mikroorganizmalar iizerindeki etkinligi

Mikro- Dezen- Temas Siiresi Boyunca
organizma fentan Sulandiim  Etkinliik Ureme Durumlar:
Yiizeyin (DELTLE)
Sulandirilmamis Cam - - - - - -
Metal -l - - -] -] -
9 PVC | - - - - - -
AN
X 3 Cam R
Q <
O x 1/200 Metal | - - - - - -
> 2
- 5 PVC - - - -
3 Cam o R S e
w
1/400 Metal + - - - - -
PvC + -0 - -|-|-
Cam -l -1 -] - -
Sulandirilmamis | Metal | - - - -
3
R PVC | - - - - -
N
S G Cam S
= £
< T 1/200 Metal - - - - - -
3 Z
£ 5 PVC - - - oo
=y a
3 Cam S S R B (R
©
o 1/400 Metal + - - - - -
PvC + - -1 --1-
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5.4.5. Hidrojen Peroksit

Calismada kullanilan Hidrojen Peroksit (% 7,5) S.aureusATCC 29213 ve
P.aeruginosa ATCC 27853 suslar1 tizerine etkinligi Tablo 5.2.5’te gosterildi. Calismada
kullanilan cam, metal ve PVC yiizeyin etkinliklerinin ayni oldugu goriildii. PAA’in
sulandirilmamis (%100°1iik), 1/200 ve 1/400 farkli sulandirilmalarda; 1 dakika, 5 dakika,
10 dakika, 15 dakika, 30 dakika ve 60 dakikalik temas siirelerinin sonundaki bakteri

iiremesi su sekildedir:

Hidrojen peroksitin sulandirilmamis  %100’liikk  konsantrasyondaS.aureusve
P.aeruginosa ile 1 dakika sonunda yapilan ekimlerdeki bakteri sayimimin sonucunda
bakteri tiremesi gozlemlendi. Hidrojen peroksitin 1/200’liik sulandirilmasinda S.aureus
ile 1 dakika, 5 dakika ve 10 dakikalik temas siireleri sonunda bakteri iiremesi
gozlemlendi. Hidrojen peroksitin 1/400’liik sulandurilmasinda S.aureus ile 1 dakika, 5

dakika, 10 dakika ve 15 dakikalik temas siireleri sonunda bakteri iiremesi gézlemlendi.

Hidrojen peroksit 1/200’liik sulandurilmasinda P.aeruginosa ile 1 dakikalik
temas siiresi sonunda bakteri iiremesi gozlemlendi. Hidrojen peroksit 1/400’lik
sulandurilmasinda P.aeruginosa ile 1 dakika ve 5 dakikalik ve temas siiresi sonunda

bakteri tiremesi gézlemlendi.
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Tablo 5.2.5. Hidrojen peroksitin kullanilan mikroorganizmalar iizerindeki etlinligi

Mikro-
Organizma

S.aureus ATCC 29213

P.aeruginosa ATCC 27853

Dezen-
fentan Sulandirim
Sulandirilmamis
§
e
g 1/200
&
<)
S
I
1/400
Sulandirilmamais
§
e
g 1/200
3
<)
S
I
1/400

Etkinliik
Yiizeyin
Cam
Metal
PVC
Cam
Metal
PVC
Cam
Metal
PVC
Cam
Metal
PVC
Cam
Metal
PVC
Cam
Metal
PVC

Temas Siiresi Boyunca

Ureme Durumlari
(Dakika)

5 10 15 30 60

5 - -
4 - -
5 - -
+ + -
+ o+ -
+ + -
+ + o+
+ + o+
+ + o+
+ - -
+ - -
+ - -
+ - -
+ - -
+ - -
+ + -
+ o+ -
+ + -



58

5.4.5. Ozon

Calismada kullanilan ozon jenatoriinden elde edilen ozonlu suyun
S.aureusATCC 29213 ve P.aeruginosa ATCC 27853 suslar1 iizerine etkinligi
incelendi(Tablo 5.2.6). Calismada kullanilan cam, metal ve PVC yiizeyin etkinliklerinin
aynt oldugu goriildii. Ozonlu su hicbir madde ile karigtirllmadan direkt kullanildi.
Ozonlu suyun etkinligini degerlendirmek icin; farkli yilizeyler {izerine inokiile edilmis
mikroorganizmalar ile ozon suyunun 1 dakika, 5 dakika, 10 dakika, 15 dakika, 30 dakika
ve 60 dakikalik temas siirelerinin sonundaki bakteri iiremesine bakilarak yapildi.
Yapilan calismanin sonucunda; cam, metal ve PVC yiizeyde her iki mikroorganizmada

da higbir temas siiresi sonunda bakteri iiremesi gézlemlenmedi.

Tablo 5.4.5. Ozonlu suyun kullanilan mikroorganizmalar iuizerindeki etkisi

Ozonla Temas Siiresi Boyunca
Ureme Durumlar (dk)

Ozon Mikroorganizma | Etkilik
Sulandiriimasi Yiizeyi

Sulandirilmamis | S.aureus ATCC
Ozon 29213




59

5.5. Biyofilm Olusturma Yetenegine Gore Siniflandirma ve Degerlendirmesi

Bakteriyel biyofilmlerden elde edilen OD degerlerine goére S. aureus ve
P.aeruginosa suslarinin biyofilm iiretmeyenler, zayif, orta ve giiglii biyofilm iiretenler
olmak iizere dort boliime ayrilmaktadir. Bu amacgla OD cut-off degeri hesaplanmistir.
OD cut-off degeri, negatif kontrol ile elde edilen ortalama degere ii¢ standart sapma
ilave edilerek belirlenmis ve asagida belirtilen sekilde hesaplanmistir (Tablo 5.5)
(Stepanovic ve dig. 2000).

Tablo 5.5. Mikroorganizmalarin biyofilm aktivitelerini degerlendirme dlgegi

OD degeri Adezyon Biyofilm derecesi
OD kontrol > OD MB Yapisma Olmayan 0
OD kontrol < OD MB < 2 Zay1f Biyofilm I
OD kontrol
2 OD kontrol < OD MB < Orta Biyofilm I
4 ODkontrol
4 OD kontrol < OD MB Giicli Biyofilm 1

OD: Optik Dansite, OD MB: Mikroorganizma Biyofilminin Optik Dansitesi

Calismada kullanilan S.aureus ve P.aeruginosa suslarmin dezenfektan ve ozonla
temasindan sonra ozonla higbir temas siiresinden sonra bakteri liremesinin olmadigi
gozlemlenmedi. Bu yiizden ozonun biyofilm {izerindeki etkinligini ¢alismaya dahil
edilmedi. S.aureus ve P.aeruginosa suslarinin dezenfektanlar ile temasindan sonra
iremenin gerceklestigi dakikalardan alman oOrneklerin dezenfektanin biyofilm

olusumuna etki edip etmedigini gézlemlemek amaciyla mikrotitrasyon plak g¢alismasi
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yapilip ELISA 540 nm dalga boyunca okutuldu (Tablo 5.5.1),(Tablo 5.5.2), (Tablo

5.5.3).

Tablo 5.5.1. Calisma Sonucunda Kullanilan Mikroorganizmalarin Biyofilm
Olusturma Dereceleri

Mikroorga- oD Zayif Orta Biyofilm Giiclii
nizma konsantrasyonu Biyofilm () (1) Biyofilm (111)
S.aureus ODc=0,344+0,282 | 0,34«0OD<0,52 | 0,52«<0OD<0,60 | 0,78 <OD
P.aeruginosa | ODc=0,344+0,282 | 0,34<«0OD<0,62 | 0,62<OD<1,10 | 1,10 <OD




Tablo 5.5.2. Dezenfektan ile temas siiresi boyunca iireme gosteren S.aureus

suslarindan alinan 6rneklerin biyofilm olusturabilme OD degerleri

Gluteraldehit

Etil Alkol

Ortafitalaldehit

Perasetik asit

Hidrojen
Peroksit

Sulandirilmamais

1/200

1/400

%95

%70

%50

1/200
1/400

1/400
Sulandirilmamig
1/200

1/400

= W = = =
Boror » por p8R8orBororBorBor oar

0,643 + 0,145
0,524 + 0,193
0, 695 + 0,196
0,601 + 0,256
0,541 +0,177
0,863 + 0,106
0,811+ 0,106
0,773 + 0,282
0,632 + 0,176
0,751 £ 0,169
0,664 + 0,253
0,813 £ 0,181
0,696 + 0,159
0,641 + 0,281
0,793 + 0,206
0,743 £ 0,106
0,673 + 0,232
0,632 + 0,162
0,634+ 0,132
1,284 £ 0,505
0,906 = 0,195
0,714 £ 0,047
0,553 + 0,063
0, 963 + 0,096
0,759 0,108
0,725 + 0,101
1,813 £ 0,225
1,252 + 0,433
0,759 + 0,256

OD: Optik Dansite, Ao. : Aritmetik ortalama, SD : Standart sapma

Etil alkol icin konsantrasyon; GAA,OPA,PAA ve Hidrojen peroksit icin

sulandirma dereceleri
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Tablo 5.5.3. Dezenfektan ile temas siiresi boyunca iireme gosteren P.aeruginosa
suslarindan alinan 6rneklerin biyofilm olusturabilme OD degerleri

Dezenfektan

Gluteraldehit

Etil Alkol

Ortafitalaldehit

Perasetik asit

Hidrojen
Peroksit

Ko nsantrasyon
veya
Sulandirilma

Sulandirilmamis

1/200

1/400

%70
%50

1/400
1/400

Sulandirilmamis

1/200
1/400

Uremenin
Devam Ettigi
Siire (Dakika)

(32 IS » T S

S I N

Biyofilm OD
Degeri

Ao. OD £ SD
1,704 £ 0,263
1,378 £ 0,581
1,035 +£0,512
2,094 £ 0,004
1,903 £0,113
1,125 £ 0,900
1,829 £ 0,275
2,004 £ 0,026
1,468 £ 0,414
1,254 £ 0,625

1,740 + 0,202

1,429 £ 0,475
0,948 £ 0,078

0,845+ 0,175
0,800 £ 0,165

OD: Optik Dansite, Ao. : Aritmetik ortalama, SD : Standart sapma

Etil alkol icin konsantrasyon; GAA,OPA,PAA ve Hidrojen peroksit icin
sulandirma dereceleri

Biyofilm
Derecesi
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5. TARTISMA
Biyofilm, ekstraseliiler matriks igerisinde gomiilmiis halde bulunan bir yiizey ve
birbirleri arasinda kuvvetli bir sekilde baglanmis mikroorganizmalarin olusturduklar
kolonizasyonlar olarak tanimlanir. Biyofilmin olugmasinda cesitli etmenler bir arada
bulunur. Mikroorganizmanin sahip oldugu viriilans faktorleri ile biyofilmin olusacak
olan yiizey hiicrelerinin biyokimyasal ve hidrofobik yapilari, ortamin; sicaklik, ph, O>
basinci, besin, karbon kaynagi gibi ¢cevreye bagh faktorler biyofilm olusumunda oldukga

etkili etmenlerdir (Sakarya 2005).

P.aeruginosa dogada yaygin olarak bulunan Pseudomonas cinsi arasinda yer alir.
P.aeruginosa cesitli virtilans faktorlerine sahiptir (Mah ve O’Toole 2001) . Sahip oldugu
bu viriilans faktorleri sayesinde 6zellikle immiinsiipresif bireylerde, radyoterapi alan,
yaslt ve uzun siireli antibiyotik kullanan hastalarda ciddi enfeksiyonlara neden olur.
P.aeruginosa’nin enfeksiyon olusturmasinda etkili olan viriilans faktorleri; pilus, LPS,
piyoverdin, ramnolipid, proteaz, alginaat, elastaz, ekzo A, Kirpik,fosfolipaz C ve

biyofilmdir (Karatuna ve Yagc1 2008).

P.aeruginosa antibiyotiklere karsi hizli gelistirdikleri goklu antibiyotik direnci ve
yaptiklar1 enfeksiyonlar ile yiiksek mortolite ve morbiditeye sebep olmalari nedeniyle
diinyada ve iilkemizde 6nemli bir sorun teskil eder. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda
P.aeruginosa’nin  neden oldugu enfeksiyonlarin  patogenezi  incelendiginde
P.aeruginosa’nin viriilans faktorlerinden biri olan biyofilm olusturma yetenegi 6n plana
cikmaktadir (Aydin ve dig. 2000) P.aeruginosa’nin olusturdugu biyofilmlerin neden
oldugu enfeksiyonlar ise dogal kapak endokarditi, osteomiyelit, bakteriyel prostatik, orta
kulak enfeksiyonu ve kistik fibroz hasta guruplarinda goézlenen kronik akciger
enfeksiyonudur. Yapilan farkli c¢aligmalarda enfeksiyonlarin ayni zamanda hastane
kaynakli enfeksiyonlarin %18-25’inden kaynaklandiginin bildirmislerdir (Nordmann ve
Guibert 1998).

Dogada yaygin olarak bulunan Staphylococcus cinsinin énemli tiirlerinden biri

olan S.aureus hem saglikli bireylerde hemde immiinsiiprese bireylerde deri, burun ve iist
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solunum yollarinda kolonize olup nozokomiyal ve toplum kokenli ciddi enfeksiyonlara

neden olurlar (Cengiz 1999).

Tip 1 diyabetli hastalar, uzun siireli antibiyotik kullananlar, hemodiyaliz hastalar1
ve cerrahi hastalarda S.aureus kolonizasyonu orani daha yiiksektir. S.aureus neden
oldugu enfeksiyonlarin basinda yara enfeksiyonlari, endokardit, osteomiyelit, yabanci
cisim  enfeksiyonlar1 ve  nozokomiyel  bakteriyemi  gelir (Kloos ve
Bannerman1999).S.aureus’un enfeksiyon olusturmasinda etkili olan viriilans faktorleri,
yiizey adezinleri, peptidoglikan ve teikoik tabakasi, iirettikleri toksinler ve biyofilmdir.
S.aureus mikrobiyoloji laboratuvarlarinda en sik izole edilen etmenlerden birisidir.
Hastanelede oOzellikle S.aureus tibbi aletler, implant gibi yabanci materyallerin

yiizeyinde biyofilm olusumu gostererek tedavisi daha da zorlagtirmaktadir (Lowy 1998).

P.auroginosa ve S.aureus’un olusturdugu biyofilm enfeksiyonlarindaki bu artisa
bagli olarak biyofilm olusumunu azaltmaya yonelik yeni caligmalarin yapilmasi hiz

kazanmustir.

Hastane ve biyofilm kaynakli enfeksiyonlar diinya genelinde ve iilkemizde
yiiksek mortaliteye sahiptir. Hastane enfeksiyonu hastaneye yatis siiresini takiben 48-72
saat sonra olugmaya baglayip gelisme siiresi 10 gilindiir (Toreci 1997). Biyofilm olusum
siiresi de mikroorganizma tiiriine gore degisiklik gostermektedir (Watnick ve Kolter
2000).

Toreci'nin 1997 yilinda yaptifi bir calismada Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi’nde (1982) hastane enfeksiyon oranini %5,4 oldugunu ve hastane igindeki
boliimler kiyaslandiginda bu oranin %11,4 ile beyin cerrahisinde goriildiigiini
bildirmistir. Ayn1 ¢alismada Istanbul Universite Tip Fakiiltesi (1992) bu oranin %15,2
ile farkli bir cerrahi klinigine ait oldugunu bildirmistir. Her hastanenin kullandigi
dezenfektanlar ve konsantrasyon oranlari birbirinden farkli oldugu i¢in bu oranlarin iilke

genelinde degisiklik gostermesi olduk¢a dogal bir sonugtur (T6reci 1997)

Biyofilm kaynakli enfeksiyonlar ise en sik katater, implant gibi viicucunda tibbi

cihazlar bulunan hastalarda olusmaktadir. Hastane ve biyofilm kaynakli enfeksiyonlarin
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oliimle sonuclanabilecek ciddi hastaliklara neden oldugu i¢in enfeksiyonun olugmasini
Onleyebilmek olduk¢a dnemlidir. Hastane temizliginin dogru ve uygun dezenfektanlar
ve antiseptiklerle yapilmasi hastane enfeksiyonlarimin dnlenmeside olduk¢a onemlidir
(Donlan ve Costerton 2002). Kullanilan dezenfektanlar ve antiseptiklerin biyofilm
olusumu gibi gii¢lii olusumlarin dnlenmesinde yetersiz kaldigi durumlarda ise alternatif
yontemlerin etki mekanizmalarinin aydinlatilmasi ve hastanede kullanilabilecek forma
getirilmesinin enfeksiyonlarin 6nlenmesinde yardimci olabilecegi diisliniilmektedir

(Costerton ve dig. 1999).

Kullanilan dezenfektan maddelerin kimyasal 06zelliklerinin iyi bilinmesi
gereklidir.Dezenfektanlarin mikroorganizmalar iizerinde etki ettigi konsantrasyonlar ve
etki siiresi dogru olarak se¢ilmedir. Ayni sekilde uygulanan dezenfektan madde insan
tizerinde toksik bir etki barindirmamalidir (Bilgehan 1995). Bizde c¢alismamizda
kullandigimiz dezenfektan maddelerin suda ve organik sivilarda eriyebilme, irritan
olmama, toksik etkiye sahip olmama, alerjen olmama, genis antibakteriyel spektruma
sahip olma, bakterisit olma, maliyet yoniinden uygun olma ve kolay bulunabilme
ozelligini gbéz Oniinde bulundurarak hastanelerde yaygin olarak kullanilan bes

dezenfektan madde kullandik.

Yaptigimiz ¢alismaya benzer sekilde Nakipoglu ve dig. yaptiklar1 bir ¢alismada
dokuz yiizey dezenfektani, dort alet dezenfektani ve ii¢ el ve cilt antiseptigi kullanmistir
(Nakipoglu ve dig. 2004).Kiilah ve dig. yaptiklar1 ¢caligmada glutaraldehit, incidur, iyot,
sekusept pulver, sodyum hipoklorit ve etil alkol kullanilmiglardir Yapilan bu
caligmalarda g6z Oniine alindiginda kullandigimiz dezenfektan maddelerin uygun olarak

sectigimiz sdylenebilir (Kiilah ve dig. 2002).

Dogada yaygin olarak bulunan ve hastane enfeksiyonlarinda énemli bir sorun
teskil eden S.aureus ve P.aeruginosa suslarmin iizerinde dezenfektan maddelerin ve
ozonun antimikrobiyal aktivitesine bakildi. Calismamizda dezenfektanlarin farkli
konsantrasyonlari ve farkli temas siireleri kullanildi. Ciinkii dezenfektan maddenin
uygun konsantrasyon ve temas siiresinde kullanilmasi gerekmektedir. Ozonun

mikroorganizmalar iizerindeki etkinlik siiresini dezenfektan maddeler ile ayni oranda



66

kiyaslayabilmek i¢in dezenfektanda uygulanan temas siirelerinin ozon iginde ayni olacak

sekilde kullanildi.

Antiseptik ve dezenfektanlar i¢in uluslararas1 kabul goren test semalar1 heniiz
olusturulamamistir. Gilinlimiizde hala farkli tilkelerde farkli prensiplere dayanan testler
uygulanmaktadir. Dezenfektanlarin etkisinin degerlendirilmesinde en etkili ¢aligma
yontemi iireme gosteren bakterinin kiiltiirlerinin {izerine dezenfektanlarin farkli
konsantrasyonlarinin eklenmesi, bir slire maruz birakilmasi ve daha sonra Oliip

Olmediklerinin gézlemlenmesine dayanir. (Sultan 1999).

Uluslararas1 standardizasyon kuruluslariin 6nerdigi yontem dezenfektan etkinlik

testleri standart mikroorganizma suslari ile yapilmasidir (Sultan 2009; Reybrouck 2004).

Calismamizda kullandigimiz dezenfektan ve ozonun etkinligini alt1 farkli temas
siiresine bagli olarak inceledik. Ayni1 zamanda dezenfektan maddelerin sulandirilmis
formu bekledigi zaman etkinliginin azalacagi bildirildigi i¢in g¢alismamiz sirasinda

gereken sulandirmalar taze olarak hazirladik.

Calismamizda S.aureus ATCC 29213 ve P.aeruginosa ATCC 27853 suslari
tizerindeki etil alkoliin %95, %70 ve %50’lik konsantrasyonlarinin 1,5 ,10 ,15, 30 ve 60
dakikalik  etkinligine  bakildi. Calisma sonucunda etil alkoliin  %95’lik
konsantrasyondaS.aureus ATCC 29213 igin 5 dakikada etkinlik gosterirken,
P.aeruginosa ATCC 27853 susu higbir temas siiresi boyunca iireme gdsterememistir.
Etil alkoliin %70’lik konsantrasyonundaS.aureus ATCC 29213 i¢in etkinlik siiresi 10
dakika iken P.aeruginosa ATCC 27853 i¢in bu siire 1 dakikadir. Etil alkoliin %50lik
konsantrasyondaS.aureus ATCC 29213 iizerine etkinligi 30 dakika iken P.aeruginosa
ATCC 27853icin bu siire 5 dakikadir. Irikli yaptig1 bir ¢alisma sonucunda etil alkoliin
%350’1ik konsantrasyonu i¢in en az etkiyi S. aureus standart susunda gosterdigini
saptamiglardir Bu sonugta bizim calismamiz ile paralellik gostermektedir. Cikan
sonuclara bagli olarak etil alkoliin % 50 konsantrasyondaki antisepsi amagli olarak
kullanima uygun degildir. Dezenfektan olarak kullanilacagi durumlarda ise dezenfekte

edilecek nesne ile 5-30 dakika arasi temas siiresi gerekli olacaktir.
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Etanol ve izopropanol dezenfeksiyon amaciyla yaygin olarak kullanilan
alkollerdendir. Bu amagla en sik kullanilan %60-90 arasindaki konsantrasyonlarda en iyi
antimikrobiyal etkiyi gosterirler, konsantrasyon azaldikg¢a etki azalir (Gorman ve Scott
2004, Nakipoglu ve Giirler 2004, Purohit ve dig. 2003). Alkoller bakterisit, fungisit
etkinlik gosterir; ancak sporlara etkili degildirler. Saf etil alkoliin bakterisit etkisi, alkol
ve su karigtmindan daha azdir; bunun nedeni su varliginda protein denatiirasyonunun
daha hizli olmasidir (Arikan 1997). Bu nedenle antiseptik amacli olarak %70’lik alkol

konsantrasyonu en sik kullanilan konsantrasyondur (Nakipoglu ve Giirler 2004).

Yiice ve ark. yaptiklari bir ¢calismada %70 alkolii S.aureus ve P.aeruginosa
standart suslarmin (0.5, 1, 2.5 dk) etkili bulmuslardir. Bu sonuglar S.aureus agisindan
bizim calismamisla paralellik gostermemektedir (Yiice ve dig. 1989). Kiilah‘in yilinda
yaptig1 bir ¢calismada P.aeruginosa ATCC 27853 susuna karst %50, %70, %95°1lik
konsantrasyonlarinin etil alkol tiim siirelerde etkili olarak bulunmustur. Yaptigimiz
calisma sonuglar1 bu calisma ile benzerlik gostermektedir (Kiilah 2002). Etil alkoliin
%70’lik konsantrasyonu steteskop, termometre, fiberoptik endoskop gibi aletlerin

dezenfeksiyonu i¢in sik kullanilmaktadir (Arikan 1997).

Bizim g¢aligmamizin sonucuna bakarak S.aureus icin %70’lik etil alkolde 10
dakikalik temasin, P.aeruginosa igin %70’lik alkolde 1 dakikalik temasin etkili

olacagim soyleyebiliriz.

Calismamiz dogrultusunda %95’lik etil alkol konsantrasyonu yerine etil alkoliin
%70’1ik konsantrasyonu ile benzer etkiye sahip olmasi sebebiyle yerine daha az alkol
kullanimin1 da saglayacagindan %70’lik etil alkol konsantrasyonunun antisepSi ve

dezenfeksiyonda kullaniminin uygun oldugunu sdyleyebiliriz.

Calismada  kullanilan  diger dezenfektan olan  glutaraldehit (%2)’in
sulandirilmamis 1/200 ve 1/400 sulandirimlarin standart suslara karsi 1, 5, 10, 15, 30 ve
60 dakikalardaki etkilerini goézlemledik. Yapilan c¢alisma sonuglarinda glutaraldehit
(%2)’nin sulandirilmamis konsantrasyonda S.aureus ATCC 29213 susuna5 dakikada
etki ederken , P.aeruginosa ATCC 27853 i¢in bu etki siiresi 5 dakikadir. Glutaraldehit
(%2)’nin 1/200°1iik sulandirilmasinda S.aureus ATCC 29213 etki siiresi 10 dakika iken
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P.aeruginosa ATCC 27853 igin bu siire 5 dakikadir. Glutaraldehit (%2)’nin 1/400’lik
sulandirilmasinda S.aureus ATCC 29213 susuna 15 dakikada etki ederken P.aeruginosa
ATCC 27853 i¢in bu siire 10 dakika oldugu gozlemlenmistir.

Glutaraldehit yiliksek diizey dezenfektan ve kimyasal sterilizan etkili, doymamis
bir dialdehiddir. Organik madde varliginda aktif olma, biyosidal aktivite, koroziv
olmama gibi bircok avantajlart sebebiyle hastanelerde yaygin olarak kullanilir.
Glutaraldehit alkali ajanlarla aktif hale gelir, raf 6mrii 14-28 giindiir ve endoskoplar,
solunum destegi i¢in kullanilan aletler, anestezi ekipmani, spirometri tiipleri,
hemodiyaliz sistemleri gibi bir¢ok tibbi cihazin yiiksek diizey dezenfeksiyonu igin

kullanilir (Rutala 1996, Ozyurt 2000, Rutala ve Weber 2005).

Glutaraldehit hizli etki eden ve genis spektrumlu bir dezenfektandir. Uretici
firmalar tarafindan glutaraldehit (%2)’in sulandirilmadan kullanilmasi 6nerilmektedir ve
bakteriler i¢in temas siiresi 10 dakika olarak tespit edilmistir (Eryilmaz ve Akin 2008).
Nakipoglu ve dig. yaptiklar1 arastirmada Istanbul Tip Fakiiltesi hastanesinde
kullanilmakta olan dezenfektan ve antiseptik maddelerden; ii¢ adet el ve cilt antiseptigi,
dokuz adet yiizey dezenfektani, dort adet alet dezenfektanindan olusan 16 adet kimyasal
ajanin mikrobisit aktivitelerini kantitatif silispansiyon testi yaparak arastirmislardir
(Nakipoglu ve dig. 2004) Bu 16 adet maddenin S. aureus ATCC 6538, P. aeruginosa
NCTC 6749 ve Bacillus subtilis var nigerATCC 9372 iizerine etkisini incelenmislerdir.
Chiroseptol (glutaraldehit icerikli) %1’de 1 saat ve %10’da 6 saatte S. aureus ATCC
6538 lizerine %100, P. aeruginosa NCTC 6749 iizerine%100ve Bacillus subtilis var
niger ATCC 9372 iizerine %99.8 oraninda etkilibulmuslardir.

Calismada kullanilan suglarin tamami glutaraldehite (%?2) karsi biitiin temas
sirelerinde duyarli bulunmustur. Ayrica bu maddelerin sulandirilmis halde ¢ok uzun
siire bekletildiginde etkinliginin azalacagi da unutulmamalidir. Ozellikle yogun bakim
birimleri ve yanik merkezleri gibi diigklin hastalarin bulundugu ortamlarda kendini
gosteren firsatgr mikroorganizmalar ile miicadelede asepsi ve antisepsi kurallarina dikkat

edilmesi enfeksiyon kontrolii agisindan biiyiik dnem tagimaktadir (Ozsoy ve dig. 2001).
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Hidrojen peroksit (%7,5) sulandirilmamis konsantrasyondaS.aureus ATCC
29213 ve P.aeruginosa ATCC 27853 suslar i¢in 1 dakikalik temas siiresi sonunda
inaktive oldugu gozlemlendi. Hidrojen peroksit (7,5)’in 1/200’lik sulandirilmasinda
S.aureus ATCC 29213 etki siiresi 5 dakika iken P.aeruginosa ATCC 27853i¢in etki
stiresi 1 dakikadir. Hidrojen peroksit (%7,5)’nin 1/400’liikk sulandirilmasinda S.aureus
ATCC 29213’a 10 dakikada etki ederken P.aeruginosa ATCC 27852i¢in bu siire 5

dakika oldugu gozlemlenmistir.

Hidrojen peroksitin kullanim konsantrasyonu antisepsi, dezenfeksiyon ya da
sterilizasyon isleminde kullanilmasina gore %3-90 arasinda degismektedir. Bu
maddenin bakterisidal, virtisidal, fungusidal, sporosidal ve mikobakterisidal etkisi
bulunmaktadir, bundan dolay1 dezenfeksiyonun yani sira sterilizasyon amaciyla da
kullanilir (Nakipoglu ve Giirler, 2004). Hidrojen peroksit, %6-25 yogunluklarda
sterilizan olarak kullanilabilmektedir. FDA (Food and Drug Administration) tarafindan
onaylanmis %7,5 konsantrasyonundaki ¢ozeltisi 10 dakikada yiliksek diizey
dezenfeksiyon saglar. Endoskoplarin, kontak lenslerin, hemodiyalizerlerin, yer ve
yiizeylerin dezenfeksiyonunda kullanilir (Samasti, 2008). Alt ve dig. yaptiklari bir
calismada %3 hidrojen peroksit sollisyonunun polimer biyomateryaller lzerindeki
bakteriyel biiylimeyi %99 oraninda indirgedigini bildirmislerdir (Alt ve dig. 1999)
Beneduce ve dig. %3 hidrojen peroksit soliisyonunun dis fir¢alarinda bulunan aerobik ve
anaerobik bakteri sayisin1 indirgedigini bildirmislerdir. Hidrojen peroksit, kendi basina
stabil bir oksidandir fakat nétrofil ve makrofajlar tarafindan siiperoksit ve hidroksil
radikalleri gibi daha reaktif formlara dontistiiriilebilir (Beneduce ve dig. 2009). Olusan
bu daha reaktif oksijen bilesikleri, hiicre zarinda ve DNA’da hasara neden olarak
sitotoksik etki gosterebilir. Bu nedenle, giiniimiizde hidrojen peroksitin bakterisidal
etkisinin Otesinde sitotoksik etkisi daha ¢ok dikkat cekmektedir (Wasserbauer ve dig.
2008). %3 hidrojen peroksit soliisyonunun, antiseptik amagl etkinliginin arastirildig

bilimsel ¢alismalar neredeyse yok denecek kadar azdir.

OPA (0,55) sulandirilmamis konsantrasyondaS.aureus ATCC 29213 ve

P.aeruginosa ATCC 27853 suslarinin higbir temas siiresi boyunca tiremesi goriilmedi.
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OPA(0,55)’nin 1/200’liikk sulandirilmasinda S.aureus ATCC 29213 etki stiresi 1 dakika
iken P.aeruginosa ATCC 27853hi¢bir siire boyunca tireme goriilmedi. OPA (0,55)’nin
1/400°’lik sulandirilmasinda S.aureus ATCC 29213 5 dakikada etki ederken
P.aeruginosa ATCC 27853 i¢in bu siire 1 dakika oldugu gozlemlenmistir.

OPA ile temas sirasinda kisisel korunma malzemeleri kullanilmalidir. Ayrica
hastanin mukozasinda veya cildinde renk degisimini Onlemek igin aletler ¢ok iyi
durulanmalidir. OPA soliisyonu yliksek diizey dezenfeksiyon siiresi 5- 12 dakikadir.
(Avrupa, Asya ve Latin Amerika iilkelerinde Sdak. Kanada ve Avustralya’da 10 dak.
Amerika Birlesik Devletlerinde ise 12 dk. olarak uygulanmaktadir) (Giinaydin ve dig.
2013). OPA’nin mikroorganizmalar iizerindeki etkinligine yonelik bir litaratiir verisine
rastlamadigimiz i¢in calisma sonuglarimizi karsilastirabilecegimiz  bir kaynak
bulunmamaktadir. Bu yiizden de OPA’nin etkinligi hakkinda yapilacak g¢aligmalara
ihtiya¢ duyulmaktadir (Kose ve Yapar 2017).

PAA’in sulandirilmamis  konsantrasyonda ve 1/200’lik  sulandirilmig
konsantrasyonda S.aureus ATCC 29213 ve P.aeruginosa ATCC 27853 suslarinin higbir
temas siiresi boyunca tliremesi goriilmedi. PAA’in 1/400°liik sulandirilmasinda S.aureus
ATCC 29213 ve P.aeruginosa ATCC 27853suslarina karsi etki siiresi 1 dakikadir. Bu
calismada kullanilan dezenfektan maddeler arasinda en etkili antimikrobiyal aktiviteyi

gosteren dezenfektan PAAtir.

Perasetik asit diisiik konsantrasyonlarda (<%0,3) dahi sporosidal, bakterisidal,
viriisidal ve fungusidal olmasindan dolayr hidrojen peroksitten daha gii¢lii bir biyosid
oldugu diisiiniilmektedir. perasetik asit ya da peroksiasetik asit, asetik asit ve oksijen
gibi iirlinlere giivenli bir sekilde pargalanmasina ek olarak hidrojen peroksitten farkl
olarak peroksidazlar tarafindan yikilamazlar ve organik molekiillerin varliginda aktif
olarak kalabilirler. Perasetik asitin hidrojen perokside benzer sekilde protein ve
enzimleri denatiire ettigi ve hiicre duvar gecirgenligini arttirdig ileri siiriilmektedir.
Perasetik asit, 100 ppm’den daha az konsansantrasyonlarda ve yaklasik bes dakika
icinde gram-pozitif ve gram-negatif bakterileri, maya ve funguslari inaktive edebilir.

Organik maddenin varliginda mikroorganizmalar1 etkisizlestirmek icin 200-500 ppm
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perasetik asit gereklidir. Viriislerde dozaj 12-2250 ppm’e kadar artmaktadir. perasetik
asitte hidrojen peroksit gibi yiiksek diizey bir dezenfektandir. Kritik ve yar1 kritik
hastane ve hasta bakim {initelerinin dezenfeksiyonu oda sicakliginda perasetik asitin <
%1 konsantrasyonu ve 20 dakika temas siiresi ile gerceklesir. Perasetik asit bakir, ¢elik,
demir gibi metaller lizerinde korozif etkiye sahip olmasindan dolay1, 6zellikle immersibl
endoskop dezenfeksiyonunda %35°lik perasetik asit, %0.2 konsantrasyonuna
sulandirilarak, korozif etkisini kaldiric1 bir ajan ve tampon eklenmesiyle otomasyona
dayali sistemler gelistirilmistir. FDA tarafindan %0.2 perasetik asit, 50-56°C ve 12
dakika, sterilizasyon i¢in uygun bulunmustur. Ancak perasetik asitin gozle temasinda
geri doniigsiiz hasar, deride yanma ve buharinin solunmasiyla burun, bogaz ve
akcigerleri tahris edebilir. Tibbi, cerrahi ve dental aletleri sterilize etmek i¢in perasetik
asit kullanan otomatik bir cihaz 1988 yilinda isleve girmistir. Diisiik sicaklikta isleyen
sterilizasyon yontemi ABD’de yaygin olarak kullanilmaktadir. Degistirilebilir pargalar,
rijid ve fleksibl endoskoplarin sterilizasyonunu saglamada yardimci olur. Endoskop
kanallarinin yikanmasini saglayan baglanti sistemleri ¢ok sayida fleksibl endoskop i¢in
uygundur. Rijid endoskoplar kapakli bir kap i¢ine yerlestirilir. Kimyasal madde, bosluga
(limen) dogrudan akan baglanti kanallariyla dolar. Diger sterilizasyon tekniklerinde
oldugu gibi sistem, yalnizca kimyasalla temas edebildigi yiizeyleri steril edebilir

(Abbasoglu 2009).

Ozonun S.aureus ATCC 29213 ve P.aeruginosa ATCC 27853 suslarinin
tizerindeki etkisi incelendiginde kullanilan biitlin ylizeylerde hicbir temas siiresi sonunda
ireme gozlemlenmemistir. Ozonun kullanilan biitiin dezenfektanlardan daha ytiksek

antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir.

Ozonun bakterileri inaktive etmesi karmasik bir siirectir. Clinkii ozon birden
fazla yapiya direk olarak zarar vermektedir. Bu yapilar proteinler, doymamis yaglar,
hiicre membranlarindaki solunum enzimleri, hiicre zarlarindaki peptidoglikanlar,
sitoplazmadaki enzimler ve niiklik asitlerdir. Ozonun yiiksek bir antimikrobiyal aktivite
gostermesi  bazi aragtirmacilar tarafondan ozonun mikroorganizmalarin baslica

inaktivatorii olarak yorumlanmasina sebep olamaktadir. Ozon doymamis yag asitlerini,
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membrana bagli enzimler, hiicre igeriginin disariya sizmasina yol acan glikoproteinler ve
glikoliplerler dahil hiicre zarinin ¢esitli komponentlerini oksidize eder ve sonunda hiicre
lizislerine neden olur (Scott ve Lesher 1963; Murray ve dig. 1965). Doymamis yaglarin
cift baglar1 ve enzimlerin siilfidril gruplar1 ozon tarafindan oksidize edildiginde hiicre
permeabilitesi dahil normal hiicresel aktivitesinin bozulmast ve hizli 6liimlerin
gerceklestirmesine neden olmaktadir. Ozon, oksidasyon giicii ¢ok yliksek bir gaz olmasi
nedeniyle bilinen en kuvvetli dezenfektan olarak yorumlanmaktadir. Yiiksek oksidasyon
kuvveti, ozonun Dbakterilerinin inaktive olmasinda etkili olmaktadur. Ozonun
dezenfeksyion etkisi, ayni sartlar altinda ¢alisan klorlinkiin dezenfeksiyon etkisi 3125

kat daha fazladir [http://www.airozon.com/0zon-03/0zonun-avantajlari.ntm]. Sporlara

karsi da klordan daha etkilidir. Ayrica ozon havada bulunan oksijenin pargalanmasi
yoluyla elde edildiginden dolayr dezenfeksiyon olarak gorev aldiktan sonra tekrar
oksijen atomuna doniismektedir. Ozon gazinin dezenfeksiyon sonrasinda kalinti
birakmamasi, gida sanayisinde rahatlikla kullanilmast diger dezenfektanlara karsi ozonu

daha avantajli kilmaktadir (Ozden ve dig. 2006).

Calismamizda ayrica S.aureus ATCC 29213 ve P.aeruginosa ATCC 27853’{in
biyofilm olusturabilme yeteneklerini belirlemek amaciyla herhangi bir dezenfektan
madde ile temasindan &nce kantitatif mikroplak ¢alismasi yapilip, ELISA 540 nm
okuyucuda okutuldu. S.aureus ATCC 29213 ve P.aeruginosa ATCC 27853 iinELISA
okuyucudaki sonuglarina bakarak yiiksek diizeyde biyofilm yapabildigi gozlemlendi.
S.aureus ATCC 29213 ve P.aeruginosa ATCC 27853 iinsuslarinin dezenfektan madde
ile belirlenen temas stireleri boyunca maruz kaldiktan sonra {ireme gdsteren
mikroorganizmalar iizerinden alinan Orneklerin biyofilm olusturabilme yeteneklerini
kantitarif mikroplak ¢alismast ile bakilip ELISA 540 nm okuyucuda okutulduktan sonra
dezenfektana maruz birakilmadan oOnceki biyofilm olusturabilme yetenekleri ile

karsilastirildi.

Calisma sonucunda elde edilen verilere dayanarak dezenfektan maddelere
maruz kalan S.aureus ve P.aeruginosa suslarimin olusturdugu biyofilmlerde kullanilan

biitiin dezenfektanlar i¢in biyofilm olusumunu 6nlemede etkili oldugu goriilmemistir.


http://www.airozon.com/ozon-o3/ozonun-avantajlari.htm
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Calismada kullanilan S.aureus ATCC 29213 ve P.aeruginosa ATCC 27853 suslarinin
etil alkol, glutalaldehit, ortafitalaldehit, hidrojen peroksit ve perasitik asitin farkl
konsantrasyonlar1 ile temasindan sonra iireme goOsteren dakikalardan alinan Ornekler
tizerinden yapilan kantitatif mikroplak testinde her iki mikroorganizmaninda biyofilm
olusturabildigi ve ilk bastaki biyofilm olusturabilme degerleriyle karsilastirildiginda

anlamli bir farklilik géstermedigi goriildii.

Tote ve ark.’nin yaptiklari bir calismada PAA’in en hizli bakterisidal aktiviteye
(<1 dak) sahip oldugunu ancak biyofilm olusumunu gidermede  ayni etkiyi
gostemedigini bildirmislerdir. Yine ayni ¢alismada OPA'nin sirasiyla S. aureus ve P.
aeruginosa biyofilmlerini tamamen yok etmek i¢in 10 dakika ve 30 dakika gerektigini
ancak P. aeruginosa'nin, biyofilm matris bilesenlerinin agir1 iiretimi nedeniyle OPA'ya
duyarliliginin zamanla azalacagini belirtmislerdir. P. aeruginosa biyofilmi, hem yapisal
bir iskele hem de sert ortamlara kars1 koruyucu bir bariyer olarak islev goren, hiicre dist
polimerik maddelerin bir matrisine gomiilii bakterilerden olusur. Aljinat veya diger
polisakaritler, P. aeruginosa biyofilmlerinde ana matris bilesenleri olarak rol

oynamaktadirlar (Tote 2008)

Calismada kullanilan diger dezenfektanlardan olan hidrojen peroksit, GAA ve
etil alkoliin biyofilm olusumunu 6nleyememe sebebi olarak yine mikroorganizmalarin

martiks yapisina tam olarak niifuz edememesi oldugu diistiniilmektedir.

Biyofilm matriks yapist ve P. aeruginosa biyofilmlerinin OPA'ya toleransini
etkileyen ek bilesikler halen arastirilmaktadir. Polisakarit hiicre i¢i adezini ayrica S.
aureus biyofilm matrisinin, ayn1 zamanda teikoik asitler bakimindan zengin bir ana
proteinli bileseni olarak tarif edilmistir. Diger hiicresel bilesenlerin aciga kavusmasi i¢in
ileri teknoloji ile yapilacak calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Olgun S.aureus ve
P.aeruginosa biyofilmleri, biyofilm olusmasini engelleyen matris bilesenlerinin tiretimin
engellenebilmesi icin biyofilm matriks yapisinin tam olarak ac¢iga kavusmasi

gerekmektedir (Bridier ve dig. 2011; De Beer ve dig. 1999; Henoun ve dig. 2004).
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Caligmada kullandigimiz dezenfektanlar farkli yiizeylerde lireme gostermis
mikroorganizmalar1 inhibe etmede énemli rol oynarken ayni etkiyi biyofilm olusumunu
Onleyemedi. Bunun sebebini biyofilmin mikroorganizmaya kazandirdigr direngten
kaynaklandigin1 diistinmekteyiz. Biyofilm organizmalarin1 yok etmek veya ortadan
kaldirmak icin, kullanilan dezenfektanlar EPS’e niifuz edip mikrobiyel hiicreye gecisi
saglanmalidir. EPS’nin kimyasal bilesimi biyofilm cesitlerine gore degistiginden,

spesifik olmayan mekanizmalar tercih edilmektedir.

Sonug olarak, farkli mikroorganizmalar {izerinde kullanilan dezenfektan ve
ozonun antimikrobiyal etkinligi farklililk gostermektedir. Bunun sebebi olarakta
kullanilan dezenfektanalrin konsantrasyonlar1 ve etki siirelerinin her mikroorganizmaya
gore  farklihlk  gosterdiginden  kaynaklanmaktadir.  Cesitli  dezenfektanlarin
karsilastirilmasia iliskin 6nceki arastirmalar, biyofilm matrikslerine kargi tamamen
etkili bir dezenfektanin olmadigin1 gostermektedir. Farkli dezenfektanlarin biyofilmlere
kars1 etkinlik bakimindan karsilagtirildigr ilgili calismalarda farkli sonuglarin elde
edilmesinin nedeninin, dezenfektanlar uygulandiktan sonra biyofilmler olusturmak ve
Olcim yapmak i¢in farkli yoOntemler ve farkli konsantrasyonlar kullanildigi
diistiniilmektedir. Bu nedenle yiriitiilen ¢alismalarda elde edilen sonuglarin
genellestirilmesi ve uygulanmasi i¢in biyofilm ¢aligmalar: i¢in metodik standardizasyon
gereklidir. Biyofilmlerin tamamen ortadan kaldirilmasi miimkiin olmadigindan, biyofilm
olusumuna kars1 Onleyici tedbirler almak, onu ortadan kaldirmaya c¢alismaktan daha

onemlidir.

6. SONUC VE ONERILER

1. Dezenfektan maddelerin uygun konsantrasyonlarda gerekli temas stireleri
boyunca kullanimi g¢evre kirliliginin Onlenmesinde Onemli olacaktir. Yiizeye
uygulanacak dezenfektan se¢iminde bakterilerin vejetatif formlari iizerindeki etkisine,
aletler i¢in kullanilacak dezenfektan se¢iminde ise bunun yaninda sporlu bakterilere

kars1 etkisi ve korozyon etkisine dikkat edilmelidir.
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2. Kullanilan dezenfektan maddelerin konsantrasyonlari, etki spektrumu,
uygun goriilen temas siiresi, pH’1, depolanmasi gibi parametreler antimikrobiyal
etkinligi etkileyen faktorlerdir ve her mikroorganizmanin uygun konsantrasyon ve

uygun temas siirelerini agmadan ¢alisilmasi gerekmektedir.

3. Kullanilan mikroorganizmalarin, farkli dezenfektanlarinve ozonlu suyun
etkinliginin; temas siliresi ve sulandirma oranlarinda direnglerinin birbirinden farkli
oldugunu saptadik. Her mikroorganizmanin dezenfektan direnci birbirinden farkl
oldugu icin mikroorganizmalar iizerinde en etkili uygun konsantrasyonda kullanilan

dezenfektanlar sec¢ilmelidir.

4. Calismamiz sonucunda ozonlu suyun dezenfektan maddelerden daha
yiiksek antimikrobiyal etki gosterdigi goriildi. Ozonlu su dogada bulunan saf
oksijenden elde edilirken, dezenfektanlar ¢esitli kimyasallarin bir araya gelmesiyle
olusturulur. Dezenfektanlar insan iizerinde cesitli toksik etkilere sahip olduklari i¢in
calisanlarin ¢esitli giivenlik onlemlerini aldiktan sonra dikkatli bir sekilde calismasi
gerekmedir. Ozon ise etkinligini kaybettikten sonra tekrardan bileseni olan oksijene

doniistligii icin geride kalint1 birakmaz.

5. Bu sebeplere dayanarak ozonun hastane dezenfeksiyon islemlerinde
yaygin olarak kullanilmasi hastane calisanlarinin saglhigi ve ekonomik kayiplarin

azalmasi agisindan daha yararli olacag: diisiincesindeyiz.

6. Dezenfektanlar biyofilm olusumunu ve giderimini Onlemede yetersiz
kaldig1 i¢cin biyofilm kaynakli enfeksiyonlarin onlenmesinde ozon gibi alternatif

yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir.

7. Dezenfektanlar yanlis konsantrasyonda ve yanlis etki siirelerinde
kullanildiginda biyofilm olusturan mikroorganizmalarin hizli gelistirdigi direng

mekanizmasi sayesinde biyofilm aktivitelerini da da arttiracagi diisiincesindeyiz.
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