Arastirma Makalesi/Original Article
Makale Dili “Tiirkee”/Article Language “Turkish”

Turk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

Nanoteknolojik dezenfektanlarin heterotrofik biyofilmler lizerine
etkisi

Gokce YAVUZ!, irfan TURETGEN!

OZET

Amag: Gumus sulfadiazin ve benzalkonyum klorir
mikroorganizmalara karsi etkin oldugu bilinen biyosidal
ajanlardir. Planktonik hicreler bu ajanlardan kolay
etkilenmelerine ragmen biyofilm icindeki bakteriler
aym kimyasallara karsi daha dayanikli olmaktadirlar.
Ote yandan, nano tanecikler iizerine fikse edilmis
ajanlarin ise biyofilm bakterilerine kars1 antimikrobiyal
Fakat

nanoteknolojik dezenfektanlarin doz ve siresinin

etkinliginin yilksek oldugu bildirilmektedir.

biyofilm bakterilerine etkileri degisiklik gostermektedir.
Bu dezenfektanlarin puskirtiildiigli yiizeylerin tipi de
etkinliklerini degistirmektedir. Bu calismada, piyasaya
suriilecek olan nano partikiillere immobilize edilmis
gumus sulfadiazin ve benzalkonyum’un vyizeylere
tutunma yeteneklerinin ve biyofilm tabakasi lzerine

etkilerinin incelenmesi amaclanmistir.

Yontem: Paslanmaz celik kuponlar uzerine iretici
firmadan temin edilen nano benzalkonyum klorir ve
nano giimiis sulfadiazin puskurtulip 24 saat kirlesmesi
beklenmis, ardindan kuponlar biyofilm reaktoriine
konulmustur. Birer aylik araliklarla bu yiizeylerde olusan
biyofilm tabakasindaki bakteri sayilari, dezenfektan

ile kaplanmamis kontrol kuponlariyla kiyaslanarak

ABSTRACT

Objective: Silver sulfadiazine and benzalkonium
chloride are biocidal agents known to be effective
against microorganisms. Although planktonic cells are
easily affected by these agents, bacteria in the biofilm
are more resistant to the same chemicals. Agents
fixed on nanoparticles are reported to have higher
antimicrobial activity against biofilm bacteria. The
effects of nanotechnological disinfectants on biofilm
bacteria vary with dose and time. The type of surface
on which these disinfectants are sprayed also changes
their activity. The aim of this study was to investigate
the ability of silver sulfadiazine and benzalkonium
immobilized on nanoparticles to adhere to surfaces and

their effect on biofilm.

Methods: Stainless steel coupons were sprayed
with nano benzalkonium chloride and nano silver
sulfadiazine were air-dried to cure for 24 hours, then the
coupons were placed into the biofilm reactor. Bacterial
counts in the biofilm layer formed on these surfaces
were compared at monthly intervals with control
coupons. Bacterial biofilms allowed to form naturally
were analyzed by microbiological culture methods

and number of live and dead microorganisms were
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incelenmistir. Dogal sekilde olusumuna imkan verilen

biyofilm icinde cogalan bakteriler mikrobiyolojik
kiltir yontemleri ile sayilmis, ayrica olii ve canli
mikroorganizmalarin sayilart DAPI - CTC boyama ile

epifloresan mikroskopta sayilar tespit edilmistir.

Bulgular: Deney sartlar altinda mikrobiyal kultir
ve DAPI - CTC (olu-canli) boyama sonuglarina gore
deney kuponlarinda anlamli olcude dusiuk oranda
biyofilm tabakasi olustugu tespit edilmistir. Ayrica nano
benzalkonyum kloriir, nano giimis siilfadiazine kiyasla
biyofilm bakterilerine karsi anlamli diizeyde daha etkili

bulunmustur.

Sonug: Nano benzalkonyum kloriir ve nano giimis
slilfadiazin bilesiklerinin tutundugu yiizeylerde biyofilm
olusumunu gozlemek ve bu sayede dezenfektanlarin
antimikrobiyal ylzey olusturmak amaciyla endistride
ve klinik alanlarda yer

almas1 icin  sonuglar

degerlendirilmistir. Bu dezenfektanlar endiistriyel
veya klinik ortamlarda sikca kullanilmaktadir. Calisma
sonuclan Uretici firmaya odaklanmasi gereken urin

hakkinda 6nemli katki saglamistir.

Anahtar Kelimeler: Dezenfeksiyon, nanoteknoloji,

benzalkonyum klorir, glimus stilfadiazin, biyofilm

determined by DAPI - CTC staining on epifluorescence

microscope.

Results: After the test periods, microbial culture
and DAPI - CTC (live / dead) results were found
significantly lower on disinfectant covered coupons.
Furthermore, nano benzalkonium chloride was found to
be significantly more effective against biofilm bacteria

than nano silver sulfadiazine.

Conclusion: The results were examined in order
to observe biofilm formation on the surfaces covered
with nano benzalkonium chloride and nano silver
sulfadiazine compounds, to evaluate their use in
industrial and clinical fields as effective disinfectants.
Because these disinfectants are frequently used in
industrial or clinical environments, results have made
an important contribution to the manufacturer to focus

on final version of the product.

Words:

benzalkonium chloride, silver sulfadiazine, biofilm
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GIRIS

Biyofilm, mikroorganizmalar tarafindan
olusturulan, herhangi bir yluzeye veya birbirlerine
yapismalarin1 saglayan, biyime oranlarn ve gen
baglh farkli

mikroorganizmalarin,  hicre

transkripsiyonuna olarak fenotip

gosterebilen disi
polimerik maddeden olusmus matriks icinde gomilu
olarak bulundugu tabaka olarak tanimlanmistir (1).
Ancak bir yiizeye tutunarak koloniler halinde
yasayan mikroorganizmalarin olusturduklari her
tabaka biyofilm yapisinin 6zelliklerini tasimamaktadir.

Gercek biyofilm yapisinda olmayan topluluklar,
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bulunduklan yuzeylerde planktonik hiicre davranisi
sergilemeye devam etmektedirler. Bunlar biyofilm
icerisindeki bakterilerde gosterilen direnc ve geri
doniisiimsiiz yapisma gibi 6zelliklere sahip degillerdir.
Oysa biyofilm icerisindeki bakterilerin zamanla
matriksten koparak ayrildiklari, planktonik formda
olmalarina ragmen ayrildiklart toplulugun direng
karakterlerini tasidig1 bildirilmistir (2). Biyofilmler
canli veya cansiz yuzeyler uzerinde olusabilirler. Bu
yuzeyler arasinda canli dokular, medikal implantlar,

endustriyel veya icme suyu sistemlerinin borular ve



dogal akuatik sistemler yer alir. Biyofilm olusumunda

hiicresel olmayan mineral kristalleri, korozyon
partikiilleri, kil veya camur parcalari ya da kan
bilesenleri de bulunabilir (3). Biyofilmler endustriyel
su sistemleri ve petrol boru sistemlerinde onemli bir
sorun olarak bilinirken, artik tiptaki onemi sadece
disteki plaklardan ibaret olmayip ozellikle yabanci
cisim enfeksiyonlar1 basta olmak uzere, bircok kronik
enfeksiyonda rol oynadig1 gosterilmistir (4). Bu
sebeplerden dolay1 biyofilm ile etkin sekilde micadele
etmek kacinilmaz olmustur.

Glmis iceren preparatlarin su dezenfeksiyonunda,
yaniklarin ve kronik ulserlerin tedavisinde kullaniminin
1000°li kadar

bilinmektedir. 1800’lu yillarda giimiisiin goz damlasi

milattan once yillara uzandigi
olarak kullamldig1, daha sonra penisilinin bulunmasiyla
beraber kullamimin azaldigi, ancak 1960’l1 yillarda
%0.5’lik glimis nitrat cozeltisinin yanik tedavisinde
tekrar yaygin olarak kullanilmaya baslanildigindan
bahsedilmektedir. Bu yillarda giimusuin Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia coli
gibi bakterilere kars1 etkinligi kanitlanmistir. 1968
yiinda giimius nitrat sulfonamidle kombine edilerek
glmiis silfadiazin krem elde edilmistir. Bu krem pek
¢ok mikroorganizmaya kars1 etkili olmasi nedeniyle
yanik tedavisinde vyaygin olarak kullamlmistir.
Literatiirde gimis siilfadiazinin E. coli, S. aureus,
Klebsiella ve Pseudomonas gibi bakterilere karsi etkin
oldugu ayrica antifungal ve antiviral etkinliklere de
sahip oldugundan bahsedilmektedir (5). %1’lik giimis
nitrat cozeltisi halen yeni dogan bebeklerde cesitli
amagclarla goz antiseptigi olarak kullanilmaktadir
(6). Giliniimiizde antibiyotige direncli bakterilere
kars1 farkli miktarlarda gimis iceren yara ortuleri
kullamlmaktadir (Rai M. ve ark., 2009). Gumdus
siilfadiazin giimiis ve sulfadiazinin kombinasyonundan
olusmaktadir ve genis spektrumlu bir antimikrobiyal
maddedir. Gumdus sulfadiazin DNA vyapisina zarar

vererek mikroorganizmay1 oldurmektedir (5).

Kuaterner amonyum bilesikleri ise bir grup
surfaktan olup domestik amacli, tarimsal alanlarda,
klinik ortamlarda ve endustriyel Urunler gibi

cok genis alanlarda kullanilmaktadir.  Kumas
yumusaticilar, kozmetik malzemeleri, gen transfer
ajanlan, antimikrobiyal ve antikorozyon ajan olarak
kullamlmaktadir (7). Kuaterner amonyum bilesikleri
ilk defa Domagk tarafindan 1935 yilinda antimikrobiyal
(8).

dezenfektan ve antiseptik olarak genis bir kullanim

ajan olarak sunulmustur Gunimizde ise
alanina sahip olmakla birlikte g6z, burun koruyucu
ve inhalasyon ilaclarinda siklikla kullanilmaktadir.
Son zamanlarda benzalkonyum kloriirin biyosidal
aktivitesinin mikroorganizma suslarinin  direncini
artirdigiileilgili siklikla raporlar ortaya ¢cikmaktadir (9,
10) Benzalkonyum kloriir kuaterner amonyum bilesigi
olan bir ajandir. Evlerde, ciftliklerde ve hastanelerde
%0.005’den

%10’a kadar degismektedir. Diisiik konsantrasyonlarda

kullanilan bu ajanin konsantrasyonu

g0z ve burun preparatlarinda koruyucu madde olarak
kullanmlmaktadir. Uygun sulandirma ile cilt, mukoz
membran, yara ve yaniklarin temizliginde antiseptik
(11).
kloriir, bircok farmasotik formiilasyonda, kozmetik

olarak  kullanilmaktadir Benzalkonyum

urinlerde, ticari dezenfektanlarda, endustriyel
sanitasyon preparatlarinda ve gida koruyucularinda
aktif madde olarak kullanilmaktadir (12). Temizleyici
maddelerle kanstinlarak hem  dezenfeksiyon,
hem de temizleme yapmak Uzere hastanelerde
yerlere, duvarlara, mobilyalara, alet yiizeylerine ve
tuvaletlere uygulanirlar. Dusuk toksisite ve deterjan
ozellikleri bu kimyasallarn cok iyi sanitasyon ajani
yapar (13).

Benzalkonyum klorur gibi katyonik antiseptik
kullanildiginda  farkli
tlirlerdeki bakteri suslarinin olusturacagi biyofilmi
(14). daha

yuksek konsantrasyonda 30 dk sire ile muamele

bilesikler uygun dozda

onleyebilmektedir 10 mg/ml’den

edilen benzalkonyum kloriir, biyofilmde bulunan
hiicreleri oldurmek icin yeterli olmaktadir (15).
Yapilan bir calismada, benzalkonyum klortrun %1°lik
solusyonunun, metisiline direncli Staphylococcus
aureus (MRSA) suslarina kars1 5. dakikada %100, P.
aeruginosa suslarina karsi ise 1. dakikada %40, 5.
dakikada %80 etkili oldugu tespit edilmistir (16).
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Baska bir calismada benzalkonyum klorirun,
Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius,

Actinomyces viscosus, Lactobacillus acidophilus
ve S. aureus gibi mikroorganizmalar Uzerinde guclu
bir antibakteriyel etkinlige sahip oldugu gosterilmis
ve dis tedavisinde restorasyon oncesinde kavitedeki
mikroorganizmalarin ~ yok  edilmesi  amaciyla
kullaniminin  uygun olacag1 belirtilmistir (17-19).
Ayrica benzalkonyum kloriiriin, hem duyarli hem de
direncli suslardan olusan L. monocytogenes biyofilm

formunu oldiirebildigi de gosterilmistir (20, 21).

Nanoteknoloji, = maddenin  atomik-molekiler
boyutta mihendisliginin ~ yapilarak  yepyeni
ozelliklerinin aciga cikarilmas; nanometre

Olcegindeki fiziksel, kimyasal ve biyolojik olaylarin

anlasilmasi,  kontroli ve Uretimi amacwyla,
fonksiyonel materyallerin, cihazlarin ve sistemlerin
(22).
oldugu ustiin ozelliklerden vyararlanilarak cesitli
alanlarda (tip, elektronik, savunma, tekstil
vb.) Uriinler elde edilebilmektedir (23).

Nanoteknoloji uygulamalariyla gunimiizde kullanilan

gelistirilmesidir Nanoteknolojinin  saglamis

yeni
dezenfektanlar da Uretilmektedir. Nanoteknoloji
triind dezenfektanlarda,
klasik

kullanmlan ve cevreye zarar verebilen kimyasallarin

nanopartikillerin

kullanilmasiyla malzeme uretiminde

kullamimi1  da  engellenmektedir.  Nanoteknoloji

drind sabunlar, temel olarak klasik sabunlarin
fonksiyonlarin1 yerine getirmekle beraber cesitli
antibakteriyel  nanopartikillerin  eklenmesi ile
mikrop oldurlcl, baz1 biyokimyasallarla donatilarak
hiicre yenileyici, yag1 ve kiri daha etkin ve saglikli
temizleme ozelliklerinin artinlmas1 ile on plana
cikmaktadir (24). Benzalkonyum klorur ve gumus
sulfadiazin dezenfektanlarinin antimikrobiyal etkisi
bilinmektedir. Fakat nanoteknolojik benzalkonyum
klorir ve gumus sulfadiazin dezenfektanlarinin
biyofilm tabakasi icinde bulunan bakterilere karsi
etkisi bilinmemektedir.

Bu calismada nano benzalkonyum kloriir ve nano
sulfadiazin dezenfektanlarinin

gumus yuzeylere

uygulandiginda biyofilm olusumunu nasil etkiledikleri
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gozlenmistir. Bu bilgiler 1518iInda, mikrobiyolojik
kiiltir metodu yaninda 6lii/canli bakteri boyama ile
biyofilm bakterilerinin dezenfektandan ne derece
etkilendikleri dlciilerek Uretici icin ideal dozun dogru
tespitine katki saglanmasi amaclanmistir. Biyofilm
yogunlugunun varligi ve kiyasi icin EPS (ekstraselliler
polimerik matriks) eldesi yapilip kantitatif olarak

miktar da hesaplanmistir.

GEREC ve YONTEM

Deneyde laminar su akisina ayarlanmis (Reynolds
sayisi: 2000) laboratuvar olcekli biyofilm reaktori
kullamlmistir. Deney icin, hedeflenen sirkiilasyonu
saglayacak pompa mevcut olup su sicakligin
32°C’de sabit tutacak bir 1sitic1 vartiginda dort aylik
deney suresince kesintisiz olarak calistinlmistir.
Deneyde, biyofilm olusturulacak yuzey olarak 316 L
paslanmaz celik kuponlar kullamlmistir. Kuponlarin
sistem icinde herhangi bir ylizeye ve birbirlerine
degmeden sabit bir sekilde durabilmeleri icin kupon
tutucular kullamlmistir. Deney oncesinde kuponlar
%70’lik alkolde 5 dakika

birakilmistir. Ardindan steril kabin icinde yuzeylere,

bekletilip kurumaya

ureticiden temin edilmis, piyasaya surilecek final
(512
pl/ml) ve nano benzalkonyum klorir (128 pl/ml)

konsantrasyonlarda nano gumis sulfadiazin

puskurtuliip 24 saat bekletilerek dezenfektanlarin
ylizeylerde kiirlesmesi saglanmistir. Her ay sudan
cikarilan 36 adet kuponda dogal olarak gelisen biyofilm
tabakasi icindeki bakteri sayilar klasik kultir metodu
ve olu/canli boyama yontemi ile kaydedilmistir. Ayrica
aylik olarak yizeylerdeki karbonhidrat miktarlan,
pH, coziinmis oksijen, toplam cozinmis madde ve
sicaklik degerleri oOlclilmiistiir. Su sicakligr Slciimleri
sabit sicakligin kontrollii amaciyla yapilmistir.

Biyofilm  orneklerinin  bakteriyolojik acidan
incelenmesi amaciyla aylik olarak sistemden c¢ikarilan
kuponlardan steril ekiivyonlar kullanilarak toplanan
ornekler, icinde 20 ml fosfat tamponu bulanan
steril posetler icine alinarak stomacher cihaz1 (UIL

Instruments, 200 vurus/d) ile 90 s siure boyunca



homojenize edilmistir. Her bir sulandirim icin iki adet
celik kupondan alinan suruntiiden uc tekrarli ekimler
yapilmistir. Aerobik heterotrofik bakterilerin sayisinin
tespit edilmesi amaciyla selektif olmayan R2A agar
besiyerine biyofilm slispansiyonlarindan hazirlanan
sulandinm serilerinden (direk ekimden 10-?ye kadar)
100’er pl ekim yapilmis ve 28°C’ de 10 guin inkiibasyon
sonunda olusan koloniler sayilmistir.

Calismada, aktif olarak solunum yapan bakterileri
tespit etmek lizere 100 pl CTC boyasi ile 20 ml
fosfat tamponu ile hazirlanan suspansiyondan
alinan 900 ml biyofilm homojenati steril kosullarda
kanstinlmis ve 28°C’de 4 saat siireyle inkiibasyona
birakilmistir. inkiibasyon siiresinin sonunda karigima
110 pl DAPI boyasi eklenerek 28°C’de 1 saat daha
beklenmistir. Bekleme isleminin ardindan reaksiyonu
durdurmak ve homojenizasyonu saglamak amaci
ile filtreden gecirilerek steril edilmis 3 ml bidistile
su eklenip kanstinlmis ve ornek 0.2 mm por capli
Filtre

havada kurutulmus ve islemin ardindan lam uzerine

siyah polikarbonat filtreden gecirilmistir.

yerlestirilerek lizerine immersiyon yagi eklenmistir.
100’lik objektifte
floresan 151k altinda inceleme yapilmistir (25). Bu

Yagin koyulmasinin ardindan

yontem ile canli bakteriler kirmizi, olu olanlar mavi
renkte gorinmektedir.

filtre
mikroskopta incelenip rastgele 10 farkli alandan

Polikarbonat ~ membran epifloresan
fotograflar cekilmistir. Cekilen fotograflardan alinan
kirmizi (canli) ve mavi renkli (0lu) sinyaller sayilarak
ortalamalarn alinmistir. Daha sonra birim yuzeye
ulasmak amaciyla ortalamalar katsayilarla carpilarak

santimetrekaredeki sinyal sayis1 bulunmustur.

Yiizeylerde olusan biyofilm tabakasindaki toplam
karbonhidrat miktarinin tayini fenol-sulfirik asit
yontemine gore yapilmistir. Fenol suilfurik asit metodu,
cok kiiciik diizeydeki sekerlerin ve iliskili maddelerin
miktarin1 tanimlayan bir metottur. Oligosakkarit ve
polisakkaritler gibi serbest veya kismen serbest metil
grubu iceren sekerler, fenol ve konsantre sulfiirik asit

iceren cozelti ile muamele edildiginde san portakal

rengi renk vermektedirler. Gerceklesen bu reaksiyon
cok hassastir ve reaksiyon sonucu olusan renkler
kararlidir (26).

Olciim isleminden once, deney tiiplerine 1 ml

biyofilm homojenati konup Uzerlerine oOrnekte

bulunan polisakkaritleri monomerlerine ayirmak

amaciyla 1 ml %5’lik fenol eklenmis ve hemen
ardindan 5 ml konsantre H,SO, ilave edilerek 10 dk
sure ile bekletilerek sari-portakal rengi halinde renk
degisimi gozlenmistir. Siire sonunda tiipler vorteks ile
kanstinlmis ve 25-30°C’lik su banyosunda 10-20 dk
sogumaya birakilmistir. Bu asamalarda kullanilan tiip
ve cam pipetler karbonhidrattan arindirilmak amaci
ile kullanim oncesi 24 saat sure ile %10’luk HCl icinde
bekletilmistir. Sonuclar spektrofotometre cihazinda
(Shimadzu UV 150-02)
Deneylerin

490 nm dalga boyunda

olculmustur. tumu yazarlarin adres

gosterdigi kurumda, 2016-2017 yillarinda yapilmistir.

Dezenfektan uygulanmayan kontrol kuponlar ve
dezenfektan uygulanan her iki deney kuponlan seti
istatistiksel analizler sonrasinda 4. ay sonuclar baz
bakteri
sayllarinin birbirlerinden anlamli olarak farkli olup

alinarak degerlendirilmistir. Kuponlardaki
olmadigi, parametrik olmayan Kruskal Wallis Testi
ile karsilastinlmistir. Anlamli fark bulununca ikili
karsilastirmalar icin Mann Whitney U testi yapilmistir
(SPSS 18, IBM). Degerlendirme sonucunda p<0.05
oldugunda anlamli bir farktan bahsedilmistir.

BULGULAR

Mikrobiyolojik kultur sonuclarina gore heterotrofik
bakteri sayim yapilarak, kontrol kuponlan izerinde
biyofilmin kalinlasma siirecinde zamanla dogru orantili
bir artis tespit edilmistir (p <0.05) (Tablo 1). DAPI-CTC
boyama ile yapilan oli/canli ayriminda da kontrol
kuponlarinda canli bakteri sayilarinin 4 ay boyunca
(Tablo 2).
yogunlugundaki diizenli artis, fenol-siilfirik asit deneyi

arttign  goriilmistiir Biyofilm tabakasi

yardimiyla kontrol kuponlarinda toplam organik karbon
miktarinin artisi ile de gosterilmistir (Sekil 1).
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Tablo 1. Nano benzalkonyum kloriir, nano glimus sulfadiazin ve kontrol celik kuponlari tizerinde birim alandaki heterotrofik
bakteri sayilari.

Kontrol kuponlari Nano Benzalkonyum Kloriir Nano Giimiis Siilfadiazin
Aylar Heterotrofik Bakteri Sayis1 | Heterotrofik Bakteri Sayisi KOB/ Heterotrofik Bakteri Sayis1 KOB/
KOB/cm? cm? cm?
1 6600 = 110 2700 = 90 3900 + 70
2 14500 +240 3000 + 140 12500 + 90
3 18900 + 420 4000 = 150 16500 + 140
4 25000 + 440 6000 + 180 20500 + 220

Bakteri sayilar1 3 farkli sulandirim serisinden yapilan ucer tekrarli ekimlerden kaydedilen sayilarin ortalamasi ve standart
sapmasidir (KOB: Koloni Olusturan Birim).

Tablo 2. Nano benzalkonyum kloriir, nano giimis siilfadiazin ve kontrol celik kuponlar tzerinde birim alandaki toplam ve
canli sayilari.

Nano Benzalkonyum Kloriir

Nano Giimiis Siilfadiazin

Toplam Sinyal
Sayisi/cm?

Canli Sinyal
Sayisi/cm?

Toplam Sinyal
Sayisi/cm?

Canli Sinyal
Sayisi/cm?

4.19 x10*+ 315

1.30 x10%+ 123

4.14 x10*+ 168

1.41 x10° + 691

2.63 x10°+ 476

4.67 x10°+ 136

3.70 x10°+ 122

9.32 x10%*+ 399

2.11 x107+ 193

1.40 x10° + 484

3.44 x107 + 159

1.70 x10°+ 160

Kontrol kuponlari
avar | Toglem Syl | Cont S
1 2.79x10% £ 399 1.92 x10* £ 675
2 2.80x10° + 603 2.90x10%+ 183
3 2.10x107+ 126 | 2.95x107+ 130
4 3.40 x107+ 230 | 3.09x107+ 707

1.93 x107+ 152

2.04 x10°+ 169

4.24x107 £ 192

1.46 x10°+ 112

Sinyal sayilan rasgele secilmis 10 farkli alandan alinan sayilanlarin ortalamasidir.

2|
C§ 3.: /v
C 07 //
-
5 o ~
: ’ /
@ 0.4 .
% 0.3
= 02
Va
2 0,

0
l.ay 2.ay J.ay 4.ay

Sekil 1. Kontrol kuponlan tzerinde olusan biyofilm tabakasindan fenol-sulfurik asit yontemi
ile karbonhidrat miktar1 olcumleri.
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Mikrobiyolojik kultur sonuclan itibariyle dort
ay sonunda nano benzalkonyum klorir ve nano
glimiis sulfadiazin ile kaplanmis kuponlarda kontrol
kuponlarina kiyasla anlamli dizeyde daha dusuk
sayillarda heterotrofik bakteri sayis1 tespit edilmistir
(p <0.05). Hem kontrol hem de deney kuponlarinda
aydan aya bakteri sayilarinda duzenli artis olsa da,
dezenfektan kapli kuponlarda aktif maddelerden
dolay1 daha disuik sayida kolonizasyon gozlenmistir.
iki dezenfektan 4. ayda birbirine kars1 kiyaslandiginda
ise, nano benzalkonyum klorir ile kaplanmis
kuponlardaki bakteri sayilari nano giimiis sulfadiazin
kaplanmis kuponlardakine oranla anlamli diizeyde

dusuk bulunmustur (p<0.05).

bakteri baz alinarak elde

epifloresan

Olii/canli sayimi

edilen mikroskopi sonuclarina gore
de dezenfektan ile kaplanmis kuponlarda kontrol
kuponlarina kiyasla anlamli diizeyde daha disiik
sayilarda canli bakteri
(p<0.05) (Tablo 2).

kuponlarin biyofilm tabakasindaki bakteriler tizerinde

sinyali tespit edilmistir

Dezenfektan ile kaplanmis
oldiiriicii etkisi oldugu acik olarak goériilmektedir. Ote
yandan, dezenfektan kapli kuponlardan kaydedilen
canli sinyal sayilarinin, toplam sinyal sayisina gore
anlamli olclide diisiik oldugu belirlenmistir (p<0.05).
Oysa kontrol kuponlarindaki olii/canli toplam bakteri
sinyal sayisi ile canli bakteri sinyal sayis1 ayni ustel
buyukluktedir. 4. ay sonunda nano benzalkonyum
kloriir kapli kuponlarda toplam sinyal ile canli sinyal
sayilan arasinda 4 log fark tespit edilmistir. Bu fark
dezenfektanin etkinligi lehinedir.

iki dezenfektan dort ay sonunda birbiriyle
kiyaslandiginda, nano benzalkonyum kloriir ile
kaplanmis kuponlardaki canli sinyal sayilari nano
gumus sulfadiazin kaplanmis kuponlardakine oranla

anlamli duzeyde dusuk bulunmustur (p<0.05).

Kontrol kuponlarinin izerinde olusan biyofilm

tabakasindaki karbonhidrat miktarlarinin, deney
periyodu boyunca arttigi belirlenmistir (Sekil 1).

Kuponlar uzerinde mikroorganizma sayilarinin artisina

paralel olarak, biyofilm fenotipindeki bakterilerce
hiicre disina salinan polimerik maddelerin miktar1 da
artarak icinde bulunduklarn tabakay1 kalinlastirmistir.

Su sicakliginin dort ay boyunca 32°C’de sabit
tutuldugu deney siirecinde reaktor icindeki suyun
analiziyle ortalamalan kaydedilen degerler sirasiyla
pH 8.1, ¢coziinmis oksijen miktar1 6.82 mg/l, toplam
¢ozunmus madde miktar1 ise 440 ppm olarak tespit
edilmistir.

TARTISMA

Benzalkonyum kloriur katyonik surfaktan olup goz
damlasi, burun damlasi ve spreyi gibi bircok farmasotik
formullerde kullanilmaktadir. Benzalkonyum kloririin
dezenfektan olarak celik yiizeylere iyi tutundugunu
(27).
calismada benzalkonyum klorur ve gimis sulfadiazin

bildiren calismalar  bulunmaktadir Aym
kapli kuponlara camasir suyu, sicaklik ve yikama
etkenlerinin uygulanmasina ragmen benzalkonyum
kloriir ve gilmis sulfadiazin dezenfektanlarinin
etkisinin azalmadig bildirilmistir. Cetinol (28) yaptig
calismada benzalkonyum kloruriin gimus sulfadiazine
gore bakterilerin planktonik ve biyofilm hallerine cok
diisiik konsantrasyonda kisa zamanda etki ettigini
belirtmistir. Bu acidan o calismadaki verilerle uyumlu
sonuclar alinmistir. Ulkemizde, hatta diinyada bile
dezenfektan etkinlik testleri standardize sekilde
planktonik bakterilere karsi suspansiyon testi olarak
yapilmaktadir. Oysa bir mikroorganizma biyofilm
tabakas1 icinde bulunabilir ve bu tabakanin ona
sagladigr avantajlan da kullaniyor olabilir. Bu durumda
standart testler dezenfektanlarin giiciinii oldugundan
daha yiksek gosteriyor denebilir. Bir de bu testlerin
alt pasajlart yapilmis olan laboratuvar suslan ile
yapildig1 disiiniilirse sonuglar daha da tartisilir hale
gelmektedir. Bu sebeple, dogal olarak olusmasina izin
verilmis heterotrofik biyofilmler ile yapilan testlerin
gercek yasam ortamlarina daha yakin sonuclar verdigi
dusunulmektedir. O nedenle model sistemler ve
reaktorler ile yapilan etkinlik testleri glinumizde

siklikla karsimiza cikmaktadir. Ne var ki, bilinen
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standartlara (ISO, TSE) gore yapilan testler icin bu
tip alternatifler heniiz hak ettigi yerini bulamamuistir.

Yapilan onceki calismalar, biyofilm tabakasinin
model sistemlerde veya reaktorlerde 120-150 giin
sonra yarn duragan faza ulastigini belirtmektedir.
(29-31).
nedeni ise biyofilm tabakasimin siirekli bir dinamige

Yari-duragan olarak nitelendirilmesinin
sahip olusudur. Su fazina erozyon ya da dokilme
ile surekli bakteri gecisi olmaktadir. Ayn1 zamanda
tireme devam eder ve bu denge sayica korunur.
Calismanin 4 ay sure ile devam ettirilmesinin
amac1 sonuclarin olgun biyofilm tabakasina gore de
degerlendirilebilmesi olmustur. Biyofilm disiplininde
yapilan cok kisa sureli tutunma ve dezenfektan
etkinligi testleri olgun biyofilm tabakalarinin verdigi

cevabi karsilamamaktadir.

Bu calisma ile dezenfektanlarin vyizeylere
tutunabilme etkisi arastirilmis olup sonuclar,
TESEKKUR

nanoteknolojik benzalkonyum klorir ve nano gumus
sulfadiazin dezenfektanlarinin endistriyel ve klinik
ortamlardaki cesitli yiizeylerde kullanilabilmesi
amaciyla degerlendirilmistir. Ozellikle endiistriyel
tesisler ve cihazlarda biyofilm birikimine bagl
olarak meydana gelebilecek hijyenik ve endustriyel
sikintilarin  kisa veya uzun vadede c¢ozumunde
ozellikle nano benzalkonyum kloriiriin etkin olarak
kullanilabilecegi gosterilmistir. Cetinol (28), yaptig
calismada nanoteknolojik benzalkonyum klorir ve
gumus sulfadiazin dezenfektanlarinin  minimum
bakterisidal

degerler baz alinarak Tiirkiye’de iiretilen ve piyasaya

konsantrasyonlarin1t  belirlemistir. Bu
siirlilmiis dezenfektanlar icinde etkinligi heterotrofik
biyofilme kars1 hem klasik mikrobiyolojik kiltiir hem
de olii/canli sayim1 metodu ile saglamasi yapilarak
test edilmis dezenfektanla ilgili baska bir calismaya
rastlanmamistir.

Calismay1 destekleyen Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yiriitiicii Sekreterligine tesekkiir

ederiz (Proje No: 36337).
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