GAZi UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERi ENSTITUSU

SODYUM HIPOKLORIT, BENZALKONYUM KLORIT VE
KLORHEKZIDIN ILE KARSILASMIS
CANDIDA ALBICANS KOKENLERINDE

HUCRESEL DEGiSiKLIKLERIN AFM iLE INCELENMESI

TIBBI MiKROBIYOLOJi ANABILIM DALI

HAZIiRAN 2016






SODYUM HiPOKLORIT, BENZALKONYUM KLORIT VE
KLORHEKZIDIN ILE KARSILASMIS CANDIDA ALBICANS
KOKENLERINDE HUCRESEL DEGISIKLIKLERIN AFM iLE
INCELENMESI

Merve ERDOGAN

YUKSEK LISANS TEZi

TIBBi MIKROBIYOLOJi ANABILIiM DALI

GAZi UNIVERSITESI

SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

HAZIRAN 2016



Merve ERDOGAN tarafindan hazirlanan “SODYUM HIPOKLORIT, BENZALKONYUM
KLORIT VE KLORHEKZIDIN ILE KARSILASMIS CANDIDA ALBICANS KOKENLERINDE
HUCRESEL DEGISIKLIKLERIN AFM ILE INCELENMESI” adli tez ¢alismasi asagidaki jiiri
tarafindan OY BIRLIGI ile Gazi Universitesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda YUKSEK
LISANS TEZI olarak kabul edilmistir.

Damsman: Prof. Dr. Ayse KALKANCI
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Gazi Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiksek Lisans Tezi oldugunu onayliyorum

Bagkan : Prof. Dr. Kayhan CAGLAR
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Gazi Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiiksek Lisans Tezi oldugunu onayliyorum

Uye : Prof. Dr. Aydin KARAARSLAN

Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara Universitesi A@'\W‘S]Q"\

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiiksek Lisans Tezi oldugunu onayliyorum ottt

Tez Savunma Tarihi: 20 /06 /2016

Jiri Gyeleri tarafindan YUKSEK LISANS tezi olarak uygun gortilmis olan bu tez Gazi

Universitesi Saglk Bilimleri Enstitiisti Y6netim Kurulu karari ile onaylanmustir.

Dog. Dr. Ufuk KOCA CALISKAN

Saglik Bilimleri Enstitiisti Miidiirti



ETIiK BEYAN

Gazi Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tez Yazim Kurallarma uygun olarak

hazirladigim bu tez ¢alismasinda;

Tez i¢inde sundugum verileri, bilgileri ve dokiimanlar1 akademik ve etik kurallar
cergcevesinde elde ettigimi,

Tim bilgi, belge, degerlendirme ve sonuglart bilimsel etik ve ahlak kurallarina uygun
olarak sundugumu,

Tez calismasinda yararlandigim eserlerin tiimiine uygun atifta bulunarak kaynak
gosterdigimi,

Kullanilan verilerde herhangi bir degisiklik yapmadigima,

Bu tezde sundugum ¢alismanin 6zgiin oldugunu,

bildirir, aksi bir durumda aleyhime dogabilecek tiim hak kayiplarini kabullendigimi beyan

ederim.

Merve Erdogan
6/2016



v

SODYUM HIPOKLORIT, BENZALKONYUM KLORIT VE KLORHEKZIDIN ILE
KARSILASMIS CANDIDA ALBICANS KOKENLERINDE HUCRESEL
DEGISIKLIKLERIN AFM ILE INCELENMESI

(Yiiksek Lisans Tezi)

Merve ERDOGAN

GAZI UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
Haziran 2016

OZET

Dezenfeksiyon ve sterilizasyon nozokomiyal infeksiyonlarin 6nlenmesinde ¢ok dnemlidir.
Firsat¢1 patojen Candida albicans, hastane kaynakli mantar infeksiyonlarinda morbidite ve
mortalitenin temel sebebidir. Sodyum hipoklorit (SHC), benzalkonyum klorit (BNZ) ve
klorhekzidin (CHX) hastanelerde yaygin olarak kullanilan biyosidlerdir. Biyosidlerin
mantara karsi etki mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Atomik kuvvet mikroskobu
(AFM), mikrobiyolojik arastirmalarda giiclii bir yiizey goriintileme aracidir. Bu
calismanin amaci, biyosidlerin referans koken Candida albicans ATCC 10231 iizerinde
morfolojik etkilerinin aragtirilmasidir. Biyosidlerin Minimum Inhibitér Konsantrasyon
(MIK) ve Minimum Fungisidal Konsantrasyon (MFK) degerleri mikrodiliisyon yontemi
kullanilarak belirlenmistir. Candida albicans farkli konsantrasyonlarda ve belirli siirelerde
biyoside maruz birakilmis ve atomik kuvvet mikroskobu ile gozlemlenmistir. CHX ve
BNZ muamelesi, Candida albicans yiizeyinde deformasyon, kabarcik ve por olusumu,
oluklarin genislemesi gibi etkilere neden olmustur. Uzun siireli temas ve yiiksek
konsantrasyonda, biyosidlerin hiicreleri pargalayarak zarar verdigi gosterilmistir. SHC, tiim
konsantrasyon ve zaman dilimlerinde hiicre lizisine neden olmustur. Piiriizliiliik, biyoside
maruz birakilmis hiicrelerde negatif hiicrelerden daha fazladir. Biyosidlerin mantara karsi
gosterdikleri antimikrobiyal aktivite belirlenmis ve hiicre yiizeyinde meydana gelen tiim
morfolojik degisimler biyosidal aktivite nedeniyle membran gegirgenliginin artmasina
baglanmistir. Bildigimiz kadariyla bu ¢alisma Candida albicans iizerine biyosidlerin direk
etkisini, AFM ile morfolojik modifikasyonlar1 ii¢ boyutlu goriintiileyerek ve yiikseklik,
ptirtizliiliik gibi hiicresel 6zellikleri nanometre boyutunda dlcerek gosteren ilk ¢alismadir.

Bilim Kodu : 1039.4.101
Anahtar Kelimeler : Candida albicans, biyosid, AFM
Sayfa Adedi : 70

Danigsman : Prof. Dr. Ayse KALKANCI



MORPHOLOGY OF CANDIDA ALBICANS EXPOSED TO SODIUM
HYPOCHLORIDE, BENZALKONIUM CHLORIDE AND CHLORHEXIDINE UNDER
ATOMIC FORCE MICROSCOPY (AFM)
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ABSTRACT

Disinfection and sterilization procedures are important to prevent nosocomial infections.
Opportunistic pathogen Candida albicans is the major cause of morbidity and mortality in
nosocomial fungal infections. Sodium hypochloride, benzalkonium chloride and
chlorhexidine are biocides that are widely used in hospital setting. Mechanisms of action
of biocides against fungi are not known exactly. Nowadays, Atomic Force Microscopy
(AFM) has become an powerful surface imaging tool in microbiological research. The aim
of this study to investigate the morphological effects of biocides in reference strain
Candida albicans ATCC 10231. Minimum Inhibitory Concentrations and Minimum
Fungicidal Concentrations of biocides were assessed by using microdilution method.
Candida albicans exposed to different concentrations of biocides at specific time points
and imaged by using AFM. CHX and BNZ treatment was caused the effects such as
deformation, bubble formation, perforation and expansion of holes on surface of the cells
and long-term contact with biocides has been shown to damage by lysis of cells at high
concentrations. In all concentrations and time points, SHC caused cell lysis. Roughness
was higher in biocide treated cells than negative control cells. Antimicrobial activity of
biocides against fungi was determined and all morphological changes that occured on the
cell surface were found to be linked to increase in membrane permeability due to the
biocidal activity. According to our knowledge this is the first study demonstrating the
direct effects of biocides on Candida albicans by three dimensional imaging the
morphological modifications and measuring cellular properties as height, roughness at
nanometer scale by using AFM.
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Key Words . Candida albicans, biocide, AFM
Page Number : 70
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

°C Santigrat

2D Iki boyutlu

3D Ug boyutlu

Hz Hertz

ul Mikrolitre

ml Mililitre

nm Nanometre

Kisaltmalar Aciklamalar

AFM Atomik Kuvvet Mikroskobu

AMB Amfoterisin B

BNZ Benzalkonyum klorit

CDC Central of Disease Control and Prevention
CHX Klorhekzidin

CLSI Clinical and Laboratory Standards Institute
KAB Kuarterner Amonyum Bilesikleri
MFK Minimum Fungisidal Konsantrasyon
MIK Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu
NST Nistatin

SDA Sabouraud Dekstroz Agar

SDB Sabouraud Dekstroz Broth

SEM Taramal1 Elektron Mikroskobu

SHC Sodyum hipoklorit



1. GIRIS

Sterilizasyon ve dezenfeksiyon infeksiyon kontroliiniin temelidir. Diinya Saglik Orgiitii
verilerine gore hastanede yatarak tedavi goren yaklasik her on kisiden birinde hastane
enfeksiyonu goriilmektedir [1]. Mikroorganizmalar, bulunduklar1 ortam kosullari uygun
oldugu takdirde kolaylikla ¢ogalirlar. Uygunsuz kosullarda oliirler ya da tiremek igin
uygun kosullarin olusmasini beklerler. Hastane igerisinde nozokomiyal infeksiyon riskine

kars1 dezenfektanlar ile mikroorganizmalarin kolonizasyonu biiyiik oranda engellenir [2].

Hastane ortaminda gelisen enfeksiyonlardan 18. yiizyil ve Oncesine ait kaynaklarda bile
bahsedilmektedir. Nozokomiyal enfeksiyonlara glinlimiizde halen ¢6ziim bulunmaya
calisilmaktadir [3]. Yapilan ¢alismalara gére son 25 yilda nozokomiyal kaynakli fungal
enfeksiyonlarin arttigi, 6nem sirasina gore dizildiginde mantarlarin bakterilerden sonra
ikinci sirada yer aldigi ve mortalite oraninin oldukg¢a yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Dezenfeksiyona gereken Onemin verilmemesi nozokomiyal kaynakli  fungal

enfeksiyonlarin hastada morbidite ve mortalite oraninin artmasina neden olmaktadir [4].

Candida albicans, deride ve genital, agiz, rektum gibi mukoz membranlarda bulunan
normal flora {iyesidir. Immiinsupresif bireylerin sayisindaki artis, firsatgr mantar
enfeksiyonlarinin da artisina neden olmaktadir. Mortalite orani1 yliksek firsatci patojen olan
Candida albicans, bagisikligt baskilanmis bireylerde sistemik ve lokal mantar

enfeksiyonlarinin en sik goriilen nedenidir [1].

Genis spektrumlu antimikrobiyal maddeler olan biyosidler, antiseptik, dezenfektan ve
koruyucu bilesikler olarak kullanilabilirler. Biyosidlerin 6zellikle saglik alaninda kullanim
olduk¢a yaygindir [5,6]. Hastane ortaminda antiseptik, yiizey ve alet dezenfektani olarak
kullanimlar1 mevcuttur. Capraz enfeksiyonu 6nlemek amaciyla 6zellikle hastane igerisinde

kullanilan malzemelere dezenfektan uygulanmasi sarttir [6].

Biyosidlerin antifungal etkisi, tiremeyi durdurucu veya oldiiriicii olabilir. Biyosidler,
mikrorganizma iizerinde bir veya birden fazla hedef bdlgeyi etkileyebilirler. Biyosidler,
fungal hiicrelerde hiicre duvarini, plazma membranini, ribozomlari, niikleik asitleri,
proteinleri ve enzimleri etkiler [7,8]. Mantarlarda biyosid ile ilk etkilesim hiicre yiizeyinde

baslar. Mantarlarda bariyer olarak gorev yapan hiicre duvari ve hiicre membrani,



biyosidlerle ilk etkilesime giren baglica hedef bolgelerdir. Biyosid ilk etkilesimden sonra
hiicreye penetre olur, hiicre igerisindeki hedefine yonelir ve metabolik aktivitelerin

degisimine yol acar [9].

Hastanelerde biyosidlerin gereksiz yere ve onerilen konsantrasyonlarin altinda kullanilmasi
mikroorganizmalarda direng gelisimini hizlandirmaktadir [10]. Biyosidlere karsi1 fungal
diren¢ intrinsik ya da kazanilmis olabilir. Membran gecirgenliginin azalmasi, efluks
pompalar1 ve H'-ATPaz aktivitesi, tamir mekanizmalar1, fenotipik degisim ve biyosidlerin
inaktivasyonu mantarlar i¢in intrinsik diren¢ mekanizmalaridir [9]. Mantarlarda kazanilmis
diren¢ varligina ait heniiz bir veri bulunmamaktadir [11]. Biyosidlerin mantar {izerine
etkileri ve mekanizmalar1 hakkindaki veriler son derece kisitlidir. Antifungal etkinin,

biyosidlerin bakteri tizerindeki etkisine benzer oldugu diisiiniilmektedir [12].

Bir gesit taramali prob mikroskobu olan atomik kuvvet mikroskobu (AFM), nano newton
boyutta kuvveti Olgerek hiicre ylizeyinin yiiksek c¢oziniirlikte li¢ boyutlu haritasini
cikarabilir. Yilizeyde goriintii analizi saglar ve piiriizlilik, faz, en, boy, kalinlik gibi
yiizeysel degisiklikleri tespit eder. Yiizeyin ii¢ boyutlu profilinin, yiizey piiriizliiliigiiniin,
yiizeydeki deformasyonun ve ylizey iizerindeki degisimin goriintiilenmesi agisindan son
derece kullanighdir. AFM, biyolojik membran 6zelliklerinin belirlenmesinde son on yilda
genis kullanimi olan yeni bir tekniktir. AFM, canli ve O6li hiicre yiizeylerinin dogal
fizyolojik kosullara uygun sekilde detayli olarak incelenmesine olanak sagladigindan

yasam ve saglik bilimleri alaninda siklikla kullanilan bir yontemdir [13,42].

Bu calismada, biyosid olarak adlandirilan dezenfektan ve koruyucu maddeler arasindan
sectigimiz sodyum hipoklorit (SHC), benzalkonyum klorit (BNZ) ve klorhekzidinin
(CHX) standart sus ATCC 10231 Candida albicans kokeni tizerinde in vitro etkilerinin
ayrintili mikroskobi yontemlerinden biri olan atomik kuvvet mikroskobu (Atomic Force
Microscopy, AFM) kullanilarak gosterilmesi ve mantarda olugan morfolojik degisikliklerin

incelenmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Temel Tanimlar

Dekontaminasyon

Mikroorganizmalarin uzaklastirilmasina yonelik yapilan her tiirlii isleme denir.
Temizlik

Yabanci maddelerin mekanik olarak uzaklastirilmasi islemidir.

Antisepsi

Canli doku {izerindeki patojen mikroorganizmalarin kimyasal maddeler kullanilarak
oldiirtilmesi veya iremelerinin engellenmesidir. Viicuda uygulanan dezenfeksiyon

islemidir. Antisepsi isleminde kullanilan kimyasal maddelere antiseptik ad1 verilir.

Asepsi

Ortamdaki patojen mikroorganizmalarin yok edilmesi islemidir.

Sterilizasyon

Sporlar dahil olmak iizere, her tiirlii mikroorganizmanin fiziksel ve kimyasal yollarla
tamamen yok edilmesi islemidir. Sterilizasyon islemi ile sporlu ve sporsuz tiim bakteriler,
mantarlar, parazitler ve virlisler tamamen canliliklarini yitirirler. Sterilizasyon sonrasi tek
bir canli mikroorganizma kalma olasiligi < 10° olmalidir. American Association of
Medical Instrumentation (AAMI) 1995'te bu orani sterilite giivence diizeyi olarak
belirlemistir [14,15]. Sterilizasyon amaciyla kullanilan kimyasal maddelere sporosid

(kimyasal sterilan) denir.



Cizelge 2.1. Sterilizasyon yontemleri

STERILiZASYON YONTEMLERI
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2.2. Dezenfeksiyon

Sporlar disinda patojen mikroorganizmalarin yok edilmesi islemidir. Etkili bir
dezenfeksiyon i¢in bakteri, mantar, parazit gibi mikroorganizmalarin vejetatif formlari
Olmeli ve viriisler inaktive olmalidir. Dezenfeksiyon ile ortamdaki tiim mikroorganizmalar
Olmeyebilir, miktarin kabul edilebilir bir diizeye diisiiriilmesi yeterlidir [15,6]. Buna karsin,
bazi dezenfektanlar sporosid etkilidir. Mikroorganizmalardaki spor yapisi dezenfektanin
etkisini giiclestirmesine ragmen uzun siireli temas ve uygun konsantrasyonda sporlar1 da
tahrip edebilir. Bu nedenle dezenfeksiyon mikroorganizma sayisinin azaltilmasindan
sterilizasyona kadar genis bir spektruma sahiptir [15]. Dezenfeksiyon kimyasal ve fiziksel

yontemlerle yapilabilir.

Dezenfeksiyon yontemleri;

1. Fiziksel yontemler

- Kaynatma

- Pastorizasyon

- Temizlik

- Kisa siireli ultraviyole uygulamasi

2. Kimyasal yontemler

Dezenfeksiyona etki eden faktorler:

1. Dezenfektan maddenin konsantrasyonu
2. Dezenfektanin temas stiresi

3. Is1



4. Ortamin pH derecesi

5. Ortamin osmotik basinci

6. Ortamda bulunan organik maddeler ve miktari

7. Ortamda dezenfektan ile antagonistik etki gosteren kimyasallarin varlig

8. Yiizey gerilimini azaltict maddelerin varlig

9. Dezenfeksiyona maruz birakilan nesnenin yapisi ve dezenfektana dayanikliligi
10. Nesnenin dezenfeksiyon oncesi temizligi

11. Mikroorganizmalara bagli faktorler

(mikroorganizmanin yapisi, Ureme periyodu, dezenfektana karst direng durumu,

mikrobiyal kontaminasyon miktari) [16,17].

2.3. Dezenfektan ve Biyosid Kavramlar

Dezenfeksiyon amaciyla kullanilan kimyasallara dezenfektan adi verilir. Dezenfektanlar,
EPA (Enviromental Protection Agency) ve FDA (Food and Drug Administration)
tarafindan denetlenmektedir [18]. Dezenfektan maddeler toksik 6zellik gdsterebilir. Bu
nedenle, tiim antiseptikler dezenfektan 6zelligi tasidigi halde tiim dezenfektanlar antiseptik

0zellik tagimazlar.

Biyosid, dezenfektanla ayni anlama gelmekle beraber hem canli dokuda hemde cansiz
nesnelerde kullanilabildiginden antiseptik ve koruyucu ozellikli bilesikler olarak da
bilinmektedir [6,12]. Biyosidler, mikroorganizmalar1 inaktive eden genis spektrumlu

kimyasal ajanlardir [11].

Ideal Bir Dezenfektanda Bulunmas: Gereken Ozellikler;

- Giiglii ve genis spektrumlu olmalidir.

- Hizli etki etmeli ve etkisi olabildigince uzun siirmelidir.

- Diisiik konsantrasyonlarda ¢ok sayida mikroorganizma tiiriine etkili olmalidir.

- Cevresel faktorlerden etkilenmemeli ve kan, serum, mukus, tiikiiriik gibi organik
maddelerin varliginda etkinligini korumalidir.

- Etkili oldugu 1s1 ve pH aralig1 genis olmalidur.

- Kolay temin edilebilir olmalidir.



Kullanim1 kolay olmalidir.

Ekonomik olmalidir.

Coziicli igerisinde kolay ¢ozlinmeli ve homojen dagilmalidir.
Coziicli igerisinde kimyasal etkisini kaybetmemelidir.
Rahatsiz edici kokmamali ya da kokusuz olmalidir.

Renksiz olmal1 ve boyama yapmamalidir.

Atiklar1 ¢evreyi kirletmemelidir.

Uygulandig1 maddeleri bozmamali ve leke birakmamalidir.
Tahris edici ve toksik olmamalidir.

Viicut doku ve hiicrelerine zarar vermemelidir [19,20].

2.4. Dezenfektanlarin Smiflandirilmasi

Dezenfektanlar, kimyasal yapilarina, etki derecelerine, kullanim alanlarina ve etki

mekanizmalarina gore siniflara ayrilirlar [6,21].

2.4.1. Kimyasal yapilarina gore dezenfektanlar

Dezenfektanlar kimyasal yapilarina gore cesitli gruplara ayrilirlar. Temelde organik ve

inorganik olmak iizere ikiye ayirabiliriz.

Anorganik bilesikler

Anorganiklerin etkisi suda iyonize olma derecesi ile baglantilidir.

o

Asitler ve alkaliler (Amonyak, hidroklorik asit, stilfiirik asit, potasyum hidroksit ve
sodyum hidroksit )

Agir metaller ve tuzlar (Bakir, giimiis, civa tuzlari )

Oksidan maddeler

Halojenler ve halojen igerikliler

. Klor ve klor bazli bilesikler (Sodyum hipoklorit)

. Iyot ve iyot bazli bilesikler (Iyodoforlar, povidon iyot)

Peroksitler ve peroksijen komponentleri ( Hidrojen peroksit, perasetik asit)

Kiregli bilesikler



Organik bilesikler

Yapilarindaki karbon ve hidrojen sayisi ile orantili olarak organik dezenfektanlarin etkisi

artar.

Organik metal bilesikleri

Fenol ve fenol bilesikleri (krezol, lizol,triklosan)

Deterjanlar
a. Katyonik deterjanlar (Benzalkonyum klorit gibi kuaterner amonyum bilesikleri)
b. Anyonik deterjanlar

c. Noniyonik deterjanlar

Biguanidler (Klorhekzidin)

Organik coziiciiler (alkoller, kloroform, eter, toluen, aseton)

Alkilleyici ajanlar (Formaldehit, gluteraldehit, etilen oksit)
Boyalar [21,22].

2.4.2. Etki derecelerine gore dezenfektanlar

Sterilizasyon i¢in az steril, ¢ok steril gibi herhangi bir degerlendirme s6z konusu degilken,
dezenfeksiyon islemi yiiksek, orta ve diisiikk olmak iizere farkli diizeylerde gerceklestirilir
[16]. Her dezenfenksiyon diizeyi ic¢in kullanilan dezenfektanlar ve etkili olduklar

mikroorganizmalar farklilik gosterir (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2. Centers for Disease Control and Prevention (CDC) tarafindan belirlenen farkli
dezenfeksiyon diizeyleri ve mikroorganizmalar iizerine etkisi [21,2]

Dezenfeksiyon Diizeyi Bakteriler Mantarlar Viriisler
Vejetatif  Spor Mikobakteri Zarfli  Zarfsiz

Sterilizasyon + + + + + +

Yiiksek * +

Orta + - + + * + +

Diisiik + - - - + -

+: Etkili - : Etkisiz

*: Aseksiiel sporlar dahil, klamidoporlar ve seksiiel sporlar genellikle hari¢



Yiiksek diizey dezenfektanlar

Cok direngli bakteriyel endosporlar hari¢c mikroorganizmalarin tiimiinii <12 dakikada
Oldiirebilen sporosid o6zelligi olan dezenfektanlardir [23,24]. Tiim bakteri sporlarini
inaktive eden sterilizan etkili ve sterilizasyon diizeyinde etkili olmayan ancak bakteri
sporlarinin  ¢ogunu o6ldiiren yiiksek diizey dezenfektanlar olmak iizere iki gruptur [2].
Yiiksek diizey dezenfektanlar, sterilizasyon ic¢in gereken siireden (3 saat ve lizeri) daha

kisa siirede (5-20 dakika) mikroorganizmalar1 inaktive edebilirler [25,26].

Gluteraldehit, formalaldehit, orto-fitalaldehit (OPA), hidrojen peroksit, perasetik asit ve
sodyum hipoklorit yiiksek diizey dezenfeksiyonda kullanilan dezenfektanlara ornek
gosterilebilir [14].

Orta diizey dezenfektanlar

Bakteri sporlarina karsi etkisiz, mikobakteriler, diger sporsuz bakteriler, viriis ve
funguslara kars1 genellikle 15 dakikada etki eden dezenfektanlardir [20]. Bu tiir biyosidler,
EPA (Environmental Protection Agency ) tarafindan tiiberkiiloid olarak tanimlanmistir
[27]. Fenol ve fenol bilesikleri, iyodoforlar, etil ve izopropil alkol orta diizey

dezenfeksiyonda kullanilan dezenfektanlara 6rnek gosterilebilir [5].

Diisiik diizey dezenfektanlar

Bakteri sporlarina, mikobakterilere ve zarfsiz virlislere karsi etki gostermeyen, vejetatif
bakterilerin ¢oguna, bazi mantar ve viriislere < 10 dakikada etki eden dezenfektanlardir
[23,26]. Bu biyosidler, EPA (Environmental Protection Agency ) tarafindan hastane
dezenfektan1 olarak adlandirilir [27]. Fenol ve fenol bilesikleri, iyodoforlar, sodyum
hipoklorit, kuarterner amonyum bilesikleri, etil ve izopropil alkol diisiik diizey

dezenfeksiyonda kullanilan dezenfektanlara 6rnek gosterilebilir [5].

2.4.3. Kullanim alanlarina gore dezenfektanlar

Dezenfektanlar, saglik alaninda kullanimlarina gore alet dezenfektanlar, yiizey
dezenfektanlar1 ve antiseptik olarak kullanilan dezenfektanlar olmak iizere

siniflandirabilirler [21].



Alet dezenfektanlan

Hastanelerde kullanilan malzemelerin infeksiyon riski farkliliklar gosterir. Bu nedenle,
dezenfeksiyon diizeyi kullanilan ara¢ ve gereglerin infeksiyona yol agabilme riskine gore
secilir. Hastane icerisinde ve hasta bakiminda kullanilan alet ve malzemeler Spaulding
siiflamasina gore kritik, yar1 kritik ve kritik olmayanlar seklinde ii¢ gruba ayrilmaktadir

(Cizelge 2.3). Bu siniflama 1968 yilindan beri halen uygulanmaktadir [20,28].

Cizelge 2.3. Tibbi cihaz ve malzemelerin infeksiyon risk siniflandirmas: ve kullanilacak
yontemler [20,14]

Spaulding sinifi Infeksiyon Dezenfeksiyon diizeyi ve EPA iiriin sinifi
riski yontem
Kritik malzeme Sterilizasyon Sterilan/
(Steril doku veya Yiiksek (Buhar ,plazma, etilen oksit) Dezenfektan
vaskiiler sisteme giren) S1v1 sporisidal kimyasal
(3 saat uzun siireli temas)
Nemli Is1 Sterilan/
Yari kritik malzeme Orta Yiiksek diizey dezenfeksiyon Dezenfektan
(Mukozalarla temas (Yiiksek diizey dezenfektan ile
eden) 5-20 dakika) Tiiberkiilosidal
Orta diizey dezenfeksiyon dezenfektan
(< 10 dakika temas)
Kritik olmayan malzeme Tiiborkiilosidal
(Saglam deri ile temas Diisiik Diisiik diizey dezenfeksiyon aktivite
eden, mukoza ile temas (< 10 dakika temas) gostermeyen
etmeyen) dezenfektan

Kritik alet ve malzemeler

Steril viicut bolgelerine, viicut bosluklarina, viicut sivilarina veya damar sistemine
dogrudan temas eden alet ve malzemelerdir. Bu malzemeler ¢ok az miktarda
mikroorganizma  igerseler dahi  yiiksek infeksiyon riski  olusturduklarindan
kullanilabilmeleri igin steril olmalar1 sarttir. Cerrahi materyaller, implantlar, igneler,

kardiyak ve tlriner kateterler kritik malzemelere 6rnek gosterilebilir [20,14].

Yari kritik alet ve malzemeler

Mukoza veya biitliinliigli bozulmus cilde temas eden ancak steril viicut bolgelerine

girmeyen alet ve malzemelerdir. Bu malzemeler iizerinde az sayida bakteri sporu kalsa bile
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ciddi risk olusturmazlar. Yar1 kritik alet ve malzemelerin giivenli kullanimi i¢in ytliksek
diizey dezenfeksiyon islemi uygulanmasi yeterlidir, agiz mukozasiyla temas eden aletler
haricinde sterilizasyon sart degildir. Bunlar arasinda endoskoplar, laringoskoplar,
bronkoskoplar, solunum aletleri, anestezi ekipmani ve termometreler gibi malzemeler yer

alir [10,21].

Kritik olmavan alet ve malzemeler

Biitiinliigli  bozulmamis ciltle temas eden ve mukoza temasi olmayan alet ve
malzemelerdir. Saglam deri mikroplar i¢in etkili bir bariyer oldugundan infeksiyon riski
cok azdir. Fakat bu malzemeler capraz bulaglara neden olabilirler. Kritik olmayan
malzemeler i¢in temizlik iglemi yeterlidir ancak viicut sivilari ile kirlenme var ise diisiik
diizey dezenfeksiyon uygulanmalidir. Steteskop, EKG elektrotlari, tansiyon aleti, ordek,
koltuk degnekleri, hasta odasindaki mobilyalar, hasta yatagi ve Ortlisii bu malzemelere

ornek gosterilebilir [20,14].

Yiizey dezenfektanlan

Klorin ve klorin bilesikleri, alkol ¢ozeltileri (etil ve izopropil alkol), kuarterner amonyum
bilesikleri, sliperoksitlenmis (elektrolize) su ve fenolikler yilizey dezefektanlar1 arasinda

gosterilebilirler [21].

Antiseptikler

Sabun, iyodoforlar, alkol c¢ozeltileri, biguanidler, kuarterner amonyum bilesenleri,
hekzaklorofen, paraklorometaksilenol ve triklosan antiseptik olarak kullanilan

dezenfektanlar arasinda yer alir [21].

2.5. Biyosidlerin Etki Mekanizmalari

Biyosidler, mikroorganizma iizerinde degisik mekanizmalarla oldiiriicii (sidal) veya
tiremelerini durdurucu (statik) etki gosterebilirler. Biyosidler, bakteri,maya.kiif,viriis gibi
farkli mikroorganizmalar tizerinde farkli etkilere sahiptirler. Viriisleri 6ldiirenler viriisid,
bakterileri 6ldiirenler bakterisid, bakteri liremesini durduranlar bakteriyostatik, mantarlari

oldiirenler fungisid adin1 alirken mantarin iiremesini durduranlar ise fungistatik olarak
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adlandirilir. Mikrobiyostatik etki gosteren biyosidlerin bir ¢ogu yiiksek konsantrasyonlarda
kullanildiginda biyosidal etki gosterebilirler [12].

Biyosidler, hiicrenin genetik materyali, proteinleri, enzimleri, hiicre duvari, hiicre
membrani gibi ¢esitli kisimlarini ve biyosentez siirecini hedef alirlar [29]. Biyosidlerin bir
kismi tek bir yolla etkili olurken, bir kismi1 birden ¢ok yolla etkili olabilir. Bunlar, hiicre
duvari yapisini veya hiicre membranini tahrip etme, hiicrenin i¢ dengesini bozma, hiicre igi
bilesenlerinin digariya sizmasina neden olma, mikroorganizmalarin enzim, koenzim ve
diger protein yapilarin1 oksitleyerek ya da alkilleyerek bozma, elektron transportu ve
oksidatif fosforilasyonu inhibe etme, makromolekiillerle etkilesme veya bunlarin sentezini

onleme gibi mekanizmalardir [11,7].

2.5.1. Hiicre membran fonsiyonunu bozan biyosidler

Membran aktif ajanlar diger etkilerinin yanisira, hiicre i¢i materyallerin disar1 sizmasina
neden olurlar [8]. Bu biyosidlerin antimikrobiyal performansinda yiizey gerilimi 6nemli bir
rol oynar. Iyonik veya noniyonik yiizey aktif maddeler olan deterjanlar, organik ¢éziiciiler,
fenol ve tilirevleri hiicre zarina etki eden biyosidlerdir. Deterjanlar, yiizey gerilimini azaltan
ve ¢oziicli Ozellikleri 1yi olan maddelerdir. En etkili olanlar katyonik deterjanlar yani
kuarterner amonyum bilesikleridir. Organik ¢oziiciilere kloroform, toluen ve alkoller 6rnek
gosterilebilir. Hiicre membraninin lipid yapisini ve hiicresel proteini denatiire ederek etki
ederler. Fenoller ise hiicre iceriginin disar1 bosalmasina neden olur ve mikrobisidal etki

gosterirler [30, 21].

2.5.2. Hiicre proteinlerini denatiire eden biyosidler

Dezenfektanlarin etki mekanizmalarindan biri de protein yapisindaki maddeleri denatiire
ederek hiicrenin normal yapisinin bozulmasina ve hiicre 6liimiine neden olmaktir. Agir
metaller, oksitleyici ajanlar, alkilleyici ajanlar, alkoller, asitler ve alkaliler bu grupta yer

alirlar [31,21].

2.5.3. Enzimlere ve metabolizmaya etki eden biyosidler

Biyosidlerin bir kismi, mikroorganizma enzimlerine baglanirlar. Bu enzimlerin kimyasal

yapisin1 ve aktivitesini degistirirler. Buna bagli olarak metabolizma bozulur ve bu siire¢
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mikroorganizmanin olimiiyle sonuglanir. Agir metaller, deterjanlar, oksidan ajanlar ve

alkilen maddeler bu sekilde etki eden biyosidlerdir [10,21,11].

2.5.4. Niikleik asitlerin fonksiyonel gruplarim1 modifiye eden biyosidler

Bu grupta yer alan biyosidler, niikleik asitlere (DNA veya RNA) farkli mekanizmalarla
etki edebilirler. Mikroorganizma DNA's1 ile bilesikler olusturarak, niikleik asidin
replikasyonunu ve protein sentezini engellerler. Bu durumda mikroorganizma oliir. Bu
grup ic¢in okside edici maddeler, aldehitler, hipokloritler ve etilen oksit 6rnek gosterilebilir

[10,21].

2.5.5. Bakteri sporlarina etki eden biyosidler

Dezenfeksiyon maddelerinin ¢ogu bakterilerin vegetatif sekilleri oldiiriilerek bunlarin
tekrar spor yapmalarini engeller, sporosidler bakteri sporlarini da o6ldiiren kimyasal
maddelerdir. Kuarterner amonyum bilesenleri, fenol, gluteraldehid, formaldehid,
hipoklorit, iyot, hidrojen peroksit ve etilen oksit sporilasyonun farkli asamalarinda etkili

biyosidlerdir [21,11].

2.6. Biyosidlerin Antifungal Aktivitesi

Biyosidlerin bakteriler iizerindeki etkisi ve etki mekanizmasi ile ilgili bir¢ok calisma
mevcuttur. Buna ragmen, fungal etki mekanizmalar1 hakkinda literatiir bilgisi oldukca
azdir [12,32]. Mantarlar i¢in biyosid aktivitesinin vejetatif bakterilerle benzer oldugu
goriisii, bu mikroorganizmalarin yapilarinin ve kimyasal 6zelliklerinin farklilig1 nedeniyle
kesin degildir. Mantarlarda da bakterilerde oldugu gibi, hiicre duvar ile ilk etkilesimden
sonra biyositin hiicre zarma penetre olmasi ve hiicre icerisindeki hedefine yonelmesi

seklinde oldugu diistiniilmektedir [32].

Fungal hiicrelerde potansiyel hedefler hiicre duvari, plazma membrani, ribozomlar, niikleik
asitler, yapisal ve fonksiyonel proteinleri kapsar [8]. Klorhekzidin, kuarterner amonyum
bilesikleri, alkoller, fenoller, organik asit ve esterler gibi bir¢ok antifungal ajan icin baglica
hedef bolge plazma membranidir [9,32]. Hiicre duvar ise basta aldehitler olmak {izere

biguanidler ve kuarterner amonyum bilesikleri i¢cin hedef bolgedir [32].
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Antifungal etkiye sahip biyosidlerin, sadece saglik alaninda degil iirlinlerin korunmasi

acisindan tarim ve endiistride de yaygin kullanimi nedeniyle dnemi biiyiiktiir [8].

2.7. Mikroorganizmalarda Biyosid Direnci

Dezenfektan direnci yeni bir olgu degildir. Chaplin 1952'de ilk kez kuarterner amonyum
bilesiklerine kars1 direngli suslar izole etmistir. Mikroorganizmalar tarafindan antibiyotik
ve antifungallere kars1 direnc gelisebildigi gibi yaygin kullanimlar1 nedeniyle
dezenfektanlara kars1 da direng goriilebilir. Fakat antibiyotikler spesifik tek bir bolgeye
etki ederken, dezenfektanlar icin bir¢ok hedef bolge mevcuttur. Dezenfektanlarin birden
fazla mekanizma ile ayn1 anda etkili olmasindan dolay1 direng gelisiminin kolaylikla ortaya

cikmayacag diistiniilmektedir [5].

Hastane ortaminda iireyen suslar ile ayni kokene ait kiiltiir ortaminda iireyen suslar
karsilastirilmistir. Hastane ortamindan ve yatan hastalardan izole edilen suslarin daha
diren¢li oldugu goriilmistir. Yapilan c¢aligmalarda hastane kokenli bakteri suslarinin
lipopolisakkaritlerinde daha fazla fosfat bagli arabinoz bulunmustur. Buna bagli olarak
dezenfektanlarin hiicre duvarina affinitesinin azaldigi ve bu suslarda dezenfektan

direncinin arttig1 gozlemlenmistir. Bunun nedeni seleksiyon ve mutasyondur [5].

Hastane ortaminda kullanilan dezenfektanlarin se¢cimi ¢cok onemlidir. Dogru dezenfektan,
uygun konsantrasyonlarda ve yeterli siire kullanilmazsa dezenfektanlara karsi direng
gelisebilir [33]. Yetersiz dezenfeksiyon uygulamasi mikroorganizmalar arasinda direng
genleri olanlarin  se¢ilmesi, diren¢ genlerininin  kazanilmast veya duyarh
mikroorganizmalarin adaptasyonuyla bir¢ok mikroorganizma populasyonunun dezenfektan
duyarhilig1 azalabilir. Hatta adaptasyon, genetik direncin kazanilmasi, stres yanit1 veya

biyofilm olusumu ile yiiksek direngli hale gelebilir [5].

Direngli suslarin seleksiyonu, risksiz bolgelerde rutin olarak dezenfektan kullaniminin
engellenmesi ve sadece temizlik isleminin uygulanmasi ile Onlenebilir [2]. Kullanilan
dezenfektanin belirli araliklarla etki mekanizmasi farkli bir dezenfektanla degistirilmesi ile
direng gelisiminin onlenmesine iliskin goriisler ¢eliskilidir. Dezenfektan rotasyonuna karsi
olanlarin goriisii, direncin pratikte laboratuvar ortaminda oldugu kadar sik gelismeyecegi

bunun ancak intrinsik diren¢ olusumu ile sorun teskil edecegi yoniindedir [5].
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Dezenfektanlara karsi diren¢ mikroorganizma g¢esitleri arasinda farklilik gosterir.
Dezenfektanlara en direngli yap1 prionlardir (CJD, BSE). Prionlar proteazlara direngli
protein yapilarindan dolayr hemen hemen her biyosite direnglidir. Prionlar1 koksidler
(Cryptosporidium), bakteriyel sporlar (Bacillus, Clostridium difficile), mikobakteriler (M.
tuberculosis, M. avium) ve Kistler (Giardia) takip eder. Biyosidler, viriislerin lipid zarfini,
kapsidini ve genomunu hedefler. Kiiciikk zarfsiz viriisler (Polio viriis) biiylik zarfsiz
virlislerden (Enteroviriis, Adenoviriis) direngli iken, onlarda lipid zarfli viriislere (HIV,
HBYV) gore daha direnclidir. Hiicre duvar yapisi ve kimyasal bilesiminden dolayr gram
pozitif bakteriler (Pseudomonas, Providencia) gram negatif bakterilere (S. aureus,
Enterococcus) gore dezenfektanlara daha duyarlidir. Direng siralamasinda mantarlar
(Candida, Aspergillus) dezenfektanlara gram pozitif bakterilerden daha direngli, gram
negatif bakterilerden ise daha duyarlidir (Sekil 2.1) [5,11].

Sekil 2.1. Mikroorganizmalarin biyosidlere kars1 gosterdikleri direng siralamasi
(Yukaridan asagiya dogru gidildikce biyosidlere direng azalmakta, duyarlilik artmaktadir.)

2.8. Fungal Diren¢ Mekanizmalari

Birgok c¢alisma fungal hiicre duvariin biyosid penetrasyonunu azaltmada 6nemli bir rol

oynadigini gostermistir. Mantarlarda hiicre duvari bilesimi, gozenekli yap1 ve hiicre duvar
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kalinlig1 fungal direnci etkileyen etmenlerdir. Hiom ve arkadaslarinin Saccharomyces
cerevisiae lizerinde yapmis oldugu c¢aligmalar ile mantarlarin duvarindaki glukan yapisi
biguanidlerin hiicre ig¢ine girigini smirlandirmistir. Mannan mutantlar1 vahsi kokenle
benzer derecede duyarlilik gostermistir. Bu nedenle mannanin hiicre direncinde rol
oynadigi diistiniilmemektedir. Ayrica suslarin yasina bagli olarak duvar kalinliginin

artmasi, gdzenekli yapinin ise azalmasi biyosid direncini arttirmistir [11,32].

Mantarlar farkli biyosidlere farkli direng cevabi verebilirler. Ornegin klorhekzidini disar
atarak, formaldehite enzimatik inaktivasyon ve etanole ise fenotipik degisim gibi direng

mekanizmalartyla cevap olustururlar [11].

Alkoller, mayalarin lipid kompozisyonu ve zar akiskanligi iizerinde 6dnemli rol oynarlar
[8]. Farkli biiylime kosullart maya hiicrelerinde etanol duyarliligini degistirir. Hiicre
membraninda bol miktarda linoleik asit bulunan mayalar, oleik asitten zengin membran

olanlara gore etanole daha direnglidir [5,11].

Ayrica fungal sporlarin da, bakteriyel sporlarla karsilastirildiginda biyosidlere daha duyarli
oldugu bilinmektedir. Yapilan birka¢ arastirma ile S. cerevisiae'nin askosporlarinin
hipokloritlere, alkollere ve kuarterner amonyum bilesiklerine kars1 vejetatif mantar
hiicresinden oldukca direngli oldugu bulunmustur. Fakat aymi etki perasetik asit i¢in

gorilmemistir [32].

Kiif sporlarmin sporsuz bakterilerden daha direngli, bakteri sporlarindan daha duyarl
oldugu belirtilmistir. Birgok biyosid ¢esidi kullanilarak yapilan ¢alismalarda elde edilen
fungisidal konsantrasyonlar, kiiflerin ¢ogunlukla mayalardan daha diren¢li oldugunu
gostermektedir. Bu durumun kiiflerin duvar yapist ile iligkili oldugu diistiniilmektedir

[8,11].

Diger mikroorganizmalarda oldugu gibi mantarlarda da intrinsik (dogal) ve kazanilmis

diren¢ olmak tizere iki genel diren¢ mekanizmasi vardir [5].

2.8.1. intrinsik diren¢

Mikroorganizmalar icin intrinsik diren¢ dezenfektanlarla temas olmadan kromozomal

genlerle ifade edilen dogal direnctir [5,32]. Mantarlarda intrinsik direng, hiicre
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gecirgenliginde bozulma ve yapisal pargalayict enzimler ile iliskilidir. Mantarlar igin
intrinsik diren¢ mekanizmalar1 membran gecirgenliginin azalmasi, efluks pompalart ve
H'-ATPaz aktivitesi, tamir mekanizmalari, fenotipik degisim ve biyosidlerin
inaktivasyonudur [32]. Fenotipik adaptasyon olan biyofilm olusumu da bir intrinsik direng

mekanizmasidir.
2.8.2. Kazamilmis diren¢

Mikroorganizmalar i¢in kazanilmis direng, baska bir hiicreden genetik materyalin
(plazmid, transpozon) aktarimi veya mutasyon ile gerceklesir [6]. Mutasyonlarin veya

plazmidlerin etkisi ile fungal kazanilmis diren¢ hakkinda veri bulunmamaktadir [11].
2.9. Calismada Kullamlan Biyosidlerin Genel Ozellikleri ve Etki Mekanizmalar1
2.9.1. Klorhekzidin (CHX)

Klorhekzidin (CHX) biguanid tiirevi bir bilesiktir (Sekil 2.2). Klorhekzidin su icerisinde
kolaylikla ¢oziinmez, bu sebeple diasetat, dihidroklorit ve glukonat ile birlikte bulunur. %4
klorhekzidin glukonat ve %4 isopropil alkol en sik kullanmilan CHX soliisyonlaridir.
Klorhekzidin en yiiksek aktiviteyi pH 7-8' de gosterir, pH diistiikge etkisi azalir. Organik
maddelerin varliginda aktiviteleri azalir. Ayrica katyonik yapilar1 nedeniyle, sabunlar ve

diger anyonik bilesikler klorhekzidin etkisini olumsuz etkiler [10].

I I

CI @ NH-C-NH-C-NH-(CH,)g-NH-C-NH-C-NH @m
| I

NH NH

Sekil 2.2. Klorhekzidinin kimyasal yapisi

Antimikrobiyal ajan olarak ilk kez 1954'de tanimlanan klorhekzidin, glinlimiizde saglik
alaninda kullanilan baglica antiseptiklerden biridir. Klorhekzidinin alkol ¢ozeltisi ¢ok etkili
bir deri dezenfektanidir. Yiizeylere olan affinitesinden dolayr antiseptik etkisi uzun

stirelidir. Toksik ve irritan etkisi ise zayiftir [34,35].
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Gram pozitif ve gram negatif bakterilere kars1 etkisi genis spektrumludur fakat sporosidal
etkiye sahip degildir. Klorhekzidin glukonat hiicre icerisine bakteri ve mantarlar tarafindan
hizli bir sekilde alinir. Fakat mantarlara etkisi daha c¢ok fungistatiktir. Mikobakteriler
iizerinde oldiiriicii etkisi yoktur, bakteriyostatik etkiye sahiptir. Klorhekzidin 98-100 °C'de
etanol sollisyonu icerisinde tiiberkiiloid olarak etki edebilir. Virilisidal etkisi sinirlidir.

Zartli viriislere gore zarfsiz viriislere kars1 daha diistik aktivite gdsterir [10,21].

Biguanidler pozitif yiiklii olmalarindan dolay1 hiicre membranindaki negatif yiiklii gruplar
ile tepkimeye girerek membran gegirgenligini bozarlar [10]. Klorhekzidinin hedef bolgesi
hiicre membranidir. CHX mikroorganizma yiizeyine giiclii bir sekilde baglanir. CHX etkisi
konsantrasyon bagimlidir. Diisiik konsantrasyonlarda K iyon sizintisina neden olur ve
membran gegirgenligini arttirir ancak 0liim orani azdir. Daha yiiksek konsantrasyonlarda
kullanildiginda klorhekzidinin hiicre proteinleri ve niikleik asitlerle etkilesimi sonucu

sizint1 artar, sitoplazmik igerik pihtilagir ve hiicre 6liimii gergeklesir [8].

Ayrica klorhekzidinin bakteriyostatik konsantasyonlarda membran bagli adenozin
trifosfatazi (ATPaz) inhibe ettigi bilinmektedir. CHX gram negatif bakterilerin periplazmik

enzimlerini serbest birakir ve membran fonksiyonunu bozarak etki eder [8].

Klorhekzidinin maya ve kiifler iizerindeki aktivitesi sporsuz bakterilere gore daha azdir.
[8]. S. cerevisiae klorhekzidine Candida kokenlerine gore daha duyarlidir. Buna ragmen

klorhekzidin Candida spp. i¢in fungisidal olabilir [32].

2.9.2. Benzalkonyum klorit (BNZ)

Yiizey aktif (surfektan) maddeler, hidrofobik ve hidrofilik gruplara sahiptir. Surfektan
maddeler, hidrofilik gruplarima gore noniyonik, anyonik, katyonik ve amfoterik olarak

siiflara ayrilirlar.

Kuarterner amonyum bilesikleri, hedefi hiicre yiizeyindeki negatif yiikli gruplar olan
katyonik deterjanlardir. Kuarterner amonyum bilesikleri  ilk kez 1916 yilinda
tanimlanmigtir fakat ticari olarak 1935'te kullanilmaya baglanmistir [12]. Benzalkonyum
klorit kimyasal siniflandirmaya gore bir kuarterner amonyum bilesigidir. BNZ, zefiran

ismi ile de bilinmektedir.
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Sekil 2.3. Benzalkonyum kloritin kimyasal yapis1

Kuarterner amonyum bilesikleri hem antiseptik hem dezenfektan olarak kullanilmaktadir.
Gram negatif bakterilerin bir kisminin kuarterner amonyum bilesiklerine direngli olmasi
nedeniyle Centers for Disease Control and Prevention (CDC) antiseptik olarak kullanimini

onermemektedir. Yiizey ve alet dezenfektani olarak KAB kullanimi ise yaygindir [34].

Etkinligi Alkali pH'a bagimli olarak artarken, organik madde ve deterjan varliginda

oldukga azalir. Asindiric1 degildirler ve toksik etkileri yok denecek kadar azdir [21, 34].

KAB yiiksek konsantrasyonda mikrobisidal etki gostermesine ragmen, genellikle etkileri
mikrobiyostatiktir. Gram- pozitif bakteriler lizerine daha fazla etkilidirler. Sporosidal etkisi
yoktur, tuberkiiloid olarak ise aktivitesi zayiftir. Antifungal olarak ise fungisidal
aktiviteden ¢ok fungistatik aktivite gosterirler. Bakterilere ve mantarlara gore viriislere
etkileri sinirhidir. Zarfl viriisleri inaktive ederler fakat zarfsiz viriislere karsi etkisizdirler.

Genellikle, mikroorganizmalarin benzalkonyum klorite karsi toleransi oldukca fazladir
[21,34].

Kuarterner amonyum bilesikleri, genellikle membrandaki lipid yapisin1 bozarak veya hiicre
enzimlerini inaktive ederek membrana zarar verirler. BNZ, diisiik konsantrasyonlarda
membran gegirgenliginde belirgin degisiklikler olusturmadan mayalarda Pasteur etkisini
inhibe eder. Yiiksek konsantrasyonlarda K iyon kaybina, hiicre iceriginin disar1 sizmasina

ve hiicre lizisine neden olurlar [8,32].

C. albicans ve Ozellikle A. niger, fenollere, alkollere ve kuarterner amonyum bilesiklerine
E. coli, P. aeruginosa ve S.aureus gibi bakterilerden daha direnglidir. Ayrica, Kuarterner

amonyum bilesiklerinin C. albicans lizerine etkisi zayiftir [8].
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2.9.3. Sodyum hipoklorit (SHC)

Hipokloritler, en eski, en ucuz ve kullanimi en yaygin klor iceren dezenfektanlardir. Klorlu
bilesiklerin sivi formu % 5,25 (50000 ppm serbest klor) konsantrasyonda sodyum
hipoklorit igeren ¢amasir suyudur (NaOCl). Yere dokiilen ve etrafa sicrayan kanlar i¢in
CDC (Central of Disease Control and Prevention) 5000 ppm dezenfektan
konsantrasyonunu Onermektedir. Stok c¢amasir suyu ¢ozeltisinin (% 5,25) 1/10'luk
diliisyonu yaklasik olarak 5000 ppm serbest klora esittir. 1000 ppm klor igceren ¢camasir
suyu soliisyonu temiz bir yiizey i¢in yeterlidir. Hipokloritler, o6zellikle yiizey
dezenfeksiyonunda kullanilmaktadir. Konsantrasyon ve temas siirelerine gore yliksek, orta

ve disiik diizey dezenfeksiyon saglamaktadirlar [10,20].

Sodyum hipokloritin mikrobisidal aktivitesi suda olusan hipokloroz asidin (HOCI)
oksidadif etkisine baglidir. Hipokloroz asidin ¢dziinmesiyle hipoklorit iyonlar1 (ClO-)
olusur ve mikrobisidal aktivite azalir [18]. Hipokloritler mikroorganizmalara oldukg¢a hizli
etki ederler. Yiksek 1sida, asidik pH'da ve icerdigi serbest klor miktar1 arttikca
hipokloritlerin mikrobisidal etkisi artar. Antibakteriyel spektrumlari oldukc¢a genistir.
Hipokloritler, ¢cok etkili fungisidal ajanlardir. Hiicresel yapilarin oksidasyonu ile bakteri ve
mantar1 parcalar. Zarfli ve =zarfsiz virlislere kars1 viriisidal etkilidir ve yiiksek

konsantrasyonlarda (yaklasik 2500 ppm) sporisidal aktivite gosterebilir [10].

Organik madde varliginda ve alkali pH'da klorun etkisi azalir ve bu nedenle inaktive
olurlar. Bunun nedeni pH yiikseldik¢e hipokloroz asidin ¢oziiniirliigii artar ve hipoklorit
iyonlarinin fazlalagmast SHC etkisini azaltir. Camasir suyunun etkinligi pH asidiklestik¢e
artis gosterir. Dayaniksiz, tahris edici ve asindirict olmalar1 dezavantajlar1 arasinda yer alir.
Toksik etkileri ¢ok fazla degildir, fakat amonyak ve asitlerle reaksiyona girerek toksik klor

gaz1 olustururlar [18,20].

2.10. Atomik Kuvvet Mikroskobu ( AFM)

Atomik kuvvet mikroskobu bir ¢esit taramali prob mikroskobudur (Scanning probe
microscopy, SPM). Prob mikroskoplarinda, diger mikroskoplardan farkli olarak elektron
yada 151k demeti kullanmak yerine prob kullanilir. Diger taramali prob mikroskoplarina

benzer sekilde, AFM ornek yiizeyini prob ile tarar ve probla ylizey arasindaki kuvvet
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degisikliklerini 6l¢ebilir. Bu ¢esit mikroskoplar ylizeyin ii¢ boyutlu (3D) haritalarini
olusturabilirler [42, 44].

AFM disindaki taramali prob mikroskoplari (SPM):

- Taramali tiinel mikroskobu (Scanning tunelling microscopy, STM)

- Yakin alan taramali optik mikroskop (Near-field scanning optical microscopy, NSOM)

Taramah tiinel Atomik kuvvet Yalkan alan taramah optik
mikroskobu (STM) mikroskobu (AFM) mikroskobu(NSOM)

_ ;oo

Sekil 2.4. Taramal1 prob mikroskoplar1 (Scanning Prob Microscopes,SPM) [41,46]

Taramali prob mikroskoplarinin en gelismis ve en yaygin kullanilan versiyonu atomik
kuvvet mikroskobudur. Prop mikroskoplarinin kokeni taramali tiinel mikroskobuna
dayanir. Taramal1 tiinel mikroskobu, 1982' de Binning ve Roher tarafindan icat edilmis ve
mucitleri fizik alaninda Nobel odiiliine layik goriilmiistiir [42]. Atomik kuvvet mikroskobu

(AFM) ise Binning, Quate ve Gerber tarafindan 1986'da icat edilmistir [36-38].

Taramali tiinel mikroskobu (STM) sadece iletken ve yar iletken yiizeylerde goriintii
verebilirken, atomik kuvvet mikroskobu hemen hemen her tiirlii yilizeyi nano Olgiilerde

goriintiileyebilen gelismis bir STM versiyonudur [42].



21

2.10.1. Atomik kuvvet mikroskobunun genel kullanim amaci ve uygulama alanlari

Atomik kuvvet mikroskobu, hiicre yilizeyini yiliksek atomik ¢oziiniirliikte goriintiileyebilen
iic boyutlu topografik yakin alan teknigidir. AFM, nano-newton 0l¢lide kuvveti Olgebilir.
[13]. Optik tekniklerden 1000 kat daha yiliksek ¢oziintirliige sahiptir. Birkag mikrondan 10
angstrom ¢oziiniirliige kadar goriintiileme yapabilir [13,38]. Atomik kuvvet mikroskobu

modern ylizey karakterizasyonu teknikleri arasinda en {istiin olanidir.

Atomik kuvvet mikroskobunun genel kullanim amaci

- Nano boyutta 6l¢iim ( boy,en, yiikseklik)
- Iki boyutlu (2D) ve ii¢ boyutlu (3D) yiizey goriintiisii

- Yiizey piiriizliliigiiniin tespitidir.

AFM o6rnek yiizeyinin gorilintiilenmesinin yani sira ylizeyin ¢esitli 6zelliklerinin de tespit

edilmesini saglar. Atomik kuvvet mikroskobu ile,

- Faz degisiklikleri

- Sertlik

- Elektrostatik ve manyetik 6zellikler
- Viskoelastik 6zellikler

- Sirtiinme kuvveti

- Pirtzlilik

- Adezyon kuvvetleri de saptanabilmektedir [37,42].

Atomik kuvvet mikroskobu herhangi bir 6rnek yiizeyini sivi veya hava ortaminda analiz
edebilir [37,42]. AFM i¢in 6rnek hazirlik agamasi diger mikroskoplara gore daha kolaydir.
Mika, cam veya altin kaplama sert bir tabaka {izerinde hemen hemen biitliin numune

ylizeyleri incelenebilir [39,42].

AFM ile goriintiileme vapilabilen yiizeyler :

> Ince ve kalin kaplamalar
» Seramikler

» Kompozitler
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Camlar

Sentetik ve biyolojik membranlar

Metaller

Polimerler

Yari iletkenler

Yalitkanlar

Kristal ya da amorf malzemelerin sert yiizeyleri
Polimerik yumusak ytlizeyler

Kolloidal nano pargaciklar

Fiber malzemeler [13,42].

YV V.V V V V V V VYV VY

Atomik kuvvet mikroskobu ¢ok genis uygulama alanma sahiptir. Uygulama alanlari

arasinda;

o Yasam ve Saglik Bilimleri
o Fizik

o Malzeme Bilimi

o Polimer Bilimi

o Nanolitografi

o Nano-Biyoteknoloji
o Elektronik

o Telekomiinikasyon
o Kimya

o Otomotiv

o Uzay-Havacilik

o Enerji

o Tekstil

o Boya ve miirekkep endiistrisi sayilabilir.

Bivolojik arastirmalarda AFM uygulamalari

Yasam ve saglik bilimlerinde AFM farmakoloji, fizyoloji, biyoteknoloji, mikrobiyoloji,
enzimoloji, dentoloji, farmakoloji, molekiiler biyoloji, biyofizik, analitik ve organik kimya

gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir [42,43].
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Atomik kuvvet mikroskobu biyolojik materyalleri goriintiillemede 6zellikle son on yilda
yaygin sekilde kullanilmaktadir [39,42]. AFM'nin tercih edilmesi fiziksel kosullara yakin
tek  hiicre diizeyinde yiiksek c¢Oziinirlikte goriintii  verebilme 6zelliginden
kaynaklanmaktadir [37,45]. Taramali elektron mikroskobu (SEM), biyolojik 6rnek
yiizeylerinin yiiksek ¢dziiniirliikte goriintiilenmesinde uzun siiredir kullanilmaktadir. Ornek
hazirlama esnasinda SEM analizi i¢in fiksasyon, dehidrasyon ve kaplama gibi hazirlik
asamalarinda hiicreler 6liir, AFM 6rnek hazirlik stirecinde hiicrelere zarar vermemektedir.
Bu sayede hiicrelerin canli olarak goriintiilenmesine olanak saglar ve daha gergekei

sonuglar elde edilir [43,44].

» Biyomolekiiller
» Kan hiicreleri

* Niikleik asitler

» Canli ve 0lii hiicreler

» Bakteriler ve mantarlar

* Virisler

* Membran proteinleri ve iyon kanallar
* Mikrofilamentler

» Kanser hiicreleri

AFM ile analiz edilen biyolojik yapilarin bir kismidir [37,42].

Istenildigi takdirde florasan mikroskobu, taramali konfokal lazer mikroskobu (SCLM),
Raman spektroskopisi gibi cesitli optik ve spektroskopik teknikler atomik kuvvet
mikroskobuna entegre edilebilir [40]. Tipin modifiye edilmesi ile atomik kuvvet

mikroskobunun farkli uygulama yontemleri de mevcuttur.

Atomik kuvvet mikroskobunun farkli uygulanma yontemleri:

* Manyetik kuvvet mikroskobu (MFM), numune yiizeyindeki manyetik alanlarin
Olctilmesinde kullanilir.
+ Elektrostatik kuvvet mikroskobu (EFM), yiizeyin elektrostatik 6zelliklerini goriintiiler.

+ Kimyasal kuvvet mikroskobu (CFM), yiizeyin kimyasal 6zelliklerinin tespitini saglar.
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» Lateral kuvvet mikroskobu (LFM), ylizeyin sirtiinme 0&zelligindeki degisimden

yararlanarak ylizey kompozisyonunu belirler [13,40].

2.10.2. Atomik kuvvet mikroskobunun ¢alisma mekanizmasi

Atomik kuvvet mikroskobunun mekanizmasi temelde 6rnegin incelendigi mikroskop ve
mikroskoptan gelen verilerin goriintiilendigi isletim sisteminden olugsmaktadir (Resim 2.1).
Atomik kuvvet mikroskobu profilometre gibi calisir, Ornek yiizeyini X, y ve z
koordinatlarinda tarar [40,43]. Atomik kuvvet mikroskobunun temel mekanizmasi prob
gdrevi goren tip , tipin bagli bulundugu manivela, diyot lazer ve pozisyon duyarli fotodiyot
dedektorden meydana gelmektedir. AFM'nin genel c¢alisma prensibi, prob ve numune

arasindaki Van der Waals kuvvetlerinin saptanmasi temeline dayanir [41,42].

Resim 2.1. Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM)

AFM, vyiizey oOzelliklerini incelemek i¢in bir¢ok yolla modifiye edilebilen bir proba
sahiptir. Prob, AFM tip ya da AFM sensor olarak bilinir. Tip, silikon (Si) veya silikon
nitritten (Si3Ny) Uretilmis mikro boyutlarda uzun, ince, sivri ve dayanikli bir malzemedir
[37,42]. Normal, siiper ve ultra keskin gibi bir¢ok cesidi mevcuttur [45]. Ayrica, prob
cesitli materyallerle kaplanarak kimyasal kuvvet mikroskobu (CFM) ve manyetik kuvvet
mikroskobu (MFM) gibi farkli AFM uygulamalar1 elde edilebilir. Modifiye tipler ile
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ligand-reseptor, antijen-antikor, ilag-hiicre etkilesimleri gibi biyolojik molekiiller

arasindaki etkilesim de Olgebilir [45].

Prob, esnek bir manivelanin ucuna baglidir. Manivela 100-200 pm uzunlugunda, 0,5-2
mikron kalinhigindadir [40]. Optik sistem olarak kullanilan lazer 1sin1, manivela {izerine
gonderilir ve manivela {iizerinden yansiyan lazer 1sin1 pozisyon duyarli fotodiyot
detektorler tarafindan algilanir. Tarama esnasinda prob ve yiizey arasindaki c¢ok kiigiik
kuvvetler manivelanin sapmasina neden olur. Buna manivela sertligi denir ve Hooke
yasalari ile Olgiilebilir. Fotodiyot dedektor gelen 1511 ve pozisyon degisiklerini elektriksel
titresimlere doniistiirerek bilgisayara gonderir. Sapma gorsel olarak kaydedilir ve gergek

zamanli olarak bilgisayar tizerinde goriintiilenebilir [13,40-44].

Lazer diyot

Pozisyon Duyarh

Fotodedektd
orodederior “Manivela

Ornek

Tarayic

Sekil 2.5. Atomik kuvvet mikroskobunun ¢aligsma prensibi [47].

2.10.3. Atomik kuvvet mikroskobu inceleme yontemleri

AFM inceleme yontemleri temelde temash yontem, temassiz yontem ve vurma yontemi

olarak ti¢ grupta simiflandirilir [13,41].
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Temasli yontem

Bu inceleme yonteminde tip ile 6rnek ylizeyi tarama boyunca stirekli temas halindedir. Bu
yontem daha ¢ok sert ve diiz yiizeylerin incelenmesi i¢in tercih edilir. Temash yontem
yiiksek ¢oziniirliiklii goriintii elde edilmesi, hizli tarama saglamasi, siirtiinme kuvvetinin,
yiizey sertliginin ve esnekliginin Olciilebilmesi agisindan avantajlidir, fakat goriintii analizi
yapilirken prob Ornek yiizeyine zarar verebilir. Bu sebeple ayni 6rnek iizerinde tekrar

inceleme yapilamaz [37, 41].

Temassiz yontem

Bu analiz yonteminde tip ile 6rnek yiizeyi birbirine temas etmez. Prob ile ylizey arasindaki
mesafe yaklagik olarak 10 nanometreye kadar ¢ikabilir. Cok yumusak yiizeyler i¢in bu
yontem tercih edilir. Temassiz yontem Ornek yiizeyine zarar vermez fakat goriintii

¢oOziiniirligl diger yontemlere gore daha diisiiktiir [13,38].

Vurma ydntemi

Vurma yonteminde 6rnek ile yiizey arasinda aralikli temas s6z konusudur, tip 6rnek yiizeyi
iizerinden temassiz yonteme gore daha kisa bir mesafeden salinarak tarama yapar. Vurma
yontemi, temasl ve temassiz yontem arasindaki inceleme yontemidir. Bu yontem ile en iyi
¢oziiniirliiklii goriintii elde edilir fakat tarama olduk¢a yavas ilerler. Ornege minimal
diizeyde zarar vermesinden dolay1 da avantajlidir. Vurma yontemi ile faz goriintiisii de elde
edilebilir. Yiizeye zayif baglanan ve yumusak ylizey yapisina sahip olan 6rnekler vurma

yontemi ile incelenir. Biyolojik 6rneklerin incelenmesinde bu yontem tercih edilir [13,38].
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Sekil 2.6. AFM calisma yontemleri (a) temaslh yontem (b) temassiz yontem (c) vurmali
yontem [48]

2.10.4. Atomik kuvvet mikroskobunun avantajlar1 ve dezavantajlari

Optik ve elektron mikroskoplar1 biyolojik drneklerin iki boyutlu gériintiilenmesinde uzun
stiredir kullanilmaktadir. Optik mikroskobun 151k kaynagi nedeniyle biiyiitme orani ve
cozlnlrliigi digerlerine gore smirlidir. Taramali elektron mikroskobunun ¢oziiniirligi
optik mikroskoptan oldukg¢a fazladir. Ancak, SEM'de 6rnek hazirlik agamasinin zorlugu,
canli hiicre goriintiilenememesi gibi sebeplerden dolayt AFM diger mikroskoplara gore
hiicre yiizeyinin incelenmesinde daha ¢ok tercih edilmektedir. Ayrica, bu mikroskoplar
ornegin ylikseklik Ol¢iimiinii veren z ekseninde Ol¢iim yapamazlar. AFM'nin biiylitme
orani elektron mikroskobuyla karsilastirildiginda oldukga fazladir ve AFM hem yatay (x-y
ekseni) hem de dikey (z ekseni) eksende Sl¢iim yapabilir. SEM icin en iyi ¢oziiniirliikk 4 nm

iken, AFM i¢in 0,3 nanometredir [38,49].

Cizelge 2.4. AFM ile diger mikroskoplarin karsilastirilmasi [38,49].

Optik Mikroskop SEM AFM
Inceleme ortami Hava/S1v1 Vakum Hava/S1v1/Vakum
Ornek tipi Kat1/Sivi Kati Kat1/Sivi
Ornek Hazirhig Kolay, kisa siireli Zor, uzun siireli Kolay, kisa stireli
Coziintirlik 170-500 nm <0,2 nm (X, y ekseni) <1 nm (x, y akseni)

<0,1 nm (z ekseni)
Biiyiitme Aralig 100X 20-60000X 3000-250000X
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Cizelge 2.5. Atomik kuvvet mikroskobunun avantajlar1 ve dezavantajlari [38,42].

AVANTAJLARI DEZAVANTAJLARI
* Kolay numune hazirlama olanagi *  Simirh yiikseklik 6l¢iimii yapar.
vardir.

*  Smurl biiyiitme araliginda analiz
Fiksasyon,dehidrasyon,kaplama yapabilir.

agamalart yoktur. * Veri, tip ile bagiml degiskenlik

* Dogru yiikseklik bilgisi verir. gosterebilir.
«  Ornekler hava,vakum ve sivi » Goriintiileme esnasinda tip veya
ortamda analiz edilebilir. ornek zarar gorebilir.

» Farkli sicaklik,PH,buffer gibi * Sadece yiizey goriintiisti verir.

cesitli ortamlarda analiz imkani +  Goriintii analizi uzun siire alir.

Sunar. Tek bir alan igin goriintiileme

yaklasik bes dakika stirer.

e Canli hiicre analizi ve dinamik
stirecin goriintiilenmesine imkan
Verir.

*  Numune iletken olmak zorunda
degildir.

* Yiiksek ¢oziiniirliikte 3D
goriintlileme yapar.

+  Ornegin mekanik 6zelliklerini
Olcebilir.

(Sertlik, stirtiinme, elastikiyet vs.)
* Faz goriintiisii verebilir.
* Tip modifiye edilebilir.

* Diger mikroskoplara gére nispeten
daha ucuzdur.




29

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Ornegin Hazirlanmasi

Calismada Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikoloji Laboratuvarinda -80°C’de
muhafaza edilen ve biyosid ¢aligmalarini diizenleyen CEN tarafindan kalite kontrol kdkeni
olarak onerilen standart sus C.albicans ATCC 10231 kullanilmistir. Cimlenme borusu testi

ve ID32 C (bioMerieux, Fransa) kiti kullanilarak susun tiir diizeyinde tanisi teyit edilmistir.

C.albicans ATCC 10231 susu Sabouraud dekstroz agara (SDA) ekilmis ve inkiibasyon
icin 24 saat 37°C’de etiivde bekletilmistir.

3.2. Kullanilan Arag ve Geregler
3.2.1. Kullanilan cihaz ve laboratuvar malzemeleri

- Buzdolab1 (Argelik, Tiirkiye)

- Derin dondurucu -80°C (Sanyo, Japonya)

- Etiiv ( Elektro-mag, Tiirkiye)

- Otoklav ( Sanyo, Japonya)

- Calkalayici inkiibator (Biosan, Letonya)

- Pastor firmi (Niive, Tiirkiye)

- Santrifiij cihaz1 (BOECO, Almanya)

- Mikrosantrifiij cihazi ( Beckman Coulter, Almanya)
- McFarland cihazi (Dade Behring MicroScan Turbidity Mater)
- Hassas terazi (Kern, Almanya)

- Mikropipetler ve uglar1 (Beta pette'™ , ABD)

- Otomatik pipet seti (Labmate, Tiirkiye)

- U tabanli mikroplak (LP italiana, Italya)

- Calkalayic (vortex)

- Petriler, ependorflar, cam ve plastik tiipler, lamlar, 6zeler
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3.2.2. Kullanilan besiyerleri

- Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) Besiyeri (Fluka Biochemica, Isvigre)
- Sabouraud Dekstroz Broth (SDB) Besiyeri (Merck, Almanya)

3.2.3. Kullanilan kimyasal maddeler

- Klorhekzidin diglukonat soliisyonu (Sigma, Ispanya)
- Benzalkonyum klorit (Sigma, Danimarka)

- Sodyum hipoklorit (Sigma, ABD)

- Agar ( Himedia, Hindistan)

- Metilen mavisi (Merck, Almanya)

3.3. Yontemler

3.3.1. Besiyerlerinin hazirlanmasi

Sabouraud dekstroz agar (SDA) besivyerinin hazirlanmasi

Besiyerinin igerigi:

Pepton 10g/L
D (+) Glukoz 20 g/L
Agar 17g/L
pH 5.6

Toz besiyerinden 47 g tartilmis ve iizerine 1 L distile su eklenerek hazirlanmistir.
Hazirlanan besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dakika 1 atm basingta sterilize edilmistir. Steril
petri kaplarina 25’er ml dokiilerek katilasincaya kadar bekletilmis ve kati besiyerleri

kullanilincaya kadar +4°C’de buzdolabinda saklanmustir.

Sabouraud dekstroz broth besiyerinin hazirlanmasi

Besiyerinin igerigi:

Pepton 10g/L
D (+) Glukoz 20 g/L
pH 5.6
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Toz besiyerinden 30 g tartilmig ve iizerine 1 L distile su eklenerek hazirlanmistir.
Hazirlanan besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dakika 1 atm basingta sterilize edilmistir. Stvi

besiyeri kullanilincaya kadar +4°C’de buzdolabinda saklanmaistir.

3.3.2. Biyosidlerin minimal inhibisyon konsantrasyon (MiK) ve minimal fungisidal

konsantrasyon (MFK) degerlerinin belirlenmesi

C. albicans ATCC 10231 kdkeninin klorhekzidin (CHX), benzalkonyum klorit (BNZ) ve
sodyum hipoklorit (SHC) biyosidlerinin her biri i¢in minimum inhibitér konsantrasyon

(MIK) degerleri ve minimum fungisidal konsantrasyon (MFK) degerleri belirlenmistir.

Stok bivosid soliisyonlarin hazirlanmasi

Benzalkonyumun 256 miligram/litre (mg/L) stok konsantrasyonunun hazirlanmasi i¢in toz
halde bulunan benzalkonyum kloritden (Sigma, Danimarka) 0,0256 gram tartilmis ve 100

mililitre distile suda ¢oziilerek stok soliisyonlar elde edilmistir.

Klorhekzidinin 64 mg/L stok konsantrasyonunun hazirlanmasi i¢in sivi halde bulunan
%20'lik klorhekzidin diglukonattan (1,06 gr/ml) (Sigma, ispanya) 0,0015 ml almarak,

distile su ile 50 mililitreye tamamlanmaigtir.

Sodyum hipokloritin 65536 mg/L stok konsantrasyonunun hazirlanmasi icin soliisyon
halindeki %10-15'lik sodyum hipokloritten (Sigma-ABD) 18 ml alinarak, distile su ile 100

mililitreye tamamlanmustir. Stok soliisyonlar kullanilincaya kadar +4°C’de saklanmustir.

3.3.3. Minimal inhibisyon konsantrasyon (MiK) degerlerinin mikrodiliisyon yontemi

ile belirlenmesi

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) tarafindan mayalar i¢in standardize
edilen mikrodiliisyon yonteminde bazi degisikliklerden sonra, standart susun segilen

biyosidlere duyarliliklar1 incelenmistir.

Mikrodiliisyon yonteminde, Sabouraud dekstroz sivi besiyeri (SDB) kullanilmistir. 96
kuyucuklu U-tabanli plagin biitiin kuyucuklarina 100 pl Sabouraud dekstroz besiyeri

eklenmistir. Biyosidlerin stok soliisyonlarindan 100 pl alinarak mikroplagin ilk
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kuyucuklarma eklenmis ve seri diliisyon yapilmistir. Bu sayede CHX igin 0,0625-32 mg/L
araligindaki konsantrasyonlar, BNZ i¢in 0,125-128 mg/L araligindaki konsantrasyonlar ve

SHC i¢in 64-32768 mg/L araligindaki konsantrasyonlar elde edilmistir.

Maya siispansiyonu 0,5 Mc Farland (1x10° hiicre/ml) bulanikliginda hazirlanmistir ve
siispansiyondan negatif kontrol kuyucuklari hari¢ biitiin kuyucuklara 10 pl dagitilmistir.
Mikroplak igerisinde negatif kontrol kuyucuklart sadece besiyeri igerirken, pozitif kontrol
kuyucuklar1 besiyeri ve maya siispansiyonu igermektedir. Mikroplak 37°C etiivde 24 saat
inkiibe edilmistir. Bulanmikligin goézle goriilmedigi ilk kuyucuk en diisiik biyosid

konsantrasyonu MIK olarak belirlenmistir.
3.3.4. Minimal fungisidal konsantrasyon (MFK) degerlerinin belirlenmesi

Mikroplakta gozle goriiliir iiremenin olmadigi MIK kuyucugundan ve bulaniklik olmayan
onceki iki kuyucuktan 10 pl alinarak Sabouraud dekstroz agar (SDA) besiyerine pasaj
yapilmistir ve 37°C etiivde 24 saat inkiibasyon ig¢in birakilmigtir. Kati besiyerinde

iiremenin goriilmedigi en diislik biyosid konsantrasyonu MFK olarak belirlenmistir.
3.3.5. Atomik kuvvet mikroskobu i¢in 6rnek hazirlanmasi

Atomik kuvvet mikroskop analizi ODTU merkez laboratuvarinda bulunan Veeco marka
NanoScope V AFM cihaz ile gerceklestirilmistir. Kantitatif veri analizi ise NanoScope

isletim sistemi ile yapilmistir.

Makrodiliisyon i¢in steril tiipler kullanilmistir. Biitiin tiiplere 1 ml Sabouraud Dekstroz sivi
besiyeri dagitilmustir. Tlk tiipe stok biyosid ve antifungal ¢ozeltilerinden 1 ml eklenmis ve
seri sulandirimi yapilmistir. Klorhekzidin, benzalkonyum klorit, sodyum hipoklorit ve
pozitif kontrol grubu olan amfoterisin B ve nistatinin her biri i¢in ayr1 ayr1 bu islem
uygulanmigtir. Her sulandirimin son hacmi 1 mililitredir. Her biyosid ve antifungal icin
MIK, 2xMIK ve 4xMIK konsantrasyonlarindaki tiipler secilmis ve bu tiiplere 0,5 Mc
Farland (1x10° hiicre/ml) bulamikliginda hazirlanan maya siispansiyonundan 100 pl
eklenmistir. Biyosid igermeyen sadece sivi besiyeri i¢eren tiip negatif kontrol tiipii, sivi

besiyeri ve maya inokiilumu iceren tiip pozitif kontrol tiipli olarak kullanilmigtir. Tim
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ornekler inkiibasyon i¢in 8, 12 ve 24 saat siireyle 37°C'de 180 rpm'da calkalayici

inkiibatore konulmustur.

Farkli konsantrasyonlarda ve siirelerde biyosidlere maruz birakilan maya hiicreleri 9000 xg
devirde 10 dakika santrifiij edilmis ve olusan c¢okelek iki kez steril distile su ile

yikanmaistir.

Atomik kuvvet mikroskobu analizi i¢in, 1x1 cm? boyutlarinda kesilmis lam pargalari
kullanilmadan once saf etil alkol ile silinmis ve pastor firininda 200°C 'de 120 dakika steril
edilmistir. 8, 12 ve 24 saat inkiibasyon sonrasinda silispansiyonlarin her birinden 10 pl
almarak 1x1 cm” lam parcalar tizerine damlatilmistir ve cam yiizey tizerine homojen bir
sekilde yayilmigtir. Lam pargalart bek alevi tlizerinden birka¢ kez gegirilerek
slispansiyonlar cam iizerine fikse edilmistir ve metilen mavisi ile boyanmaigstir. Steril distile
su ile yikandiktan sonra, oda sicakliginda bir gece boyunca kurutulmustur. Tamamen kuru
oldugu tespit edilen preperatlar atomik kuvvet mikroskobu (Nano scope V, Veeco, ABD)
ile incelenmistir. AFM goriintii analizi silikon tip kullanilarak vurma yontemi ile hava

ortaminda gerceklestirilmistir ve tarama hiz1 1 Hz'dir.

AFM analizi sirasinda 6rnek yiizeyinden rastgele segilen 20x20 um? 10x10 pm?, 4x4 pm?
ve 500x500 nm” alanlar incelenmistir. Bu alanlarin iki boyutlu, ii¢ boyutlu ve faz ekram
gorlintiiler1 elde edilmistir. Her goriintli i¢in goriintii ¢ozlniirligl 256x256 pikseldir.
Hiicrelerin eni, boyu ve yiiksekligi dl¢tilmiistiir. Hiicre yiizeyinde secilen alanlarda yiizey
plriizliligi olclilmiistiir. Biyosidlerle muamele edilen hiicreler ile kontrol hiicrelerinin

AFM goriintiileri ve kantitatif analizleri karsilagtirilmigtir.
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4. BULGULAR

4.1. Mikrodiliisyon Sonuc¢lari

Klorhekzidin, benzalkonyum klorit ve sodyum hipoklorit biyosidleri ve pozitif kontrol
olarak kullanilan nistatin ve amfoterisin B antifungal ilaclarin herbiri i¢in ayr1 ayr1 olmak
iizere C. albicans ATCC 10231 referans kokeninin Minimum Inhibitér Konsantrasyon
(MIK) degerleri ve Minimum Fungisidal Konsantrasyon (MFK) degerleri hesaplanmustir.
Bu degerler gizelge 4.1' de gosterilmektedir.

Cizelge 4.1. Kullanilan biyosidler ve antifungal ilaglar icin standart susa ait MIK ve MFK

degerleri
Biyosid/ Antifungal MIK MFK
Klorhekzidin (CHX) 2 mg/L 4 mg/L
Benzalkonyum klorit (BNZ) 4 mg/L 8 mg/L
Sodyum hipoklorit (SHC) 2048 mg/L 2048 mg/L
Nistatin (NST) 0,25 pg/mL 0,5 pg/mL
Amfoterisin B (AMB) <0,03 pg/mL 0,125 pg/mL

4.2. Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) Goriintiileri

Candida albicans ATTC 10231 susu iizerinde klorhekzidin, benzalkonyum klorit ve
sodyum hipoklorit biyosidlerinin herbiri i¢in MIK, 2xMIK ve 4xMIK olmak iizere iig
farkl1 konsantrasyon 8, 12 ve 24 saat uygulanmistir. Deneyde nistatin (32 pg/mL) ve
amfoterisin B (16 pg/mL) ilaglart pozitif kontrol (PK) ve ilag igermeyen maya
stispansiyonu negatif kontrol (NK) olarak kullanilmistir. Bagimsiz olarak yapilan AFM ile

gorilintiileme tekrarlarinin sonuglart uyumludur.

4.2.1. Negatif kontrol hiicrelerinin AFM sonuglari

Calismamizda ilag igermeyen sadece besiyerinin bulundugu ortamda 8, 12 ve 24 saat
inkiibe edilen hiicrelerin AFM goériintiileri, biyosid ile muamele edilen hiicrelerin
goriintiilerindeki etkilerin yorumlanabilmesi agisindan negatif kontrol olarak kullanilmistir.
Ayrica, negatif kontrol hiicrelerinin AFM ile analizi sonucunda elde edilen hiicre boyutu,

purtizlillik, ylizey alan degisikligi gibi kantitatif verileri, biyoside maruz birakilan
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hiicrelerin verileri ile karsilastirilirken standart veri olarak kullanilmigtir. Teorik kitaplarda
Candida hiicre boyutu icin yaklasik 10 pm denmektedir. Ancak c¢alismamizda AFM ile
goriintiileme Oncesi  hiicreler kurutuldugu i¢cin 10 pm'lik boyutun kiicildigi

diistiniilmektedir.

EiIRNE E B 4.0 pm
.
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» :
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N |
Y L]

4.0 prn

0.0 pm

40 pm

ey t. ’

1: Height

Resim 4.1. Kontrol hiicrelerinin 40x40 pm® alandaki iki boyutlu ve ii¢ boyutlu AFM
goruntusu

Resim 4.2. Negatif kontrol hiicrelerinin yiizey profilleri
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4.2.2. Pozitif kontrol hiicrelerinin AFM sonuglari

Calismamizda polyen grubu antifungaller olan nistatin ve amfoterisin B, biyosid ile
muamele edilen hiicrelerde morfolojik degisikliklerinin degerlendirilmesi agisindan pozitif
kontrol olarak kullanilmistir. Hiicre yiizeyi ilizerine antifungallerin ve biyosidlerin etki
benzerlikleri, AFM  goriintiilleri ve kantitatif analiz  verileri karsilastirilarak

degerlendirilmistir.

Amfoterisin B'nin, MIK konsantrasyonunda 8, 12 ve 24 saat etkisi goriintii olarak negatif
kontrol hiicreleri ile benzerdir ve yiizeyde belirgin herhangi bir degisiklik

goriilmemektedir. Piiriizliiliik ve z ekseni degerleri de bu sonucu desteklemektedir.

AMB'nin 2xMIK konsantrasyonuna 8 ve 12 saat maruz birakilan hiicrelerin yiizeyindeki
cokme net olarak goriilmektedir. Resim 4.3'te temas siiresi artikga ¢cokmenin arttig1 ve por

olusumunun bagladig1 gézlenmektedir.

N

1: Height i 1: Height

Resim 4.3. 2xMIK konsantrasyonunda amfoterisin B'nin 8 saat (solda) ve 12 saat (sagda)
temas siirelerinde hiicreler tlizerine etkisi
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Resim 4.4. 2xMIK konsantrasyonundaki AMB'nin 12. saatte por olusturma etkisinin 10x10
um? alanda 2D ve 3D gdriintiisii
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Resim 4.5. 2xMIK konsantrasyonunda AMB ile karsilasan hiicrelerde cukur olusumunun
profil analizi ile gosterilmesi

2xMIK konsantrasyonuna 24 saat maruz birakilan hiicreler ile 4xMIiK konsantrasyonuna
tlim saat dilimlerinde maruz birakilan hiicreler par¢alanmis ve hiicre igerikleri bosalmistir.
Nistatin ise tiim konsantrasyonlarda ve tiim zaman dilimlerinde hiicre lizisine neden

olmustur.
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Resim 4.6. Nistatin (solda) ve amfoterisin B (sagda) ile karsilasmis C. albicans'm hiicre
lizisi goriintiileri

4.2.3. Klorhekzidin ile karsilasms C. albicans hiicreleri icin AFM sonuc¢lar:

Klorhekzidinin 8 saat oncesindeki temas siirelerinde hiicre degisikligi bulunmadigi igin
caligmaya dahil edilmemistir. Klorhekzidin ile 8 saat muamele edilen C. albicans hiicreleri
icin MIK ve 2xMIK konsantrasyonlarinda atomik kuvvet mikroskobu goriintiileri
incelendiginde ve negatif kontrol hiicreleri ile karsilastirildiginda herhangi bir degisiklige
rastlanmamistir. Hiicre kalinlig1 (z degeri), piirtizliiliikk gibi degerler 6l¢iilmiis ve kontrol
hiicreleri ile benzer sonuglar elde edilmistir. Normal maya goriinlimiindeki hiicrelerde

boliinme ardindan kalan skar dokusu goriilmektedir (Resim 4.7).



1: Height 10.0 jpm

Resim 4.7. 2xMIK konsantrasyonununda CHX' e maruz birakilan hiicrelerin 8. saatte 2D
ve 3D goriintiileri

4xMIK konsantrasyonunda CHX'e 8 saat maruz birakilan maya hiicrelerinde hiicre
kalinliginda belirgin bir degisiklige rastlanmazken, piiriizliilik degeri negatif kontrol
hiicrelerine gore degisim gostermektedir. Cihazin kantitatif verilerinde degisiklik olmakla
birlikte, goriintiide belirgin bir degisiklik bulunmamistir. Ancak, faz ekrani1 goriintiilerinde

yiizeydeki degisiklikler belirlenebilmektedir (Resim 4.8).

FARIFY | 3: Pliase 10.0 pm

Resim 4.8. 4xMIK konsantrasyonununda CHX'e 8 saat maruz birakilan maya hiicrelerinin
3D ve faz goriintiileri

Klorhekzidinin MIK konsantrasyonunda 8. ve 12. saat Candida albicans AFM
goriintiilerinde, hiicre yiizeyinde ¢ok belirgin degisikliklere rastlanmamistir. Bu hiicreler

kontrol hiicreleri ile karsilastirildiginda da goriintii ve boyut agisindan son derece
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benzerdir. 12 saat MiK konsantrasyonunda CHX ile karsilasan hiicrelerin ve 12. saatte
negatif kontrol hiicrelerinin boyutu, 24. saat dilimindeki hiicrelere gore daha biiyiiktiir. Bu
durum, boliinme 6ncesi hiicrelerin goriintiilenmis oldugu seklinde yorumlanabilir. Resim
4.9'da goriildigii iizere MIK konsantrasyonunda 12. saatte mayanin tomurcuklanma
bolgelerinde daha kiigiik hiicrelerin bulunmasi da géz Oniine alinarak, iiremenin devam

ettigi ve biyosid etkisinin zayif oldugu yorumu yapilabilir.

MIK konsantrasyonunda 12 saat klorhekzidine maruz birakilan Candida hiicrelerinin,
resim 4.9'da gorintii yiizeyi diiz olmasina ragmen yilizey analizi degerlendirildiginde
konsantrasyon artisina bagli olarak piiriizliiliikteki artis anlamlidir. Tiim konsantrasyon
degerlerinde 12. saat i¢in normal hiicre yapisina benzer goriintiiler elde edilmistir ancak

hiicrelerin bir kisminda piiriizliilik miktarinda artis gozlenmistir.

1: Height & 1: Height

Resim 4.9. Kontrol hiicrelerinin (solda) ve MIK konsantrasyonununda CHX'e maruz
birakilan maya hiicrelerinin (sagda) 12. saatte iki boyutlu AFM goriintiileri

Klorhekzidinin MiK konsantrasyonuna 24 saat maruz birakilan maya hiicrelerinde belirgin
degisiklikler meydana gelmistir. Hiicre yiizeyindeki deformasyon resim 4.10'da net bir
sekilde goriilmektedir. Genis tarama alanlarindaki maya populasyonu file benzeri bir
gorliniim sergilemektedir. Yiizey ilizerinde meydana gelen ¢okme ve derin oluklar yiiksek

¢Oziintirliikte de net bir sekilde goriintiilenmistir.
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1: Height i 1: Height

Resim 4.10. MiK konsantrasyonunda 24 saat CHX'e maruz birakilan maya hiicrelerinin
genis alan AFM goriintiileri

Resim 4.11. CHX'e MIK konsantrasyonunda 24 saat maruz birakilan maya hiicrelerinin iig
boyutlu goriintiisii
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3: Phase

Resim 4.12. Kontrol hiicreleri (solda) ve 24 saat CHX ile muamele edilen hiicrelerin
(sagda) 20x20 p* alandaki karsilastirmali faz goriintiisii

Resim 4.13 ve 4.14'de klorhekzidinin MIK konsantrasyonunda 24. saatte yiiksek
¢ozlnlirliikli tek hiicre AFM goriintiilerine bakildiginda ¢dkme nedeniyle biiyiik bir porun

meydana geldigi ve normal maya formunun deforme oldugu goriilmektedir.

RN EE

1: Height

Resim 4.13. CHX ile muamele edilen maya hiicrelerindeki por yapisinin yiiksek
¢oziiniirlikli (4x4 pm?) goriintiileri
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20um

0.0 ym

4um

Resim 4.14. Kontrol maya hiicresi (solda) ve CHX ile muamele edilen maya hiicresinin
(sagda) yliksek ¢oziiniirliikte karsilastirmali Ti¢ boyutlu goriintiisii

MIK konsantrasyonunda CHX etkisi, amfoterisin B nin 2xMIK konsantrasyonundaki artan
etkisi olarak yorumlanabilir. Temas siiresi artik¢a por genisliginin arttig1 amfoterisin B ile
kargilasmis hiicrelerde de gozlenmistir. Por olusumu benzerlik gosterse de CHX ile

kargilagsmis hiicrelerde olusan porlar ¢ok daha genistir (Resim 4.15).

Resim 4.15. Amf B ile karsilasmis maya hiicreleri (solda) ve CHX ile karsilagmig maya
hiicrelerinin (sagda) por yapilarinin karsilastiriimasi

Analiz sonrasinda olusan etki bazen ¢okme, bazen por olusumu seklinde yorumlanmistir
Sekil 4.16'da gosterilen profil analizinde por olusturan ve ¢okmeye neden olan hiicrelerin
grafikleri gosterilmistir. Ayrica, klorhekzidinin 24. saatteki etkisi, ptriizliliikteki artis1 ve
z ekseni degerlerindeki azalmay1 kanitlayan kantitatif veriler ile de desteklenmistir. Z
ekseni degerinin azalmasi hiicre kalinligiin azaldigin1 géstermektedir. Bu durumun sebebi
por olusumuna bagli olarak hiicre ylizeyinin genislemesi ve normal hiicre yapisinin

bozulmasidir.
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Resim 4.16. MIK konsantrasyonunda CHX ile karsilasmis maya hiicrelerinin 24. saatte
profil analizi

Cukur Olusumu

¢

Resim 4.17. MIK konsantrasyonunda CHX ile karsilasmis tek bir Candida hiicresinin 24.
saatte puriizliilik grafigi ve ¢ukur olusumunun gosterilmesi

Klorhekzidinin 12. ve 24. saatteki etkisi, 2xMIK ve 4xMIK konsantrasyonlarinda tamamen
hiicre lizisine neden olmustur. Bu etki nistatin etkisine benzemektedir. 2xMIK ve 4xMiK
CHX konsantrasyonlarinda hiicreler pargalanarak dagilmis ve maya formuna benzer hiicre
goriintiisii yok olmustur. CHX ile karsilasan mayalar yigint1 halini almistir. Klorhekzidin

MIK konsantrasyonunun 24. saatinden itibaren hiicre lizisi baslamustir.



Resim 4.18. 4xMIK konsantrasyonunda klorhekzidin etkisinin 12. saatte 3D ve faz ekran
goriintiileri

4.2.4. Benzalkonyum klorit (BNZ) icin AFM sonuclari

Benzalkonyum kloritin 8 saat dncesindeki temas siirelerinde hiicre degisikligi bulunmadigi
icin galismaya dahil edilmemistir.MIK konsantrasyonunda benzalkonyum klorit igin, 8. ve
12. saatte sadece goriintiilerde degisiklik olmadigi yorumu yapilabilir. Bunun sebebi
kontrol hiicreleri ile karsilastirilma yapildiginda muamele edilen hiicrelerin normal maya

formuna benzer sekilde goriintiilenmesidir (Resim 4.19).

1: Height

Resim 4.19. MIK konsantrasyonunda benzalkonyum klorit etkisinin 12. saatte iki boyutlu
AFM goriintiist
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Benzalkonyum kloritin MIK konsantrasyonun 24. saatteki etkisi yiizey iizerinde belirgin
bir degisime neden olmustur. Benzalkonyumun morfolojik etkisi, hiicre yiizeyinde
kabarcik benzeri yapilarin olusmasi seklinde gozlemlenmistir. Goriintiide yogun piiriizlii

ylizey net sekilde goriilebilmektedir. Ayrica, kabarcik benzeri yapilarin tlizerinden segilen

alanlarda yapilan piiriizliilik 6l¢timlerinin sonucu da bu goriintiiyii destekler sekildedir.

1: Height

Resim 4.20. MIK konsantrasyonunda benzalkonyum kloritin 24 . saatteki etkisinin 2D ve
faz ekran1 goriintiisii

R VIS =

1: Height . 3: Phase

Resim 4.21. MIK konsantrasyonunda benzalkonyum kloritin 24. saatte etkisinin yiiksek
¢ozlinlirliikliit AFM goriintiisii
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Resim 4.22. Negatif kontrol hiicreleri (solda) ve 24 saat BNZ ile muamele edilen
hiicrelerin (sagda) karsilastirmali 3D goriintiisii

.

Kabarcik yapilan O -

| 3

Resim 4.23. Negatif kontrol hiicreleri (solda) ve 24 saat BNZ ile muamele edilen
hiicrelerin (sagda) karsilastirmali piirtizliilik grafigi

Benzalkonyum klorit 2x MIK konsantrasyonunda 8. saatte hiicre yapisin1 bozmustur ve
yiizeyde biiyiik oluklar gozlenmektedir. Bu derin oluklar, hiicre igeriginin bosalmasi olarak

yorumlanabilir. Bu etki resim 4.24' de gosterilmektedir.
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Resim 4.24. Benzalkonyum kloritin 2x MiK konsantrasyonunun 8. saatteki etkisi

Benzalkonyum klorit etkisi 2x MIK konsantrasyonunun 12. ve 24. saatte etkisi artmistir.
Maya hiicreleri pargalanmis ve yiizeye dagilmistir. Hiicreler {i¢ boyutlu maya formunu

tamamen kaybetmistir. Bu etki resim 4.25' de gosterilmektedir.

Resim 4.25. Benzalkonyum kloritin 2xMIK konsantrasyonunda 24. saatteki etkisi

4xMIK konsantrasyonunda benzalkonyum ile 8, 12 ve 24 saat muamele edilen tiim
hiicreler icin, hiicre lizisi tamamen gerceklesmistir. 4xMIK konsantasyonunda BNZ ile
karsilagan hiicrelerde, nistatin veya yiiksek konsantrasyonda amfoterisin B ile muamele
edilen hiicrelerdeki ile benzer etki goriilmektedir. Yapilan analizler sonucu z degerinin

azalma sebebi, maya hiicrelerinin pargalanarak cam yiizey iizerine yayilmasidir.
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Resim 4.26. Nistatin (solda) ve 4xMIK konsantrasyonunda BNZ ile karsilasmis hiicrelerin
(sagda) 12. saatte karsilastirmali goriintiisii

4.2.5. Sodyum hipoklorit (SHC) icin AFM sonuclar

Sodyum hipoklorit, MiK, 2x MIK ve 4x MIK konsantrasyonlarinin hepsi igin ve tiim saat
dilimlerinde hiicre lizisine neden olmaktadir. SHC ile karsilasmis hiicrelerin, hiicre igerigi
bosalmis ve hiicre yapis1 tamamen bozulmustur. Bu etki 5 dk SHC ile muamele edilen
hiicrelerde baslamaktadir. Sodyum hipoklorite 24 saat maruz birakilan hiicrelerin fig
boyutlu AFM goriintiileri, cam ylizey ile birlesmis gibi diiz goriilmektedir. Sodyum
hipokloritin antifungal etkisi, nistatin etkisine benzemektedir. SHC, hiicre yiizeyini diigiik
konsantrasyonda cok kisa siirede etkilemektedir. Yapilan kantitatif analiz sonucunda
piiriizliiliikte artis gozlenirken, z ekseni degerleri farklilk gostermektedir. MIK
konsantrasyonunda SHC ile karsilagan hiicrelerin 24. saatte z degeri azalirken, 12. saatte
yiizeyde bazi alanlarda artis goriilmiistiir. Bu durumun sebebi parcalanan hiicrelerin lizis

sonrasi birikerek y1gint1 olusturmasidir.
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1: Height

Resim 4.27. Sodyum hipokloritin MiK konsantrasyonunda 12. saatteki etkisinin 2D ve 3D
AFM goriintiileri

1: Height

Resim 4.28. Sodyum hipokloritin MiK konsantrasyonunda 24. saatteki etkisinin 2D ve 3D
AFM goriintiileri
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5. TARTISMA

Bagisikligi baskilanmis hastalarda nozokomiyal infeksiyona yakalanma orani oldukga
fazladir. Firsat¢1 patojen Candida albicans immiinsupresif hastalarda en sik rastlanan
fungal etmendir [52]. Bu nedenle bu calismada Candida albicans ATCC 10231 susu
secilmistir. Candida albicans gibi fungal hiicrelerin yiizey 6zellikleri patojenitede dnemli

bir rol oynar [51].

Fungal infeksiyonlara kars1 antifungal aktivite gosteren ilaglar, dogal iiriinler ve biyosidler
kullanilmaktadir. Biyosid terimi antiseptik, dezenfektan ya da bazi durumlarda koruyucu
aktiviteye sahip bilesikleri tarif etmek i¢in kullanilmistir [12]. Bu ¢alisma i¢in sodyum
hipoklorit (SHC), benzalkonyum klorit (BNZ) ve klorhekzidin (CHX) biyosidleri
secilmistir. Bu biyosidlerin se¢ilmesinin temel nedeni dezenfektan ve antiseptik olarak
yaygin kullanimlaridir. Biyosidlerin bakteri lizerindeki etkilerine dair bir¢ok c¢alisma
mevcuttur, fakat mantarlar tizerindeki etkisine dair ¢aligmalar kisitlidir [8]. Klorhekzidin,
benzalkonyum klorit ve sodyum hipoklorit gibi biyosidlerin hiicre yiizeyine etki ettikleri
bilinmektedir. Hiicre yiizeyi iizerine etkinin mantarlar iginde gegerli oldugu

diistiniilmektedir.

Calismamizda amfoterisin B ve nistatin antifungalleri etki mekanizmalar1 nedeniyle pozitif
kontrol olarak secilmistir. Bu antifungaller, mantar yiizeyinde porlarin agilmasi, membran
biitiinliiglinde bozulma ve membran gegirgenliginde artma, hiicre iceriginin hiicre digina
cikis1 seklinde etki etmektedir ve antifungal etki mantar hiicresinin Slimi ile
sonuclanmaktadir. Biyosidlerin de maya hiicresinin ylizeyinde bunlara benzer bir etki

gostermeleri beklenmektedir.

Atomik kuvvet mikroskobu (AFM), 1986'dan beri hiicre yiizeyinin nanometre boyutunda
yiiksek coziintirliikte incelenmesine olanak saglar. Caligma prensibi, 6rneklerin mercekler,
fotonlar veya elektronlar olmadan mekanik olarak taranmasi temeline dayanir [54]. AFM,
biyomolekiiller ve hiicreler gibi biyolojik orneklerin biyomekanik 6zelliklerinin ve nano
Olgekte yapisal detaylarinin incelenmesi i¢in Onemli bir cihazdir. AFM, mikrobiyoloji
calismalarinda mikroorganizmalarin ylizeyini yiiksek ¢oziintirliikkte kalitatif ve kantitatif
analiz imkani sundugu ve biiylime, ilag¢ ile etkilesim sebebiyle meydana gelen yiizey

degisimlerinin incelenmesini sagladigi i¢in biiyiik onem tasir.
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Antimikrobiyal ajanlarin hiicre yiizeyi lizerindeki etkisinin arastirildigi calismalarda
atomik kuvvet mikroskobunun kullanimi gitgide artmaktadir. AFM, morfolojide ki ve
hiicre gecirgenliginde ki degisimin saptanmasinda kullanilmaktadir [55]. AFM kullanilarak
antifungallerin ve dogal {riinlerin mantarlar iizerine etkisinin incelendigi bir¢ok ¢alisma
mevcuttur. Ancak biyosidlerin hiicre yilizeyine antifungal etkisinin AFM ile detayli bir

sekilde incelendigi caligmalara rastlanmamistir.

Hastane ortaminda kulanilan dezenfektanlarin secimi diren¢ olusmasi agisindan c¢ok
onemlidir. Dogru dezenfektan, uygun konsantrasyonlarda ve yeterli siire kullanilmazsa
dezenfektanlara kars1 direng gelisebilir [33]. Bu ¢alismada uygun konsantrasyon ve temas
stiresinin belirlenmesi ile kullanilan biyosidlerin Candida albicans hiicrelerinde morfolojik

etkilerinin tespit edilmesi hedeflenmistir.

Calismamizda AFM kullanilarak CHX, BNZ ve SHC'in Candida albicans referans kokeni
ATCC 10231 zerindeki etkisi gorsel olarak incelenmistir. Klorhekzidinin
konsantrasyondan ¢ok temas siiresine bagli olarak Candida yiizeyinde por olusturdugu
belirlenmistir. Benzalkonyumun ise temas siiresinden ¢ok konsantrasyon bagimli olarak,
yiizeyde genis oluklar olusturdugu tespit edilmistir. BNZ'un diisiik konsantrasyonlarda ise
yiizeyde kabarciklar olusturdugu goriilmistiir. Sodyum hipokloritin ise dogrudan hiicre

lizisi yaptig1 goriilmiistiir.

Sautour ve arkadaglarinin 1999' da yapmis oldugu c¢aligma ile bisbiguanidlerin ( Spg/mL
konsantrasyonda) kismen ya da tamamen filamentasyonu inhibe ettigi ve bdylece
klorhekzidinin C. albicans patojenitesini etkiledigi goriilmiistiir. Bunun sebebi olarak ise

hiicre membrani diizeyinde enzim inhibisyonu diisiilmektedir [32].

Atomik kuvvet mikroskobunun kullanimi saglik bilimlerinde sadece mikrobiyoloji ile
siirlt degildir. Dis hekimliginde de AFM ile yapilan bir¢ok ¢aligma mevcuttur. Valois ve
arkadaslar1 ile Isci ve arkadaslari, endodontik tedavide mikroorganizmalarla bulasin
engellenmesi i¢in kok kanal kaplama materyallerini % 2 klorhekzidin ve % 5,25 sodyum
hipoklorit ile dezenfekte etmis ve bu dezenfektanlarin bu materyaller {izerine asinma
etkisini AFM ile yiizey pirizliligini OJlgerek incelemislerdir [62,63]. Bizim
calisgmamizda da CHX ve SHC biyosidleri yer almaktadir, ancak bu caligmalarda
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biyosidlerin hiicre iizerine etkisi degil kaplama materyalleri iizerine etkisi

degerlendirilmistir.

Dezenfektanlarin  mikroorganizmalarin  kars1  etkisi, mikroorganizmanin yapisal
ozelliklerine gore degismektedir. Fungal hiicre duvarinin biyosid penetrasyonunu
azaltmadaki rolii bircok caligsma ile gosterilmistir. Hiom ve arkadaslart Saccharomyces
cerevisiae'nin hiicre duvar yapisinin klorhekzidin alimini nasil etkiledigini aragtirmiglardir.
Yapilan deneyler ile mantarlarin duvarindaki glukan yapisinin klorhekzidinin hiicre igine
girisini simirlandirdigi, bu etkide mannanin hiicre direncinde rol oynamadigi belirtilmistir.
Candida albicans' m hiicre duvar yapist geregi klorhekzidine daha az duyarli oldugu da bu

caligma ile gosterilmistir [11].

Bobichon ve Bouchet, tomurcuklanan Candida albicans kokenini Oldiiriicii
konsantrasyonunun altindaki konsantrasyonlarda klorhekzidine maruz birakmislar ve
taramali elekton mikroskobu (SEM) ve geg¢irmeli elektron mikroskobu (TEM) ile
incelemislerdir. Hiicre yiizeyinin SEM ile analizi sonucunda, klorhekzinin maya hiicresinin
duvarinda modifikasyonlara neden oldugu ve plazma membranina zarar verdigi sonucuna
varmislardir [8]. Bizim calismamizda, ylizey analizi i¢cin SEM ile karsilastirildiginda

bir¢ok avantaja sahip oldugundan dolay1 AFM kullanilmistir.

Soon ve arkadaglarinin yapmis oldugu ¢alisma, AFM ile goriintiileme i¢in 6rnek hazirlama
asamasinda santrifiij ve yikama asamalarim1 karsilastirmis ve goriintii kalitesi i¢in 3000 x
g'de 5 dakika santrifiij yapilmasini ve iki kez su ile yikamayr onermislerdir. Ornek
hazirlama protokoliindeki bu asamalarin besiyeri ve hiicre kalintilarinin temizlenmesi
acisindan 6nemi gosterilmistir. Ayrica, yiiksek konsantrasyonda kolistine maruz birakilan
hiicrelerde yiizey diiz goriintiilenmesine ragmen, plriizliliikk Sl¢timleri anlamli sonuglar
vermistir [54]. Bizim ¢alismamizda, 9000xg'de santrifiij ve iki kez yikama asamalarina ek
olarak metilen mavisi ile boyama islemi uygulanmistir. Boyama yapilan preparatlarin,
genis numune yilizeyinde goriintelenecek hiicre topluluklarmin secimi ve  AFM
goriintiilerinin  netligi acisindan daha 1iy1 oldugu belirlenmistir. Biyosidlere maruz
birakildig1 halde yiizeyi diiz goriinen, fakat piiriizliililkte negatif kontrol hiicrelerine gore
artis gosteren hiicrelerin olmasi agisindan da g¢alismamiz bu calisma ile benzerlik

gostermektedir.
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Atomik kuvvet mikroskobu mikroorganizmalarin dogal ortamlarina yakin kosullarda
havada veya sivi igerisinde incelenmesine olanak verir. Kriznik ve arkadaslari sodyum
nitrat sollisyonu icerisinde sivi ortamda Candida albicans hiicrelerinin maya ve hifsel
formlarmin hiicre yiizeyini AFM ile incelemislerdir [51]. Bizim ¢alismamizda ise Candida
hiicrelerinin maya formu hava ortaminda cam yiizey {izerinde incelenmistir. Yiizeyin
incelenmesine olanak saglayan diger tekniklere gére AFM 'nin 6rnek hazirlik agsamalari
daha kolaydir. Fakat, 1x1 cm® kat1 yiizey iizerinde yapilan incelemelerde 6rnek hazirlama
asamasindaki kritik nokta 6rnegin ylizeye iyi bir sekilde baglanmasini saglamaktir [57].

Bizim ¢aligmamizda alevden gecilerek ve havada kurtularak fiksasyon yapilmistir.

Formosa ve arkadaslari, S. cerevisae ve C. albicans maya kokenlerini gozenekli
membranlar icerisinde fikse ederek kaspofunginin etkilerini tek hiicre diizeyinde
nanoboyutta AFM ile incelemislerdir [58]. SEM gibi hiicre yiizey analiz teknikleri genis
alanlarda tarama yapabilirken atomik kuvvet mikroskobu ayni zamanda tek hiicre
goriintiilemesine olanak saglayan bir tekniktir. Bu sebeple, bu ¢alismada hiicre yilizeyinin

incelenmesi i¢in AFM tercih edilmistir.

Aytac ve arkadaslar1 Salmonella enteritidis'in AFM ile goriintiilenmesini ¢alismislardir. Bu
caligmada bakteri boyunu 2,635 um enini 0,993 um olarak 6lgmiislerdir ve bu verilerin
orjinal bakteri boyutuyla (boy 2-5 pum, en 0,7-1,5 pm) uyumlu oldugu sonucunu
cikarmiglardir.  Bu  verilerin de sonucunda atomik kuvvet mikroskobunun
mikroorganizmalar1 tanimlamada kullanilabilecegi sonucuna varmislardir [56]. Bizim
calismamizda biyosid ile muamele edilmemis kontrol hiicrelerinin boyutlar1 mayalarin
orjinal boyutundan farklilik gostermektedir. Hiicre boyuttaki bir miktar kii¢clilmenin
inceleme amaciyla cam iizerine yapilan fiksasyon sirasinda kuruma nedeniyle gergeklestigi
diisiiniilmektedir. Bizim ¢alismamizdaki sonuglar1 destekleyen veriler baska ¢aligmalarda
da goriilmiistiir. Bu calismalarda da mantar ve bakteri boyutunun orjinal boyutundan

azalmalar gosterdigi goriilmiistiir [59,60].

Bizim calismamiz, biyosid c¢esidi, temas siliresi ve konsantrasyon miktarinin Candida
albicans hiicresi lizerine etkisini inceleyen ¢ok degiskenli bir ¢alismadir. Gammoudi ve
arkadaslari, herhangi bir etkene maruz kalmamis normal Escherichia coli hiicrelerinin
zamana bagli degisimini AFM ile incelemislerdir. E. coli hiicrelerinin bir hafta, iki hafta ve

bir ay sonundaki goriintiilerinde membran gecirgenliginde artma, yiizeyde dalgalanma
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benzeri bir goriintii ve hiicrelerde ¢okmeye neden olmustur. Bu ¢alismada uzun siireler
sonunda goriintiilenen normal hiicreler, bizim ¢alismamizda biyosid ve antifungal ile

muamele edilen hiicreler ile benzer etkiler olusturmustur [65].

Tondernik ve arkadaslari, Aspergillus spp. ve Candida spp. hiicrelerinin biliylimesi iizerine
oligoG ile beraber antifungallerin etkisini atomik kuvvet mikroskobu ile incelemisglerdir.
Sadece flukonazole maruz birakilan yuvarlak Candida hiicrelerinin basik gozlenirken,

oligoG ile flukonazoliin beraber etkisi ile hiicreler basik ve burusuk goézlenmistir.

AFM ile biyolojik 6rneklerin sadece nanometrik boyutta kalitatif verileri goriintiilenmez,
ayn1 zamanda biyomateryal Ozelliklerinin kantitatif verileri de dlgiilebilir [55]. Kim ve
arkadaslari, Alicin ile antifungal ilaglarin kombinasyonunun Candida albicans hiicreleri
iizerine kalitatif ve kantitatif analizini yapmislardir. Alicin ve antifungale maruz birakilan
hiicrelerdeki kantitatif degisiklikleri AFM ile goriintiilemisler ve hiicrelerdeki membranin
¢okmesi gibi morfolojik degisimi membran gegirgenliginin artisina baglamislardir. Hiicre
membrant ve AFM tip arasindaki etkilesim (adhesive force), membran 6zelliklerine karsi
cok duyarlidir. AFM ile bu etkilesimi ve hiicre membranin sertligini kalitatif olarak
Olemiisler ve kontrol hiicreleri ile degisimi karsilagtirmiglardir [53]. Kim ve arkadaslar1 bu
calismada AFM inceleme yOntemi olarak temashi yontem kullanmislardir, bu yontem
sertligin kalitatif olarak Ol¢limiine olanak saglamaktadir. Bizim c¢alismamizda vurmali
yontem ile AFM incelemesi yapilmistir, bu sebeple membran sertligi verileri elde

edilememistir.

Campos ve arkadaglari, sekiz mikrorganizma iizerine kaju agaci sakizinin antimikrobiyal
etkisini AFM ile incelemislerdir. AFM goriintiileri ve analiz Olglimleri ile
degerlendirildiginde kaju sakizi agaci gram pozitif bakteriler lizerine etkili bulunurken,
Candida albicans ve Lactobacillus acidophilus iizerine etkisiz bulunmustur [64]. Bu
caligmada antimikrobiyal etki bizim ¢alismamizda oldugu gibi hiicrelerde ¢okme, piiriizli
ylizey goriintiisii ve mikroorganizmalarin yikinti haline gelmesi ile kanitlanmistir. Bu
hiicrelerdeki analiz 6l¢limlerinde rms (piiriizliiliik) degerindeki artis ve yiikseklik yani

hiicre kalinligindaki azalma da bizim ¢aligmamizin verileriyle benzerlik gostermektedir.

Tyagi ve Malik , E. coli ve C. albicans iizerinde LGO (lemon grass oil) etkisini atomik

kuvvet mikroskobu ile incelemislerdir . Hem bakteri hem de mantar i¢in piiriizliiliik, ylizey
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alan farkliligi, uzunluk ve z aksis degerlerini belirlemis ve bu degerler ile kontrol
hiicrelerini ~ karsilagtirmistir.  Elde  ettigi  veriler bizim ¢alismamizla benzerlik
gostermektedir. Kontrol hiicreleri ile muamele edilmis hiicreler arasinda hem goriintiide
hem de analiz degerlerinde 6nemli farkliliklar gézlenmistir. LGO ile muamele edilmis
hiicrelerin uzunluk, z ekseni, piriizlilik degerleri ve ylizey alan farkliligi yiizdesi
incelenerek LGO'in antimikrobiyal aktivitesi kanitlanmistir [59,60]. Bizim ¢aligmamizda,
negatif kontrol hiicrelerine gore biyosid ile muamele edilen hiicrelerin z ekseni
degerlerindeki azalma, piirtizliilik degerlerindeki artis ve yiizey alan farklilig1 yiizdesinin
degisimi ile biyosidlerin antifungal aktivitesi kanitlanmistir ve bu verilerdeki degisim

acisindan Tyagi ve Malik'in ¢aligmalart ile uyumludur.

Kim ve arkadaslar1 yapmis olduklar bir calismada, antifungal ajanlar ile muamele edilen
Candida albicans hiicrelerinin Oliim siirecini atomik kuvvet mikroskobu ile
incelemislerdir. Maya hiicreleri, amfoterisin B ve flusitozine 6, 12 ve 18 saat maruz
birakilmistir. 6. saatte dis membranda ¢okme ve soyulma gozlenmistir. Benzer etkilere ek
olarak 12. ve 18. saatte biizilme ve morfolojide ciddi deformasyonlar gozlenen
degisikliklerdir. Ayrica, hiicre yiizeyinin ii¢ boyutlu goriintiillenmesi ile z ekseni degerleri
temas siirelerine gore degerlendirilmistir. Temas siiresinin uzamasi z ekseni degerlerinin
yani hiicre kalinligimin azalmasina neden olmustur [39]. Kim ve arkadaslarinin
caligmasinda elde edilen goriintiiler ile bizim calismamizdada biyosidlerle muamele edilen
hiicrelerin goriintiileri benzerlik gostermektedir. Ayrica, biyosid konsantrasyonu ve temas

stiresi arttik¢a Candida hiicrelerinin z ekseni degerleri azalmigtir.

Quasim ve arkadaslari, Candida albicans hiicresi lizerine glimiis nano partikiillerinin
antikandidal etkisini SEM, TEM ve AFM kullanarak arastirmiglardir. Elde ettikleri iki
boyutlu ve ii¢ boyutlu AFM goriintiileri ile hiicre yiizeyinde kabarcik benzeri yapilarin
olusumu ve maya formunun bozulmasi gibi antikandidal etkiler tespit etmislerdir [61]. Bu
caligmada gilimiis partiikiillerinin maya hiicreleri iizerine yapmis oldugu etki, bizim
calismamizda BNZ'un MIK konsantrasyonunda 24. saatteki etkisi ile benzerdir.
Calismamizda BNZ ayni sekilde hiicreler iizerinde kabarcik olusumuna ve yiizey

deformasyonuna neden olmustur.

Membran biitlinliigliniin bozulmas1 membran gecirgenligindeki degisimlere baglidir. Li ve

arkadaslar, E. coli, S. aerus ve C. albicans hiicrelerinin membran gegirgenligi {izerine
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korilagin etkisini arastirmislar ve bunun igin bu mikroorganizmalar1 MIK ve 4xMIK
konsantrasyonlarinda korilagin ile 8 saat muamele etmislerdir. Korilagine maruz birakilan
hiicrelerin ve kontrol hiicrelerinin goriintiilenmesi ve morfolojik parametrelerinin
Olclilmesi AFM ile yapilmistir. Korilagin hiicre yapisinda kopmalar ve biiylik porlar gibi
belirgin degisikliklere neden olmamasmna ragmen MIK degerinde hiicre yiizeyinde
diizensizliklere neden olmus , 4xMIK degerinde membran biitiinliigiinii bozdugu sonucuna
varilmistir. Korilaginin artan konsantrasyonlarinda uzunluk, genislik, yiikseklik ve
puriizlillik gibi morfolojik  6zelliklerdeki anlamli  degisimin sebebinin  hiicre
gecirgenliginin artmasi oldugu sonucunu ¢ikarmislardir [53]. Bizim ¢alismamizda MIK ve
4xMIK konsantrasyon degerlerini ve 8 saat temas siiresini icermektedir. Calismamizda
CHX ve BNZ'a maruz birakilan hiicrelerde 8. saatte MiK degerinde normal hiicre yapisi
gdzlenmistir. 4xMIK degerinde CHX ile karsilasan Candida hiicrelerinde 8. saatte
piiriizliiliik artis1 ve faz degisiklikleri goriiliirken, BNZ 4xMIK degerinde hiicre lizisine
neden olmustur. SHC'in ise MIK ve 4xMIK konsantrasyonlarinda 8. saatteki etkisi hiicre
yapisinin tamamen parcalanmast seklindedir. Bizim c¢alismamizda da yiizeydeki tiim
hiicresel degisiklikler biyosid aktivitesi nedeniyle membran gecirgenliginin artmasina

baglanmustir.

Biyomolekiiler siirecin analizi ger¢ek zamanli olarak ¢ok uzun zaman alir. Bu nedenle,
saniyede 30 kareden fazla goriintii alabilen yiiksek hizlih AFM (High-Speed AFM)
gelistirilmistir. Yiksek hizli AFM ile protein-protein, DNA-enzim, ilag-hiicre yiizey
etkilesimleri ile aktin ve miyozin, mikrofilamentler gibi yapilarin yiizeyi incelenmistir
[49,66]. Daha fazla hiicrenin daha kisa siirede incelenmesine olanak verecegi i¢in, yiiksek
hizli AFM ile farkli konsantrasyonlarda biyoside maruz birakilan Candida albicans
hiicrelerinin morfolojik degisimlerinin gercek zamanli olarak goriintiilenmesi biyosid etkisi

hakkinda kesin zamanli sonuglar verir.

Candida albicans hiicresi lizerinde atomik kuvvet mikroskobu ile yapilan 6nceki
caligmalar, sadece konsantrasyon, antimikrobiyal etkisi arastirilan madde veya temas siiresi
gibi tek degiskenli ¢aligmalardir. Calismamizda tiim bu degiskenler birlikte kullanilmis ve
etkileri karsilastirllmistir. Bizim ¢alismamiz, hem bu agidan hem de kantitatif ve kalitatif
analiz verilerini birlikte igermesi agisindan daha genistir. Calismamizin sonuglari
degerlendirildiginde, klorhekzidin, benzalkonyum klorit ve sodyum hipokloritin Candida

albicans tizerindeki morfolojik etkisine ait orjinal sonuglar elde edilmistir. Ancak, Candida
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albicans 1izerine kullandigimiz biyosidlerin etkisini, atomik kuvvet mikroskobu ile
goriintiileyerek ve degisiklikleri nano boyutta 6lgerek gdsteren baska bir ¢alisma olmadigi

icin tam karsilastirma yapilamamuistir.
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6. SONUC

Calismada Candida albicans ATCC 10231 referans kokeninin klorhekzidin (CHX),
benzalkonyum klorit (BNZ), sodyum hipoklorit (SHC), nistatin (NST) ve amfoterisin B
(AMB) icin minimum inhibisyon konsantrasyon (MIK) ve minimum fungisidal
konsantrasyon (MFK) degerleri “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI)
tarafindan mayalar ic¢in standardize edilen mikrodiliisyon yontemi kullanilarak

belirlenmistir.

Bu degerler gz oOniline alinarak, Candida hiicreleri farkli biyosidler ile farkh
konsantrasyonlarda ve siirelerde muamele edilmistir. Bu hiicreler atomik kuvvet
mikroskobu ile gorlintilenmis ve morfolojik parametrelerinin analizi yapilmistir. Elde
edilen tiim veriler higcbir biyoside veya antifungale maruz kalmamis negatif kontrol
hiicreleri ve antifungallere maruz birakilan pozitif kontrol hiicreleri ile karsilastirilmigtir.

Elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmektedir;
v Klorhekzidin etkisi konsantrasyona kismen bagimlidir.

v Klorhekzidin etkisi temas siiresine bagimlidir. Diisiik konsantrasyonlarda bile

temas siiresi arttik¢a hiicre ylizeyi tizerindeki por olusturucu etkisi artmaktadir.
v Benzalkonyum klorit etkisi temas siiresine kismen bagimlidir.

v Benzalkonyum klorit etkisi daha ¢ok konsantrasyon degisiminden etkilenmektedir.
Konsantrasyon arttikca morfolojik deformasyon artmaktadir. Benzalkonyum klorit
konsantrasyonu arttikca Candida hiicresi lizerinde sirasiyla hiicre yiizeyinde
kabarcik benzeri yapilarin olugmasi, hiicre ylizeyinden parca kopmasi, ylizeyde
derin oluklarin olusmasi, hiicre igeriginin bosalmasi ve hiicre lizisi etkileri

goriilmektedir.

v Klorhekzidin ve benzalkonyum klorit, temas siiresi ve konsantrasyon arttik¢a hiicre

lizisine neden olmaktadir.

v Sodyum hipoklorit, temas siiresi ve biyosid konsantrasyonundan bagimsizdir. SHC
diisiik konsantrasyonlarda ve ¢ok kisa siirede hiicre iizerine parcalayici olarak etki

etmektedir.
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Sodyum hipoklorit, Candida albicans tzerine benzalkonyum klorit ve

klorhekzidine gore ¢cok daha etkilidir.

Nistatin tiim konsantrasyon ve temas siirelerinde hiicre lizisine neden olmaktadir.

Bu sebeple Candida tizerinde nistatin ile sodyum hipoklorit etkisi benzerdir.

Amfoterisin B, diisiik konsantrasyonlarda hiicre yiizeyinde belirgin degisikliklere
neden olmamaktadir. Amfoterisin B, konsantrasyon arttikca oncelikle membranda
¢okme ve por olusumuna devaminda hiicre lizisine neden olmaktadir. Amfoterisin

B'nin konsantrasyon bagimli bu etkisi benzalkonyum klorite benzetilmistir.

Her biyosidin Candida tizerinde benzer ve farkli etkileri olmaktadir. Bu etkiler
membran ylizeyinde plriizliligiin artmasi, hiicre boyutunun kiigtilmesi, ¢okme,
membranda por ve oluklarin olusmasi, hiicre igeriginin bosalmasi, hiicre

yiizeyinden par¢a kopmasi ve hiicre lizisi seklindedir.

Membranda piiriizliiliigiin artmasi biyosidin ylizey iizerinde etkili oldugu anlamina
gelmektedir. Fakat, bazi durumlarda hiicre yiizeyi diiz goriinse bile piiriizliiliik

Olgtimlerinde anlaml degisiklikler goriilmiistir.

Hiicre yiizeyinde meydana gelen tiim morfolojik degisimlerin nedeni biyosid

aktivitesi nedeniyle membran gegirgenliginin artmasina baglanmaistir.
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