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OZET

Yogun bakim fniteleri saglik bakimi ile iliskili enfeksiyonlarin neredeyse
dortte birlik bir kisminin gézlendigi birimlerdir.Bu birimlerde invaziv girisimler
nispeten daha fazla olmakta ve mikroorganizmalar i¢in 6nemli bir giris kapisi
olusturmaktadir.Baz1 mikroorganizmalar canli ortamlar ve kateter sonda gibi hasta
bakiminda kullanilan malzemeler iizerinde biyofilm olusturarak konak immiin
sistemindan kagcabilirler ve antibiyotik tedavisi i¢in de direng olusturarak bu biyofilm
tabakasi icinde varliklari siirdiiriirler.Bu c¢alismada hastanemizin yogun bakim
tinitelerinden izole edilen ve ¢ogul direngli oldugu belirlenen mikroorganizmalar
tarafindan olusturulan biyofilm tabakasina ve iginde yerlesen mikroorganizmalara

kars1 farkli dezenfektan ve antiseptiklerin etkinligi aragtirilmistir.

Calismaya 11°er adet Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus ve Candida albicans susu dahil edilmistir. Bu suslar
kullanilarak paslanmaz ¢elik ve mikropleytler {izerinde biyofilm tabakasi
olusturulmustur. Olusan biyofilm tabakasina ortofitaldehit (%0.55), %10’luk iyot,
500 ve 5000 ppm’lik klor, %10 ve %30’luk sitrik asit ile %60 ve %70’lik etil alkoliin
hazirlanan konsantrasyonlarmin 3, 5, 10, 15, 30, 60 dakika ve 24 saatlik maruziyet

stirelerinde etkisi aragtirilmigtir.

Calismaya dahil edilen mikroorganizmalara ve olusturduklar: biyofilm
tabakasi tizerine OPA, etil alkol ve klor 3, 5, 10, 15, 30, 60 dakika ve 24 saatlik
maruziyette etkin bulunmustur. Iyot 3 ve 5 dakikada etki etmezken 10, 15, 30, 60 dk
ve 24 saatlik temas siiresinde etkin bulunmus; sitrik asitin %10 ve %30’luk

sollisyonlarinin ¢alisilan temas siirelerinde etkinliginin olmadig1 saptanmistir.

Calismamizda en etkili antibiyofilm etki OPA (%0.55), etil alkol (%60, %70)
ve klor (500 ve 5000 ppm)’dan elde edilmistir. Giiglii bir antiseptik olarak kullanilan
iyot (%10) 3 ve 5 dakikalik temas siirelerinde biyofilme etki etmezken 10 dakika ve
tizerindeki temas siirelerinde etkin bulunmustur. %10 ve %30’luk sitrik asitin

etkinligi icin en az 24 saatlik temas siiresine gereksinim vardir.
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Anahtar Kelimeler: Yogun Bakim Unitesi, Cogul Direngli Bakteri,
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ABSTRACT

Intensive care units are the place where nearly 4 of infections related to health care
are examined. In there units invasive attempts take place rather more and this results
in an important exterance door for the microorganisms. Some of the microorganisms
can escape from the host’s immune system by creating a biofilm via live habbits or
catheter probe used for the care of the patiet and they can sustain their existance in
this biofilm by resisting to the antibiotic treatment. To find that how effective the
usage of the different disinfectants and antiseptics for the microorganisms which
settle inside or on the biofilm created by multi-resistant microorganisms thought to
be isabled in the intensive care units is researched in this article.

Eleven strains of Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus and Candida albicans are included in this study. By using
these strainsa biofilm layer is created on stainless steel and microplates. A
concentration is prepared by using 0.55% ortho-phtaldehyde, 10% iodine, 500 and
5000 ppm chlorine, 10% and 30% citric acid and 60% and 70% ethyl alcohol. The
effectiveness of this concentration on the biofilm layer is researched by applying the
concentration 3,5,10,15,30,60 minutes and 24 hours.

OPA ethyl alcohol and chlorine is applied on the microorganisms included in the
study and on the biofilms layer created by them during 3,5,10,15,30,60 minutes and
24 hours. While iodine is not applied during 3 or 5 minutes, it is found that 10% and
30% solution has no effect during the contact time.

The most effective anti-biofilm is obtained from OPA( 0.55%), ethyl alcohol
(60%,70%) and chlorine (500 and 5000 ppm). Iodine (10%) which is used as a
powerful anticeptic has no effect during 3 and 5 minutes while it is effective during
10 minutes and over. For the effectiveness of 10% and 30% citric acid at least 24
hours appliance is needed.

Keywords: Intensive Care Units, Multi-resistant Bacteria,Anticeptic, Disinfectant,

Biofilm
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1. GIRIS

Saglik bakimu ile iligkili enfeksiyonlar 6nemli bir mortalite, morbidite nedeni
olarak onemini arttirmaktadir. Yogun bakim {initeleri yatak kapasitesi hastane yatak
kapasitesinin %10 gibi bir kismini olusturmasina ragmen saglik bakimi ile iliskili
enfeksiyonlarin neredeyse %25°lik bir kisminin saptandigi iinitelerdir (1). Bu
tinitelerde enfeksiyon oranlarinin 5-10 kat fazla olmasmin nedenleri arasinda
hastanin yasi, altta yatan hastaligi, eslik eden hastalifinin olmasi (diyabet,kalp
yetmezIligi gibi), hastanin immiin durumu (notropeni, steroid kullanimi gibi) ve
ortaya cikan komplikasyonlar gibi hastaya bagl risk faktorleri yaninda , yogun
bakimda kalis siiresinin uzamasi ve etken olarak izole edilen mikroorganizmanin
antimikrobiyal duyarlilik durumu ve yanisira hastaya uygulanan invaziv girisimler de
tedavi siirecinde hastanin maruz kaldigi 6nemli risk faktorleri arasinda sayilmaktadir.
Hastaya uygulanan her invaziv islem mikroorganizmalar i¢in yeni bir girig kapisi
olusturmaktadir (2).Hastalara uygulanan damar i¢i kateterler, nazogastrik sonda,
idrar sondasi, trakeostomi ve entiibasyon gibi girisimler enfeksiyon sikligini arttiran

islemlerdir.

Biyofilm; canli,cansiz bir yiizeye yapisir ve kendi tirettikleri ekzo-polisakkarit
matriks ig¢ine gomiiliidiir. Hareketsizdir. Birbirine, bir kat1 yiizeye ya da bir ara
yiizeye geri doniisiimsiiz olarak tutunan mikroorganizmalarin olusturdugu yapidir
(3). Baz1 mikroorganizmalar canli ortamlar ve kateter sonda gibi cansiz malzemeler
tizerinde biyofilm olusturarak konak immiin sistemindan kacabilirler ve antibiyotik
tedavisi i¢in de direng olusturarak bu biyofilm tabakasi i¢inde varliklarini siirdiiriirler
(4).Mikroorganizmalarin farkli ortamlarda olusturduklar: biyofilmler hayatta kalma
sansint arttiran Onemli stratejilerindendir. Biyofilmler mikrobik hiicreler ve
polisakkaritler, ekstraselliiler DNA, proteinler, su ve iyonlar gibi farkli bilesenleri
iceren kendi kendine iiretilmis hiicre dis1 polimerik maddelerden (EPS) olusur (5).
Coklu tiir biyofilmler mikroorganizmalarin dogadaki en 6nemli yasam tarzlarindan
birini temsil etmektedir. S. aureus, S. epidermidis, Enterokok tiirleri, E. coli,
Acinetobacter tiirleri ve P. aeruginosa gibi bir¢cok bakterinin biyofilm olusturma

yetenegi bulunmaktadir. Ozellikle ortopedik implant veya santral vendzkateter gibi



implante cihazlar ile iliskili biyofilm kaynakli sepsis olgular1 literatiirde yer
almaktadir. Biyofilm olusumu cerrahi aletlerin ve skopik cihazlarin da

sterilizasyon/dezenfeksiyonunda 6nemli bir sorundur (6).

Bu c¢alismada hastanemizin yogun bakim {initelerinden izole edilen, ¢ogul
direngli Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus
ve Candida albicans suslar1 tarafindan olusturulan biyofilm tabakasina karsi
ortofitaldehit (OPA), 1iyot, klor, sitrik asit ve etil alkolin belirlenen

konsantrasyonlardaki etkinligi arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

Saglik hizmeti ile iliskili enfeksiyonlar (SHIE), bir hastane ya da bir baska
saglik kurulusunda saglik hizmeti, bakim sunulmasi esnasinda gelisen ve o kuruma
bagvuru esnasinda olmayan enfeksiyonlar seklinde tanimlanmaktadir (7,8). Ayrica
saglik kurumunda sunulan hizmet ile iligkili gelisen fakat taburcu olduktan sonra
ortaya c¢ikan enfeksiyonlar, hasta disinda, saglik calisanlarinda meslekleri ile ilgili
gelisen enfeksiyonlar, hasta ziyaretine gelen hasta yakinlarinda ve hastanede egitim
Ogretim goren dgrencilerde meydana gelen enfeksiyonlar da saglik bakimu ile iligkili
enfeksiyonlar icerisinde yer almaktadir. Saghk bakimi ile iliskili enfeksiyon
niteliklerini bulundurmayan diger enfeksiyonlarin bulasi, hastane disinda edinildigi

icin “toplum kokenli enfeksiyonlar” seklinde isimlendirilmektedir (9).

Saglik bakimi ile iligkili enfeksiyonlar diinyada ve iilkemizde onemli bir
sorun haline gelmektedir. Saglik bakimi ile ilgili enfeksiyonlar, yatis siiresinin
uzamasina, morbidite, mortalite oraninda ve tedavi maliyetinde artisa, isgiicii
kaybina, direngli mikroorganizmalarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (10).
Saglik bakimu ile ilgili enfeksiyonlarin en fazla goriildiigii klinikler arasinda yogun
bakim iiniteleri (YBU) yer almaktadir. YBU’de hastaneye yatan hastalarin sadece
%5-10"u tedavi gormesine karsin, tim saglik bakimi ile ilgili enfeksiyonlarin

yaklasik /4’1 yogun bakim iinitelerinde gelismektedir (11).

Saglik bakimi ile iliskili enfeksiyonlarin genellikle onlenebilir nedenlere
baglanmasina karsin ¢ok az bir kismi Onlenebilmektedir. Saglik bakimi ile ilgili
enfeksiyonlarmin morbidite, mortalite oranlarinin yiiksek olmasma ragmen bu
enfeksiyonlarin basit enfeksiyon kontrol yontemleri ile % 30 oraninda Onlenebilir
olmas1 bu uygulamalarinin énemini gozler o6niine sermektedir (12).Saglik bakimai ile
ilgili enfeksiyonlarinin 6nlenmesinde, hastalarin viicut salgilari ile kontamine olan
yiizeylerin deterjanli su ile temizlenip dezenfekte edilmesi, el hijyeni, eldiven
kullanim kurallarina gereken énemin verilmesi, izolasyon odalarinda 6zel kiyafet ile

eldiven kullannmi ve bu odalardan disariya c¢ikarilan objelerin 6zenli sekilde



temizlenerek dezenfekte edilmesi onlarin enfeksiyon kaynagi olarak karsimiza

¢ikmasini biiyiik dl¢iide 6nlemektedir (13).
2.1.Dezenfeksiyon ve Antisepsi

Dezenfeksiyon, cansiz nesneler iizerinde yer alan patojenleri, sporlar harig,

yok etme islemidir (14).

Viicudun deri, mukoza gibi yiizeysel dokularinin ve yara gibi lezyonlarin
kimyasal maddeler ile patojen mikroorganizmalardan temizlenmesine antisepsi adi

verilmektedir (15).

Dezenfeksiyonu etkileyen faktorler, segilen dezenfektan, uygulanan ylizey ve
mikroorganizmaya bagl olarak cesitlilik gosterir. Mikroorganizma tipi, biyolojik
yiikii, mikroorganizmanin olusturdugu dogal direng, lokalizasyonu, dezenfektanin
yogunlugu, temas siiresi, ortamin sicakligi, pH derecesi, ozmotik basinci, ortamda
bulunan inorganik, organik ve kimyasal maddeler, dezenfekte edilecek ylizeyin tipi,
dezenfektanin sulandiriminda kullanilacak suyun tipi, ylizey gerilimini azaltabilecek
malzemelerin varhigi ve biyofilm varlig1 dezenfeksiyon islemini etkileyen faktorler
arasinda yer alir. Mikroorganizmalar biyofilm sayesinde her tiirlii fiziksel ve
kimyasal etkiden kendilerini korurlar. Boylece dezenfeksiyon isleminden
etkilenmeden varliklarimi = siirdiirebilirler. Biyofilm olusumu muhtemel olan
malzemelerin islem Oncesinde mekanik temizliginin iyi yapilamasi biiylik 6nem

arzeder (16).
2.2.Dezenfektanlarim Etki Mekanizmalari:

Dezenfektanlarin etki mekanizmalari asagida siralanmistir:

1. Hicre zarmma etki: Hiicre zarinin lipoprotein yapisim1 etkileyen

dezenfektanlar yapisal diizeni bozarak etki eder.

2.  Mikroorganizmalarin  proteinlerini  denatiire ederek etki: Bazi

dezenfektanlar proteinlerin yapilarini bozarak etki eder.

3. Mikroorganizma enzimlerinin islevlerini bozarak etki: Dezenfektan maddeler

enzimlerin aktif gruplariyla birleserek enzimlerin islevlerini bozar.



4. Nikleik asitlere etki: Bazi kimyasallar mikroorganizmalarin niikleik asit

yapisini bozarak etki eder (17).
2.3.Dezenfektanlarin Siniflandirilmasi
Dezenfektanlarin siniflandirilmas agsagidaki gibidir:
2.3.1.Diisiik diizey dezenfektanlar (DDD)

Vejetatif bakterilerin bircoguna, bazi viriislere ve bazi1 mantar tiirlerine uygun
siirede (< 10 dk) etki eden dezenfektanlardir. Mikobakteri basili, bakteri sporlarina
ve zarfsiz viriislere etkili degildir. Kuaterner amonyum bilesikleri (%0,5), iyot
bilesikleri (30-50 ppm), sodyum hipoklorit (50-500 ppm) diisiik diizey

dezenfektanlar olarak siniflandirilmaktadir (18).
2.3.2.0rta diizey dezenfektanlar (ODD)

Vejetatif bakterilerin tiimiine (Mycobacterium tuberculosis dahil olmak
tizere) uygun kullanim siiresinde etki eden dezenfektanlardir. Bazi mantar ve bazi
viriis tlirleri tizerinde etki gostermezler. Orta diizey dezenfektanlara, iyot bilesikleri
(50-150 ppm), sodyum hipoklorit (1000-5000 ppm), fenol bilesikleri (%0,4-5) ve etil
ya da izopropil alkol (%60-95’lik konsantrasyonlar1) 6rnek gosterilebilir (19).

2.3.3.Yiiksek diizey dezenfektanlar (YDD)

Bakteri sporlart  disindaki tim  mikroorganizmalar1 inaktive eden
dezenfektanlardir. %2’lik glutaraldehit (20 dk), %7,5’luk hidrojen peroksit (30 dk),
%0,55’lik ortofitaldehit (12 dk), ve %0,2’lik perasetik asit (2 dk) yiiksek diizey

dezenfektanlara 6rnek verilebilir (17,18).
2.4.Dezenfektanlar

2.4.1.Aldehitler: Aldehitler proteinleri denatiire eden ve niikleik asitleri
parcalayan yiiksek etkili dezenfektanlardir. Genis spektrumludur ve sterilizan
etkilidir (20). Aldehitler bakterilere, mantarlara, viriislere, sporlara karsi etkilidir.
Yiiksek derecede toksik etkili, irritan ve kanserojen olduklarindan kullanirken ¢ok

dikkat edilmelidir ve alternatifi var ise o tercih edilmelidir (14).



Ortofitaldehit(OPA)’in 9%0.55’lik soliisyonu yiiksek diizey dezenfektan olarak
kabul edilmistir. Saklanmasi1 halinde etkiliginde azalma olmamasi, pH
degisikliklerine toleransli olmasi, kullanilmadan O©nce aktivasyona ihtiyag
duymamasi, buharlasma o6zelliginin diisik olmasi nedeniyle gozde, solunum
sisteminde tahrise neden olmamasi, invitro olarak mikobakterisidal etkisi
gluteraldehitden daha hizli olmasi, kokusunun zor hissedilir olmasi nedeniyle

gluteraldehite gore daha avantajhidir (19).

2.4.2.Sodyum hipoklorit (Klor): Sodyum hipoklorit NaOCl formiilii ile
gosterilir. Klor en c¢ok tercih edilen dezenfektanlardan biridir. Yanic1 6zellik
gostermez. Genis spektrumlu, kolay bulunabilen ve diisiik sicaklikta bakterisidal
etkili bir dezenfektan olmasi nedeniyle tercih edilen bir dezenfektandir. Yiizey
dekontaminasyonunda, kan ve viicut sivisi gibi dokiintiilerin acil temizlenmesinde,

alet dezenfeksiyonunda kullanilmaktadir (21).

Camasir suyu %5,25 oraninda sodyum hipoklorit igerir ve igerisinde 50,000
ppm oraninda serbest klor bulunur. Soliisyonun icerdigi serbest klor miktar ile
dezenfektanin biosidal aktivitesi Olgiiliir. Diisiik konsantrasyonlar (50-500 ppm)
vejetatif bakterilere, funguslara ve zarfl viriislere kars: etkilidir. Sporosidal aktiviteyi
saglamak icin yaklasik 2500 ppm NaOCI gereklidir. Bu konsantrasyonun korozif
etkisi fazla oldugu icin kullanimi dikkatli ve sinirli bir sekilde olmalidir. Yiiksek
konsantrasyonlar, goézde, mukoz membranlarda, ve ciltte irritasyona yol acabilir.
Yine organik madde varliginda etkisiz kalmalari, 151k ve 1siyla bozulmalari
dezavantaj olarak sayilabilir. Giines 15181 ve bazi metaller ile inaktive olmalar

nedeniyle taze soliisyonlar1 kullanilmalhidir (22).

2.4.3.Sitrik asit: Sitrik asit karboksilik asitler arasinda yer alir. Rengi yoktur
ve kristal yapilidir. Limon tuzu olarak da bilinir. Molekiiler formiilii CsHsO7
seklindedir. Tiim bitkilerde, ¢ok sayida hayvanin viicut sivilarinda bulunur. pH
degeri 3,5’tir. Sitrik asit biyofilme etki eder.Biyofilm tabakasini Onlemek igin

dezenfektanlarin igerisine, sitrik asit gibi kimyasallar eklenmektedir (14).

2.4.4.Etil alkol: Alkoller, genis spektrumlu antimikrobiyal maddeler seklinde

gruplandirilir.  Mikroorganizmalarda protein denatiirasyonuna yol acar. Bu



denatiirasyon sonucu hiicre =zar1 goérevini gergeklestiremez ve hiicrenin

parcalanmasina neden olur (20).

Etil alkol (CH3CH,OH) normal kosullar altinda yanici, ugucu, renksiz bir
stvidir. Kokusu kendine 6zgiidiir (23). Etil alkol dezenfeksiyon amaciyla kullanilan
alkollerden biridir. En iyi etkiyi gosterdigi konsantrasyon %60-90 arasidir ve
konsantrasyon miktar1 azaldik¢a etkisi de azalir (24). Etil alkoliin bakteri ve
mantarlara kars1 etkinligi oldukca iyi seviyededir. Ayrica mikobakterilere de
etkilidir. Zarfsiz virtislere kars1 etkinligi sinirli kalirken sporlara etki gosteremezler

(25).

2.4.5.0yot: Iyot, mikroorganizmalarin hiicre duvarindan iceri girer ve
doymamis yag asitlerine baglanir. Bu sekilde hiicre zarinda degisiklik yaparak ve
protein sentezinde bozulmalara yol acarak antimikrobiyal etkisini gdsterir(25). Iyot
polimer maddelerle beraber kullanildiginda ¢oziiniirliiginde azalma meydana gelir
ve yavag salmim gerceklesir. Boylece deride tahris meydana getirme o6zelliginde
azalma olur. En ¢ok tercih edilen polimer madde polivinil pirolidon (povidon)’dur

(24).

Iyot, tiim bakteriler, mikobakteriler, mantarlar, viriisler iizerine etkindir (26).
Kan kiiltiirii siseleri ve endoskop, termometre vb. tibbi aletlerin dezenfeksiyonunda
kullanilir. Ayrica deri i¢in antiseptik olarak kullanilir (27). Son yillarda iyot i¢in
yapilan arastirmalarda deride tahris yapmasi, deride renk degisikliklerine neden

olmasi gibi dezavantajlarina vurgu yapilmistir (24).
2.5.Dezenfektan Etkinlik Testleri

Hasta ¢evresinin saglik bakimi ile iliskili enfeksiyonlardaki onemi yillardir
tartisilan bir konudur. Hastanelerde kolonize olup hastalarin enfekte olmasina neden

olan mikroorganizmalar ortamda uzun siire canliligini stirdiirebilmektedirler (28).

Saglik bakimi ile ilgili enfeksiyonlarin onlenmesinde koruyucu énlemlerden
sonra dezenfektan ve antiseptik secimi gelmektedir(29). Dezenfektan etkinligini
olgen testler iki gruba ayrilir: dezenfektan aktivitesinin 6l¢iimii ve amaci igere 6zel

testler (30).



2.5.1.Minimal inhibisyon konsantrasyonu testi: Minimal inhibisyon
konsantrasyon (MIK) testleri mikroorganizmanin dezenfektana olan duyarliligmi
kantitatif sekilde gdstermektedir. MIK antibiyotik direnci icin tercih edilirken
dezenfektanlar icin ¢ok tercih edilmeyen ydntemdir. Sadece MIK sonuglarma
bakilarak dezenfektan se¢imi yapilamamaktadir. Bunun bir nedeni de MIK testlerinin

bakterisidal etkiyi gostermemesidir (30).

2.5.2.Siispansiyon testleri: Belirli miktardaki bakteri i¢in dezenfektanlarin
farkl1 konsantrasyon ve temas siiresinde bakterinin canli kalip kalmadiginin test
edilmesine dayanan testlerdir. Testler farkli konsantrasyon ve farkli siireler ic¢in
yapilabilmektedir. Kalitatif ve kantitatif olmak iizere iki grupta incelenmektedir (31).

Kalitatif siispansiyon testleri: Temas siiresi sabit tutulur, bakteri-
dezenfektan silispansiyonundan Ornek alinir ve pasajlanir. Pasajda lireme olmasi
dezenfektanin etkili olmadigin1 gostermektedir.

Kantitatif siispansiyon testleri: Dezenfektan uygulanmasi sonrasinda canli
kalan mikroorganizmalarin direkt sayilmasi, membran filtrasyon yontemi ile
sayllmasi esasina dayanmaktadir. Ilk ekimde bilinen mikroorganizma sayisi ile
dezenfektan uygulanmasi sonrast canli kalan mikroorganizma sayisinin
karsilastirmasina dayanan testlerdir(32).

2.5.3. Tasiyia testleri: Metal pargalar, katater gibi tasiyicilar yapay olarak
kontamine edildikten sonra dezenfektanlara ~maruz  birakilir.  Bdylece
mikroroganizmalarin 6liim oranlar1 belirlenir. Bu testler, in-vitro testlerdir ve testin
uygulanis1 kolaydir(32).

2.5.4.Alet dezenfeksiyon testleri: Test edilecek mikroorganizmalar ig¢in
dezenfektan soliisyonu hazirlanir. Dezenfektan soliisyonu belirli siirelerde uygulanir.
Temas stireleri sonrasinda notralizan igeren sivi besiyeriyle yikanir ve bir bagka sivi
besiyerine pasajlanir. Bu test ile etkili olan en diisiik yogunluk belirlenmektedir(32).

2.5.5.Kapasite testleri: Bu grupta yer alan en gelismis olan test Kelsey Sykes
testidir. Dezenfektanin bakterilere etki etme kapasitesinin belirlenmesi esasina
dayanir. Dezenfektana kontamine olan bir materyal ya da cihaz atilarak

dezenfektanin bakterilere etki kapasitesi belirlenir (33).



2.5.6.Yiizey dezenfeksiyon testleri: Uygulanma odasinin yer yiizeyleri, PVC
taban, sentetik kaplar gibi ¢esitli materyaller test mikroorganizmasiyla kontamine
edilir. Belirli sicaklikta ve nemli ortamlarda belirli siire kurutulup dezenfektan
sollisyonu tastyicilarin bulundugu yiizeye piiskiirtiiliir. Hizl1 sonuca varmak igin 30,
45, 60 ve 90 dakika ya da uzun etkinin gbézlenmesi i¢in 1, 2, 3, 4 saatlik siire
sonunda kalan mikroorganizma sayisi belirlenir(33).

Temas siliresi tamamlandiginda canli kalan mikroorganizmalarin orani, 6len
mikroorganizmalarin oran1 ve dezenfektanin etkin oldugu yogunluk miktari,
dezenfektan aktivite testinin sonucunu etkilemektedir. Dezenfektanin etkinligini
belirlemede kullanilan kriter “Rediiksiyon Faktorii (RF)” degeri ile gosterilmektedir.
Rediiksiyon Faktorii (RF), dezenfektan ile etkilesim Oncesinde mikroorganizma
sayisinin logaritmasi ile dezenfektan uygulanmasi sonrasinda canli kalan
mikroorganizma  sayismnin  logaritmas1  arasindaki  farktir.  Baslangigtaki
mikroorganizma sayis1 10°/ml ya da iizerinde olmalidir. Genel olarak 1 dakika siiren
temas sonrasit 5 log rediiksiyon faktorlilkk bir azalma olmasi beklenmektedir fakat
biyofilm olusturan baz1 bakterilerde 3 log’luk azalma olmas1 yeterli

sayllmaktadir(33).

2.6.Saghk Bakim ile Tgili Enfeksiyonlardan Sorumlu

Mikroorganizmalar

2.6.1.Pseudomonas aeruginosa

2.6.1.1. Mikrobiyolojik ozellikleri: Non-fermenter gram negatif bir basil
olan Pseudomonas aeruginosa tek veya ¢ift olarak goriilebilen, diiz ya da hafif kivrik
sekilde olan, kapsiilsiiz ve sporsuz, 0,5-0,8 pm boyunda bir mikroorganizmadir.
Flegella bulundurdugu i¢in hareketli bakterilerdir. Piluslar1 vardir (34). Optimal
tireme sicakliklar1 30-37° C’dir. Hafif alkali ortam tercih ederler. Bir¢ok karbon

kaynagini kullanabildikleri i¢in basit besiyerlerinde iireyebilirler (34).

P. aeruginosa’nin bir¢ok pigmenti bulunur. Birgogu piyosiyanin, piyoverdin
pigmenti olusturur. Bu pigment mavi-yesil renkte ekstraseliiler bir pigmenttir,
koloniye rengini veren pigmenttir ve yalnizca aerob ortamda olusur. Ayrica kirmizi
(piyorubin), kahverengi-siyah (piyomelanin) renkte koloni olusturan pigmentler de

gozlenebilir (35).



Pseudomonas aeruginosa genellikle tim besiyerlerinde iireyebilir. Aerob
sartlarda {iireyebilmesine ragmen anaerob ortamda da ireyebilir (36). Kanl
besiyerinde yaklasik 1-5 mm c¢apinda, yassi, kenarlar1 kivrimli sekilde koloniler
olusturur (37). Pseudomonas aeruginosa genel olarak 3 tiir koloni olusturabilir.izole
edilen P.aeruginosa kiigiik ve kaba koloniler meydana getirir. Klinik materyallerden
tiretilenler ise mukoid olmayan biiyiik, diiz, yumusak ve kalkik kenarli koloniler ve
mukoid o6zellikte koloniler olmak tizere iki farkli tipte koloni olusturur. Mukoid

olmayan suslarin genellikle virulans1 daha yiiksektir (38).

Genellikle B-hemoliz olustururlar. Besiyerinde trediginde kendine 0Ozgii
aromatik bir kokuya sahiptir (39). Pseudomonas aeruginosa oksidaz pozitiftir. Bu
nedenle sitokrom C oksidaz igeren elektron tasima zinciri sistemine sahiptir. Bu
elektron tasima zinciri sistemine sahip olmalari nedeniyle Enterobacteriaceae

ailesinden ayrilir (36).

Zor kosullarda iireyebilen, nemli ortamlarda uzun siire canli kalan ve ¢ok
cesitli klinik tablolara neden olan bir mikroorganizmadir. Hastane enfeksiyonu etkeni
olarak en sik izole edilen mikroorganizmalardan birisidir. Pseudomonas aeruginosa,

yara, yanik, solunum, iiriner sistemi, kulak ve géz enfeksiyonlart meydana getirir(40)

Firsatc1 patojen olarak P. aeruginosa, kistik fibrozis ve immiin sistemi
baskilanmis kisilerde ciddi enfeksiyonlara yol agan bir etken olabilir (20).Nemli
ortamlart tercih ettikleri i¢cin solunum destek sistemlerinde, temizleme
soliisyonlarinda, ila¢ ve dezenfektanlarda kolaylikla iireyebilmektedir. Bu 6zellikleri
nedeniyle P.aeruginosa gilincel bir sorun olarak dnemini korumaktadir. Pseudomonas
aeruginosa antibiyotiklere direng gelistirebilen bir bakteridir. Dogal ortamda diger
baz1 bakteriler, mantarlar ile birlikte bulunarak antibiyotiklere kars1 direng

gelistirebilir. Ayn1 zamanda biyofilm olusturarak antibiyotiklerden korunabilir (37).

2.6.1.2.Epidemiyoloji: Pseudomonas aeruginosa genel olarak tim cevre
kosullarinda ve minimum beslenme kosullarinda bile tireyebilir. Bu nedenle énemli
bir nozokomiyal patojen olarak kabul edilmistir. Toprakta, sulak bolgelerde, suda,

bitkilerde, hayvanlarda ve insanlarda bulunabilir.Yiiksek sicakliklara dayaniklidir,
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distile suda bile yasayabilir.Hastanede hastalarin viicutlarinin nemli bélgelerinde,
katater girislerinde, lavabo, dus gibi cansiz ylizeylerde bulunabilir.Ayn1 zamanda
hastanelerde kullanilan paspas,temizlik malzemeleri,mekanik ventilatorler, gida ve
gida tiiretim cihazlarinda da kolonize olabilir (37). Hastane kaynakli P. aeruginosa
enfeksiyonlarmin antibiyotik kullanimi, mekanik ventilasyon uygulamasi, cerrahi

uygulamalar, kemoterapi ile iligkili oldugu kabul edilir (41).

Pseudomonas  aeruginosa’nin  sorumlu  tutuldugu toplum  kdkenli
enfeksiyonlar1 da giderek artmaktadir. Ozellikle banyo, kiivetler, yiizme havuzlarinda
toplum kokenli P. aeruginosa enfeksiyonlarina rastlanmaktadir (42).Saglikli
bireylerde; bogazda, nazal mukozada, ciltte %7 oraninda P. aeruginosa tastyicilig

bulunmaktadir. Digkida tastyicilik orani ise %24 civarindadir (31).

Hastane ortaminda P. aerugiosa kaynaklarinin ve prevalansinin tespiti
epidemiyolojik acidan enfeksiyon kontroliinii saglamak icin mutlaka gereklidir.
Hastane ortaminda tespit edilen P. aeruginosa’nin tiplendirilmesi, bakteriyosin

yapisi ve antibiyotik duyarlililigin analizi yapilmalidir (43).

2.6.1.3.Virulans ve patojenite: Pseudomonas aeruginosa enfeksiyonlarinin
patogenezinde bakteri,konak faktorleri rol oynar. Bu faktorler hiicreyle ilgili olanlar
ve hiicre disina salgilanan faktorlerdir.Virulans faktorleri, iiremenin ve hiicre
yogunlugunun arttig1 fazda artar. Bu faktorlerinin salinimi, diizenlenmesi diizenleyici
sistem kullanilarak incelenir. Ayrica bu salinimda hiicreler arasi iletisimin de gorevi
vardir (44). Mikroorganizma genellikle saglikli kisilerde hastalik olusturmaz. Immiin
sistemin bozuldugu durumlarda virulans faktorleri ile birlikte ciddi enfeksiyonlara
yol acabilir. Cesitli virulans faktorler ile birgok enfeksiyon hastaligina yol acabilir

(45).

Pseudomonas aeruginosa’nin virulans faktorleri arasinda kirpik, pilus,
fimbria, aljinat gibi adezyondan sorumlu yapilar, elastaz, proteazlar, fosfolipaz,
16kosidin, hemolizin gibi enzim ve proteazlar, piyosiyanin, piyoverdin, piyorubin
gibi pigmentler ve ekzo ve endotoksinler sayilabilir.

2.6.1.4.Patogenez, adezyon ve kolonizasyon:Pseudomonas aeruginosa'nin

neden oldugu enfeksiyonlar invaziv ve toksijenik patojen olmasiyla agiklanabilir.
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Enfeksiyon, genellikle konak savunmasinin eksikliginde meydana gelir. ilk olarak
konak savunmasmin fiziksel ve anatomik bariyerlerini agsarak adezyonu ve
kolonizasyonu gergeklestirir. Daha sonra ¢ogalarak yeterli sayiya ulasmay1 hedefler.
Yeterli sayiya ulastiginda ise lokal invazyon, yayilma ve sistemik hastalik tablosu

olusur (37).

Enfeksiyonlarin bulundugu yere, mikroorganizmanin yapisina gore farkli
virlilans faktorler bulundurur: Ekzotoksinler (ekzotoksin A ve ekzoenzim S) ve
endotoksinler (LPS), proteazlar (elastaz ve alkalin fosfataz), sitotoksin, hemolizinler,
fosfolipazlar, ramnolipidler, piyosiyanin, piyorubin gibi pigmentler, porinler, pili,

kamg¢1 ve kapsiil.

P. aeruginosa nadir de olsa toplum kokenli enfeksiyonlar olusturabilir.
Bunlar genelde hafif ve yiizeysel olma egilimindedir. Ornegin; otitis eksterna, varis
tilserleri ve folikiilit. Daha siddetli seyretme egiliminde olan hastane
enfeksiyonlarindan da sorumludur. Genellikle pndmoni, idrar yolu enfeksiyonlari,
cerrahi alan enfeksiyonlari, solunum yolu enfeksiyonlarindan sorumludur. Kistik
fibrozis, yanik ve mekanik solunum cihazina bagli olma durumu P.aeruginosa
enfeksiyonlarina zemin olusturma agisindan onemli risk faktorlerindendir. Ayrica
endokardit (protez kapaklar), géz enfeksiyonlari, kemik ve eklem enfeksiyonlari,
ameliyat sonrasi beyin cerrahisi enfeksiyonlar1 ve kulak enfeksiyonlar1 da sorumlu

oldugu diger enfeksiyon tipleridir (46).
2.6.2.Acinetobacter baumannii

2.6.2.1.Mikrobiyolojik  ozellikleri: = Gram  negatif, non-fermenter
kokobasillerdir. Dis ortamda uzun siire canli kalabilir ve kuruluga direnclidir (47).
Kiiltlir ortaminda 35-37°C’de iireyebilir. Genellikle diizgiin, nadiren mukoid, renksiz
koloniler olusturur. Zorunlu aerob, oksidaz negatif, katalaz pozitif, indol negatif ve
hareketsizdirler. Acinetobacter baumannii’yi diger nonfermantatif bakterilerden

ayirmak i¢in ilk oksidaz testine bagvurulur (48).

Acinetobacter baumannii saglik ile iligkili enfeksiyonlardan sorumlu bir
bakteridir ve sik sik coklu ilag direnci gelistirir (49). YBU’den siklikla izole edilir ve

Oonemli firsatgt patojendir. Acinetobacter baumannii mindr yumusak doku
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enfeksiyonlart ve daha siddetli enfeksiyonlar arasinda degisen c¢ok cesitli
enfeksiyonlara neden olan bir patojendir (3). Acinetobacter enfeksiyonlari i¢in yogun
bakim iinitesinde (YBU) yatma, genis spektrumlu antibiyotik kullanimi ve mekanik
ventilasyon en 6nemli risk faktorleridir. Hastane enfeksiyon etkenleri arasinda sikligi

giin gectikce artmaktadir (47).

2.6.2.2.Epidemiyoloji: Acinetobacter tiirleri, toprak, su ve yiyeceklerde
bulunur. Saglikli insanlarin, solunum sistemi, agiz boslugunda normal flora elemani
olarak bulunabilirler (50). Kuruluga dayanikli, farkli pH ve farkli 1s1 derecelerinde
yasayabilme oOzellikleri nedeniyle ile cansiz ylizeylerde uzun siire canliliklarini

stirdiirebilirler (50).

Bakteriyemi, iiriner sistem enfeksiyonlari, ventilator, yara enfeksiyonlar1 gibi
hastane kaynakli enfeksiyonlarin etkeni olarak gittikce artan bir sorun olarak
karsimiza c¢ikmaktadir (51). Hastanede yatan hastalarda, ozellikle bir salgin
esnasinda, kolonizasyon oranlarinda artis goriilmektedir (51). Hastanede yatan

hastalarda deri kolonizasyonunun yaklasik %40 oldugu bilinmektedir (52).

Hastane havasi, periton diyaliz banyolari, yataklarin kenarlari, banyo,
musluklar, tansiyon aletleri, anjiyografi kateterleri, mekanik ventilasyon cihazlarinda
goriilebilmektedir. Hastane calisanlari, bakteriyi tasiyan hastalar,kontamine olan
cansiz materyaller, bakterinin hastalar arasinda yayilist icin uygun ortam

olusturmaktadir (53).

2.6.2.3.Viriilans ve patogenez: Acinetobacter tiirlerinin viriilans
potansiyelleri digiiktiir. Bu nedenle konagm savunma mekanizmasi normal ise
enfeksiyon riski diisiiktiir. Genellikle firsat¢1 hastane enfeksiyonlarindan sorumlu
olurlar. Yasam siireleri kapsiil bulundurmasi, bakteriosin tiretimi, kuru ortamda uzun

siire yasamasi gibi 0zellikler nedeniyle artmaktadir (54,55).

Mikroorganizmanin bazi 6zellikleri virlilansin1 arttirmaktadir. Bu 6zelliklere
polisakkarit kapsiil varligi, hiicre duvarmin lipopolisakkarit icermesi, lipit A’nin
toksik rolii, doku lipit hasar1 olusturabilen enzim iiretimi,fimbria ve kapsiil varliginda
insan epitel hiicrelerine adezyon 6zelligi, aerobaktin gibi sideroforlar ve demir tutucu

dis membran reseptdr proteinlerinin olmasi 6rnek gosterilir.
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Acinetobacter baumanii solunum yolu, dolasim, santral sinir sistemi,liriner

sistem ve yumusak doku enfeksiyonlarina yol agabilmektedir (56).

2.6.3.Staphylococcus aureus

2.6.3.1.Mikrobiyoloji: Staphylococcus aureus 1insan ve hayvanlarin
mukozalarinda kommensal olarak bulunabilir. Gram pozitif bir mikroorganizmadir.
0.5-1.5 um capinda, yuvarlak sekillidir ve sporsuzdur. (57).Kat1 besiyerinden izole
edildiklerinde mikroskopta iiziim salkimi seklinde diizensiz olarak goriiliirler.
Optimum iireme 1s1s1 30-37 °C’dir. Fakiiltatif anaerob olmalarina karsmn aerob
tiremeyi tercih ederler. En iyi iiredikleri pH araligi ise 7-7.5 arasindadir (58,59).
Kanli agarda iyi c¢ogalirlar. Suslarin ¢ogu yaklasik 24 saatte sar1 renkli, S tipi,
yuvarlak, 1-3 mm capli, hafif kabarik koloniler olusturur. Kanli agar iizerinde
genellikle B hemoliz olusturur (60). Katalaz ve koagiilaz testleri pozitiftir. Koagiilaz
enzimi plazmadaki protrombini aktive eder ve trombin ile fibrin olusturur. Tiip ve
lam olmak {izere iki ¢esit koagiilaz testi vardir (61,62). Tiip koagiilaz testi S.
aureus’un belirlenmesi i¢in en giivenilir test olup %97 oraninda dogru sonug verir
(63). Mikroorganizma karbonhidrat kaynagi olarak mannitolii kullanabilir ve

sonunda asit olusturur. (60)

Staphylococcus aureus firsatgr bir insan patojenidir (64). Normal flora
elemanidir ancak piyojenik karakterli deri, solunum sistemi, iiriner ve genital sistem
enfeksiyonlarindan sorumludur. Ancak besin zehirlenmelerinden en ¢ok izole edilen

patojen mikroorganizmadir (65).

Metisiline direngli S. aureus (MRSA), hafif dereceli deri enfeksiyonlari, ciddi
yara enfeksiyonlar1 ve bakteriyemi gibi ¢esitli hastaliklar1 igeren klinik tabloya neden
olabilir. Diinyada en fazla goriilen enfeksiyon etkenlerinden biridir ve saglik bakimi
ile ilgili enfeksiyon etkenleri arasinda 6nemli yere sahiptir. Antimikrobiyallere karsi
direng mekanizmalar1 gelistirmeleri nedeni ile son yillarda Onemini giderek

arttirmaktadir (65).
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2.6.3.2.Epidemiyoloji: Staphylococcus aureus birgok enfeksiyona neden
olur. Ayrica baz1 antimikrobiyallere direng gelistirdigi i¢in 6nemi gittikce artan bir
bakteridir(64). Bir¢ok yerde kolonize olabilir. Yetiskinlerde S. aureus’un kolonize
oldugu en 6nemli bolge 6n nazofarinkstir (66). Stafilokok enfeksiyonun yayilmasi
direkt temas ve/veya kontamine olmus ara¢ gereglerle olur (68). Hastalarin ve
hastane ¢alisanlarinin burun tasiyiciligi hastane enfeksiyonlarinda en Onemli
faktordiir (68). Stafilokoklar, baz1 dezenfektanlara ve yiiksek 1siya duyarli olmasina
karsin, kuru ylizeylerde canliliklarini uzun siire siirdiirebilirler (67). Toplumda
korunma, derinin temiz olmasi, temizlik kosullarina uyulmasi, gida sektoriinde ise

hijyen kurallarina uymast ile saglanir (69).

2.6.3.3.Viriilans, patojenite ve Kklinik: Stafilokoklarin viriilans faktorleri
arasinda katalaz, koagiilaz, stafilokinaz, hiyaliironidaz, penisilinaz, lipaz, niikleaz
gibi enzimler, hemolizinler, 16kosidin, enterotoksinler, epidermolitik toksin ve toksik
sok sendromu toksini gibi toksinler ve peptidoglikan hiicre duvari, teikoik asit ve
slime tabaka gibi yapisal elemenlar sayilabilir (67).Biyofilm olusturma yetenekleri
ile kolonizasyon ve sonrasinda protez gibi malzemelerde kaliciligini saglayarak
enfeksiyonlara neden olabilmektedir. S.aureus izolatlarinin %90’1 kapsiile sahiptir.
Mikrobiyal yiizey bilesenleri olarak da bilinen ylizey adezinleri matriks molekiilleri

tanir.

S.aureus hem toplum kaynakli hem de saglik bakimi alan hastalarda ciddi
klinik tablolarin olugsmasina neden olabilir. Cilt ve yumusak doku enfeksiyonlari
(impetigo, folikiilit, hidradenit, mastit), yara enfeksiyonlar1 (nekrotizan fasit), kemik
ve eklem enfeksiyonlar1 (septik artrit, osteomiyelit), sistemik enfeksiyonlar
(bakteriyemi, endokardit, menenjit), yabanci cisim ile iligkili enfeksiyonlar (protez,
intravendz katater ve kalp pili enfeksiyonlari), toksin kaynakli enfeksiyonlar
(haglanmis cilt sendromu, gida zehirlenmeleri ve toksik sok sendromu)

Staphylococcus aureus‘un sorumlu tutulabilecegi enfeksiyonlardir. (46)

2.6.4.Candida albicans

15



2.6.4.1.Mikrobiyoloji: Insanda normal flora elamani olarak bulunabilen
C.albicans, immiin suprese kisilerde ciddi enfeksiyonlara neden olan firsatgt bir
patojendir.  Candida cinsine ait yaklastk 200 tir olmasina karsin
enfeksiyonlarin %75'inden  Candida albicans sorumludur. Candida albicans
bilesiminde karbonhidrat (%41), protein (%5), fosfor ve hekzoamin iceren bir
ekstraseliiler matriks sentezleyerek hiicre disinda birikir. Bu matriks hidrofobik
ozelliktedir ve konak proteinlerine tutunabilir. Insan patojeni C.albicans maya,
pseudohif ve hif olmak iizere {i¢ formda goriilebilir (70). Candida albicans firsatgi
bir patojendir ve temasa gectigi ylizeylere yapisma egilimindedir ve deri, tirnak,
mukoza gibi canli dokulara yapisir. Cesitli protez malzemeleri, biomateryaller,

stentler ve pacemakerlar iizerine de yapisma egilimi gostermektedirler (71,72).

Mantarlarin neden oldugu hastaliklar bagisiklik sistemini baskilayan ilaclarin
kullaniminda artis olmasi ve bazi hastaliklarin ortaya cikmasi ile onemli hale
gelmistir. Insanlarda cesitli enfeksiyona neden olan bircok yeni mantar kesfi de

mantarlarin 6nemini arttirmaktadir (73,74).

2.6.4.2.Epidemiyoloji: Candidalar dogada yaygin bulunan maya formundaki
mantarlaridir.  Insan ve hayvanlarda gastrointestinal sistem, mukokutandz

membranlarda gozlenebilirler (75,76).

Sagliklt bireylerde deride Candida tirlerine ¢ok fazla rastlanmamaktadir.
Candida’nin gastrointestinal sistemindeki kolonizasyon, agizdan kolona dogru artis
gostermektedir. Ayrica Candida vajen bolgesinde de yogun bir sekilde kolonize
olmaktadir (75).

2.6.4.3.Viriilans ve patojenite: Saglkli bireylerde Candidalar agiz ve
gastrointestinal kanalinda yer alan normal flora tyeleridir (77). Bagisiklik sistemi
yetmezligi olan hastada sistemik enfeksiyonlara neden olmaktadir ve yasami tehdit
etmektedir.  Virlilans  faktorleri ~ mikroorganizmanmn  hastanin ~ savunma
mekanizmalarina karst koyup c¢ogalabilmesini saglar (78). Candidalarin viriilans
faktorlerine; adezyon, proteinaz, fosfolipaz, slimefaktor, germ tiip, hif olusumu,
toksinler, fenotip degisimi, lipaz, hiicre ylizey hidrofobisitesi, yliksek sicaklik ve

farkli pH’da tireyebilmesi 6rnek verilebilir.
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2.7.Biyofilmler

Biyofilm; canli,cansiz bir yiizeye yapisir ve kendi tirettikleri ekzopolisakkarit
matriks ig¢ine gomiiliidiir. Hareketsizdir. Birbirine, bir kat1 yiizeye ya da bir ara
yiizeye geri doniislimsiiz olarak tutunan mikroorganizmalar tarafindan olusturulur
(3). Mikroorganizmalarin farkli ortamlarda olusturduklar1 biyofilmler hayatta kalma
sansin1 arttiran onemli stratejilerindendir. Coklu tiir biyofilmler mikroorganizmalarin
dogadaki en 6nemli yasam tarzlarindan birini temsil etmektedir. Genellikle kronik
enfekte yaralarda ve protez, stent, kateter, implant gibi kalic1t medikal aletler {izerinde
bulunup klinik uygulamalarda yaygin bir problem olarak karsimiza c¢ikmaktadir
(47,49). .Biyofilmlerin neden oldugu enfeksiyonlar hastanede kalma siiresini
uzatmakta, tedavi masrafin1 arttirmakta ve yiiksek Oliim oranmna sahip ciddi

hastaliklara yol agmaktadir (47).

Biyofilmler, canli ya da cansiz bir ylizeye yapisarak kendi iirettikleri ekzo-
polisakkarit bir matriks (EPS) icerisinde yasayan mikroorganizmalar tarafindan
olusturulur (79). Biyofilm olusumu bakterilerin viriilansin1 arttiran 6nemli
faktorlerden biridir. Biyofilm olusumu ile bakterilerin fiziksel ve kimyasal etkenlere
direnci artmaktadir. Buna biyofilm i¢indeki hiicrelere dezenfektanin etkisinin
engellenmesi, dezenfektan ile Dbiyofilm arasindaki kimyasal etkilesim,
mikrokoloninin kurulmasi, pargalayict enzimlerin ve nétralize eden kimyasallarin

tiretilmesi ve hiicreler ile biyofilm arasindaki genetik aligveris 6rnek verilebilir (80).

Bir biyofilmin olusmasi i¢in mikroorganizma, glikokaliks ve yilizey mutlaka
gerekmektedir. Bir biyofilmin yapisinda su, mikroorganizma, protein, polisakkarid,

DNA ve iyonlar bulunmaktadir. Biyofilm olusumu 4 basamakta gerceklesmektedir:

1. Mikroorganizmanin yiizeye tutunmasi: Bakteri hiicresinin yiizeye ilk
tutunmasinda bakteri hiicresiyle yiizey arasinda uzak etkilesimler olugsmaktadir (81).

Bu tutunma geri doniisiir 6zellikte gerceklesir.
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2. Geri doniisiimsiiz tutunma: Geri doniislimsiiz tutunma EPS varliginda
bakterinin kalic1 bag yapmasi ile gerceklesir (82).Hiicreler yiizeye tutunur. Bakteri
hiicre zarindaki proteinlerin uyarimi sonucunda EPS yapida materyal olusturur ve
hiicreler birbirine, yiizeye tutunabilir. Doniisiimsiiz tutunmay yiizeyle kisa mesafeli
etkilesimler saglamaktadir. Bakteri hiicreleri EPS olusturur ve yiizeylere doniisiimsiiz

olarak baglanirlar (83).

Bakteri biyofilm olusumunu hiicreler arasi iletisim sinyalleri araciligiyla
kontrol etmektedir. Bu sinyal sistemine “quorum sensing” denir. “Quorum sensing”
sisteminin bakteri i¢in bir¢cok avantaj vardir. Bu sistem ile bakteri davraniglarinmi
diizenleyerek, besin kaynaklarina adapte olur ve ayni besin i¢in yarisan diger
bakteriler ile savasabilir. Ayrica, enfeksiyon sirasinda viriilans faktorlerinin

diizenlenmesiyle konakta immiin yanittan kacabilir.

3. Kolonizasyon: Mikrokoloni gelisimi bakteri hiicrelerinin bdliintip
cogalarak ylizeyde birikmesi, mikroorganizmalarin gelismesi ve EPS iiretimiyle

gergeklesir. Besin maddelerinin etkisiyle olgun biyofilm hiicreleri olusur (84).

4. Kopma: Son asama biyofilm hiicrelerinin kopup ayrilmasidir. Hiicreler bu

asamada planktonik fazlarina geri donerler (85).

Biyofilmin olusumunu etkileyen faktorler; sekil, yumusaklik, yiizeydeki
girinti ve ¢ikintilar seklinde siniflandirilan ylizeye bagl faktorler, besin maddelerinin
varligi, su, pH, sicaklik, antibiyotiklerin varlig1 seklinde siniflandirilan ortama baglh
faktorler, hiicre duvarinin yapisi, fimbria ve flagella varligi, ekstraseliiler polimerik
madde seklinde smiflandirilan mikroorganizmaya bagli faktorler olarak
siiflandirilir. Tiim bu faktoérlere bagl olarak biyofilm olusumu, birkag saat ile birkag

hafta kadar zaman alabilir.
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2.7.1.Biyofilm saptama yontemleri

Biyofilmlerin de rol oynadig1 enfeksiyonlar glinlimiizde 6nemli bir sorundur.
Biyofilm olusumunun belirlenmesinde invitro ve invivo yOntemlerden
faydalanilmaktadir. Biyofilm saptama yontemleri, biyofilmin engellenebilmesi,
biyofilmin neden oldugu enfeksiyonlar i¢in tedavi yontemlerin gelistirilebilmesi ve

biyofilm diren¢ mekanizmalarinin ¢éziimlenmesi i¢in 6nemli bir yere sahiptir (86).

Biyofilm saptama yontemleri;

a) Kongo kirmizili agar yontemi,

b) Modifiye Christensen yontemi (Modifiye tiip aderans yontemi),
¢) Mikropleyt kullanilan yontemler,

d) Kuru agirligin belirlenmesi,

e) Metabolik aktivitesinin saptanmast,

f) Floresan mikroskopisi,

g) Konfokal lazer tarama mikroskopisi,

h) Elektron mikroskopik yontemler,

1) Genotipik yontemler seklinde siralanabilir (87).

En sik kullanilan yontemler ise kongo kirmizili agar yontemi, modifiye
Christensen yontemi ve spektrofotometrik mikropleyt yontemlerdir. Kongo kirmizil
agar yonteminde biyofilm olusturup olusturmama o6zelligi belirlenecek bakterinin,
belirli miktarda sukroz, kongo kirmizisi, beyin kalp infiizyon buyyonu ve agar iceren
besiyerine ekimleri yapilir ve inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon sonunda,
degerlendirme kolonide meydana gelen renk degisimi degerlendirilir. Siyah, koyu
kirmiz1 koloni olusturan suslarda biyofilm {iretimi vardir seklinde yorum yapilirken,

pembe-kirmizi kolonilerde ise biyofilm olusumu yoktur seklinde yorum yapilir (86).

Modifiye Christensen yonteminde glikoz iceren TSB besiyeri bulunan tiiplere

bakterinin ekimi yapilir ve 37 °C de 24-48 saat inkiibe edilir. Siire sonunda tiipler
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bosaltilir ve fosfatla tamponlanmis salin (PBS) ile yikanir. Her tiipe esit hacim ve
miktarda olacak sekilde, safranin, trypan blue ya da kristal viyole koyulur. Bir siire
bekletilir ve boya dokiliir. Bos tiipler kurutma kagidi iizerinde ters cevrilirek
kurutmaya birakilir. Tiiplerin i¢ kisimlarinda renkli tabaka varligi pozitif olarak
degerlendirilir. Biyofilm derecelendirmesi de tiiplerin i¢ kismindaki renk koyulugu
ve kalinligina gore yapilmaktadir. Renk degisimi olmamasi ise biyofilm varlig

acisindan negatif olarak degerlendirilmektedir (86).

Spektrofotometrik mikropleyt yonteminde, genellikle 96 kuyucuktan olusan
mikropleytler kullanilmaktadir. Belirli hacim ve miktarda uygun besiyeri iceren
mikropleyt kuyucuklaria bakteri siispansiyonu ekilir ve uygun kosullar saglanarak
inkiibasyona birakilir. Siire sonunda mikropleytler ters g¢evriler ve kuyucuklarin
icerigi bosaltilir. Metanol ya da sodyum asetat gibi bir madde ile biyofilm fikse
edilir. Bosaltilan kuyucuklar PBS gibi bir yikama soliisyonuyla yavas yavas yikanir
ve her kuyucuk icin esit miktarda boyar madde eklenir. Boyamak i¢in safranin,
trypan blue veya kristal viyole kullanilir. Kuyucuklara boyar madde eklendikten
sonra boyanin biyofilme geg¢mesi icin belirli bir siire beklenir, kuyucuklar bosaltilir
ve yeniden yikama yapilir. Bu islem esnasinda boyar madde ile biyofilm igerisindeki
bakteri hiicreleri boyanir. Biyofilm yapisina katilmayan diger hiicre ve maddeler
yikama esnasinda uzaklastirilmaktadir. Yikama sirasinda yiizeye tutunan bakteri
hiicreleri ve biyofilme zarar vermemek i¢in yikama isleminin dikkatli ve yavasca
yapilmast gerekmektedir. Yikama sonrasinda mikropleytler 24°C’de 30 dakika
kurumaya birakilir. Kuruma sonrasinda mikropleytler etanol, aseton, asetik asit gibi
ajanlar ile muamele edilir. Spektrofotometrik 6l¢iim yapan mikropleyt okuyucu bir
cihazda belirlenen dalga boyunda 6l¢iim yapilir ve her bir kuyucugun optik dansitesi
belirlenir. Bu degerle ile kontrol kuyucuklarinin ortalama optik dansite degerleri

karsilagtirilarak biyofilm varligi ve biyofilmin derecesi belirlenir (88).
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2.8.Notralizan Maddeler

Dezenfeksiyon isleminden sonra dezenfektanlarin etkinligini belirlerken
besiyerine Ornekle beraber tasinmig olan dezenfektanin etkisinin ndtralize edilmesi
gerekmektedir. Notralizasyon isleminde, dezenfektana uygun secilen ve dezenfektan
maddeyi notralize edebilen maddeler kullanilmaktadir (89). Calismalarda yaygin
olarak kullanilan nétralizanlar, saponin, tween 80, L-histidin ve L-sistein ve gibi

maddelerin belli konsantrasyonlarda hazirlanarak kullanilir.

Saponinler, gesitli bitkilerde ve deniz hayvanlarinin bazilarinda dogal olarak
bulunan glikozidlerdir(90). Saponinler igeceklerde kopiik iiretimi, kozmetik, ilag
sanayii, fotografcilik gibi alanlarda  kullanilmaktadir  (91).Saponinlerin,
antikanserojen,antioksidan, antimikrobiyal etki gosterdigi bilinmektedir. Ayrica

immiin sistem i¢in yararli 6zellikleri de bulunmaktadir (90).

Saponinler, steroid veya triterpenoid yapida lipofilik bir ¢ekirdege ve bir ya
da daha fazla sayida karbonhidrat zincirine sahip olan glikozitlerdir (Sekil 2.1).Sulu
soliisyonlarinda kopiirme ozellikleri nedeni ile saponin olarak

isimlendirilmektedir(92).Suda ve yagda ¢oziinebilirler(91).

Sekil 2.1 Saponinin yapis1 (93)
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Polysorbate 80 olarak da bilinen Tween 80 gidalarda emiilgatdr olarak
kullanilmaktadir. Sabun ve kozmetik sanayisinde bir yiizey aktif madde olarak ya da
¢Oziindiiriicli olarak (agiz gargarasi gibi) kullanilmaktadir. Yiizey adsorbsiyonunun
Onlenmesi ve protein agregasyonuna karsi stabilizor olarak gorev yapan
biyoterapétik iirtinlerin formiilasyonunda kullanilmaktadir. Tween 80, parenteral
uygulamada ilaglarin sulu formiilasyonlarini stabilize etmek i¢in yardimer bir madde
olarak kullanilmaktadir. Tatlar1 acidir ve kotii bir kokuya sahiptirler (94). (Sekil
2.2).

H(OCH,CH,},0 O(CH,CH;0),H

o/ > CHO(CHCH,0)H

CH,0(CH,CH,0)4R

wherea+h+¢+d=20, and
R is CH;(CH,),CH=CH(CH,);CO

Sekil 2.2 Tween 80’in yapis1 (95)

Histidinler yar1 esansiyel aminoasitler icerisinde yer almaktadir. Bazik yan
zincirli aminoasitler grubunda yer almaktadir. Pozitif yiik tagirlar. Histidin fizyolojik
pHda en giiclii tampon 6zelligine sahiptir. Bunun nedeni nétral pHa (pH:7) yakin
olmasidir. Aminoasitler D ve L olmak iizere iki forma karsimiza ¢ikmaktadir (Sekil
2.3). Dogal olanlar1 L-serilerdir ve canli organizmalar tarafindan L-amino asitler
kullanilmaktadir. L-histidin renksizdir ve kristal seklinde gozlenmektedir.

Kokusuzdur ve tatlar1 hafif acidir (96).
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OH
NH»

Sekil 2.3 L-Histidin’in yapis1 (97)

Sistein 20 amino asitten bir tanesidir ve yan zincirinde kiikiirt grubu igerir.
Diger bircok amino asitte oldugu gibi hem L- hem de D- izomeri vardir. Dogada
goriilen izomeri L- sisteindir(Sekil 2.4).Sistein, gida,kozmetik ve ilag gibi sektorlerde

kullanilmaktadir (96).

O
HS/ﬁ)kOH

NH,

Sekil 2.4 L-sistein’in yapisi (98)
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Abant izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali1 arastirma laboratuvarinda yapilmistir.Calismada kullanilan suslar
2012-2014 wyillar1 arasinda laboratuvarimizda yogun bakim hastalarinin c¢esitli
orneklerinden izole edilen ve ¢oklu ilag direncine sahip oldugu saptanan gesitli
mikroorganizmalar dahil edilmistir.Suslar Phoenix system (BD, Sparks, MD, USA)
iletanimlandiktan ve antibiyotik direng profili belirlendikten sonra ¢alisma
yapilincaya kadar %40 gliserol igeren Triptik soy broth (TSB)’de -80 °C’de

saklanmustir.
3.1.Mikroorganizmalar:

Hastane enfeksiyonu etkeni olarak yogun bakim {initelerinden izole edilen
coklu ilag direncine sahip oldugu belirlenen Pseudomonas aeruginosa (n=11),
Acinetobacter baumannii (n=11), Staphylococcus aureus (n=11) ve Candida
albicans (n=11) suslar kullanilmistir. Triptik soy broth (TSB)’de -80 °C’de saklanan
suslar oda sicakligina getirildikten sonra TSB (Oxoid, Ingiltere) i¢inde ¢ogaltilmis ve
kat1 besiyerine pasajlanmistir. Kiiltiir plaklar1 37°C’de 48 saat siireyle inkiibe
edilmistir. Calismamizda pozitif kontrol olarak Enterococcus faecalis ATCC 29212
susu, negatif kontrol olarak biyofilm olusturmadigi bilinen Staphylococus aureus

ATCC 25923 ve Escherichia coli 25922 ATCC suslar1 kullanilmastir.
3.2. Besiyerleri
3.2.1.Trypticase soya buyyonu (TSB)

Pek ¢ok aerob ve anaerob bakterilerin tiretilmesi i¢in kullanilan bir

besiyeridir.
Tripticase soya buyyonu:
Pancreatic digest of caseing USP 17¢g

Pancreatic digest of soybean meal 3g
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NaCl 5¢g

K,HPO, 25¢
D-Glucose 25¢g
Saf su 1000 ml

pH: 7.3 olmalidur.

Maddeler karistirilir. Kaynayan su banyosunda isitilarak eritilir. Tiiplere

dagitilip 121 derecede 15 dakika sterillenir (99).

3.2.2.Fosfat tamponlu salin soliisyonu (PBS)

A eriyigi:

NaCl 8¢g
KCl 02¢g
Na,HPO, 1.15¢g
KH,PO, 020¢g
%0.4’liik fenol kirmizisindan 5ml

800 ml’e saf su ile tamamlanip otoklavda 121 derecede 15 dakika sterillenir.

B eriyigi:
MgCl, 0.1g
Deiyonize su 100 ml

Eritilir. Otoklavda 121 derecede 15 dakika sterillenir.

C eriyigi:
Ca(Cl, 0.1g
Deiyonize su 100 ml
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Eritilir.Otoklavda 121 derecede 15 dakika sterillenir.
Kullanma eriyigi:
8 kistm A+1 kisim B+1 kisim C eriyikleri karistirilir.
pH:7.3 olmalidir.

Besiyerinin pH ‘1 6 N HCI ve 6 N NaOH olacak sekilde 7.3’e ayarlanir.
Otoklavda 121 derecede 15 dakika sterillenir (99).

3.2.3.Kanh jeloz (Agar)

Genel kullanim besiyeri olarak ve daha ¢ok hemolitik streptokoklarmn ayirt

edilmesinde kullanilan besleyici bir besiyeridir.

Tripticase ve Peptone I5¢g
Soytone ( Soya enzimatik hidrolizati) 5¢g
NacCl 5¢g
Agar 15¢g
Saf su 1000 ml

Isitilarak eritilir. pH: 7.3’e ayarlanir.50 dereceye sogutulur.

Defibrine koyun kanindan 70 ml eklenir. Karistirilip plak ve gerekli ise yatik
olarak katilagtirilmak iizere tiiplere dagitilir (99).

3.2.4.Kristal viyole (%0.1)

Kristal moru ya da gentian moru eriyigi:

Kristal viyole ya da Gentian viyole lg
Asit fenik kristal 2g
%96’lik etil alkol 10 ml
Saf su 100 ml
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Bir cam havanda boya ezilirken yavas yavas alkol ve asit fenik kristalleri de
atilarak karistirlla karistirila eritilirler. Ayni sekilde karistirilirken suyun 2/3°1
eklenir. Eriyik dereceli bir meziire konur. Artan su ile havan calkalanarak meziire
aktarilir.Bu sekilde hacim 100 ml’e tamamlanir.Eriyik 24 saat oda derecesinde
bekletildikten sonra siizge¢ kagidindan siiziilerek renkli damlalikli kullanma sigesine

aktarilir.

Elde edilen boyanin konsantrasyonu %0.1 olacak sekilde tekrar
sulandirilir(99).

3.3.Hiicre Siispansiyonu Hazirlanmasi, Biyofilm Olusumu ve Ol¢iimii

Deneyleri:

Biyofilm olusturulmasi i¢in model olarak kullanilacak olan 0,1 mm x 10 mm
boyutlarindaki paslanmaz ¢elik ¢ubuklar mekanik temizligi yapildiktan sonra 121
°C’de 15 dakika tutularak steril edildi. Plastik yiizey modeli olarak da steril olarak
temin edilmis polistren mikropleytler kullanildi. Kiltiir plaklarinda {ireyen
mikroorganizmalarin 48 saatlik kolonilerinden 0.5 McFarland standardina gore
siispansiyonlar1 hazirlandi.Steril cam tiip icerisine alinan steril paslanmaz celik
cubuklarin iizerine bakteri sayisi belirlenmis olan siispansiyondan 3 mL eklendi.4
saat 37 °C’de stirekli ¢alkalanarak inkiibe edildikten sonra iist siv1 alinarak fizyolojik
tuzlu su (FTS) ile yikandi.Ardindan 3 mL TSB ilave edilerek inkiibasyona 24 ve 48
saate tamamlanacak sekilde devam edildi.inkiibasyonun ardindan iist sivi alindi ve
paslanmaz ¢elik ¢ubuklar FTS ile yikandi.Ayn sekilde 0.5 McFarland ayar1 yapilmis
bakteri siispansiyonlarindan 200 pL’lik voliimler steril mikropleyt kuyucuklarina
dagitildiktan sonra 4 saat 37 °C’de siirekli calkalanarak inkiibe edildi ve list sivi
alimarak FTS ile kuyucuklar yikandi. Ardindan her kuyucuga 200 uL TSB ilave
edilerek inkiibasyona 24 ve 48 saate tamamlanacak sekilde devam edildi.
Inkiibasyonun ardindan iist s1v1 alind1 ve FTS ile yikama asamasina gegildi. Béylece

temiz kosullardaki bakteri biyofilmi elde edilmis oldu (47).

Deneylere baglamadan 6nce calismaya dahil edilecek olan suslarin biyofilm
olusturup  olusturmadiklar1  mikropleyt =~ modeli  tlizerinde  arastirilarak

spektrofotometrik olarak degerlendirildi. Biyofilm olusum asamas1 yukarida
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tariflendigi sekilde yapildi. Yikama islemi sonrasinda oda sicakliginda kurumaya
birakildi. Kuruma sonrasi kuyucuklar kristal viyole ile boyandi. Kuyucuklarin kristal
viyoleyi tutmasi i¢in 15 dk oda sicakliginda bekletildi. Siire sonunda boya distile su
kullanilarak uzaklastirildi. Kuruma sonrasinda kuyucuklara etanol eklenerek boyanin
¢oziilmesi saglandi.Kuyucuklarin optik dansitesi ELISA okuyucu ile (Thermo
Scientific, MultiskanFC Microplate Photometer, FINLAND) 492 nm dalga boyunda
belirlendi.Spektrofotometrik Slgiimler sirasinda biyofilm olusturmadigr bilinen
standart suglar kullanildi.negatif kontroller ile karsilastirilarak biyofilm varligi

saptandi(86,100) .

3.4. Dezenfektanlar: OPAnin %0.55’1ik, klorun 500 ppm ve 5000 ppm’lik,
iyotun %10’luk, etil alkoliin % 60 ve %70’lik ve sitrik asitin %10 ve %30’luk farkli
konsantrasyonlar1 hazirlandi. Bu dezenfektanlarin 3, 5, 10, 15, 30, 60 dakika ve 24
saatlik siirelerde daha Onceden olusturulmus olan biyofilm tabakasina etkisi

arastirildi.

3.5.Notralizan Soliisyonlarimmn Hazirlanmasi: Deneylerde dezenfektan
etkisini sifira indirmek i¢in nétralizan madde kullanild. Igeriginde saponin (Sigma,
Almanya) %3, L-histidin (Sigma, Almanya) %0.1, L-sistein (Sigma, Almanya) %0.1,
tween 80 (Sigma, Almanya) %3 konsantrasyonda olacak sekilde Triptin Soya
Buyyon (TSB) (Oxoid, Ingiltere) ile hazirland1 (101).

3.6. Biyofilmdeki Mikroorganizmaya Kars1i Mikrobisidal Degerinin
Saptanmasi: Bu amagla iizerinde biyofilm olusumu saglanan paslanmaz celik
cubuklarin  lizerine deneyde kullanilacak olan dezenfektanlarin  azalan
konsantrasyonlarindaki ¢ozeltileri 3 mL olarak eklendi. Cubuklar 3, 5, 10, 15, 30, 60
dakika ve 24 saat oda sicakliginda inkiibe edildi.

Temas stirelerinin sonunda iist s1vis1 alinan tiiplere 6nceden hazirlanmis olan
noétralizan soliisyon, son voliimii 1:10 konsantrasyonda olacak sekilde, ilave edilerek
reaksiyon durduruldu.Paslanmaz c¢elik ¢ubuklar 10 dakika boyunca vortekslenerek

biyofilmin ¢ubuklardan ayrilmasi saglandi.

Bakteri biyofilminin  bulundugu mikropleytlerin  kuyucuklarma da

dezenfektanlarin azalan konsantrasyonlarindaki ¢ozeltileri 250°er pL olacak sekilde
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eklendi. Mikropleytler 3, 5, 10, 15, 30, 60 dakika ve 24 saat oda sicakliginda inkiibe
edildi. Temas siirelerinin sonunda {ist sivis1 alinan kuyucuklara 6nceden hazirlanmis
olan nétralizan soliisyon, son voliimii 1:10 konsantrasyonda olacak sekilde, ilave
edilerek reaksiyon durduruldu.Ardindan mikropleytin duvarinda olusan biyofilm

tabakasi steril bir firga yardimiyla kazinarak ve sonikasyon islemine tabi tutuldu.

Cubuklarin ve mikropleytlerin igindeki siispansiyonlardan 100 pL alinan
ornekler Triptik Soya Agar (Oxoid, Ingiltere) yiizeyine ekildi.Kiiltiir icin 37 °C’de
24 saatlik inkiibasyona birakilarak olusan koloniler sayildi. Belirlenen konsantrasyon
ve temas siiresinde ilireme olmamasi, dezenfektanin etkin oldugu seklinde

yorumland1 (101)

Deneyler ikiser kez tekrarlandi. Kararsiz kalindig1 durumlarda bir kez daha

tekrar edildi.
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4. BULGULAR

Calismada kullanilan mikroorganizmalarin tiimii hem paslanmaz celik
cubuklar iizerinde olusturulan biyofilm ile yapilan deneylerde hem de mikropleyt
tizerinde olusturulan biyofilm ile yapilan deneylerde dezenfektanlardan OPA, klor ve
etil alkol’iin c¢alisilan konsantrasyonlarmna 3, 5, 10, 15, 30, 60 dk ve 24 saatlik temas
stiresinde etkin oldugu saptanirken, iyot olusturulan biyofilm iizerine 3 ve 5
dakikalik temas stiresinde etkisiz bulunmus ancak 10, 15, 30, 60 dk ve 24 saatlik
maruziyette etkili oldugu saptanmistir. Sitrik  asitin @ %10 ve %30’luk
konsantrasyonlar1 ¢aligmaya dahil edilen suslarin ve pozitif kontrol olarak kullanilan
EnterococcusfaecalisATCC 29212susunun belirtilen temas siirelerinin tiimiinde
etkisiz oldugu saptanmistir. Bununla birlikte biyofilm olusturmadigi bilinen ve
negatif kontrol olan Staphylococusaureus ATCC 25923ve Escherichia coli 25922
ATCC suslari sitrik asitin %10’luk ve %30’luk konsantrasyonlarminsadece 24 saatlik

maruziyette etkili oldugu saptanmistir (Tablo 4.1 ve Tablo 4.2).
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Tablo 4.1 Antiseptik ve dezenfektanlarin paslanmaz ¢elik ¢ubuklar iizerindeki biyofilm iizerine

etkisi.

Dezenfektan

ikroorganizma

Siire

P.aeruginosa

S.aureus

A.baumanii

C.albicans

E.feacalis*
ATCC
29212

S.aureus**
ATCC
25923

E.coli**
ATCC
25922

OPA
(%0.55)

3dk

5 dk

10 dk

15 dk

30 dk

60 dk

24 sa

Klor
(500 ppm)

3dk

5 dk

10 dk

15 dk

30 dk

60 dk

24 sa

Klor
(5000 ppm)

3dk

5dk

10 dk

15 dk

30 dk

60 dk

24 sa

1y0t
(%10)

3 dk

5dk

10 dk

15 dk

30 dk

60 dk

24 sa

Etil Alkol
(%60)

3dk

5dk

10 dk

15 dk

30 dk

60 dk

24 sa

Etil Alkol
(%70)

3dk

5dk

10 dk

15 dk

30 dk

60 dk

24 sa

Sitrik Asit
(%10)

3dk

5dk

10 dk

15 dk

30dk

60 dk

+ ||+ ]

+ |+ |+

24 sa

Sitrik Asit
(%30)

3dk

5 dk

10 dk

15 dk

30dk

60 dk

AR E R R A R R EA A AL

||| ]

R R Y e N N A E E AN

R N R e e E N N A Y FA EA N

+ |+

+| |+ |+ ]

24 sa

+

+

+

+

S R R e T B o o o Y E

*: Pozitif kontrol, **: Negatif kontrol, (+): Ureme var, (-): Ureme yok
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Tablo 4.2 Antiseptik ve dezenfektanlarin mikropleyt iizerindeki biyofilm iizerine etkisi.

Dezenfektan

ikroorganizma

Siire

P.aeruginosa

S.aureus

A.baumanii

C.albicans

E.feacalis*
ATCC
29212

S.aureus**
ATCC
25923

OPA
(%0.55)

3dk

5dk

10 dk

15 dk

30 dk

60 dk

24 sa

Klor
(500 ppm)

3dk

5dk

10 dk

15 dk

30 dk

60 dk

24 sa

Klor
(5000 ppm)

3dk

5dk

10 dk

15 dk

30 dk

60 dk

24 sa

Iyot
(%10)

3 dk

5dk

10 dk

15 dk

30 dk

60 dk

24 sa

Etil Alkol
(%60)

3dk

5 dk

10 dk

15 dk

30 dk

60 dk

24 sa

Etil Alkol
(%70)

3dk

5 dk

10 dk

15 dk

30 dk

60 dk

24 sa

Sitrik Asit
(%10)

3dk

5 dk

10 dk

15 dk

30 dk

60 dk

+|+ |+ |+ ]

+|+ |+ |+ ]

24 sa

Sitrik Asit
(%30)

3dk

5 dk

10 dk

15 dk

30 dk

60 dk

] ] ]

| ] ]

| ] ]

+|+ |+ |+ |+ ]

+|+ |+ |+ |+ ]

24 sa

+

+

+

R Eo N RN N N Y S N EA A

e B B o o o o o o ) ) ) sy

*: Pozitif kontrol, **: Negatif kontrol, (+)

: Ureme var, (-): Ureme yok
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5. TARTISMA

Saglik bakimi ile iligkili enfeksiyonlar, yiiksek mortalite ve morbiditeye
neden olmaktadir. Gerek hastanede yatis siirelerinin uzamasi gerekse tedavi
giderlerinin artmast maddi ve manevi kayiplar1 beraberinde getirmektedir. Saglik
bakimu ile iliskili enfeksiyonlarin tedavileri diger enfeksiyon kaynakli hastaliklara
gore daha gii¢ olmaktadir (102). Saglik bakimu ile ilgili enfeksiyonlarinin goriilme
siklig1 diinya verilerine gore %3-%17 seklindedir. Yogun bakim iiniteleri, yanik
tinitelerinde bu enfeksiyonlarm goriilme orani daha yiiksektir (%20-40). Saghk
bakimi ile ilgili enfeksiyonlarin neden oldugu oliimler, gelismis iilkelerde ilk on

6liim nedeni iginde yer almaktadir (103).

Saglik bakimi ile ilgili enfeksiyonlarin etkeni mikroorganizmalarin
bircogunun dezenfektanlara maruz kalmalarina karsin canliliklarini koruyabilen
mikroorganizmalar olmasi, her saglik kurumunda kullanilan dezenfektanlarin etki
spektrumlarinin belirlenmesinin 6nemini gostermektedir (104). Dezenfektanlarin
etkisinin belirlenmesi, dezenfektanin test edilen konsantrasyonun iizerine eklenmesi,
bir silire maruziyeti ve son olarak mikroorganizmanin canli kalip kalmadiginin

incelenmesine dayanmaktadir (102).

Calismamizda saglik bakimi ile iliskili enfeksiyonu etkeni olarak yogun
bakim tinitelerinden izole ettigimiz ve biyofilm olusturdugunu belirledigimiz 11’er
adet Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus ve

Candida albicans susu kullandik.

Bakterilerin olusturdugu biyofilm tabakasi ilizerine OPAnin %0.551ik,
klorun 500 ppm ve 5000 ppm’lik, iyotun %10’luk, etil alkoliin % 60 ve %70’lik ve
sitrik asitin %10 ve %30 luk farkli konsantrasyonlar1 3,5,10,15,30,60 dakika ve 24

saatlik siireyle temas ettirerek etkinliklerini degerlendirdik.

Irikli ve Tatman-Otkun, calismalarinda E.coli ATCC 25922, P.aeruginosa
ATCC 27853, S.aureus ATCC 6538 standart bakteri suslar1 ve saglik bakima ile iligki
enfeksiyon etkeni P.aeruginosa, E.colii MRSA izolatlar1 iizerinde etil alkoliin

%50’lik konsantrasyonda 5 dk ve %70’lik konsantrasyonda 2 dk maruziyet siiresinde
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tiim suglar lizerine etkili oldugu, %95°1ik konsantrasyonu ile yaptiklar1 deneylerde ise
1 dk’lik maruziyet siiresinin etkin oldugunu bulmuslardir (101). Erbay ve ark. saglik
bakimi ile iliski enfeksiyon etkeni olan MRSA, Acinetobacter ve P.aeruginosa
suslar1 iizerinde etil alkoliin etkisini arastirmislar ve %70’lik konsantrasyondaki
alkoliin P.aeruginosa ve Acinetobacter suslarma karst 5. ve 20. dk’larda etkili
oldugunu bulurken MRSA suslarinda sadece 20 dk’lik maruziyet siiresinde etkili
oldugunu ve 1 ve 5 dk’lik siirede etkili olmadigini saptamislardir(105). Bir baska
caligmada, aragtirmacilar %70’lik etil alkoliin P. aeruginosa, S.aureus ve Candida
albicans’n standart suslari tizerindeki 5 ve 30 dakikalik temas siirelerindeki etkisini
arastirmis ve bu siirelerde etil alkoliin etkili oldugunu belirlemislerdir (106). Cardoso
ve ark. ise A.baumanii i¢in en etkili el temizleme ajanlarindan birisinin %70
konsantrasyonundaki etil alkol oldugunu bulmuslardir (107). Cesitli Candida suslar
tizerine %70’lik etanoliin etkisinin arastirildigt bir ¢alismada %70’lik etanoliin
Candida albicans ve Candida glabrata lizerinde etkili oldugu ancak Candida kefyr
tizerine 1, 3 ve 5. dakikalarda etkisiz oldugu bulunmustur (108). Kagmaz ve ark.’nin
%70’lik etil alkoliin cesitli mikroorganizmalar {lizerine temiz ve kirli ylizeylerde
etkisini arastirmak ic¢in yaptiklar1 ¢alismada etil alkoliin C.albicans iizerine etkin
oldugu bulunmustur (109).Calismamizda %60 ve %70 konsantrasyonlarindaki etil
alkoliin ¢alismaya dahil etmis oldugumuz tiim suslar iizerine 3, 5, 10, 15, 30, 60
dakika ve 24 saat siirelerde etkili oldugu saptanmis ve bulgularimizin literatiirle

uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Yapilan bir ¢calismada dahil edilen gram pozitif ve negatif suslarin tiimiine
sodyum hipoklorit 1/10 sulandirimda 2 dk’da, 1/100 sulandirimda 10 dk’da etkili
olarak bulunmus, bununla birlikte hi¢bir bakteri susuna 1/1000 sulandirimda ilk 30
dk’da etkili olmadigi saptanmistir(101). Bir diger calismada sodyum hipoklorit
(%5)’in direkt ve 1/10 oraninda sulandirilmis seklinin 1.dakikadan itibaren etkili
oldugunu saptanmis, 1/100 sulandirirmin ancak 5 dakikadan sonra etki gosterdigi
tespit edilmistir (24).Erbay ve ark. MRSA, Acinetobacter spp. ve P. aeruginosa
bakteri tiirlerinden 10’ar sus ile dezenfektanlardan; sodyum hipokloritin 0.5 ve 0.25
oraninda sulandirimlar1 ile 1, 5, 20. dakikalarda g¢alisma yapmuislardir ve bu
caligmalar sonucunda sodyum hipokloritin en etkin dezenfektan oldugunu

belirtmiglerdir (105). Kiilah ve ark. Acinetobacter baumannii, susuna sodyum
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hipoklorit (%5)’in 1/1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 oraninda sulandirirmin 1, 3, 5, 10, 15, 30,
45 ve 60. dakikalarda test etmislerdir ve tiim konsatrasyonlarda ve tiim siirelerde
etkili oldugunu bulmusglardir (112). Kagmaz ve ark. yaptiklar1 calismada klorun
C.albicans’a kirli yiizeylerde etkili olmadigim1 fakat temiz ylizeylerde -etki
gosterdigini tespit etmislerdir (109). Waltimo ve arkadaslar yaptiklari ¢alismada 30 s
sirede %5 ve %0,5’lik klor soliisyonunun, Ozan ve ark. ise %2,5’lik klor
soliisyonunun C. albicans’ a etkili oldugunu belirtmislerdir (113,114). Hizli etkili,
genis spektrumlu, ucuz ve yaygin kullanilan bir dezenfektan olan klorun
calismamizda kullandigimiz 500 ve 5000 ppm’lik konsantrasyonlar1 ¢aligtigimiz tiim

mikroorganizmalar {izerine tiim maruziyet siirelerinde etkili bulunmustur (115).

Kaleli ve ark.’larmin 2000 yilinda MRSA, MSSA, Pseudomonas aeruginosa
ve Acinetobacter tiirleri lizerine povidon iyotun stok, 1/10, 1/100 ve 1/1000
diliisyonlarda ve 2,5 dk, 5 dk, 7,5 dk ve 10 dk’lik temas stirelerindeki etkinligini
arastirdiklar1 caligmalarinda stok ve 1/10 luk konsantrasyonun tiim siirelerde tiim
suslara etkin oldugunu bulmuslar ancak deneyde kullandiklar1 S. aureus standart
susunun 7,5 ve 10 dk’lik temas siiresi haricinde 1/100 ve 1/1000°lik
konsantrasyonlarinin tiim siirelerde tiim suglarda etkisiz oldugunu saptamislardir
(116).Bir baska calismada benzer sekilde %10’luk povidon iyotun ¢alisilan tiim
suslara etkili oldugu ancak 1/1000 sulandirimda tiim suslar i¢in etkisiz oldugu
bulunmustur (101).Aver ve ark.’nin yaptiklart ¢calismada %10’luk povidon iyot’un
hem standart suslar iizerine hem de denedikleri direngli izolatlarin tiimiine 1
dakikalik karsilasma sonrasinda etkili oldugunu tespit etmislerdir (24).Cordosso ve
ark %10 povidon iyot ile yaptiklar1 ¢calismada A.baumannii lizerine yeterli etkinlik
gosterdigini ve A.baumannii igin en etkili el temizleme ajanlarindan biri oldugunu
belirtilmislerdir(107).Ulkemizde yapilan C.albicans iizerine iyotun etkinliginin
arastirildig iki arastirmada %10’luk iyotun caligilan suslarin hepsine tiim siirelerde

etkin oldugu bulunmustur (108,109).

Mimoz ve ark. yaptiklar1 calismada alkollii (%0,5) klorheksidin soliisyonu ve
povidon iyot (%10) soliisyonunun kan kiiltiirlerinin kontaminasyonunu onlemek
amaci ile cilt antiseptisinde kullanimini aragtirmislar ve alkollii (%0,5) klorheksidin

soliisyonun povidon iyot’a gore daha etkili oldugunu saptamislardir (110).
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Stafilokoklarin olusturdugu biyofilm {iizerine alkol, iyot ve hidrojen peroksitin
etkinligi ile ilgili bir calismada da arastirmacilar ¢alistiklar1 konsantrasyonlarindaki
alkol ve hidrojen peroksitin hizla S. epidermidis biyofilmlerini yok ederken povidon
iyotun daha az etkili oldugunu saptamiglar ve biyofilmlerle miicadelede alkol ve
hidrojen peroksit’in kullanilabilecegini vurgulamiglardir (111). Calismamizda
%10’luk iyotun 3 ve 5 dakikalik siirelerde calismaya dahil ettigimiz bakteriler ve
C.albicans biyofilmlerilizerinde etkili olmadigi, ancak 10, 15, 30, 60 dakika ve 24
saatlik temas siirelerinde etki gosterdigi saptanmistir. Bulgularimiz literatiirle uyumlu

olup biyofilm varliginda iyotun etkinligi azalmaktadir denilebilir.

Avci ve ark. yaptiklar1 calismada %2’lik glutaraldehitin 1/1, 1/2 ve 1/4
sulandirimlarda E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853 ve S. aureus
ATCC 6538 standart suslarina ve A. baumannii ve MRSA suslarina etkili bulmuslar,

P. aeruginosa i¢in 1dk’lik temas siiresinin yetersiz oldugunu gézlemlemislerdir (24).

Yapilan bir diger calismada % 2’lik glutaraldehitin standart suslara ve klinik
suglaral/10, 1/100 ve 1/1000 sulandirimdaki etkinligine bakmislar, 1/1000°lik
konsantrasyonun higbir temas siiresinde hicbir susa etkili olmadigini saptamislardir.
1/10 sulandirmada ise standart E.coli susuna tiim siirelerde, standart P.aeruginosa ve
S.aureus susuna ise 2. dakikadan itibaren etki gosterdigini tespit etmislerdir(101).
Kustimur ve ark. aldehit grubu olarak formaldehiti ¢alismalarinda kullanmis ve
C.albicans tizerine etki gosterdigini bulmuslardir (108). Biz de ¢alismamizda aldehit
grubunun bir tiyesi olan OPA (%0.55)’nin tiim temas siirelerinde tiim C.albicans
suslarina etkili oldugunu saptadik. OPA’nin genis bir pH araliginda (pH 3-9) stabil
olmasi, rahatsiz edici kokusunun olmamasi, solunum yolu mukozasinda ve gézlerde
ciddi irritasyonlara sebep olmamasi, kullanimi Oncesinde aktivasyona ihtiyag
duymamast gibi Ozellikleri ile gluteraldehite gore avantajli oldugu bilinmektedir

(117).

Globallesmeye bagli olarak gida {iriinlerinin patojen mikroorganizmalar ile
kontaminasyon olma riskinin artmasiyla gida korunmasinda kullanilan ve organik
asitler i¢inde yer alan sitrik asitin en yaygin koruyucu olarak kullanildig
bildirilmektedir (118). Lipofilik 06zellige sahip olan sitrik asit, intraselliiler

asitlendirme ile diisiik pHlarda mikroorganizmalarin ¢ogalmasini inhibe etmektedir
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(119). Gida koruma ile ilgili olarak yapilan caligmalarda sitrik asitin %0,3 gibi
konsantrasyonlarinin bakteri sayinda azalmaya neden oldugunu ve konsantrasyon
artislarin (%2) asitin etkinligini artirdig1 belirlenmistir(120). Gida koruma ile ilgili
yapilan diger bir ¢aligmada da %2,5 luk konsantrasyonda hazirlana laktat, sitrat ve
asetat ilave edilmis gidalarda bakteri sayisinda artma olmasina ragmen bakteri
sayisinin kontrol drnegine gore daha az sayida tutulabildigi ve bu {i¢ asit iginde de en

az antimikrobiyal etkinin sitrik asit tarafindan saglandig bildirilmistir (121).

Calismamizda kullandigimiz sitrik asitin %10 ve %30’luk konsantrasyonlari
3,5,10, 15, 30 ve 60 dakikalik siirelerde ¢alismada kullanilan bakterilerin hi¢birinde
beklenen azalma goriilmemekle birlikte negatif kontrol olarak kullandigimiz
biyofilm olusturmayan Staphylococus aureus ATCC 25923 ve Escherichia coli
25922 ATCC suslarma etki gostermistir. Gida sektoriinde bakteriyostatik etkisiyle
kabul edilebilir sinirlarda kullanilan sitrik asit, antibiyofilm etkinligi agisindan
degerlendirdigimiz c¢alismamizda bu maddenin ne antibiyofilm olarak ne de

dezenfektan olarak etkinliginin olmadig1 kanaati olugsmustur.
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6. SONUC

1. Tastyicr olarak kullandigimiz paslanmaz ¢elik cubuklar ve mikropleytler
lizerinde olusan biyofilm tabakasina, calismada kullanilan dezenfektanlarin

etkinligi aymdir.

2. Calismamizda yogun bakim iinitelerinden izole ettigimiz ¢ogul dirence sahip
mikroorganizmalarin olusturdugu biyofilme karsi en etkili dezenfektanlar OPA

(%0.55),etil alkol (%60,%70) ve klor (500 ve 5000 ppm) dur.

3. Giglii bir antiseptik olarak kullanilan iyot (%10) 3 ve 5 dakikalik temas
stirelerinde ¢alismaya dahil ettigimiz mikroorganizmalarin olusturdugu biyofilme

etki etmemistir.

4. Elde ettigimiz sonuglara gore biyofilm varligindan siiphe edilmesi durumunda
antiseptik olarak iyot kullanilacaksa temas siiresinin en az 10 dakika olmasi
gerekmektedir. Ancak biyofilm miktari, iyot soliisyonlarinin konsantrasyonu ve
temas stliresinin ne kadar olmasi gerektigi ile ilgili daha ileri calismalara

gereksinim vardir.

5. Calismamizda kullandigimiz sitrik asidin %10 ve %30’luk konsantrasyonu
3,5,10,15,30 ve 60 dakikalik temas siirelerinde hi¢bir mikroorganizmanin
olusturdugu biyofilme etki etmemistir. Etkinlik i¢in en az 24 saatlik temas
stiresine gereksinim vardir. Sitrik asitin antibiyofilm etkinligi ¢ok zayif olup

hastane ortamlarinda kullanilabilecek uygun bir dezenfektan degildir.

Sonu¢ olarak; saglik kuruluslarinda kullanilan dezenfektanlarin ya da
antiseptiklerin kullaniminda mikroorganizmalarin biyofilm olusturup olusturmamasi
da g6z Oniinde bulundurularak dezenfektanlarin tiiriine, temas siirelerine, etki

spektrumlarina ve konsantrasyonlarina dikkat edilmelidir.

Ayrica  saglik  kuruluslarindan  izole edilen  mikroorganizmalarin

dezenfektanlara duyarliliklarinin  farkli  olabilecegi ve siirekli kullanilan
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dezenfektanlara karsi mikroorganizmalarin direng gelisterebilecegi unutulmayip
dezenfeksiyon politikalarinin bu dogrultuda uygulanmasinin yararl olacagi kanaatine

varilmstir.
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DOKTORA / YUKSEK LISANS TEZ CALISMASI
ORIJINALLIK RAPORU

w20,
AIBU Saglik Bilimleri Enstitiisii Miidiirliigiine

Ogrencinin Adi Soyadi: Bilge GULER

Numarast: |y 6210 i

Anabilim Dali:  Mikrobiyoloji

Lisansiistii Egitim Yiiksek Lisans *
Diizeyi:
Doktora O

Yogun Bakim Unitesinden Izole Edilen Cogul Direngli Mikroorganizmalara Karst Farkli

Tez
Dezenfektanlarin Etkinliginin Arastirilmas:

Baglig::

Yukarida basli1 yazili olan tez ¢alismasinin kapak sayfast, giris, ana boliimler ve sonug béliimlerinden olusan 3
ayfalik kismina iligkin 18/07/2019 tarihinde tez danigmamimca Turnitin intihal tespit programindan asagida belirtile
Eltrelemeler uygulanarak alinmig olan orijinallik raporuna gore, tezimin benzerlik oram “alintilar hari¢” yapildiginda %

2 “alintilar dahil” yapildiginda ise % 12 olarak tespit edilmistir.
Uygulanan Filtrelemeler:

I- Kaynak¢a Harig,
2- Alntlar Harig / Dahil
3- 5 kelimeden daha az drtiigme i¢eren metin kisimlar: harig.

“AIBU Saglik Bilimleri Enstitiisii Tez Calismasi Orijinallik Raporu Alinmasi Ve Kullanilmast Uygulam
Esaslar” nda belirtilen azami benzerlik oranlarina gore tez galigmamin herhangi bir intihal igermedigini, aksinin tespi
bdilecegi durumda her tiirlii hukuki sorumlulugu kabul ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugun:

Wi
B:‘SC &S

beyan ederim.
Bilgilerinize arz ederim.

Ogrencinin Ad Soyad ve imza

EK: 1 adet tezin tam baghgim 6grencinin ad soyad bilgisini ve tezin toplam sayfa sayisim gosterecek gekilde raporlama iglemi bittikten sonra
alinmig ekran goriintiisii eklenecektir.
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