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OZET

Epidemik Keratokonjunktivit Etkeni Olan Adenoviriis Serotip 19 ve 37 Standart

Suslar Uzerine El Antiseptiklerinin Etkinliginin Arastirillmasi

Adenoviriislerin - neden oldugu epidemik keratokonjunktivit  salgmlarinin
onlenmesinde el antiseptikleri siklikla kullanilmaktadir. Bu calismada diinyada siklikla
epidemik keratokonjunktivit etkeni olarak izole edilen Adenoviriis serotip 19 ve serotip 37
standart suslar1 ilizerine etil alkol (EtOH), izopropanol (IPA), n-butanol (n-BuOH),
klorheksidin diglukonat (CHDG) gibi antiseptiklerin ve bunlarin kombinasyonlarinm 30,
60 ve 120. saniyedeki etkinliklerinin arastirilmasi amaglanmaistir.

European Committee for Standardization prEN 14476 rev:2011 (E) standart
yonergesi temel alinarak kantitatif slispansiyon testi yontemi uygulanarak bazi antiseptik
maddelerin iki Adenoviriis standart serotipi iizerine etkisi arastirildi. Virtisler A549 hiicre
dizisinde tretildi. TCID50 degerlerine gore sayimlar1 yapildi. Yiizde on Fotal Dana
Serumu (FBS) iceren %70 EtOH, %70 IPA, %70 EtOH + %0,5 CHDG, %70 IPA + %0,5
CHDG, %60 EtOH+ %10 IPA, %60 EtOH+ %10 IPA + %0,5 CHDG, %60 EtOH+ %10
IPA + %1 n-BuOH kombinasyonlar1 hazirlandi. Antiseptiklerin, miktarlar1 bilinen
viriislere kars1 30, 60 ve 120 saniyedeki etkisi arastirildi. Aradaki farklar logaritmik olarak
hesaplandi, bu miktarlarin % 95 giiven aralig1 degerleri belirlendi.

Calisma bulgularmma goére 120 saniyelik siire sonunda insan Adenoviriis 19’un
miktarinda en fazla azalmaya sebep olan antiseptik madde 3 log;o ile %60 EtOH+ %10
IPA + %1 n-BuOH kombinasyonu oldu. En diisiik azalma 1,625 log;o ile %70 IPA’de
gerceklesti. Insan Adenoviriis 37°de ise 120 saniye sonunda viriis miktarinda en fazla
azalma saglayan antiseptik 2,5 logjo ile %60 EtOH+ %10 IPA + %Il n-BuOH
kombinasyonu oldu. En diisiik azalmaya ise 1,625 logjo ile %70 IPA ile %70 IPA + %0,5
CHDG kombinasyonu sebep oldu. Bu calismada, %60 EtOH + %10 IPA + %1 n-BuOH
iceren kombinasyon her iki Adenovirus serotipine karsi en etkili antiseptik olarak saptandi.
Bu kombinasyonun viriisler {izerindeki etkinlik diizeyi uluslararasi standartlara gore 4 log

diizeyinin altinda bulundu.



El antiseptiklerinin EKK’in 6nlenmesi ve salginlarin durdurulmasindaki 6nemli rolii
nedeniyle, farkli antiseptiklerin ve kombinasyonlarinin etkisini kapsayan yeni c¢aligmalara

ithtiya¢ bulunmaktadir.

Anahtar kelimeler: Adenoviriis Serotip 19, Adenoviriis Serotip 37, Epidemik

Keratokonjunktivit, Antiseptik.



ABSTRACT

Investigation of the Effectiveness of Hand Antiseptics on the Standart Strains of
Adenovirus Serotype 19 and 37 That Are The Causative Agents of Epidemic

Keratoconjunctivitis

Hand antiseptics are often used for the prevention of keratoconjunctivitis (EKC)
epidemics caused by Adenoviruses. The aim of this study was to the investigate the
effectiveness of antiseptics e.g. ethanol (EtOH), isopropanol (IPA), n-butanol (n-BuOH),
chlorhexidine digluconate (CHDG) and their combinations on the standard strains of
Adenovirus serotype 19 and 37 which are often causative agents of epidemic
keratoconjunctivitis. Antiseptics were applied for 30, 60 and 120 seconds.

The effect of the selected antiseptics were assessed by using the quantitative
suspension test method according to the standard test method of the European Committee
for Standardization prEN 14476 rev:2011 (E). Viruses were propagated in A549 cell line
and were counted based on TCIDS50 titers. Antiseptics were prepared in 10% FBS with the
following combinations: 70% EtOH, 70% IPA, 70% EtOH + 0,5% CHDG, 70% IPA +
0,5% CHDG, 60% EtOH+ 10% IPA, 60% EtOH+ 10% IPA + 0,5% CHDG and 60%
EtOH+ 10% IPA + 1% n-BuOH were prepared. Viruses were exposed to antiseptics for 30,
60 and 120 seconds and the effects of antiseptics against viruses which their amounts were
known were investigated. The differences between two quantitations were calculated in log
scale and their 95% confidence intervals were determined.

Based on the results, 60% EtOH+ 10% IPA + 1% n-BuOH combination was the
most effective antiseptic agent that caused the maximum decrease of amount of Human
Adenovirus Serotype 19 with 3 logj at the end of the 120 seconds. The minimum decrease
was observed with 1,625 log;o by 70% IPA. For Human Adenovirus Serotype 37, 60%
EtOH+ 10% IPA + 1% n-BuOH combination was the the most effective antiseptic agent
that causes the maximum decrease with 2,5 log;o at the end of the 120 seconds. The
minimum decreases were occured with 1,625 log;p by 70% IPA and 70% IPA + 0,5%
CHDG combinations. In this study, combination of 60% EtOH+ 10% IPA + 1% n-BuOH
was determined to be the most effective antiseptic agent against both Human Adenovirus
Serotype 19 and 37. The level of activity of this combination on Human Adenoviruses

were found under the 4 log;o according to the international standards.

vi



Because of the major role of the hand antiseptics preventing EKC and stopping the
epidemics, new studies that including novel antiseptics and their combinations with other

antiseptics are needed.

Keywords: Human Adenovirus Serotype 19, Human Adenovirus Serotype 37, Epidemic

Keratoconjunctivitis, Antiseptic.
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1. GIRIS ve AMAC

Adenoviriislerin 50°den fazla serotipi vardir ve bunlar cesitli klinik tablolara sebep
olurlar (Rhee, 2010). Adenoviriislerin sebep oldugu epidemik keratokonjunktivit (EKK)
nozokomiyal enfeksiyonlara yol acar (Takeuchi et al, 1999). Adenoviriisler ¢ok
bulasicidirlar ve bulastiklar1  yiizeylerde uzun siire enfektif kalabilirler. Goz
polikliniklerinin gegici olarak kapatilmasina dahi yol agabilirler (Curtis et al., 1998,
Cheung et al., 2003). Ortamlarin temizlenmesi ve etkin sekilde dezenfeksiyon uygulanmasi
ile salginlarin 6nlenmesinde el antiseptiklerinin kullanimi biiyiik 6nem tasir. El antisepsisi,
ellerin su ve normal sabun veya alkol iceren susuz antiseptikler kullanilarak saglanir
(Nhung et al., 2007). Alkol igeren el antiseptiklerinin kullanimi kolaydir. Hizli etki
gosterirler ve kisa siirede enfeksiyonlarin azalmasina katki saglayabilirler (Pittet, 2001).

CDC ve WHO rehberlerinde el hijyeninin saglanmasi i¢in her zaman ilk tercih
olarak ellerin yikanmasi Onerilmektedir. Bazi durumlar disinda ve ellerde gozle goriiniir
kirlenme olmamas1 halinde alkollii el antiseptiklerinin kullanilabilecegi bildirilmistir
(Boyce and Pittet, 2002).

El antiseptigi olarak alkoller ve alkollere ek olarak klorheksidin, fenolik bilesikler,
iyodin ve iyodoforlar ve benzalkonyum klorid gibi ¢esitli kimyasallar kullanilir. Yapilan
calismalar Adenoviriis serotiplerinin dezenfektanlara karst benzer duyarliliga sahip
olmadigini gostermektedir (Sauerbrei et al., 2004).

Bu ¢alismada, diinyada siklikla EKK etkeni olarak izole edilen Adenoviriis 19 ve
37 serotiplerine etil alkol (EtOH), izopropanol (IPA), n-butanol (n-BuOH), klorheksidin
diglukonat (CHDG) antiseptiklerinin ve EtOH-CHDG, IPA-CHDG, EtOH-IPA, EtOH-
[PA-CHDG, EtOH-IPA-n-BuOH gibi kombinasyonlarm 30, 60 ve 120 saniye gibi farkl

siirelerde etkinliginin arastirilmasi amaclanmaistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Adenoviriisler

Adenoviriisler ilk olarak 1953 yilinda, Rowe ve arkadaslar1 tarafindan, ¢ocuk
adenoidlerinde polioviriislerin arastirilmast  swrasinda tanmimlanmistir.  Arastiricilar
polioviriis bulunmayan dokuda sitopatik degisiklik olusturan ve kiiltiirlerin spontan
dejenerasyonunu uyaran etkeni “adenoid dejenerasyon ajani” olarak adlandirilmislardir
(Tony Walls, 2003). 1954 yilinda Hilleman ve Wenner isimli arastiricilar, askeri personelin
solunum yollarindan almman Orneklerde benzer bir etkeni lretmis ve “RI-67” diye
adlandirmiglardir. Sonrasinda bu iki viriisiin birbiriyle iligkili oldugu gosterilmis ve
1956'da, ilk kaynagini belirtmek {tizere, “Adenoviriis” (AdV) terimi Onerilmistir
(Glinaydin, 2009).

AdV’ler baliklardan memelilere kadar gesitlilik gosteren farkli konaklardan izole
edilebilmektedirler. Baz1 insan ve hayvan AdV’leri 6liimlere sebep olabilmektedir ancak
cogu AdV serotipi bagisikligi baskilanmamis saglikli kisilerde hastalik olusturmaz
(Harrach, 2008). Ilk izolasyonlaridan sonra yapilan epidemiyolojik ¢alismalar AdV’lerin
askerler arasinda akut febril solunum sistemi hastaligi’na sebep oldugunu gostermistir.
Ilerleyen yillarda AdV’lerin eriskinlerde kiigiik oranlarda, gocuklarda ise %5 - %10
oraninda akut solunum sistemi rahatsizliklarma yol agtig1 gosterilmistir. Solunum sistemi
hastaliklarinin yaninda AdV’ler epidemik keratokonjunktivite (EKK), cesitli klinik
olgulara ve 0zellikle ¢cocuklarda gastroenterite sebep olmaktadirlar (Thomas, 2001).

Hastalik etkeni olmasi1 yani sira, molekiiler biyolojik ¢alismalarda model organizma
olarak kullanilan AdV’ler, viriis tabanli gen terapi ve asilama yontemleri i¢cin dnemli bir
vektor haline gelmistir. AdV’lerin farkli konak tiirlerini enfekte edebilmesi ve oldukga
korunmus genom organizasyonuna sahip olmasi, bu organizmayi viriis evrimi ¢aligmalar1

icin ideal bir model yapmaktadir (Harrach, 2008).

2.1.1. Siiflama

Dogada yaygin olarak bulunan AdV’ler insanlardan ve ¢ogu hayvandan izole
edilebilirler. AdV’ler, Mastadenoviriis, Aviadenoviriis, Atadenoviriis ve Siadenoviriis
olmak {izere 4 cins tarafindan temsil edilen Adenoviridae ailesine dahildirler.

Mastadenoviriis ismi Yunanca meme anlamina gelen “mastos” kelimesinden gelir ve
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insan, sigir, kopek gibi memelileri enfekte edebildigi anlamini tasir (Echavarria, 2004).
Yaklasik 19 Mastadenovirus grubundan 6’s1 insanlar1 enfekte eder (Harrach, 2008). Bu
gruplar immiinolojik, biyolojik ve biyokimyasal Ozelliklerine, eritrositleri hemagliitine
etme Ozelliklerine, kemiricilerdeki onkojenik o6zelliklerine ve genomlarindaki guanin +
sitozin yiizdesine gore A’dan G’ye kadar siniflandirilmistir (Echavarria, 2004). Her bir
Insan AdV grubunun birgok serotipi vardir ve bugiine kadar toplam 51 serotip

tanimlanmistir (Rhee, 2010) (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Insanlar1 enfekte eden AdV gruplar1 ve gruplara dahil olan serotipler (Rhee,
2010).

Cins Grup Serotip(ler)
A 12, 18, 31
B 3,7, 11, 14, 16, 21, 34, 35, 50
C 1,2,5,6
Mastadenoviridae 8-10, 13, 15, 17, 19, 20, 22-30,
b 32,33, 36-39, 42-49, 51
E 4
40, 41

2.1.2. Yapisal Ozellikler

AdV’ler 70-90 nm c¢apinda zarfsiz virtslerdir (Sekil 2.1). AdV genomu 36 kDa
boyutunda diiz, ¢ift zincirli DNA molekiilinden olugsmaktadir. DNA’nin 5’ ucunda
kovalent bagh bir terminal protein (TP) bulunmaktadir, bu protein DNA replikasyonunda
gorev almaktadir. Genomun sonunda, serotipe gore degisik uzunlukta olabilen, ters
terminal tekrar dizileri bulunur. Insan AdV’ler yiiksek derecede korunmus genom
organizasyonuna sahiptir. Genomun merkezinde bulunan bu korunmus alanda yapisal

proteinler ve DNA’nin ¢ogalmasinda islev goren proteinler kodlanir (Harrach, 2008).



Sekil 2.1. AdV’e ait elektron mikroskobu goriintiisii. Olgek = 50nm (Collier and Oxford,
2006).

AdV’iin protein kapsid kilifi 252 kapsomerden meydana gelir. Bunlardan 12 tanesi
kapsidin koselerinde bulunur ve penton adini alir. Viriisiin hiicrelere tutunmasinda ve hiicre
icine girmesinde onemli rol oynayan pentonlar, bir penton bazi ve bir fiber polipeptidi
olmak tizere iki kisimdan olusur. Kalan 240 kapsomer ise hekzon adini alir. Penton, fiber
ve hekzonlar kapsid proteinlerini olusturur (Harrach, 2008).

AdV’lerin dig yilizeyinde bulunan bu yapisal elemanlar seklen olduklar1 gibi
antijenik yap1 olarak da birbirlerinden farklidirlar. Hekzon proteininin tiim Insan
AdV’lerinde ortak olan antijenik bdlgeleri vardir. Bu bdlgeler kapsidin i¢inde kalirlar, bu
yiizden nétralizan antikor olusturmazlar (Russell, 2009).

Virisiin kor kisminda 6 adet yapisal bilesen bulunur. Bunlardan 5 tanesi (V, VII,
Mu, Va2 ve teminal protein) ¢ift zincirli DNA genomu ile iligkilidir, diger bilesen, proteaz
ise virion saliniminda 6nemli rol oynar (Russell, 2009). Kapsid kilif, bir kism1 kor ile kilif
arasinda koprii gorevi goren Illa, VI, VIII ve IX proteinleri tarafindan saglamlastirilir. Bu

proteinler ise kiigiik kapsid proteinleri olarak adlandirilir (Harrach, 2008) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. AdV proteinleri (Russell, 2009).

2.1.3. Konak Hiicreye Giris ve Protein Sentezi

AdV’ler duyarli hiicre ile karsilastiklar1 zaman ilk olarak fiber proteinin topuz
kisimlar1 ile hiicreye yapisirlar. Cogu insan AdV serotipi konak hiicrede bulunan

Coxsackie-Adenoviriis reseptdor (CAR) proteinine baglanir. Bazi AdV’ler CAR diginda



reseptorler kullanir. EKK etkeni olan insan AdV Serotip 8 (Insan AdV-8), insan AdV-19
ve insan AdV-37 siyalik asit reseptorlerine baglanirlar (Echavarria, 2004).

Hiicre icerisine giris i¢in viral kapside ait penton proteinlerinin hiicrenin
integrinlerine (avP; ve avfs) baglanmasi gerekir. Bu baglanma sonunda viriis endozom
icerisinde hiicreye alinir (Echavarria, 2004). Viriis endozom igerisine girdikten sonra
soyunma evresi baslar. Fiber proteinleri dokiiliir, penton bazlar1 agiga ¢ikar. Viriis iceren
endozom igerisinde pH azalmaya baglar (Medina Kauwe, 2003). Endozomun
asidifikasyonu sonucu viriis proteinlerinde (penton bazi vs.) bazi yapisal degisikler
gerceklesir ve virlis endozomdan disar1 salinarak sitoplazmaya geger. Sitoplazmaya salinan
genetik materyal hiicredeki mikrotiibiiller vasitasiyla ¢ekirdege taginir. Proteinlerin sentezi
disinda viriise ait diger tiim ilireme asamalar1 hiicre c¢ekirdeginde gerceklesir (Harrach,
2008).

Viral DNA konak hiicre ¢ekirdeginde transkripsiyon igin kalip olarak kullanilir.
Viral genom iizerinden erken (E) ve ge¢ (L) m-RNA’lar sentezlenmeye baglar. Viral DNA
replikasyonu Oncesi bes farkli bolgeden (E1A, E1B, E2, E3 ve E4) erken m-RNA
sentezlenir. Bu gen bolgeleri Cizelge 2.2°de goriildiigii gibi hiicrenin S fazma girisini
kolaylastirmak, enfekte hiicreyi insan AdV genlerini transkribe etmek ve gogaltmak i¢in
uyarmak, viral DNA replikasyonu icin gerekli proteinleri kodlamak ve hiicreyi reseptor-
aracili apoptozisten korumak gibi islevler goriir. E2 ve E4 gen {iriinleri, ayn1 zamanda geg

gen Uriinlerinin (L1, L2, L3, L4 ve L5) tiretilmesi i¢in de gereklidir (Echavarria, 2004).

Cizelge 2.2. Adenoviriise ait baz1 gen bolgeleri ve islevleri (Echavarria, 2004).

Gen .
Islevi
Bolgesi
Hiicrenin S fazina girisini kolaylagtirmak.
E1A Enfekte hiicreyi Insan AdV genlerini transkribe etmek ve ¢ogaltmak icin
uyarmak.
EIB Enfekte hiicreyi Insan AdV genlerini transkribe etmek ve ¢ogaltmak icin
uyarmak.
E2 Viral DNA replikasyonu i¢in gerekli proteinleri kodlamak.
E3 Hiicreyi reseptor-aracili apoptozisten korumak.
4 Hiicresel gen iiriinlerinin ¢ekirdekten sitoplazmaya gecisini engelleyerek
viral gen Uriinlerinin sitoplazmaya ge¢mesine olanak saglamak.




Bu bes erken m-RNA, viral DNA replikasyonundan 6nce {iretilir ve bu sekilde
DNA replikasyonu icin gerekli proteinlerin sentezi gergeklesir. Viral enfeksiyondan 5-6
saat sonra ge¢ genlerden viral kapsid proteinleri sentezlenmis olur. Cok sayida iiretilen
viral proteinler ve DNA bir araya gelmek ve viriis partikiiliinii olusturmak {izere ¢ekirdege

taginir. Olusan virlis partikiilleri konak hiicreden lizis ile salinir (Harrach, 2008).

2.1.4. Hiicre Kiiltiir Ortamlarinda Uretilmesi

Adenoviriisle ilgili daha detayli caligmalar yapabilmek igin viriisiin hiicre
kiiltiirlerinden izolasyonu gereklidir. Serolojik tiplendirme, viriislerin tiplendirilmesinde
onemli bir yontemdir. Serolojik tiplendirme ancak izole edilen viriis ile yapilabilir. Bu
yilizden viriisiin tiretilmesi “altin standart” olarak kabul edilir. AdV’lerin baz1 serotipleri
cok yavas replike olduklarindan hiicre kiiltiirlerinde iiretilmeleri zaman alir (David O.
White, 1994). Gliniimiizde klinik 6rneklerden izolasyonlar1 i¢in insan kdkenli hiicre dizileri
kullanilmaktadir. Enterik AdV serotip 40 ve 41 hari¢ tim AdV’lerin, insan epitel
hiicrelerinden koken alan hiicre dizilerinde kiiltiirii yapilabilir. AdV’lerin ¢ogu Insan
Embriyonik Bobrek (HEK) hiicrelerinde iiretilirler. insan Akciger Karsinoma Hiicreleri
(A549) de AdV’ler i¢in uygun konak hiicrelerdir. Insan Epidermoid Larinks Karsinoma
Hiicreleri (Hep-2) ve Insan Servikal Karsinoma Hiicreleri (HeLa) de HEK hiicreleri yerine
de kullanilmaktadir (Echavarria, 2004). Enterik AdV 40 ve 41, HEK hiicrelerinin bir dizisi
olan Graham 293 hiicrelerinde ¢ok 1yi iirerler. Diger serotipler de bu hiicrelerde replike
olur. Insan diploid fibroblastlar: diger hiicrelere goére daha az duyarhidir. Vero gibi insan
dis1 hiicreler diisiik miktarda da olsa AdV iiretebilirler (Giinaydin, 2009).

AdV’ler duyarl hiicrelerde yuvarlaklasma ve iiziim salkimi gibi kiimelenme ile
karakterize sitopatik etki (SPE) olustururlar (Sekil 2.3). SPE 6nce tek tabaka hiicrelerin
kenarlarinda goriiliir (Horwitz M, 2001). Enfeksiyon ilerledikce hiicrelerde yiiksek oranda
graniiler goriiniim ortaya ¢ikar ve hiicreler yiizeyden tamamen ayrilabilir (Gilinaydin,
2009). SPE gozikkme siirest AdV serotipine, Ornekteki enfektif viral partikiil
konsantrasyonuna ve hiicre dizisi duyarliligina bagli olarak 2 ile 28 giin arasinda
degisebilir (Echavarria, 2004). AdV’ler enfekte hiicrenin ¢ekirdeginde morfolojik
degisikliklere sebep olurlar ve inkliizyon cisimcigi olustururlar (Horwitz M, 2001).
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Sekil 2.3. A. A549 hiicre dizisi. B. AdV ile enfekte A549 hiicresinde SPE (Leland and
Ginocchio, 2007).

2.1.5. Tiplendirilmeleri

Adenoviriislerin tiplendirilmesi baslica epidemiyolojik arastirmalar, patogenez
calismalar1 ve salginlarda enfeksiyon nedenini saptamak icin yapilir. Serolojik veya
molekiiler tiplendirme yontemleri uygulanabilir. Serolojik tiplendirme i¢in virlisiin
izolasyonu gerekir. Fiber geni ve hekzon geni iizerinde bulunan epitoplardaki farklilik
virlislerin molekiiler olarak tiplendirilmesinde kullanilir (Robinson C, 2003). Molekiiler
tiplendirme, izolatlar iizerinde ve orijinal 6rnekte uygulanabilir (Karadenizli, 2012). Fiber
geni ve hekzon genindeki DNA sekans farkliliklarma gore de tiplendirilebilirler (Lynch et
al., 2011).

Serolojik testler hiicre kiiltlirlerinde iiretilen viriisler veya direkt hasta Ornegi
kullanilarak yapilabilir. Kiiltiirde {ireyen viriislerin gruplari (A-F) immiin Floresan (IF)
veya Kompleman Fiksasyon (KF) testleri ile belirlenir. Sonrasinda Hemagliitinasyon
Inhibisyon (HI) veya Serum Notralizasyon (SN) testleri ile de gruplara ait serotipler (8, 19,
37 vs.) belirlenir. Hasta 6rneklerinden, tip spesifik monoklonal antikorlar kullanilarak IF,
Enzim Immun Assay (EIA) veya Lateks Agliitinasyon testleri ile serotiplendirme
yapilabilir (Horwitz M, 2001).

Son zamanlarda ¢esitli viicut sivilar1 ve doku orneklerinden Polimeraz Zincirleme
Tepkimesi yontemi kullanilarak Adenovirilis enfeksiyonlar1 tanimlanmaktadir (Hierholzer
et al., 1993). Serotipler arasinda yiiksek derecede homoloji gdsteren hekzon genine 6zgii
primerler kullanilmaktadir. Klinik 6rneklerden izole edilen Adenoviriisler hibridizasyon ve

Restriksiyon Enzim Analizi (REA) yontemleri ile tiplendirilmektedir (Kemp et al., 1983).



Polimeraz Zincirleme Tepkimesi (PZT) ile tiplendirme son zamanlarda bir¢ok
laboratuvar tarafindan tercih edilmektedir. Bu yontem, saflastirilmis viriis DNA’sinin veya
izolattan ekstrakte edilen DNA’nin, jenerik veya multipleks grup spesifik PZT ve hekzon
geni veya fiber geni primerleri kullanilarak amplifikasyonu ile baglar. PZT iirliniiniin
restriksiyon enzimleriyle kesilmesinden sonra olusan fragmentlerin uzunlugunun 6lgiilmesi
veya DNA sekans analiziyle serotipler belirlenir. Onceleri analiz i¢in yeterli iiriin elde
etmek amaciyla Nested-PZT gerekli olsa da yeni yontemler dogrudan klinik orneklere

uygulanabilir (Allard et al., 2001).

2.1.6. Adenoviriislerin Olusturdugu Enfeksiyonlar

AdV’lerin, 1953 yilinda ilk defa etken olarak tanimlanmalarindan bugiine kadar
gecen zaman icinde goz, bobrek, solunum ve gastrointestinal sistemlerde etiyolojik ajan
oldugu gosterilmistir. Son zamanlarda da organ ve kemik iligi nakli sonrast bagigiklik
sistemi baskilanmig kisilerden de izole edilmislerdir (Hayashi and Hogg, 2007).
Adenoviral enfeksiyonlarin % 80°den fazlasi 4 yas alt1 c¢ocuklarda goriilmektedir.
Cocuklarda, kapali veya kalabalik yerlerde bulunan erigkinlerde adenoviral salginlar
meydana gelebilmektedir (Lynch et al., 2011). Bazi serotipler ise nozokomiyal
enfeksiyonlara sebep olmaktadir (Takeuchi et al., 1999).

EKK ve Faringokonjunktival Ates (FKA) Adenoviriislerin sebep oldugu goz
enfeksiyonlarindandir. EKK ¢ok bulasict ve ciddi bir enfeksiyondur. Tiim diinyada
yaygindir ve kliniklerin gegici olarak kapatilmasina sebep olabilir. Diinya genelinde
herhangi bir zamanda, tiim yastan bireylerde goriilebilir (Meyer-Rusenberg et al., 2011).
EKK genel olarak insan AdV-8, insan AdV-19 veya insan AdV-37 tarafindan olusturulur
(Ford et al., 1987). Japonya’da insan AdV-4 de etken olarak saptanmistir (Echavarria,
2004). insan AdV-8 1973 yilma kadar asil etken olmustur; 1973-1976 aras1 gecici olarak
insan AdV-19 goriilmiistiir; insan AdV-37 aniden ortaya ¢ikmis ve insan AdV-8 ile
giliniimiize kadar diinya genelinde EKK salginlarina siklikla yol agmistir (David O. White,
1994). Bu serotipler yenidogan servisleri gibi yiiksek riskli hastalarin yattig1 yerlerde de
nozokomiyal enfeksiyonlara sebep olabilir (Karadenizli, 2012). EKK konjunktivit ile
baglar, goz kapaklarinda 6dem, agri, 1518a duyarlilik ve gozlerde sulanma ile devam eder.
Hafif olarak solunum yolu enfeksiyonu bunlara eslik edebilir. Etkenin inkiibasyon stiresi 8-
10 giindiir. Konjunktivit 2 hafta sonra gegebilir, fakat gormede azalma, 1518a duyarlilik ve

gozde yabanci cisim varlig1 hissi aylarca stirebilir (Echavarria, 2004). Eller ve kontamine

9



nesneler AdV’lerin ana bulag sebebidir. Bu yiizden ellerin ve yiizeylerin uygun
dezenfeksiyonu en Onemli korunma aracidir. AdV’ler ¢ofu dezenfektana direnclidir,
sadece viriislere etkili dezenfektanlar kullanilabilir. G6z muayenelerinde tek kullanimlik
tonometre baslarmin ve hastaya 6zel géz damlaliklarmin kullanilmasi dnerilmektedir. G6z
doktorlarinin muayene esnasinda her zaman eldiven kullanmasi, muayene sonrasi el, cihaz
ve ylizeylerin dezenfekte edilmesi tavsiye edilmektedir (Meyer-Rusenberg et al., 2011).
FKA folikiiler konjunktivit, ates, farenjit ve servikal adenit durumlarini igeren yaygin bir
hastalik tablosudur. Cogunlukla insan AdV-3 veya insan AdV-7 tarafindan olusturulur
(Rhee, 2010). AdV serotip 1-7, 11-17, 19 veya 21’in sebep oldugu olgular da
bildirilmistir. FKA c¢ocuklarda ve genc¢ erigkinlerde goriiliir. Sporadik oldular tiim yas
grubunda goriilebilir. Havuz sularinin yetersiz klorlanmasi sonucunda kitlesel salginlar
goriilebilir (Echavarria, 2004).

AdV’ler solunum sistemi enfeksiyonlar1 olarak cocuklarda yaklasik olarak % 5
oraninda iist solunum yolu hastaliklarina, % 10 oraninda da pndmoniye sebep olur (Brandt
et al., 1969). Ust solunum yolu hastaliklar1 farenjit veya nezle ile eslik eden trakea iltihabi
seklinde goriiliir. Bu hastalik belirtilerine genellikle insan AdV serotip 1, 2, 5 ya da 6,
nadir olarak 3 veya 7 sebep olur (Edwards et al., 1985). Insan AdV 1-5, 7, 14 veya 21 gibi
bircok serotip ¢ocuklarda pndmoniye yol acar (Rhee, 2010). Akut Solunum Yolu Hastalig1
genel olarak insan AdV-4, 7, 14 veya 21 tarafindan olusturulur ve ¢ogunlukla askeri
personelde goriiliir (Echavarria et al., 2003).

AdV’ler gastrointestinal sistemde de enfeksiyon olusturmaktadir. Tiim diinyada
pediatrik gastroenteritlerin 6nemli etiyolojik ajanlaridir. grup A ve grup F serotipleri
gastrointestinal sistem disinda nadiren enfeksiyon olustururlar. Bunlar enterik
Adenoviriisler olarak adlandirilirlar. Pediatrik gastroenterit ile iligkili serotipler nadiren
insan AdV-30, genellikle insan AdV-40 veya 41°dir (Brown et al., 1996). Bu serotipler
cocuklarda ortalama % 2 - % 5 oraninda akut gastroenterite sebep olurlar. Bunlar genelde
toplum kokenlidir, fakat nozokomiyal enfeksiyonlar da bildirilmistir (Rhee, 2010).

AdV’ler genitoiiriner sistem enfeksiyonlar1 olarak cocuklarda kendi kendini
sinirlayan akut hemorajik sistit olustururlar. Cogunlukla insan AdV-11 veya 21 sebep olur,
fakat insan AdV-7 serotipi de nadiren enfeksiyon olusturur (Rhee, 2010). Penil ve labial
iilserler ile tretrit cinsel iliski ile bulagan ve insan AdV-19 ve 37’nin sebep oldugu
bulgulardandir (Hierholzer, 1992). Insan AdV-37 servisit’e de sebep olmaktadir (David O.
White, 1994).
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AdV’ler merkezi sinir sisteminde sistemik veya solunum yolu enfeksiyonlar:
komplikasyonlar1 olarak, menenjit ve meningoensefalit ile iliskilendirilmislerdir. Yaygin
olarak agir pndmoni komplikasyonu olarak meningoensefalit bildirilmistir. Insan AdV-7
tarafindan olusturulmalarina karsin, insan AdV-1, 6 veya 12 ile de meydana gelen
enfeksiyonlar bildirilmistir (Rhee, 2010).

Immiin sistemi baskilanmis hastalarda grup A’ya dahil olan insan AdV-31
pnomoni, hepatit, diyare veya akut hemorajik sistit’e sebep olur. Grup B’de bulunan insan
AdV-3, 7 veya 11 genel olarak, insan AdV-34 veya 35 ise nadiren pnomoni etkenidirler.
Grup C’deki insan AdV-1, 2 veya 5 immiin yetmezlikli cocuklarda solunum, hepatik ve
gastrointestinal sistem hastaliklarina sebep olur (Hierholzer, 1992). AdV’ler primer ve

sekonder immiin yetmezlikli bireylerde cesitli enfeksiyonlara olusturabilirler (Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3. Insan AdV’ler tarafindan olusturulan diger enfeksiyonlar (Rhee, 2010).

Hastahk Popiilasyon Etken Insan AdV Serotip
Pertussis Benzeri Sendrom | Cocuk 5
Hemorajik Sistit HSCT* 34, 35
Meningoensefalit Immiin Yetmezlikli Birey | 2,6,7, 12,32
Hepatit Pediatrik Karaciger Nakli | 1-3,5,7
Nefrit Bobrek Nakli 11, 34, 35
Dissemine Hastalik Immiin Yetmezlikli Birey | 1,2, 5,11, 31, 34, 35, 40

HSCT?*, Hematopoetik Kok Hiicre Nakli

2.2. Antiseptikler

2.2.1. Giris

Dezenfeksiyon: Cansiz yiizeyler {lizerinde bulunan, bakteri sporlar1 hari¢ tiim

mikroorganizmalarm etkisiz hale getirilmesidir.

Dezenfektan: Dezenfeksiyon igleminde kullanilan maddelere verilen isimdir.

Antisepsi: Canli doku tizerinde bulunan mikroorganizmalarin 6ldiirtilmesi veya

uremelerinin durdurulmasidir.

Antiseptik: Canli doku iizerinde bulunan mikroorganizmalar1 dldiiren veya

uremelerini durduran maddelere denir.
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Biyosid: Mikroorganizmalar1 etkisiz hale getiren ve genellikle genis etkiye sahip
olan fiziksel veya kimyasal ajanlardir.

Bir grup mikroorganizmaya oldiiriicii etki gosteren kimyasal ya da biyolojik
maddelerin sonuna sidal eki eklenir. Ornegin; bakterisidal etki, bakterileri dldiiriicii etki;
virusidal madde, viriisleri 6ldiiren madde demektir.

Bakteriyostatik: Bakterilerin tiremesinin engellenmesidir.

Dezenfektanlar hastalar ile temas eden tibbi aletlerin ve cihazlarin
temizlenmesinde, mikroorganizmalar ile kontamine olan yiizeylerin ve ortamlarin
dezenfeksiyonunda  kullanilir.  Antiseptikler — hastane  ortaminda  nozokomiyal
enfeksiyonlarin engellenmesinde oldukca onemli yer tutmaktadir. Hastane personelinin el
hijyeninin saglanmasi nozokomiyal hastaliklarin Onlenmesi i¢in Onem tasimaktadir
(Bischoff et al., 2000). Saglik personeli ve hasta arasindaki mikroorganizma bulasini
onlemede en Oonemli basamak el hijyeninin uygun yapilmasidir. El hijyeni, ellerin su ve
normal sabun gibi bir antiseptik ajan kullanilarak veya alkol i¢eren susuz antiseptikler
kullanilarak saglanir (Nhung et al., 2007).

Uzun yillardan beri su ve sabun ile yapilan el yikama islemi kisisel temizlik i¢in
uygulanmaktadir. Ellerin bir antiseptik ajan ile temizlenmesi ise 19. ylizyillin baglarinda
glindeme gelmistir. Fransiz Eczac1 Antoine Germain Labarraque 1822 yilinda, kire¢ veya
soda kloridi igeren sivilarin insan cesetlerinden kaynaklanan kotii kokular1 engellemede
kullanilabilecegini, yine ayni sivilardan dezenfektan ve antiseptik  olarak
yararlanilabilecegini gostermistir. Yine aym arastirict 1825 yilinda yaymladigi bir
calismasinda, hekimlerin ve bulasici hastalar ile temas eden personelin ellerini siv1 klorid
ile nemlendirmelerinin yararl olacagia dikkat ¢cekmistir (Boyce and Pittet, 2002). Bu ve
daha sonra yapilan benzer caligmalar, hastaliklarin engellenmesinde el antisepsisinin
onemine dikkat ¢ekmistir.

Birlesik Devletler Halk Saghgi Servisi ile Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri
(CDC) 1961 ve 1985 yillarinda, saglik calisanlart icin el yikama isleminin nasil olmasi
gerektigini belirtmis, hasta ile temas Oncesi ve sonrasinda ellerin 1-2 dakika boyunca
yikanmast gerektigini vurgulamislardir. Ayni yaymlarda bir antiseptik ajan ile ellerin
calkalanmasinin, el yikama islemine gore daha etkisiz oldugu ve lavabo bulunmayan yerler
disinda bu ajanlarin kullanilmamasi gerektigi belirtilmistir. Enfeksiyon Kontrol Uzmanlar1
ve Epidemiyoloji Dernegi (APIC) 1995 yilinda yayinladigi kilavuzda ise, 6nceki yayinlarin
aksine antiseptik ajan iceren alkol temelli el losyonlarmin kliniklerde daha yaygin olarak

kullanilmas1 gerektigini vurgulamistr. CDC ve WHO rehberlerinde el hijyeninin
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saglanmas1 i¢cin her zaman ilk tercih olarak ellerin yikanmasi1 Onerilmektedir. Hastalara
temas etmeden Once ve temas ettikten sonra, hastaya uygulanacak invaziv bir uygulama
oncesinde, bir hastanin kontamine oldugu diisiiniilen viicut bolgesine temas ettikten sonra
yine ayni hastanin farkli bir bolgesine temas edilecekse, hastalarin viicut sivilar1 veya
sekresyonlarma temas edilmesinden sonra, hastalarin yakinindaki cansiz yiizeylere temas
sonrasi, steril olsun ya da olmasin eldiven ¢ikarilmasindan sonra ellerin yikanmasi
vurgulanmaktadir. Bu durumlar disinda ve ellerde gozle goriiniir kirlenme olmamasi
halinde alkollii el antiseptiklerinin kullanilabilecegi bildirilmistir (Boyce and Pittet, 2002).
Antiseptikler ¢ok farkli formiilasyonlarda olabilir. Bunlar baslica antimikrobiyal el
soliisyonlari, cerrahi el yikama soliisyonlari, merhemler, kremler, eriyikler ve agiz yikama
soliisyonlar1 gibi c¢esitli sekillerde hazirlanabilirler. Tim antiseptiklerin asagidaki
ozelliklere sahip olmasi1 gerekir (McDonnell, 2007):
e Genis spektrumlu o6zellikle bakteri, mantar ve virlislere karsi biyosidal etkili
olmalidir.
e Hizli biyosidal etki gostermelidir.
e (ok az iritasyon ve dokuda toksisite gdstermeli veya hi¢ gostermemelidir.
e Viicut tarafindan ¢cok az emilmeli veya hi¢ emilmemelidir.

e Miimkiinse uzun siire kalic1 biyosidal etki gostermelidir.

2.2.2. El Antisepsisinde Kullanilan Kimyasallar

2.2.2.1. Alkoller

Alkoller, doymus karbon atomuna bagli bir hidroksil (-OH) grubundan olusan
bilesiklerdir. Bir¢ok alkoliin antimikrobiyal etkisi gosterilmis olmasina karsin, etil alkol,
izopropil alkol ve, ozellikle Avrupa’da, n-propanol antiseptik olarak daha yaygin
kullanilmaktadir (Block, 2000) (Sekil 2.4). Alkollerin antimikrobiyal aktiviteleri
iceriklerindeki karbon sayisi arttikca artar ve alt1 karbonluda en yiiksek diizeye ulasir.
Alkoldeki alkil zincirin uzunlugu ve dallanma durumu da antimikrobiyal aktivitede
etkilidir. Sudaki ¢oziiniirliikleri etanol ve propanolii diger alkoller arasindan tercih edilir
kilmaktadir. Alkoller etkilerini protein denatiirasyonu ve koagiilasyonu yoluyla gosterirler.

(Kampf and Kramer, 2004). Igerdikleri reaktif hidroksil grubu proteinler ile hidrojen bag:
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meydana getirir ve bu bag proteinin yapisini ve fonksiyonunu bozarak presipitasyona

sebep olur (Kamm, 1921).

CH,
CHOH
CH

3

CH,.CH,.OH
A B

Sekil 2.4. Bazi alkollere ait kimyasal yapilar. A.Etanol B. Izopropanol (McDonnell,
2007).

Etanol, % 30 ve daha {izeri konsantrasyonlarda giiclii ve cabuk bakterisidal etkiye
sahiptir (Morton, 1950). Sporisidal etkileri ise yoktur (Best et al., 1994). Mantarlara ve
mikobakterilere karsi da etkinligi gosterilmis olan etanoliin etki yelpazesi ¢ok genistir.
Antiseptiklerde genellikle % 60 ve {izeri konsantrasyonlarda bulunur (Kampf and Kramer,
2004). Viriisler lizerine etkisi ise antiseptik icerisindeki konsantrasyonuna baghdir. Yiiksek
konsantrasyonlari, diisiik konsantrasyonlarina oranla ozellikle zarfsiz viriislere daha
etkilidir (Eggers, 1990). Yiizde 85’ten daha diisiik konsantrasyonlarda sadece etil alkol
iceren antiseptikler genellikle daha az viriisidal etkiye sahiptir (van Engelenburg et al.,
2002).

Izopropanol’iin  bakterisidal etkisi % 30 konsantrasyonundan baslar ve
konsantrasyonu arttikca bakterisidal etki de artig gosterir, fakat % 90 iizerinde etkisi azalir.
Tek basina sporisidal aktivitesi yoktur (Kampf and Kramer, 2004). Yiizde 50 ile % 70
arasinda mikobakterilere kars1 etkilidir (Frobisher and Sommermeyer, 1953). Izopropanol
Enterovirlis, Ekoviriis ve Astroviriis gibi zarfsiz viriislere karst kisith aktiviteye sahiptir
(Kurtz et al., 1980). N-propanol de izopropanol’e benzer etkilere sahiptir (Kampf and
Kramer, 2004).

Alkol iceren dezenfektanlarin ¢ogu, diisiik diizey dezenfektan madde olarak bilinen,
dezenfektanin ciltteki etkisini uzatan ve ayni zamanda alkoliin buharlagmasmi geciktiren
diger biyosidal kimyasallarla (6rn. klorheksidin) ile birlikte kullanilirlar (McDonnell,
2007).
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2.2.2.2. Klorheksidin

Klorheksidin bir katyonik biguanid’tir ve asetat (diasetat), glukonat (diglukonat) ve
hidroklorid tuzlar1 seklinde bulunur (Russell, 1986) (Sekil 2.5). Klorheksidin’in ana hedefi
sitoplazmik zardir. I¢ zarda yogun hasara ve proteinlerde presipitasyona ve koagiilasyona
sebep olur (McDonnell and Russell, 1999). Klorheksidin glukonat sulu ¢ozeltilerde % 0,5
ile % 0,75, baz1 deterjan preparatlarinda ise % 2 ile % 4 oranlar1 arasinda kullanilir
(Lowbury et al., 1974). Aktivitesi organik madde varliginda biiytlik 6l¢ciide azalir (Russell,
1986). Ciltte uzun siire kalict etkiye sahiptir, olusturdugu yan etki ve toksisite ¢ok
smirhdir. Diger biyosidal maddeler ile (6rn. dort degerlikli amonyum bilesikleri, alkoller)
kombinasyon halinde kullanilabilir. Klorheksidin, ameliyat dncesi ellere uygulanan cerrahi
yikama soliisyonlarinda en fazla kullanilan antimikrobiyal ajandir. Diisiik
konsantrasyonlarda, < % 0.1, g6z i¢ine direkt damlatilarak da kullanilir. pH aralig1 5.5 ile 7
olmadiginda etkisi azalir (McDonnell, 2007). Ciltte anyonik yiizey aktif losyon varligi
klorheksidin’in aktivitesini etkisizlestirir (Walsh, 1987).

H H H H H H

N N N N N N
O Y Y Nenf, Y Y Q
d NH NH NH NH -

Sekil 2.5. Klorheksidin’in kimyasal yapis1 (McDonnell, 2007).

Klorheksidin’in antimikrobiyal aktivitesi dezenfektandaki konsantrasyonuna
baghdir. Diisiik konsantrasyonda, 1pg/ml, bakterilere kars1 bakteriyostatik etkilidir (Shaker
et al., 1988). 20 pg/ml ve lizeri konsantrasyonlarda ise bakterilere ve mayalara karsi
oldiiriicii etkiye sahiptir (Russell and Day, 1993). Bakteri sporlarma karsi ise aktivitesi
yoktur (Shaker et al., 1988). Mikobakteriler iizerine olan etkisi kesin degildir (Best et al.,
1988). Cogu zarfli virlise kars1 etkili oldugu gosterilmistir (Platt and Bucknall, 1985).
Ancak zarfsiz virlislere karsi aktivitesi diisiiktiir (Sattar et al., 1983). Zarfli virlislere olan
etkisi, lipid viral zarfta parcalanma seklindedir (Krilov and Harkness, 1993). Zarfsiz

virilislerde ise protein kilif ve niikleik asit kor’u lizerine etkilidir (Sattar et al., 1983).
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2.2.2.3. Iyodin ve iyodoforlar

Iyodin bir halojendir. Halojenler fiziksel olarak farkli ama kimyasal reaksiyon
olarak benzer elementler grubudur. Florid, klorin, bromin, ve iyodin bu gruba dahildir.
Iyodin, kimyasal olarak yiiksek derecede elektronegativiteye sahiptir, fiziksel olarak ise
oda 1sisinda ve atmosferik basingta kati haldedir. Dezenfektan ve antiseptik olarak
kullanilir. Tyodin organik ¢oziiciiler igerisinde (6rn: alkol, kloroform) kolayca ¢dziinmesine
ragmen suda c¢ok az c¢oziiliir. Kimyasal olarak farkli formlarda bulunabilen iyodin’in
sadece iki formu antiseptik olarak kullanilir: serbest/molekiiler iyodin (I;) ve hipoiyodoz
asit (HOI). Iyodin ¢ozeltileri, cerrahi el yikama islemlerinde ve yanik ve yaralar1 tedavi
edici uygulamalarda kullanilmaktadir (Block, 2000).

Iyodin bakterisidal, fungisidal, tiiberkiilosidal, viriisidal ve sporisidal bir ajandir.
Yiiz elli yili askin bir siiredir antiseptik olarak kullanilmaktadir. Iyodin’in sulu ¢dzeltisi
kimyasal olarak kararsiz oldugundan, ciltte tahris ve renk bozukluguna yol a¢tigindan,
dezenfektan ve antiseptiklerde yaygin olarak povidon-iyot (PVPI) ve poloxamer-iyot
seklinde iyodofor (iyodin tasiyici - iyodin salan ajan) halinde kullanilmaktadir (Sekil 2.6).
Iyodoforlar, iyodin ve bir ¢dziicii maddeden olusan, aktif “serbest iyon” deposu olarak
davranan komplekslerdir (Block, 2000). Iyodofor’da bulunan serbest iyodin miktar: ne
kadar fazla ise antimikrobiyal etki o kadar fazla olur. % 10’luk povidon-iyodin, % 1
oraninda iyodin igerir (Anderson, 1989). Iyodoforlar suda c¢oziiniirler, ciltte boya
birakmazlar ve kokular1 yok denecek kadar azdir. Iyodin soliisyonlarma gore ¢ok daha

kararhdirlar (McDonnell, 2007).

I3 —

U,D, \ D

\C/H\C./’H\ T

H, H, H,

Sekil 2.6. Povidon-iyot’un kimyasal yapis1 (McDonnell, 2007).
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Iyodin, diisiik konsantrasyonlarda bile ¢cabuk etki gdsterir. Hizlica mikroorganizma
icine girer ve dnemli protein gruplara, niikleotidlere ve yag asitlerine etki eder ve sonugta
hiicre oliimiine sebep olur (Apostolov, 1980). Zarfli viriislerde yiizey proteinleri ile
etkilesime girer. Zarfsiz viriisler, zarfli virlislere oranla iyodin ve iyodoforlara daha az

duyarhdir (Block, 2000).

2.2.2.4. Fenolik Bilesikler

Fenolikler, aromatik hidrokarbon halkasina bir veya daha fazla hidroksil grubu
baglanmis olan alkol bilesikleridir. Cesitli fenolikler yiizey dezenfeksiyonu, antisepsi ve
koruyucu olarak kullanilmaktadir. Antimikrobiyal 6zelliklerinin yaninda agri kesici ve
herbisit olarak da kullamilmaktadirlar. Giiniimiizde cilt dezenfeksiyonunda kullanilan
fenolikler genellikle bisfenoller (triklosan, hekzaklorofen), kloroksilenol ve salisilik asittir
(Regos and Hitz, 1974, Russell and Furr, 1977).

Triklosan, iyonik olmayan, renksiz, bisfenol grubundan bir fenol tiirevidir (Jones et
al., 2000). Bisfenoller, ¢esitli kopriilerle baglanmis iki fenolik grubunun hidroksi-
halojenlenmesiyle olusurlar (Block, 2000) (Sekil 2.7). Triklosan, % 0.2 ile % 2
konsantrasyonlar1 arasinda antimikrobiyal etki gosterir (Jones et al., 2000). Antimikrobiyal
sabunlarda genellikle % 1 oraninda bulunur (Kampf and Kramer, 2004). Genelde saglik
personelinin el yikama soliisyonlarinda ve cerrahi el dezenfektanlarinda kullanilir
(McDonnell, 2007).

Onceden triklosan’in bakteri hiicre zarina etkili oldugu diisiiniilmekteydi. Yapilan
calismalarda, boyle olmadig1 ve triklosan’in yag sentezinde rol oynayan enzimleri
etkisizlestirerek yag sentezini bloke ettigi gosterilmistir (McMurry et al., 1998). Triklosan,
ciltte uzun siire kalic1 etki gosterir. Ciltte nemlendirici, yumusatici ve ylizey aktif madde

varliginda etkisi zayiflar (Jones et al., 2000).

OH Cl

Sekil 2.7. Triklosan’in kimyasal yapis1 (McDonnell, 2007).
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Triklosan diisiik konsantrasyonlarda bakteriyostatik, yiiksek konsantrasyonlarda ise
bakterisidal etki gostermektedir (Vischer and Regos, 1974). Gram pozitif bakterilere olan
etkinligi, gram negatiflerinkinden daha fazladir. (Jones et al., 2000). Mikobakterilere ve
dermatofitlere kisith etkiye sahipken, mayalara daha iyi etki gosterir (Kampf and Kramer,
2004).

Kloroksilenol, paraklorometaksilenol olarak da bilinir, halojenlenmis fenolik bir
bilesiktir (Sekil 2.8). Dezenfektan ve antiseptik olarak kullanilir. Kloroksilenol 6zellikle
hem yiiksek riskli (6rn: cerrahi el dezenfeksiyonu) hem de genel kullanim alanlarinda (6rn:
antimikrobiyal sabun) tercih edilen sabun temelli el yikama soliisyonlarinda tercih edilir.
Diger fenolik bilesiklerle ve alkollerle kombinasyon halinde ve % 0.5 ile % 4
konsantrasyonlar1 arasinda kullanilir. Derinin epidermis tabakasina tutunmasina ragmen,
gostermis oldugu c¢ok diisiik tahris ve toksisite dolayisiyla antiseptik olarak
kullanilabilmektedir (Kampf and Kramer, 2004).

OH

7/
CH; \\\\ CH;

Cl

Sekil 2.8. Kloroksilenol’iin kimyasal yapis1

Kloroksilenol, bakteriyel enzimleri inaktive ederek ve hiicre duvarmi hasara
ugratarak etkisini gdsterir (Boyce and Pittet, 2002). Hem gram negatif hem de gram pozitif
bakterilere bakterisidal etkilidir. Maya ve bazi kiiflere kars1 da genis etki mekanizmasina
sahiptir. Lipid zarfi hasara ugrattigimdan zarfli viriislere karsi antimikrobiyal etki
gostermektedir. Bazi zarfsiz viriislere karst etkin oldugu da gosterilmistir (McDonnell,

2007).
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2.2.2.5. Diger kimyasallar

Dort degerlikli amonyum bilesikleri (QAC) en iyi bilinen antimikrobiyal etkili
ajandir. Kontak lens dezenfektani, hastane dezenfektani, genel antiseptik, kozmetik gibi
alanlarda kullanilir. En sik kullanilanlar benzalkonyum klorid, benzotonyum klorid ve
setilpridinyum kloridtir (Caillier et al., 2009).

Oksitleyici ajanlar, mikroorganizmalarin proteinlerini ve lipitlerini denatiire ederek
etki gosteren genis spektrumlu ajanlardir. Hidrojen peroksit yaralarin temizliginde
kullanilan, doku veya kan ile bir araya geldiginde su ve oksijene parcalanarak etki

gosteren, renksiz ve kokusuz bir antiseptiktir (Wasserbauer et al., 2008).

2.2.3. Kullanim Alanlan

2.2.3.1. Cilt Hijyeni

Cilt, ozellikle el hijyeni patojen mikroorganizmalarin kisiden kisiye gecisini
engellemek i¢in son derece Onemlidir. Antimikrobiyal el yikama soliisyonlar1 ve cilt
losyonlar: ciltte bulunan mikroorganizma sayisin1 6nemli 6lgiide diisiiriir. Hastanelerde,
ameliyathanelerde, diger saglik kuruluslarinda ve gida isletmelerinde ellerin hijyenik
olmas1 son derece Onemlidir. Bircok c¢alismada kontamine eller ile patojen
mikroorganizmalarin tasinabilecegi, farkli kombinasyonlarda ve konsantrasyonlarda
biyosid iceren antiseptiklerin de bu patojen mikroorganizmalarin tagmma riskini diisiirdiigii
gosterilmistir (Casewell and Phillips, 1977, Doring et al., 1991, Hall et al., 1980). En sik
kullanilan el antiseptikleri alkollerdir (McDonnell, 2007).

2.2.3.2. Cerrahi Miidahale Oncesi Cilt Antisepsisi

Ameliyat 6ncesi hasta cildinin antisepsisi, ameliyat esnasinda ciltteki potansiyel
patojen mikroorganizmalarin girisini ve cerrahi alan enfeksiyonlarini azaltmada 6nemlidir.
Bu amagla biyosidler povidon-iyot soliisyonlar1 ve klorheksidin kullanilir. Cerrahi el
antisepsisi ellerdeki gecici ve kalici mikroorganizmalar1 etkisiz hale getirmek igin
uygulanan ameliyat oncesi bir islemdir. Klorheksidin, triklosan ve kloroksilenol en sik

kullanilan dezenfektanlardir (Aylifte, 1984).
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2.2.3.3. Deri ve Yara Enfeksiyonlar Tedavisi

Cesitli biyosidler yarali bolgeleri temizlemek suretiyle deri enfeksiyonlarini
onlemede ve tedavi etmede siklikla kullanilmaktadirlar. Bu gibi islemlerdeki amag
tyilesme stirecini olumsuz sekilde etkilemeden ve dokuya zarar vermeden yara etrafindaki
mikrobiyal popiilasyonu diisiirmektir. Hidrojen peroksit’in % 3 - % 6’lik soliisyonlar1 veya
kremleri, enfekte yarayi temizlemede veya bir yaralanmay: takiben deride olusabilecek
enfeksiyonlar1 onlemede kullanilmaktadir. Hekzaklorofen, triklosan ve triklorofenol gibi

cesitli fenolikler de yaralar iyilestirmede etkilidirler (Ayliffe, 1984).

2.2.3.4. Ag1z ve Diger Mukozalarin Tedavisi

Cok sayida biyosid oral ve lirogenital bdlge gibi hassas miik6z membranlarin
tedavisinde kullanilmaktadir. Dis eti iltihabi, lilser ve bogaz enfeksiyonlar1 gibi baz1 6zel
enfeksiyonlar1 tedavi etmede veya Onlemede tercih edilmektedirler. Agiz c¢alkalama
soliisyonlar1 ¢esitli formiilasyonlarda QAC, klorheksidin, hidrojen peroksit ve PVPI
icerebilirler. Diisiik konsantrasyonda hidrojen peroksit ve klorheksidin i¢eren soliisyonlar

direkt olarak goze uygulanabilir (Budtz-Jorgensen and Loe, 1972).

2.2.3.5. Antiseptik Iceren Malzemeler

Biyosidler c¢esitli polimerlere, tekstil {iriinlerine ve diger materyallere
emdirilebilirler. Bunlar cilt ve miik6z membranlar ile temas halinde olan kateterler ve
igneler gibi tibbi cihazlar, kiyafetler, yara {izerinde uzun siire kalan materyaller ve ameliyat
esnasinda kullanilan cerrahi elbise ve oOrtiileri igerir. Triklosan, giimiis, giimiis stilfadiazin
ve klorheksidin bu amagla kullanilan biyosidlerdir. Bu uygulamalarin yara ve kalic1 tibbi
cthaz enfeksiyonlarini 6nlemede etkili olduklar1 gosterilmistir. Bu biyosidlerin polimer ile
direkt birlestirilmesi veya cesitli ylizey veya maddelere emdirilmesi ile antimikrobiyal

yiizeyler gelistirilmistir (McDonnell, 2007).
2.2.4. Nozokomiyal Enfeksiyonlarda El Antisepsisinin Rolii

Alkol temelli el losyonlarinin rutin hasta bakiminda kullanilmas1 yillar icerisinde

artarak devam etmektedir. Bu durum el hijyeni uygunlugu oranlarin1 % 48’den % 66’ya
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yiikseltirken, ayni1 zamanda nozokomiyal enfeksiyon oranlarmin % 16.9’dan % 9.9’a
diismesini saglamistir (Pittet et al., 2000). Baz1 hastaliklarda bu oranlar daha belirgin
sekilde diisiis gostermektedir. Bir hastanede 10 ay boyunca alkol temelli el losyonlarmin
kullanildig1t ve bunlarm kullannomma bagli olarak iiriner sistem ile cerrahi alan
enfeksiyonlar1 oranlarindaki degisimin izlendigi bir arastwrmada, bu iki hastaligin
insidansinda % 36’hik bir diisiis oldugu gozlenmistir (Hilburn et al., 2003). Etken
mikroorganizmalar dikkate alindiginda ise enfeksiyon goriilme oranlar1 farkli miktarlarda
disiis gostermektedir. Yilda ortalama 1000 enfeksiyonun tedavi edildigi bir hastanede
etanol temelli el jelleriyle yapilan bir calismada, Clostridium difficile kaynakli ishal
olgular1 oranmin % 1,15’ten % 0,95’e diistiigli, ayn1 zamanda hastane kdkenli metisilin
direngli Staphylococcus aureus (MRSA) insidansinin da % 50’den %39’a geriledigi
gosterilmistir (Gopal Rao et al., 2002). Yenidogan yogun bakim iinitesinde etanol temelli
el dezenfektanlariyla yapilan diger bir ¢alisma, 3 aylik bir siiregte olgu basina diisen %
2,15 Klebsiella pneumoniae enfeksiyonu sayismin % 0,47’ye diistiiglinii belirtmektedir.
Ayni calismada Enterococcus faecium ve Candida albicans oraninda da diisiis oldugu
gosterilmistir (Brown et al., 2003). Saglik c¢alisanlarinin ve 63 hastanin etkilendigi bir
calismada, Noroviriis kaynakli gastroenterit salgminin %95’lik etanol iceren el losyonu ile
kontrol altina alindig1 belirtilmistir (Khanna et al., 2003).

Antimikrobiyal sabunlarin nozokomiyal enfeksiyon iizerine etkilerini gosteren ¢ok
az calisma mevcuttur. Yogun bakim iinitesinden izole edilen Klebsiella spp. izolatlarinin
enfeksiyon orani ve kolonizasyonu 3 yil boyunca takip edilmis, yillik oranlar 1972 yilinda
% 22, 1973 yilinda % 22,6 ve 1974 yilinda % 15,5 seklinde bulunmus ve son yildaki bu
diisiis klorheksidin igceren sabun kullanimina baglanmistir (Casewell and Phillips, 1977).
Yapilan diger bir caligmada ise personelin basit el yikama yerine antiseptik el yikama
prosediiriiniic.  uygulamasi sonucunda nozokomiyal enfeksiyon oranmin diistiigi
gosterilmistir (Maki, 1989). Bazi arastiricilar, el yikama esnasinda antimikrobiyal
sabunlarin  kullanimmin  hastane kokenli MRSA’un yayilmasini  distlirdiiglini

belirtmislerdir (Webster et al., 1994).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Cahsmada Kullanilan Soliisyonlarin ve Besiyerlerinin Hazirlanmasi

3.1.1. Standart Sertlikte Su

Etken maddelerin sulandirilmas: esnasinda standart sertlikte su kullanild:
(Standardization, 2011).

A soliisyonu: 4,236 g magnezyum klorid alt1 hidrat (MgCl,.6H,0) ve 6,125 g
kalsiyum klorid iki hidrat (CaCl,.2H,O) 100 ml distile su icerisinde ¢oziildii. Otoklavda
steril edildi.

B soliisyonu: 0,3502 g sodyum bikarbonat (NaHCO;) 10 ml distile su igerisinde
¢oOziildli. Membran filtrasyon yontemi ile steril edildi.

Standart sertlikte 100 ml su hazirlamak i¢in, 60 ml steril distile su lizerine A
soliisyonundan 0,6 ml ve B soliisyonundan 0,8 ml ilave edildi, karistirildiktan sonra distile
su ile 100 ml’ye tamamlandi. Bir normal (N) sodyum hidroksit (NaOH) ve 1 N hidroklorik
asit (HCl) ile pH 7,0’a ayarlandi ve filtre ile steril edildi. Hazirlanan bu su 24 saat iginde
kullanilda.

3.1.2. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium + %2 FBS

Dokuz bin sekiz yiiz mililitre Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
(Biochrome AG, Almanya) iizerine 200 ul FBS ilave edildi. Calismalar boyunca buz
iizerinde tutuldu. Bu karisim ¢aligma esnasinda yapilan 10 katlik seyreltmelerde kullanildi.

3.1.3. Fosfat Tamponlu Tripsin / Versene

Soliisyon Cizelge 3.1°e gore hazirland1.
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Cizelge 3.1. Fosfat tamponlu tripsin / versene hazirlamak i¢in gerekli kimyasallar ve
miktarlari.

Karnsim Kimyasal Miktar (g/1)

NaCl 8.0
KCl 0.2

A karigimi
NazHPO4 x 12 H20 2.37
KH,PO, 0.2
B karisimi Titriplex 111 1.0
C karigimm Tripsin 1.25

A, B ve C karigimlar1 steril cam malzemelerde ayri1 ayri1 hazirlandiktan sonra
birlestirildi ve manyetik karistiricida 1 saat boyunca karistirildi. pH 7.3’e ayarlandiktan

sonra 0.2 mm por ¢apindaki filtreden gegirilerek steril edildi.

3.1.4. Penisilin / Streptomisin (100x)

Igerisinde toz halde antibiyotik bulunan flakonlara (Biochrome AG, Almanya)
iireticinin &nerisi dogrultusunda 5’er ml enjeksiyonluk su ilave edildi. lyice ¢dziilmesi
beklendikten sonra tiiplere 500’er ul pipetlenerek -80°C’de (Sanyo, Japonya) muhafaza
edildi.

3.1.5. Hiicre Pasajlan i¢in Besiyerlerinin Hazirlanmas

3.1.5.1. Hiicre cozme besiyeri

Fotal Dana Serumu (FBS) (Biochrome AG, Almanya) kullanilmadan once
+56°C’de 30 dakika bekletilerek inaktive edildi. FBS’un eklendigi tiim soliisyonlarda
inaktive edilen bu FBS kullanild1.

Sivi azotta saklanan hiicrelerin ¢oziilmesi esnasinda kullanmak {izere % 80 DMEM
+ % 20 FBS (Biochrome AG, Almanya) igeren besiyeri hazirlandi. Toplam 20 ml hacimde
hiicre ¢ozme besiyeri hazirlamak i¢in 50 ml’lik tiip igerisine 16 ml DMEM ve 4 ml FBS
koyuldu.

23



3.1.5.2. Hiicre pasaj besiyeri

Ureyen hiicrelerin pasajlanmasi icin % 90 DMEM + % 10 FBS + % 1 L-Glutamin
(200 mM) (Biochrome AG, Almanya) + % 1,4 Penisilin/Streptomisin (100x) iceren
besiyeri hazirlandi. Toplam 20 ml hacimde hiicreleri pasajlamak amaciyla besiyeri
hazirlamak i¢in 50 ml’lik tiip i¢erisine 18 ml DMEM, 2 ml FBS, 0,2 ml L-Glutamin ve
0,28 ml Penisilin/Streptomisin koyuldu.

3.1.5.3. Hiicre saklama besiyeri

Hiicrelerin daha sonraki islemlerde kullanilmak iizere saklanmasi i¢in % 90 FBS +
% 10 dimetilsiilfoksit (DMSO) (AppliChem, Almanya) igeren besiyeri hazirlandi. Toplam
2 ml hacimde hiicre saklama besiyeri hazirlamak i¢in vida kapakl tiip igerisine 1,8 ml FBS

ve 0,2 ml DMSO koyuldu.

3.1.5.4. Viriis iiretme besiyeri

Viriisiin hiicrelere adsorbe edilmesinden sonra, kiiltiir ortamma % 2 FBS igeren
hiicre pasaj besiyeri eklendi. Bunun i¢in % 98 DMEM + % 2 FBS + % 1

Penisilin/Streptomisin ve % 1,4 L-Glutamin iceren besiyeri hazirlandi.

3.2. Hiicrelerin Cogaltilmasi

3.2.1. Hiicrelerin Coziilmesi ve Ekim islemi

A549 Insan Akciger Kanser Hiicreleri (CCL-185; American Type Culture
Collection, ATCC, Amerika Birlesik Devletleri) sivi azottan ¢ikarilarak onceden +37°C’ye
ayarlanmis su banyosunda (Niive, Tiirkiye) ¢oziildii. Coziilen hiicreler +37°C’de 1sitilmis
10 ml ¢6zme besiyeri igeren tiip igerisine damla damla birakildi. Tiip, sogutmali santrifiijde
(Awel, Fransa) +4°C’de 1800 x g’de 5 dakika santrifiij edildi. Dipteki hiicreler lizerindeki
ist faz uzaklastirildi. Hiicreler lizerine tekrar 10 ml ¢c6zme besiyeri ilave edildi. Siispanse
edilen hiicreler bir kez daha 1800 x g’de 5 dakika santrifiij edildi. Santriflij sonrasi olusan
ist faz uzaklastirildi. Pasaj besiyerinden 2 ml alinip hiicreler {lizerine birakildi ve pipetaj

yapilarak hiicreler siispanse edildi.
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Hiicre pasaj besiyerinden 5’er ml alinarak 25 cm®lik hiicre kiiltiir flasklarina
(Greiner Bio-One, Almanya) birakildi. Siispanse edilen hiicrelerden 1’er ml alinip
icerisinde 5 ml besiyeri bulunan flasklara damla damla ilave edildi. Flasklar % 5 CO,

iceren +37°C’lik etiivde (MCO-18AIC, Sanyo, Japonya) inkiibasyona birakildi.

3.2.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Saklamadan ¢ikartilip canlandirma i¢in inkiibasyona birakilan hiicreler 24 saat sonra
etiivden c¢ikartilip inverted mikroskopta (Leica, Almanya) 10x’lik biiylitmede incelendi.
Hiicreler flask yiizeyini tam olarak kaplayana kadar (tam tabaka goriiniim) inkiibasyona
devam edildi. Istenilen goriintii elde edildikten sonra hiicre pasaj islemine gegildi.

Flasklar % 70’lik etil alkol (EtOH) ile silindikten sonra kabin (Clean Air Techniek,
Woerden, Hollanda) icine alindi. Flask icindeki besiyeri hiicrelerin yapisik olmadigi
taraftan dokiildii. Hiicreler bir miktar Phosfate Buffered Saline (PBS) (Biochrome AG,
Almanya) ile yikandiktan sonra, flask ylizeyinden kaldirilmasi i¢in {izerlerine 1 ml tripsin
soliisyonu eklendi ve +37°C’lik etiivde (MIR-162, Sanyo, Japonya) 5 dakika bekletildi.
Sonra iizerlerine FBS igeren pasaj besiyerinden 2 ml eklendi ve pipetleme yapilarak
hiicrelerin flask ylizeyinden iyice ayrilmasi saglandi. Pipet yardimiyla toplanan hiicreler
tiip icerisine almd1 ve 1800 x g’de 5 dakika santrifiij edildi. Ust faz atildiktan sonra dipteki
hiicreler iizerine 5 ml PBS eklenerek siispanse edildi ve tekrar 1800 x g’de 5 dakika
santrifiij edildi. Ust faz tekrar atildiktan sonra hiicreler 1 ml pasaj besiyeri ile siispanse
edildi.

Eldeki hiicre sayismin belirlenmesi i¢in Thoma lami (Witeg, Almanya) ile sayim
yapildi. Hiicreleri sayilabilecek miktara seyreltmek icin 1 ml’lik hiicre siispansiyonundan
50 pl alinip tizerine 450 pl PBS eklenerek 10 kat sulandirma yapildi. Bu karigimdan 50 pl
almip tizerine 50 pl % 0,4’k trypan mavisi boyasi eklendi ve karistirildi. Bu karisimdan
bir miktar alinip Thoma lam ile lamel arasia kenardan birakildi. Kapiller kuvvet ile yeteri
miktar sivinin lam-lamel arasina girmesi saglandiktan sonra 10x’lik objektifte iki farkli
Imm®’lik alanmn saymm yapild. Cikan sayilar toplanip ikiye béliinerek ortalama hiicre
sayis1 hesaplandi. Asagidaki formiiller kullanilarak elimizdeki toplam canli hiicre sayisi
belirlendi:

n: Bir mililitredeki hiicre sayis1

n= Ortalama hiicre say1s1 x seyreltme katsayis1 (20) x 10°
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Toplam hiicre sayist belirlendikten sonra 2 x 10° - 1 x 10* canli hiicre / cm® olacak
sekilde seyreltilen hiicreler, igerisine 20 ml pasaj besiyeri koyulan 75 cm®’lik flasklara
eklendi. Flasklar % 5 CO, igeren +37°C’lik etiivde inkiibasyona birakildi. Hiicreler flask
yiizeyini % 80 oraninda kaplayana kadar inkiibe edildi, daha sonra bu hiicrelere de pasaj

protokolii uygulanarak eldeki hiicre miktar1 arttirildi.

3.2.3. Hiicrelerin Saklamaya Alinmasi

Eldeki hiicreler yeteri kadar ¢ogaltildiktan sonra sonraki caligmalarda kullanilmak
iizere saklamaya alind1. Hiicrelerin 75 cm®’lik flask yiizeyini kapladigi gézlendikten sonra
kabin igine alind1. Hiicre kiiltiir stvis1 bosaltildiktan sonra hiicreler PBS ile yikand:. Iki ml
tripsin eklendikten sonra 2 -3 dakika etiivde bekletildi. Etiivden ¢ikarilan flaskin kenarina
hafif¢e vurularak hiicrelerin ylizeyden iyice kalkmasi saglandi. Hiicre pasaj besiyerinden 4
ml eklendikten sonra pipetaj yapilarak hiicreler duvardan iyice c¢oziildii. Tim sivi
toplanarak 15 ml tiip igerisine birakildi ve 1800 x g’de 5 dakika santrifiij edildi. Ust siv1
uzaklastirildiktan sonra 5 ml PBS eklenerek hiicreler restispanse edildi ve tekrar 1800 x
g’de 5 dakika santrifiij edildi. Ust siv1 atildiktan sonra hiicreler iizerine bir miktar PBS
ilave edilerek resiispanse edildi. Bu sividan bir miktar alinip hiicre sayim islemi
gerceklestirildi. Mililitrede 5 - 6 x 10° hiicre olacak sekilde seyreltilen hiicreler, 15’lik
tiiplere alinip 1800 x g’de 5 dakika santrifiij edildi. Dipteki hiicreler lizerine 1 ml hiicre
saklama besiyeri ilave edilerek hiicreler siispanse edildi. Tiim sivi dondurma islemine
dayanikli tiip (cryotiip) igerisine almip etiketleme yapildi. Dakikada 1°C 1s1 diisiisi
saglayarak hiicrelerin hasar gormeden saklanmasmi saglayan hiicre sogutma kabi
(Nalgene, Thermo Fisher Scientific, Amerika Birlesik Devletleri) igerisinde -80°C’lik

sogutucuda bir giin bekletilen tiipler bir giin sonra sivi azot tankina kaldirild.

3.3. Viriislerin Cogaltilmasi

Calismada kullanilan insan AdV serotiplerinden insan AdV-19 ve insan AdV-37
ATCC’dan temin edildi. Kuru buz igerisindeki hiicrelerde tasinan viriisler 6nce +37°C’lik
su banyosunda ¢6ziildii, sonra siv1 azot igerisinde tekrar donduruldu. Bu dondurma - kirma
islemi ii¢ kez tekrarlandi ve hiicreler bu sekilde pargalanarak viriislerin hiicre digina

ctkmast saglandi. Tiipler 3000 x g’de 30 dakika santrifiij edildi.
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Daha Onceden pasajlar1 yapilip tam tabaka hale getirilen AS549 hiicrelerinin
iizerindeki besiyerleri dokiildii, bir miktar PBS eklenerek 2 kez yikandi. Santrifiij sonunda
viriis igeren {ist faz toplanarak A549 hiicreleri lizerine yavas¢a birakildi. Flasklar virtislerin
hiicrelere adsorbe olmasi i¢in +37°C’de 2 saat inkiibe edildi. Bu iki saat siiresince her 15
dakikada bir flasklar hafif¢e sallanarak viriislerin homojen olarak yayilmasi saglandi.
Inkiibasyon sonunda her flaska 15 ml viriis iiretim besiyeri ilave edilerek % 5 CO, igeren
+37°C’lik etlivde inkiibasyona birakildi. AdV iin hiicreler tizerindeki SPE goriilene kadar
(genellikle 10 giin) inkiibasyona devam edildi.

SPE goriiliip hiicrelerin ylizeyden kalkmaya baslamasindan sonra flask kenarma
hafifce vurularak tiim hiicrelerin yilizeyden kalkmasi saglandi. Yiizeyden kalkmayan
hiicreler hiicre kaziyicisi ile flask yilizeyinden kaldirildi. Pipet yardimiyla toplanan kiiltiir
swvist 15 ml’lik tiiplere alindi, 1800 x g’de 5 dakika sanftifiij edildi. Ust faz ayr tiiplere
almip -80 °C’ye saklamaya alindi. Dipte kalan hiicre pelleti tizerine 1 ml PBS ilave edilip
pipetaj yapildi. Hiicreler sivi azot igerisinde dondurulduktan sonra +37°C’lik su
banyosunda ¢ozdiiriildii. Bu islem 3 kere tekrarlanarak hiicrelerin pargalanip viriislerin
hiicre disina ¢ikmasi saglandi. Olusan siispansiyon, hiicre artiklarmin ¢oktiiriilmesi i¢in
+4°C’ye ayarlanmis santrifiijde 8000 x g’de 10 dakika santrifiij edildi. Viriislerin
bulundugu iist fazlar topland1 ve yeni liremis tam tabaka halindeki A549 hiicre dizileri
iizerine tekrar inokiile edildi. Viriis pasajlama islemi antiseptik maddeler ile ¢alisilacak

giine kadar tekrarland1 ve viriis miktar1 arttirildi.

3.4. Viriislerin Miktarinin Belirlenmesi

Calismada kullanilacak olan insan AdV-19 ve insan AdV-37 virlslerinin
miktarlarmm deneyler esnasinda belli bir sayida olmasi gerekmektedir. Standart olarak 10°
TCIDs¢/ml olmas1 6nerilmekle birlikte, logaritmik olarak 4 birimlik diisiisii gdsterebilecek
bir viriis miktar1 da kabul edilmektedir. Eldeki viriis miktarinin belirlenmesi i¢in “Son
Nokta” yontemi kullanilarak Doku Kiiltiirtin Yarisim1 Enfekte Eden Doz (50% Tissue
Culture Infective Dose) (TCIDsg) degeri hesaplandi.

Bunun i¢in her bir virlis icin 96 kuyucuklu diiz tabanli hiicre kiiltiir ortamlar1
(Greiner Bio-One, Almanya) kullanildi. Daha 6nceden pasaji yapilip tam tabaka hale
getirilen A549 hiicreleri flask ylizeyinden kaldirildi ve hiicre sayimi yapildi. Hiicre pasaj
besiyeri kullanilarak mililitresinde 50.000 hiicre olacak sekilde seyreltilen hiicrelerden 96

kuyucuklu hiicre kiiltiir ortaminin her bir kuyusuna 100’er pl ekim yapildi. (Her kuyucuga
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5.000 hiicre inokiile edildi.). Hiicreler yiizeyi tamamen kaplayana kadar % 5 CO’li
ortamda +37°C’de inkiibe edildi.

Analiz esnasinda kullanilmak tizere daha 6nceden 75°1ik kiiltiir flasklarma ayr1 ayr1
ekimi yapilan viriislerin hiicreler tizerindeki SPE’leri goriildiikten hemen sonra toplanma
islemi gerceklestirildi. SPE goriiliip hiicrelerin yiizeyden kalkmaya baglamasindan sonra
flasklarin kenarma hafifce wvurularak tiim hiicrelerin yiizeyden kalkmasi saglandi.
Yiizeyden kalkmayan hiicreler tek kullanimlik plastik hiicre kaziyicist ile flask yiizeyinden
kaldirildi. Pipet yardimiyla toplanan kiiltiir sivilar1 15 ml’lik tiiplere alindi, 1800 x g’de 5
dakika santrifiij edildi. Ust fazlar ayrildiktan sonra hiicreler 5 ml soguk PBS ile siispanse
edildi ve tekrar santrifiij edildi. Ust fazlar tekrar uzaklastirildiktan sonra dipte olusan hiicre
pelletleri iizerine 1’er ml PBS ilave edilip pipetaj yapildi. Hiicreler sivi azot igerisinde
dondurulduktan sonra +37°C’lik su banyosunda ¢ozdiiriildi (Sekil 3.1). Bu islem 3 kere
tekrarlanarak hiicrelerin pargalanip virlislerin hiicre disina ¢ikmasi saglandi. Olusan
stispansiyon, hiicre artiklarmin ¢oktiiriilmesi i¢in +4°C’ye ayarlanmis santrifiijde 8000 x
g’de 10 dakika santrifiij edildi. Viriislerin bulundugu st fazlar ayr1 tiiplere alindi. % 2 FBS
iceren DMEM ile eldeki bu stok viriisten 10’ar katlik diliisyonlar hazirland1 (107, 102, 10°
3. 100,

Sekil 3.1. Hiicre dondurma-kirma islemleri

Hiicre kiiltiir ortaminda tam tabaka hale gelmis hiicreler lizerindeki besiyerleri pipet
yardimiyla toplandi. Hazirlanan viriis sulandirmalarindan 50’°ser ul alinarak, hiicre kiiltiir

ortamindaki hiicreler iizerine her bir (1 - 11) siitundaki 8 adet kuyuya (A - H) ayni diliisyon
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gelecek sekilde inokiile edildi (Sekil 3.2). Iki saatlik adsorbsiyon siiresi sonunda
kuyulardaki sivilar lizerine 50’ser upl viriis iiretim besiyeri ilave edilerek inkiibasyona

birakildi. Hiicrelerde SPE goriilene kadar inkiibasyona devam edildi (Sekil 3.3).
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Sekil 3.2. TCIDsy degeri hesaplanmasi i¢in virlis sulandirmalarmin hiicreler {izerine
inokiilasyonu (Carter and Saunders, 2007).
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Sekil 3.3. A. Viriis sayim islemi; B. Hiicrelerin inkiibasyonu

Doksan alt1 kuyucuklu kiiltiir ortammda SPE olusumu goriildiikkten sonra tiim
kuyucuklar kontrol edildi. Her bir diliisyon i¢in SPE goriillen ve goriilmeyen kuyular

belirlendikten sonra Spearman - Karber Metodu’na gore TCIDs degeri hesaplandi.

3.5. Antiseptiklerin Etkinliginin Arastirilmasi

Bu calismada antiseptiklerin bazi Adenoviriis serotipleri tizerindeki etkinligini test
etmek amaciyla temel olarak European Standard 14476 standartlar1 uygulanmigtir
(Standardization, 2011).

A549 hiicreleri 96 kuyucuklu diiztabanli hiicre kiiltiir ortamlarinda tretildi. Tam
tabaka goriiniim olustuktan sonra diger islemlere ge¢ildi. Deney esnasinda iki adet (Insan
AdV-19 ve insan AdV-37) viriis serotipi ile ¢alisildi

Calismaya baslamadan Once su banyosu +20°C’ye ayarland1 ve istenen sicakliga
gelmesi beklendi. Calismada kullanilacak tiim sivi malzemeler (dezenfektan etken
maddeleri, sert su, FBS) calisma boyunca +20°C’de bekletildi. Bir kopiik icerisine kirik
buz koyuldu. Hazirlanan DMEM + % 2 FBS karisimlari, ¢alisma boyunca buz iizerinde
bekletildi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Kullanilan sivilar ¢aligsma esnasinda uygun sicakliklarda bekletildi.

Dezenfektanlarin viriisler iizerine farkli siirelerdeki etkileri +20+1°C sicaklikta
calisildi. Karigim hazirlandiktan hemen sonra vorteks cihazi ile iyice karistirildi ve
ardindan +20+1°C’lik su banyosunda bekletildi. IIgili siire sonunda hemen islemi yapilan

karigim, bir sonraki etki siiresi islemine kadar tekrar su banyosunda bekletildi (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Karisimin +20°C’de bekletilmesi.

3.5.1. Viriislere % 70 EtOH’iin etkisinin arastirilmasi

Bir tiip igerisine 175 pl EtOH ve 25 pul sert su karistirilarak % 87,5’lik EtOH
hazirlandi. Bu karigimdan 160 pl alinarak ayri bir tiipe koyuldu. Farkli bir tiipte de 20 pl
FBS ve 20 pl viriis siispansiyonu karistirildi. Bu karisimin hepsi alinip, 160 pl’lik EtOH
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iizerine birakildi. Boylece 200 pl toplam hacimde, igerisinde % 70 oraninda EtOH, % 10
FBS ve virlis bulunan soliisyon elde edildi (Sekil 3.6). Karisim vorteks cihazi ile iyice
karistirildiktan sonra +20°C’ye ayarlanmis su banyosunda bekletildi. Daha sonra sirasiyla

asagidaki islemler gergeklestirildi.

%087.57lik EtOH

lin; fim
o in 3
3 -;.f
e bt
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+ +
25 ul Sert Su 20 pl viris
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160 ul Y= 40 wl
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4+
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+
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Sekil 3.6. % 70 EtOH i¢cin karisim hazirlanmasi

Mikrosantrifiij tiipleri i¢erisine 450 pl hacimde soguk DMEM + % 2 FBS koyuldu.
Yukarida hazirlanisi tarif edilen 200 pl’lik soliisyondan, tiip icerisine virlis eklenmesinden
30 saniye sonra 50 pl sivi gekilerek, icerisinde DMEM bulunan mikrosantrifiij tiipline
birakildi. Boylece 30 saniye sonra etanol’iin etkinligi durdurulmus oldu (Chang et al.,
2013). ilk hazirlanan 200 pl’lik sivinm 107"°lik sulandirmasi da bdylece yapilmis oldu. 10°
Plik sulandirma tiiptinden 50 pl siv1 gekilip 450 pl soguk DMEM bulunan tiip icerisine
birakilarak 10?’lik sulandirma; bu tiipten de 50 pl almip 450 pl soguk DMEM igeren diger
tiipe birakilarak 10™’lik sulandirma yapildi. Bu islem 10®’lik sulandirma elde edilene

kadar devam edildi (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. EtOH’iin etkisinin 30 saniye sonra durdurulmasi ve seyreltme iglemi

Sulandirma islemi bittikten hemen sonra viriis miktarindaki degisimin sayisal olarak
hesaplanmasi i¢in TCIDsy degeri hesaplamasi islemine gegildi. 10" sulandirma oranindan
50’ser pl alinip, 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir ortammin 1 numarali siitununun (A-H)
kuyucuklarma; 107 sulandirma oranindan 50’ser pl almip 2 numarali siitunun (A-H)
kuyucuklarina; 10° sulandrma oranindan 50’ser pl almip 3 numarali siitunun
kuyucuklarma birakildi. Bu iglem tiim sulandirma oranlarina uygulanda.

Tiim sulandirma oranlarina ait inokiilasyon islemi gergeklestirildikten sonra hiicre
kiiltiir ortamu, viriislerin hiicrelere adsorbsiyonu ig¢in 1 saat % 5 CO, igeren +37°C’lik
etiivde inkiibe edildi. Bir saat sonrasinda tiim kuyucuklara 50 pl viriis liretme besiyeri ilave
edildi ve ayn1 ortamda inkiibasyona birakildi (Sekil 3.8). Hiicreler 10 giin boyunca her giin
SPE goriiniimii bakimindan kontrol edildi. Onuncu giiniin sonunda her diliisyon i¢in SPE
goriilen ve goriilmeyen kuyular belirlendikten sonra Spearman - Karber Metodu’na gore

TCIDso degeri hesaplandi.
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Sekil 3.8. Karisima uygulanan islemler 1. Vorteksleme 2. +20°C’de bekletme 3.
Notralizasyon 4. Seyreltme 5. Hiicrelere ekim 6. Inkiibasyon

Yukarida hazirlanig1 tarif edilen 200 pl’lik soliisyondan, tiip igerisine viriis
eklenmesinden 60 saniye sonra 50 ul sivi g¢ekilerek, igerisinde soguk DMEM bulunan
mikrosantriflij tiipline birakildi. Bdylece 60 saniye sonra etanol’iin etkinligi durdurulmus
oldu. Bu asamadan sonra, yukarida anlatilan islemler tekrar yapildi.

Hazirlanan 200 pl’lik soliisyondan, tiip igerisine virlis eklenmesinden 120 saniye
sonra 50 pl svi gekilerek, igerisinde DMEM bulunan mikrosantrifiij tlipline birakild1.
Boylece 120 saniye sonra etanol’iin etkinligi durdurulmus oldu. Bu asamadan sonra,

yukarida anlatilan islemler tekrar yapild1.

3.5.2. Viriislere % 70 EtOH + % 0,5 CHDG’1n etkisinin arastirilmasi

Bir tiip icerisine 875 ul EtOH, 31,25 pl % 20’lik CHDG ve 93,75 pl sert su
karistirilarak % 87,5 EtOH + % 0,625 CHDG hazirlandi. Bu kombinasyondan 160 pl
alinarak ayr1 bir tiipe koyuldu. Farkli bir tiipte de 20 pl FBS ve 20 pl viriis siispansiyonu
karistirildi. Bu karisimin hepsi alinip, 160 ul’lik kombinasyon iizerine birakildi. Boylece
200 pl toplam hacimde, igerisinde % 70 EtOH + % 0,5 CHDG, % 10 FBS ve viriis bulunan
soliisyon elde edildi. Karisim vorteks cihazi ile iyice karistirildiktan sonra +20°C’ye
ayarlanmis su banyosunda bekletildi. Bundan sonra yukarida anlatilan islemlerin aynis1 (30

saniyelik etkilesim, 60 saniyelik etkilesim ve 120 saniyelik etkilesim islemleri) tekrar
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yapildi. Karigimim etkisini durdurmak i¢in % 0,0125 sodyum tiyosiilfat iceren soguk
DMEM + % 2 FBS kullanild1 (Rutala et al., 2006).

3.5.3. Viriislere % 70 IPA’iin etkisinin arastirilmasi

Bir tiip icerisinde 175 pl IPA ve 25 pl sert su karistirillarak % 87,5’lik IPA
hazirlandi. Bu karisimdan 160 pl almarak ayri bir tiipe koyuldu. Farkli bir tiipte de 20 pl
FBS ve 20 pl viriis silispansiyonu karistirildi. Bu karigimin hepsi almip, 160 ul’lik IPA
iizerine birakildi. Boylece 200 pl toplam hacimde, igerisinde % 70 oraninda IPA, %10 FBS
ve viriis bulunan soliisyon elde edildi. Karisim vorteks cihazi ile iyice karistirildiktan sonra
+20°C’ye ayarlanmis su banyosunda bekletildi. Bundan sonra yukarida anlatilan ilk
islemlerin aynis1 (30 saniyelik etkilesim, 60 saniyelik etkilesim ve 120 saniyelik etkilesim
islemleri) tekrar yapildi. Karisimin etkisini durdurmak i¢in soguk DMEM + % 2 FBS
kullanild.

3.5.4. Viriislere % 70 IPA + % 0,5 CHDG’1n etkisinin arastirilmasi

Bir tiip igerisine 875 ul IPA, 31,25 ul %20’lik CHDG ve 93,75 ul sert su
karstirilarak % 87,5 IPA + % 0,625 CHDG hazirlandi. Bu kombinasyondan 160 pl
almarak ayr1 bir tiipe koyuldu. Farkli bir tiipte de 20 ul FBS ve 20 pl viriis siispansiyonu
karistirildi. Bu karigimin hepsi alinip, 160 pl’lik kombinasyon iizerine birakildi. Boylece
200 pl toplam hacimde, igerisinde % 70 IPA + % 0,5 CHDG, % 10 FBS ve viriis bulunan
soliisyon elde edildi. Karisim vorteks cihazi ile iyice karistirildiktan sonra +20°C’ye
ayarlanmis su banyosunda bekletildi. Bundan sonra yukarida anlatilan ilk islemlerin aynis1
(30 saniyelik etkilesim, 60 saniyelik etkilesim ve 120 saniyelik etkilesim islemleri) tekrar
yapildi. Karigimim etkisini durdurmak i¢in % 0,0125 sodyum tiyosiilfat iceren soguk
DMEM + % 2 FBS kullanilda.

3.5.5. Viriislere % 60 EtOH + % 10 IPA’iin etkisinin arastirillmasi

Bir tiip igerisine 150 ul EtOH, 25 ul IPA ve 25 pl sert su karistirilarak % 75 EtOH +
% 12,5 IPA hazirlandi. Bu kombinasyondan 160 pl alinarak ayr1 bir tiipe koyuldu. Farkl
bir tiipte de 20 pl FBS ve 20 pl viriis siispansiyonu karistirildi. Bu karisimin hepsi alinip,
160 ul’lik kombinasyon {izerine birakildi. Béylece 200 pul toplam hacimde, igerisinde % 60
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EtOH, % 10 IPA, %10 FBS ve viriis bulunan soliisyon elde edildi. Karisim vorteks cihazi
ile iyice karistirildiktan sonra +20°C’ye ayarlanmis su banyosunda bekletildi. Bundan
sonra yukarida anlatilan ilk islemlerin aynis1 (30 saniyelik etkilesim, 60 saniyelik etkilesim

ve 120 saniyelik etkilesim islemleri) tekrar yapildi. Karigimin etkisini durdurmak igin

soguk DMEM + % 2 FBS kullanild1.

3.5.6. Viriislere % 60 EtOH + % 10 IPA + % 0,5 CHDG’mn etkisinin

arastirillmasi

Bir tiip igerisine 750 ul EtOH, 125 pul IPA, 31,25 ul %20’lik CHDG ve 93,75 ul sert
su karstirillarak % 75 EtOH + % 12,5 IPA+ % 0,625 CHDG hazirlandi. Bu
kombinasyondan 160 pl aliarak ayr1 bir tiipe koyuldu. Farkli bir tiipte de 20 ul FBS ve 20
pl virlis siispansiyonu karistirildi. Bu karisimin hepsi almip, 160 pl’lik kombinasyon
iizerine birakildi. Boylece 200 pl toplam hacimde, icerisinde % 60 EtOH + % 10 IPA+ %
0,5 CHDG, % 10 FBS ve viriis bulunan soliisyon elde edildi. Karisim vorteks cihazi ile
iyice karigtirildiktan sonra +20°C’ye ayarlanmis su banyosunda bekletildi. Bundan sonra
yukarida anlatilan ilk islemlerin aynis1 (30 saniyelik etkilesim, 60 saniyelik etkilesim ve
120 saniyelik etkilesim islemleri) tekrar yapildi. Karisimin etkisini durdurmak ic¢in %

0,0125 sodyum tiyosiilfat iceren soguk DMEM + % 2 FBS kullanild1

3.5.7. Viriislere % 60 EtOH + % 10 IPA + % 1 n-BuOH’iin etkisinin

arastirillmasi

Bir tiip icerisine 1500 ul EtOH, 250 pl IPA, 25 pl n-BuOH ve 225 pl sert su
karistirilarak % 75 EtOH + % 12,5 IPA+ % 1,25 n-BuOH hazirlandi. Bu kombinasyondan
160 pl alinarak ayr1 bir tiipe koyuldu. Farkli bir tiipte de 20 ul FBS ve 20 upl viriis
siispansiyonu karigtirildi. Bu karigimin hepsi alimip, 160 pl’lik kombinasyon iizerine
birakildi. Boylece 200 pl toplam hacimde, icerisinde % 60 EtOH + % 10 IPA+ % 1 n-
BuOH, % 10 FBS viriis bulunan soliisyon elde edildi. Karisim vorteks cihazi ile iyice
karistirildiktan sonra +20°C’ye ayarlanmigs su banyosunda bekletildi. Bundan sonra
yukarida anlatilan ilk islemlerin aynis1 (30 saniyelik etkilesim, 60 saniyelik etkilesim ve
120 saniyelik etkilesim islemleri) tekrar yapildi. Karigimin etkisini durdurmak i¢in soguk

DMEM + % 2 FBS kullanildi.
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3.6. Calismanin Kontrolleri
3.6.1. Sitotoksisite kontrolii

Antiseptik maddelerin hiicreler iizerindeki olumsuz etkilerini, viriislerin hiicreler
iizerindeki sitopatik etkilerinden ayirmak i¢in sitotoksisite kontrolii yapildi. Dezenfektan
etken maddelerinin hiicreler iizerine toksik bir etkisinin olmadigmin gosterilmesi i¢in,
deneyler esnasinda c¢alisilan karigim, viriis eklenmeden, deney esnasinda oldugu gibi
sulandirildi (10'] - 10°® aras1). Bu karisimlardan 50 pl alinarak hiicreler iizerine inokiile
edildi. Bir saatlik inkiibasyondan sonra hiicreler lizerine 50 pl viriis iiretim besiyeri eklendi
ve % 5 CO, igeren +37°C’lik etiivde 10 giin inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda etken

maddelerin hiicreler {izerinde toksik etkiye sahip olup olmadiklar1 kontrol edildi.
3.6.2. Hiicre duyarhhg: kontrolii

Bu kontroliin yapilmasi ile dezenfektan etken maddelerinin hiicreler iizerinde,
hiicrelerin viriislerle etkilesimini olumsuz yonde etkileyecek bir bozulmaya sebep olmadigi
gosterildi. Bu islem i¢in yukarida dezenfektan etken maddeleri ile hazirlanan karigimlar
ayn1 konsantrasyonlarda fakat viriis eklemeden hazirlandi. Eklenmesi gereken viriis miktar1
kadar PBS ilave edildi.

Sonrasinda her bir etki siiresi sonunda, calisilan dezenfektan etken maddesini
etkisizlestirecek kimyasal eklendi ve diliisyonlar yapildi. Bu seyreltmelerden 50°ser pl
almarak 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir ortamlarinda iiretilen hiicreler iizerine birakildi. Bir
saat +37°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda, ilgili seyreltmeye ait kuyucuklar
icerisine, normalde etken maddeye maruz kaldiktan sonra TCIDsy degerini belirlemek i¢in
uygulanan seyreltme oranmna uygun miktarda viriis ilave edildi (10" siitunundaki
kuyucuklara 107, 107 siitunundaki kuyucuklara 10° vs..).

Hiicre duyarhiligi kontrolii prosediirii tiim dezenfektan etken maddeleri igin
uygulandi. Tim hiicre kiiltiir ortamlarmin inkiibasyonundan sonra gozlenen degerler

kaydedildi.
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3.6.3. Proteinli ortamdaki viriis miktarlarinin kontrolii

insan AdV-19 ve insan AdV-37’lerden sulandirmalar (10™ - 10™°) hazirland1 ve
virlis miktarlar1 (TCIDso degerleri) kontrol edildi. Viriislerin, dezenfektan etken maddeleri
eklenmeden, proteinli ortamdaki miktarlarmi kontrol etmek icin karigimlar ve bu
karisimlarm sulandirmalar (107 - 10™°) yapildi. Proteinli ortamdaki kontrol igin viriis,
PBS ve % 10 FBS eklenerek karigimlar hazirlandi (Sekil 3.9). Bu karisimlar en uzun etki
siiresi kadar bekletildi ve bu siire sonunda 10"° oranmna kadar 10’ar kat sulandirildi.
Sonrasinda yukarida anlatilan islemler tekrar uygulandi ve viriislerin proteinli ortamdaki

TCIDs degerleri kontrol edildi.
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Sekil 3.9. Viriis miktar1 kontrolii i¢in hazirlanan karigim.

3.7. Azalma Orani ve % 95 Giiven Aralig1 Hesaplama

Azalma orani, virlis miktarinin antiseptik maddeler iizerine eklenmeden 6nceki
logaritmik degeri ile antiseptik maddeler ile etkilestikten sonra kalan logaritmik degeri
arasindaki farktir. Bir antiseptik maddenin viriis iizerine etkili olabilmesi i¢in 4 logo
degerinde azalma meydana getirmesi gerekmektedir. Antiseptik maddelerin insan AdV-19
ve insan AdV-37 lizerinde meydana getirdikleri azalma oranlar1 asagidaki formiile gore

hesaplanmistir:

RF=a-b
RF = Teste ait azalma orani
a = Virls kontroliiniin log;oTCIDs, degeri

b = Kalan viriis miktarmin log;oTCIDs degeri
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Viriis miktarlarinin % 95 giliven aralig1 degerleri “European Standard prEN 14476

rev”’ standartlar1 uyarinca agsagidaki formiiller kullanilarak hesaplanmistir:

sm=\/d> " {(pi(1-pi)/ (n-1)}

sm = Logaritmik miktarin standart hata orani
d = Sulandirma katsayisinin logaritmasi

p1 = Goriilen reaksiyon orant

n = Her sulandirma i¢in tekrar edilen kuyucuk sayis1

% 95 giiven araligy, yaklasik olarak standart hatanin iki katidir. Indirgeme oranmnin

% 95 giiven aralig1 hesaplama formiilii:

KRF=2x /s,” +5,’

KRF = Azalma oraninin % 95 giiven aralig1 degeri
sa = Virlis kontroliiniin standart hatasi

sy, = Kalan virts miktarmin standart hatasi
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4. BULGULAR

A549 hiicreleri % 90 DMEM, % 10 FBS, % 1,4 L-glutamin ve % 1
penisilin/streptomisin igeren besiyeri ortaminda % 5 CO; igeren +37°C’lik etiivde tiretildi

Sekil 4.1.”de tam tabaka halindeki A549 hiicreleri goziikkmektedir.

Sekil 4.1. Tam tabaka halindeki A549 hiicreleri

Insan AdV-19 ve insan AdV-37 viriisleri tam tabaka haline gelmis farkli
flasklardaki hiicreler tizerine % 2 FBS % 1,4 L-glumatin ve % 1 penisilin/streptomisin
iceren DMEM besiyeri ortaminda inokiile edildi. SPE goriilene kadar inkiibasyona devam
edildi (Sekil 4.2). SPE insan AdV-19 i¢in 7 giinde, insan AdV-37 i¢cin 5 giinde

yuvarlaklagma ve liziim salkimi seklinde gortildii.
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Sekil 4.2. insan AdV’lerin SPE gériintiisii

4.1. Viriis Miktarlan

Spearman - Karber metoduna gore viriis miktarlarint hesaplamak ic¢in tiim
kuyucuklar SPE varhigi acisindan degerlendirildi (Sekil 4.3). Stok wviriisiin 10 kat
diliisyonlarmi igeren kuyucuklarda SPE goriilen ve goriilmeyen kuyular belirlendikten

sonra Sekil 4.4 ve Sekil 4.5’te goriildiigii gibi semalar olusturuldu.

Sekil 4.3. A. SPE negatif goriintiisii B. SPE pozitif goriintiisii.
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Sekil 4.4. Insan AdV-19 icin SPE bulgular1. (+) ile isaretlenenler SPE gériilen kuyular, (-)
ile isaretlenenler SPE goriilmeyen kuyular.

Yukaridaki sekilde gézlenen sonuglar, Cizelge 4.1°de goriildiigii gibi diizenlendi ve

asagidaki formiile gore viriis miktar1 hesaplandi.

TCIDso= A - [{(B/100) - 0,5} x C ]
A = En yiiksek viriis sulandirma oraninin negatif logaritmasi
B = SPE pozitiflikleri toplam

C = Sulandirma katsayis1 logaritmasi
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degeri

Cizelge 4.1. Spearman - Karber Metodu’na gore insan AdV-19 i¢cin TCIDs
hesaplanmasi
Viriis Sulandirma -logio SPE Goriilme | SPE Pozitifligi pi
Oram Degeri Oram (%) Degeri
1:10 1 8/8 100 1.0
1:100 2 8/8 100 1.0
1:1.000 3 8/8 100 1.0
1:10.000 4 8/8 100 1.0
1:100.000 5 8/8 100 1.0
1:1.000.000 6 7/8 87,5 0.875
1:10.000.000 7 4/8 50 0.5
1:100.000.000 8 1/8 12,5 0.125
1:1.000.000.000 9 0/8 0 0
1:10.000.000.000 10 0/8 0 0

Insan AdV-19 i¢in TCIDs = -1 - [{(650/100) - 0,5} x 1]

=_1-[{6,5-0,5} x 1]

—-1-6

=7

Bu sonuca gore insan AdV-19 icin viriis miktar1 logTCIDso(7), yani 1 x 10”"dir.

Viris

sayimi icin eldeki stok viriisten 50 pl alindigindan bu say1 1 x 107/50 pl’dir.

(Calismada esnasinda stok viriisten 20 pl aliacagmdan ve antiseptik maddeler dahil toplam

hacim 200 ul olacagindan antiseptik ile etkilesmeden 6nceki insan AdV-19 miktar1 4 x 10°

/200 pl, logaritmik olarak ise 6,602 olarak bulundu.
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Sekil 4.5. Insan AdV-37 i¢in SPE bulgular1. (+) ile isaretlenenler SPE goriilen kuyular, (-)
ile isaretlenenler SPE goriilmeyen kuyular.

Ayni islemler insan AdV-37 icin de yapildi ve viriis miktar1 9,486 x 10°/200 pl
olarak hesaplandi. Logaritmik olarak ise 5,977 olarak bulundu. Antiseptik maddeler ile
etkilesmek iizere karisima insan AdV-19’dan logTCIDsy 6,602, insan AdV-37°den ise
logTCIDs 5,977 degerinde viriis eklenmis oldu.

4.2. Kontrol Calismalar1 Sonuglar

Sitotoksisite kontrolii sonuglarina gore kullanilan antiseptik maddelerin hi¢birinin
hiicre dizisi lizerinde 6nemli bir toksik etkiye neden olmadigi goriilmiistiir. Ayrica hiicre
duyarhilig1 kontrolii sonucuna gore antiseptik maddelerin viriislerin hiicreyi enfekte etme
yetenegini etkilemedigi gosterilmistir. Yiiksek proteinli (% 10 FBS’lu) ortamdaki viriis
miktarlarinin kontrolii sonuglar1 ise normal proteinli (% 2 FBS’lu) ortamdaki viriis

miktarlar1 ile ayn1 ¢ikmistir.
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4.3. Antiseptik Maddeler fle Etkilesim Sonuclar

Insan AdV-19 ve 37 ile antiseptik maddelerin etkilesim siireleri sonunda gdzlenen
SPE oranlar1 ve proteinli ortamdaki virlis miktar1 kontrollerinin SPE agisindan
degerlendirildi. Bu amagla antiseptik ile karsilastirilan viriisiin 8 farkli diliisyonu c¢aligildi.
Sonuglar 8 farkli kuyucukta SPE saptanan kuyucuk sayis1 seklinde cizelgelerde gosterildi
Cizelge 4.2°de virlis sayilarinin kontrolii sonucunda saptanan SPE oranlar1 goziikmektedir.
Cizelge 4.3 ve 4.4’te de sirasiyla insan AdV-19 ve insan AdV-37 ile antiseptik maddelerin

etkilesim siireleri sonunda saptanan SPE oranlar1 yer almaktadir.

Cizelge 4.2. Viriis sayis1 kontrolii sonucunda saptanan SPE oranlar1

Sulandirma (-log;o)*
Viriis
2 3 4 5 6 7 8 9
Insan AdV-19 8/8 8/8 8/8 6/8 4/8 2/8 0/8 0/8
Insan AdV-37 8/8 8/8 7/8 4/8 3/8 1/8 0/8 0/8

* Sitopatik etki goriilen kuyucuk sayisi / Toplam kuyucuk sayisi
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Cizelge 4.3. Insan AdV-19 ile antiseptik maddelerin etkilesim siireleri sonunda saptanan
SPE oranlar1.

Etki Sulandirma (-log;o)*
Antiseptik | Siiresi
(sn) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
30 --- 8/8 7/8 7/8 3/8 1/8 0/8 0/8 0/8
% 70 EtOH 60 --- 8/8 8/8 6/8 2/8 0/8 0/8 0/8 0/8
120 --- 8/8 7/8 2/8 1/8 0/8 0/8 0/8 0/8
% 70 EtOH 30 --- 8/8 8/8 6/8 3/8 0/8 0/8 0/8 0/8
T 60 --- 8/8 8/8 5/8 1/8 0/8 0/8 0/8 0/8
% 0.5 CHDG 120 --- 8/8 8/8 2/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8
30 --- 8/8 8/8 7/8 3/8 1/8 0/8 0/8 0/8
% 70 IPA 60 --- 8/8 8/8 6/8 3/8 0/8 0/8 0/8 0/8
120 --- 8/8 8/8 4/8 3/8 0/8 0/8 0/8 0/8
% 70 IPA 30 --- 8/8 8/8 6/8 4/8 2/8 0/8 0/8 0/8
+ 60 --- 8/8 8/8 6/8 2/8 0/8 0/8 0/8 0/8
% 0.5 CHDG 120 --- 8/8 6/8 3/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8
% 60 EtOH 30 --- 8/8 8/8 6/8 3/8 0/8 0/8 0/8 0/8
+ 60 --- 8/8 8/8 2/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8
% 10IPA 120 | — [ 88| 48 | 1/8 | 08| 08| 08| 08| 08
% 60 EtOH 30 --- 8/8 7/8 4/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8
+
% 10 IPA 60 --- 8/8 5/8 2/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8
+
% 0.5 CHDG 120 --- 8/8 5/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8
% 60 EtOH 30 --- 8/8 6/8 3/8 1/8 0/8 0/8 0/8 0/8
+
% 10 IPA 60 --- 8/8 3/8 1/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8
+
% 1 n-BuOH 120 --- 7/8 4/8 1/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8
* Sitopatik etki goriilen kuyucuk sayisi / Toplam kuyucuk sayisi
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Cizelge 4.4. insan AdV-37 ile antiseptik maddelerin etkilesim siireleri sonunda saptanan
SPE oranlar1

Etki Sulandirma (-log;¢)*
Antiseptik | Siiresi
on) | 1 2 3 4 5 6 7 8 9
30 — | 88 | 78 | 48 [ 2/8 ] 0/8 | 08 | 0/8 | 0/8
% 70 EtOH 60 — | 88 [ 784808 ] 08 | 08 08 | 0/8
120 | - [ 88 [ 58 [ 28 08 ] 08 [ 08 ] 081 0/8
% 70 EtOH 30 — | 88 | 88 | 7/8 [ 38| 1/8 | 0/8 | 0/8 | 0/8
+ 60 — | 88 [ 88 6828 08 08 ] 081 0/8
%05CHDG | 120 | - | 88 | 5/8 [ 28] 1/8 | o/8 | o/8 | 0/8 | 08
30 — | 8/8 | 8/8 | 6/8 | 48 | 2/8 | 0/8 | 0/8 | 0/8
% 70 IPA 60 — | 88 [ 6/8 48] 1/8] 08 | 08 08 0/8
120 | - [ 88 [ 68 [ 38 ] 1/8] 08 | 0/8 [ 08 | 0/8
% 70 IPA 30 — | 88 [ 88 [ 7838 ] 1/8 | 08 ] 081 0/8
+ 60 — | 88 [ 78 48] 1/8] 08 | 08 ] 08 0/8
%05CHDG | 120 | - | 88 | /8 [ 3/8 ] 1/8 | o/8 | 0/8 | 0/8 | 0/8
% 60 E{OH 30 — | 88 [ 78 38 28] 08 [ 08 ] 081 0/8
+ 60 — | 88 [ 68 3808 ] 08 087 08 | 0/8
% 10 IPA 120 | - [ 88 [ 38 [ 1/8]08 ] 08 [ 08 ] 081 0/8
% 60 EtOH 30 | 88 | 7/8 | 48 | 1/8 | 0/8 | 0/8 | 0/8 | 0/8
% 10+ IPA 60 — | 88 [ 58 [ 28] 1/8] 08 [ 08 ] 081 0/8
% 0. 5+CHDG 120 | - [ 88 [ 48 [ 1/8 08| 08 [ 08 [ 081 0/8
% 60 EtOH 30 — | 88 [ 784808 ] 08 | 08 08 | 0/8
o, 10+ PA 60 — | 88 | 58 28 08 ] 08 | 08 081 0/8
% | nj_BuOH 120 | — [ 78 138 [ 1/8]08 ] 08 | 08 ] 081 0/8
* Sitopatik etki goriilen kuyucuk sayist / Toplam kuyucuk sayisi
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Bu cizelgelerdeki degerler dikkate alinarak antiseptiklerin virlis miktarlari
iizerindeki etkisi Spearman - Karber Metodu’na gore hesaplandi. Hesaplamalar sonucu
olusan degerler % 95 giiven araliklar1 ile birlikte Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6’da
gosterilmistir. Her iki virlise ait virlis miktar1 degisim grafikleri Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de
gosterilmistir.

Antiseptik maddelerin viriis ile etkilesme siiresine gore viriis sayisindaki azalmay1
gosteren azalma oranlar1 ve bu oranlarm % 95 giiven aralig1 degerleri insan AdV-19 i¢in
Cizelge 4.7°de, imsan AdV-37 icin ise Cizelge 4.8’de gosterilmistir. Bu degerler sonucu
olusan azalma grafikleri ise Sekil 4.8 ve Sekil 4.9’te verilmistir.

Insan AdV-19’la yapilan deney sonuglarina gore, viriis miktarinda en fazla azalma
meydana getiren kombinasyon % 60 EtOH + % 10 IPA + % 1 n-BuOH olmustur. Yiiz
yirmi saniye sonunda 3logjo’luk azalma meydana getiren bu kombinasyon 30 ve 60
saniyelik etkilesimlerde virlis miktarindaki en fazla azalmaya sebep olmustur. Viriis
sayisinda en fazla ikinci azalmay1 % 60 EtOH + % 10 IPA + % 0,5 CHDG ve % 60 EtOH
+ % 10 IPA kombinasyonlar1 saglamistir. Bu kombinasyonlar 120 saniye sonunda 2,875
logio’luk bir azalmaya sebep olmustur. % 70 EtOH ve % 70 EtOH + % 0,5 CHDG’ 1n ikisi
de 120 saniye sonunda 2,25 log;o degerinde azalma orani gostermistir. En diisiik azalma
oranlarmin 1,625 log;o ve 1,875 logy ile sirasiyla % 70 IPA ve % 70 IPA + % 0,5 CHDG
kimyasallarina ait oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.8).

Insan AdV-37’nin sonuglarina bakildiginda ise 120 saniye sonunda yine % 60 EtOH
+ % 10 IPA + % 1 n-BuOH en fazla azalma meydana getiren kombinasyon olmustur. Bu
kombinasyon viriis miktarinda 120 saniye sonunda 2,5 log;o degerinde bir azalmaya sebep
olmustur. Ikinci olarak en fazla azalma gosteren antiseptik kombinasyonun 2,375 logo ile
% 60 EtOH + % 10 IPA oldugu goriilmiistiir. % 60 EtOH + % 10 IPA + % 0,5 CHDG ise
2,25 logjo oranm ile 120 saniye sonunda ligiincii en fazla azalma gosteren kombinasyon
olmustur. Yiiz yirmi saniye sonunda % 70 EtOH + % 0,5 CHDG 2,125 log;o, % 70 EtOH 2
logio, % 70 IPA ve % 70 IPA + % 0,5 CHDG ise 1,625 log;o degerinde azalma meydana
getirmistir (Sekil 4.9).
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Cizelge 4.5. Insan AdV-19 ile yapilan calisma sonrast kalan viriis miktarlar:
(log1oTCID/200 pl) ve % 95 giiven aralig1 degerleri.
Viriis Miktan s P
Etki Siiresi Sonunda Kalan Viriis Miktarlan
Antiseptik ve % 95
P ° ve % 95 Giiven Arahigi Degerleri (-logio)
Madde Giiven
Arahg (log;) 30 sn 60 sn 120 sn
% 70 EtOH | 6,602 £0,598 | 5,352 +0,567 4,977 £ 0,551 4,352+ 0,482
% 70 EtOH
+ 6,602 + 0,598 | 5,227 +0,491 5,102 +£ 0,463 4,352 + 0,327
% 0.5 CHDG
% 70 IPA 6,602 + 0,598 | 5,477 +0,509 5,227 £ 0,491 4,977 + 0,526
% 70 IPA
+ 6,602 + 0,598 | 5,602 £ 0,598 5,102 £ 0,463 4,852 + 0,491
% 0.5 CHDG
% 60 EtOH
+ 6,602 + 0,598 | 5,227 +0,491 4,352 + 0,327 3,727 £ 0,453
% 10 IPA
% 60 EtOH
_l’_
% 10 IPA 6,602 + 0,598 | 5,102 £ 0,453 4,602 + 0,491 3,727 £ 0,366
_l’_
% 0.5 CHDG
% 60 EtOH
_l’_
% 10 IPA 6,602 + 0,598 | 4,977 £0,551 4,227 + 0,443 3,602 +£ 0,518
_l’_
% 1 n-BuOH
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Sekil 4.6. insan AdV-19’un antiseptik maddeler ile etkilesim siiresine gore viriis
miktarmdaki degisim grafigi (log;oTCID/200 pl).

Yiiz yirmi saniye sonunda virlis miktarlarinda en fazla azalma meydana getiren
antiseptigin % 60 EtOH + % 10 IPA + % 1 n-BuOH kombinasyonu i¢eren karisim oldugu
dikkat cekmektedir.
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Cizelge 4.6. Insan AdV-37 ile yapilan ¢alisma sonrasi kalan viriis miktarlar1 (TCID/200 pl)

ve % 95 giliven aralig1 degerleri.

Viriis Miktarn
Etki Siiresi Sonunda Kalan Viriis Miktarlarn
Antiseptik ve % 95
ve % 95 Giiven Arahgi Degerleri (-logio)
Madde Giiven
Arahg (logio) 30 sn 60 sn 120 sn
% 70 EtOH | 5,977 £0,634 | 4,727 £0,559 4,477 £ 0,463 3,977 £ 0,491
% 70 EtOH
+ 5,977 £0,634 | 4,852 +0,509 4,352 £ 0,559 3,852 £0,551
% 0.5 CHDG
% 70 IPA 5,977 £0,634 | 4,977 0,598 4,852 + 0,559 4,352 +£ 0,551
% 70 IPA
+ 5,977 £0,634 | 4,852 +0,509 4,602 £ 0,518 4,352 £ 0,551
% 0.5 CHDG
% 60 EtOH
+ 5,977 £0,634 | 4,602 +0,551 4,227 + 0,491 3,602 £ 0,443
% 10 IPA
% 60 EtOH
_l’_
% 10 IPA 5,977 £0,634 | 4,602 +0,518 4,102 £ 0,551 3,727 £ 0,453
_l’_
% 0.5 CHDG
% 60 EtOH
_l’_
% 10 IPA 5,977 £0,634 | 4,477 +£0,453 3,977 £ 0,491 3,477 £0,509
_l’_
% 1 n-BuOH
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Sekil 4.7. Insan AdV-37’nin antiseptik maddeler
miktarindaki degisim grafigi (log;oTCID/200 pl).

Insan AdV-19 ile yapilan ¢alismada 30 saniye
60 EtOH + % 10 IPA + % 1 n-BuOH, % 60 EtOH +

ile etkilesim siiresine gore viriis

sonunda en fazla azalma sirasiyla %

% 10 IPA + % 0,5 CHDG ve % 60

EtOH + % 10 IPA’mn; 60 saniye sonunda % 60 EtOH + % 10 IPA + % 1 n-BuOH, % 60

EtOH + % 10 IPA ve % 60 EtOH + % 10 IPA + % 0,

5 CHDG’1n; 120 saniye sonunda ise

yine % 60 EtOH + % 10 IPA + % 1 n-BuOH, % 60 EtOH + % 10 IPA ve % 60 EtOH + %
10 IPA + % 0,5 CHDG’da saptanmustir. Tiim bu kombinasyonlar %60 EtOH + %10 IPA

icermektedir. Insan AdV-37 igin de benzer sonug saptanmustir.

52




Cizelge 4.7. Insan AdV-19 ile yapilan ¢aliyma sonrasi olusan viriis azalma oranlari
(log1oTCID/200 pl) ve % 95 giiven aralig1 degerleri.

Viriis Miktarn Etki Siiresi Sonunda Olusan Viriis Azalma
Antiseptik ve % 95 Oranlan ve % 95 Giiven Arahg Oranlan
Madde Giiven Arahgi (-log1o)
(-log10) 30 sn 60 sn 120 sn
% 70 EtOH | 6,602 + 0,598 1,25+ 0,824 1,625+ 0,84 2,25+ 0,768
% 70 EtOH
+ 6,602 £0,598 | 1,375+0,773 1,5+0,756 2,25+ 0,681
% 0.5 CHDG
% 70 IPA 6,602 £0,598 | 1,125+0,785 | 1,375+0,773 1,625 £0,796
% 70 IPA
+ 6,602 + 0,598 1 +0,845 1,5+0,756 1,75 + 0,802
% 0.5 CHDG
% 60 EtOH
+ 6,602 £0,598 | 1,375+0,773 2,25+ 0,681 2,875+ 0,750
% 10 IPA
% 60 EtOH
_l’_
% 10 IPA 6,602 + 0,598 1,5+0,779 2 +0,802 2,875 +0,701
_l’_
% 0.5 CHDG
% 60 EtOH
_l’_
% 10 IPA 6,602 + 0,598 1,625+ 0,84 2,375 +0,773 3+0,791
_l’_
% 1 n-BuOH
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Sekil 4.8. Insan AdV-19 ile yapilan ¢alisma sonrasi olusan viriis azalma oranlar1 grafigi
(logioTCID/200 pl)

Ana etken madde olarak alkol veya alkol kombinasyonu iceren, bunun yaninda
CHDG ile kombine edilen karigimlara bakildiginda diger karigimlara gore farkli sonuglar
elde edildigi goriilmektedir. insan AdV-19 ile yapilan calismada 30 saniyelik etkilesim
sonunda % 70 EtOH + % 0,5 CHDG igeren kombinasyon % 70 EtOH’e gore daha fazla
azalmaya sebep olurken, aym viriis ile yapilan 60 saniyelik etkilesim sonucunda % 70
EtOH, % 70 EtOH + % 0,5 CHDG kombinasyonunda daha fazla azalmaya sebep olmustur.
Yiz yirmi saniye sonunda ise her iki antiseptik madde de esit miktarda azalma
yapmiglardir. Benzer durumlar hem insan AdV-19°daki CHDG igeren diger

kombinasyonlarda, hem de insan AdV-37 ile yapilan caligmalarda goriilmektedir.
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Cizelge 4.8. Insan AdV-37 ile yapilan galiyma sonrasi olusan viriis azalma oranlari
(log1oTCID/200 pl) ve % 95 giiven aralig1 degerleri.

Etki Siiresi Sonunda Olusan Viriis Azalma

Viriis Miktan
Antiseptik Oranlan ve % 95 Giiven Arahg Oranlan
ve % 95 Giiven
Madde (-logi0)
Arahg (-logo)
30 sn 60 sn 120 sn
% 70 EtOH 5,977 + 0,634 1,25+ 0,845 1,5+ 0,756 2+ 0,802
% 70 EtOH
+ 5,977 £ 0,634 1,125+ 0,785 | 1,625+0,845 | 2,125+0,785
% 0.5 CHDG
% 70 IPA 5,977 + 0,634 1 +0,845 1,125 £ 0,845 1,625 + 0,84
% 70 IPA
+ 5,977 £ 0,634 1,125+ 0,785 | 1,375+0,818 1,625 + 0,84
% 0.5 CHDG
% 60 EtOH
+ 5,977 £ 0,634 1,375 £ 0,840 1,75 + 0,802 2,375+0,773
% 10 IPA
% 60 EtOH
_l’_
% 10 IPA 5,977 + 0,634 1,375+ 0,818 1,875 + 0,84 2,25+0,779
_l’_
% 0.5 CHDG
% 60 EtOH
_l’_
% 10 IPA 5,977 £ 0,634 1,5+0,779 2+ 0,802 2,5+0,813
_l’_
% 1 n-BuOH
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Sekil 4.9. Insan AdV-37 ile yapilan ¢alisma sonrasi olusan viriis azalma oranlar1 grafigi
(log1oTCID/200 pl.

% 70 EtOH ve % 70 IPA igeren antiseptik maddelere ve bunlarin % 0,5 CHDG
iceren kombinasyonlarina bakildiginda, her iki Adenoviriis serotipi i¢in de tiim etkilesim
siireleri sonunda EtOH iceren antiseptiklerin IPA igeren antiseptiklerden daha fazla
miktarda azalma meydana getirdigi goriilmektedir.

Her iki virlis serotipi sonuglarina genel olarak bakildiginda, antiseptik maddelerin
insan AdV-37’ye oranla insan AdV-19’da goreceli olarak daha biiyiik miktarda azalma

meydana getirdigi saptanmustir.
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5. TARTISMA

Adenoviriisler iist ve alt solunum sistemlerinde, gastrointestinal sistemde veya
konjunktivada enfeksiyon olusturan zarfsiz DNA viriisleridir. Giinlimiizde Adenoviriislerin
50°den fazla serotipi tanimlanmistir. Baz1 Adenovirus serotipleri doku tropizmi gosterir.
(Lynch et al., 2011). Nozokomiyal EKK genel olarak insan AdV-8, insan AdV-19 veya
insan AdV-37 tarafindan olusturulur (Ford et al., 1987). Bu ii¢ serotipe bagl salgmlar tiim
diinyada yaygindir (David O. White, 1994). Tiirkiye’de bu konuda yapilan smirl sayidaki
calismalarda EKK salginlarina genelde insan AdV-8’in yol actig1 yaymlanmistir (Cicek et
al., 2012, Ersoy et al., 2012, Karadenizli, 2012, Yagci et al., 2010). Bu ¢alismada diinyada
yaygin goriilen insan AdV-19 ve 37 tizerine antiseptiklerin etkinligi arastirilmistir.

Nozokomiyal enfeksiyonlarmin engellenmesinde en basit ve en etkili yontem
diizenli olarak el antisepsisinin uygulanmasidir (Pittet, 2001). Hastane personelinin el
hijyenine dikkat etmesi saglik personeli ile iliskili hastaliklarin insidansini diistirmektedir
(Larson, 1988, Larson, 1999). Yapilan bir arastirmaya gore bir hemsirenin giin igerisinde
ortalama 30 kere elini yikamasi1 gereklidir (Ojajarvi, 1981). Yogun bakim iinitesinde
yapilan farkli bir ¢alismada ise bir hemsirenin ellerini yikamak tiizere lavaboya gidip
hastasinin basina donmesine kadar gegen siire ortalama 62 saniye olarak hesaplanmistir. El
antiseptigi ile el hijyeninin saglanmasi ise 15 saniye gibi kisa siirede baglayabilir (Voss and
Widmer, 1997). WHO ve CDC rehberlerinde bazi durumlarda, ellerde gozle goriiniir
kirlenme olmasi disinda alkollii el antiseptiklerinin kullanilmas1 6nerilmektedir (Boyce and
Pittet, 2002).

Hastanelerde kullanilan el antiseptikleri genel olarak alkol temellidir. EtOH, IPA, n-
propanol veya bunlarin kombinasyonu seklinde % 60 ile % 95 arasinda degisen oranlarda
alkol 1igeren el antiseptikleri mevcuttur. Kullanim amacma gore antiseptikler
bulunmaktadir. Alkollere ek olarak smirli konsantrasyonlarda klorheksidin, kloroksilenol,
heksaklorofen, triklosan, dort degerlikli amonyum bilesikleri veya povidon-iyot iceren
antiseptikler de kullanilabilir (Boyce and Pittet, 2002). Bu calismada EtOH ve IPA’iin tek
basina ve kombinasyonlarmm, CHDG ve n-BuOH’in EtOH ve IPA ile
kombinasyonlarmin insan AdV-19 ve insan AdV-37 iizerindeki etkisi arastirilmistir.

Adenoviriis hiicre kiiltiirti icin A549, HEK, Hep-2, HeLa ve HEK 293 gibi hiicre
dizileri kullanilmaktadir (Echavarria, 2004). Bu ¢aligmada EKK etkeni iki Adenoviriis
serotipi olan insan AdV-19 (ATCC VR-254) ve insan AdV-37 (ATCC VR-929) standart

serotiplerinin liretimi i¢in ise literatiirde dnerilen A549 hiicre dizisi kullanilmigtir. Hiicre
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kiiltliriinde; hiicrelerde yuvarlaklasma, kiimelenme ve {iziim salkimi seklindeki goriinlim
Adenoviriise ait SPE olarak kabul edilmistir.

Dezenfektanlarin viriisler tizerindeki etkisini saptamak icin Kantitatif Siispansiyon
Testleri, Tasiyic1 Testleri veya Parmak Ucu Testleri kullanilmaktadir. Kantitatif
Siispansiyon testleri uzun yillardan beri kullanilan ve standardize edilmis bir yontemdir
(Bloomfield and Looney, 1992). Bu test kisaca, virlis ile dezenfektanin belli bir siire
karsilastirilmasini ve siispansiyondan alman bir miktar sivinin 10’ar kat sulandirilarak
hiicre kiiltiir ortamma eklenmesini icerir. Dezenfektanla karsilastiktan sonra kalan viriis
miktar1 hesaplanip, azalma miktarma gore dezenfektanin virlis iizerine olan etkinligi
hakkinda bilgi sahibi olunmaktadir (Standardization, 2011). Tastyic1 testlerinde ise belli
miktarda virlis soliisyonu tasiyici olarak kullanilan bir disk iizerine birakilarak kurumasi
saglanmaktadir. Sonrasinda iizerine dezenfektan madde eklenerek belli bir siire beklenip
sonrasinda dezenfektanin etkinli§i durdurulmaktadir. Dezenfektan - viriis karistmindan
10’ar kat sulandirmalar hazirlanarak hiicre kiiltiir ortamina eklenmekte ve baslangictaki
virlis miktar1 ile dezenfektanla karsilastiktan sonra kalan viriis miktar1 hesaplanmaktadir
(Sattar et al., 2003). Tasiyic1 testleri dezenfektanlarin cansiz ylizeyler lizerinde bulunan
virlislere etkinligini 6lgmektedir (Springthorpe, 2000). El antiseptiklerinin etkinliklerinin
tayininde kullanilmamasi nedeniyle ¢alismada bu yontem kullanilmamistir. Kantitatif
siispansiyon testleri de cansiz yiizeydeki viriislere dezenfektanlarn etkinliklerini 6lgmek
icin kullanilabilirler. Bunun i¢in dezenfektan madde ile viriisiin etkilesimi kisa ve uzun
siirelerde arastirilir. Ayn1 zamanda hem proteinli hem de proteinsiz ortamdaki etkinlik test
edilir. Kantitatif slispansiyon testi antiseptik maddelerin etkinligini arastrmak i¢in de
kullanilir. Bu kez antiseptik ile viriis protein yiikii bulunan bir ortamda ve daha kisa siire
muamele edilir. Parmak Ucu testlerinde ise goniilli kisilerin elleri belli sayida viriis
partikiilii igeren soliisyon ile kontamine edilip kurumasi beklenmektedir. Kontamine edilen
alan Ttizerine test edilmek istenen siire boyunca belli miktarda antiseptik madde
uygulanmaktadir. Ilgili siire sonunda viriis - dezenfektan uygulanan alan yikama soliisyonu
ile yikanmakta ve kalan viriis miktar1 bu yikama soliisyonundan hesaplanmaktadir (Sattar
et al., 2000). Parmak Ucu testleri de elde el antiseptik maddelerinin etkinligini 6l¢mek i¢in
kullanilir. Kantitatif siispansiyon testinden farkli olarak, goniillii kisilerin parmaklari
iizerinde viriis ile antiseptik maddeler karsilastirilmaktadir. Bu testin avantaji antiseptik
maddeyi ex vivo olarak test etme imkani saglamasidir (Graham et al., 1996). Adenoviriis
gibi bulas orani yiiksek bir viriisle ¢alismaya goniillii kisilerin bulunmasindaki ve bu

kisilere verilecek maddi destegi bulmaktaki zorluklar nedeniyle bu ydntem tercih
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edilmemistir. Bu nedenle calismada uluslararasi kabul goren kantitatif siispansiyon
yontemi kullanilmistir. Calisma yapilirken standart kantitatif siispansiyon yonteminden
farkli olarak organik madde yiikii olusturmak i¢in Dana Serum Albiimin (BSA) yerine FBS
kullanilmistir.  BSA yerine FBS kullanimmim testin yontemini olumsuz anlamda
etkilemedigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Kampf et al., 2005, Kramer et al., 2006,
Sattar et al., 2003).

Insan AdV-19’la yapilan deney sonuglarina gore, viriis miktarinda en fazla azalma
meydana getiren kombinasyon % 60 EtOH + % 10 IPA + % 1 n-BuOH olmustur. Yiiz
yirmi saniye sonunda 3 logjo’luk azalma meydana getiren bu kombinasyon 30 ve 60
saniyelik etkilesimlerde de viriis miktarindaki en fazla azalmaya sebep olmustur. Viriis
sayisinda en fazla ikinci azalmay1 % 60 EtOH + % 10 IPA + % 0,5 CHDG ve % 60 EtOH
+ % 10 IPA kombinasyonlar1 yapmistir. Bu kombinasyonlar 120 saniye sonunda 2,875
logio’luk bir azalmaya sebep olmustur. % 70 EtOH ve % 70 EtOH + % 0,5 CHDG’ 1n ikisi
de 120 saniye sonunda 2,25 log;o degerinde azalma orani gostermistir. En diisiik azalma
oranlarmin 1,625 log;o ve 1,875 logy ile sirasiyla % 70 IPA ve % 70 IPA + % 0,5 CHDG
kimyasallarina ait oldugu goriilmiistiir. Bu veriler 1s1ginda EtOH ve IPA’iin ayr1 ayr1 test
edildigi islemlerde % 0,5 CHDG kimyasalinin antiseptik maddenin etkinligini arttirmada
belirgin bir rolii almadig1 goriilmiistiir. Insan AdV- 19 iizerine % 70 EtOH ile % 70
IPA’iin etkinligi karsilastirildiginda ise EtOH’lin IPA’den viriis miktarinda daha fazla
azalma meydana getirdigi gorilmiistiir.

Insan AdV-37’nin sonuglarina bakildiginda ise 120 saniye sonunda yine % 60 EtOH
+ % 10 IPA + % 1 n-BuOH en fazla azalma meydana getiren kombinasyon olmustur. Bu
kombinasyon viriis miktarinda 120 saniye sonunda 2,5 log;o degerinde bir azalmaya sebep
olmustur. Ikinci olarak en fazla azalma gosteren antiseptik kombinasyonun 2,375 logo ile
% 60 EtOH + % 10 IPA oldugu goriilmiistiir. % 60 EtOH + % 10 IPA + % 0,5 CHDG ise
2,25 logjo oranm ile 120 saniye sonunda ligiincii en fazla azalma gosteren kombinasyon
olmustur. Yiiz yirmi saniye sonunda % 70 EtOH + % 0,5 CHDG 2,125 log;o, % 70 EtOH 2
logio, % 70 IPA ve % 70 IPA + % 0,5 CHDG ise 1,625 log;o degerinde azalma meydana
getirmistir. Bu  veriler maksimum 2 dakika sonucunda elde edilmistir. El
dezenfektanlarinda yaklasik 1 dakika igerisinde etkinlik beklenmesi nedeniyle bu
calismada viriisiin antiseptik ile 30, 60 ve 120 saniyedeki etkilesimi c¢alisilmis olup temas
siiresinin uzatilmasi tercih edilmemistir. Bazi yaymlarda viriis lizerine antiseptiklerin
etkinligi ilk 2 dakika ideal etkinlikte (4 log;o) olmamasina ragmen 3. dakikada etkinlik 4

logio ve lizerinde gosterilmistir. Cargill ve ark. (2011) alkol temelli bir antiseptik olan ve
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etil alkol, klorheksidin glukonat, benzalkonyum klorid ve oktoksigliserin igeren maddenin
zarfli (HIV, RSV, Influenza A HIN1) ve zarfsiz (Rhinoviriis 14, KCV) viriisler lizerindeki
etkinligine baktiklar1 calismalarinda, 15 saniye, 1 dakika ve 3 dakikalik etkilesim
sonuclarint hesaplamiglardir (Cargill et al.,, 2011). Zarfli viriislerin hepsinde 15 saniye
sonunda etkinlik gozlenirken, her iki zarfsiz virlis i¢cin de 1 dakika sonunda 4 log;o’luk
azalma gozikmemistir. Etkilesim siiresini 3 dakikaya ¢ikarildiginda ise Rhinoviriis
miktarinda > 4 log;o’luk azalma oldugu kaydetmislerdir. Farkli bir caliymada ise Lowbury
ve ark. (1960) % 70 EtOH ve % 70 EtOH + % 0,5 CHG ile 3 dakikalik etkilesim sonucu
cerrahlar ve hemsirelerin ellerindeki flora bakterilerinin  miktarinin  degisimini
arastirmislardir (Lowbury and Lilly, 1960). Antiseptik ile etkilesmeden Onceki bakteri
miktar1 ile 3 dakikalik antiseptik etkilesimi sonrasi bakteri miktarlar1 arasindaki farki
gozlemlemislerdir. % 70 EtOH’le etkilesmeden Onceki bakteri sayis1 mililitrede 62 iken, 3
dakikalik etkilesimden sonraki bakteri sayis1 3/ml olarak bulunmustur. % 70 EtOH + % 0,5
CHG’la etkilesmeden 6nceki bakteri sayisi ise 151/ml iken, 3 dakikalik etkilesim sonucu
bu sayinin 3/ml’e diistiigli goriilmiistiir.

A. Kramer ve ark. (2006) zarfsiz bir virlis olan polioviriis’e karsi antiseptik
maddelerin etkinligini arastirdiklar1 bir ¢alismada, % 70’lik EtOH’iin 2 dakikalik siire
sonunda virlis miktarinda 3,3 logjp oraninda bir azalma meydana getirdigini
gostermiglerdir (Kramer et al., 2006). Bizim calismamizda oldugu gibi protein yiikii olarak
% 10 FBS eklenen ortamda 2 dakikalik siire sonunda polioviriis miktarinda 4 logo
degerinde azalma saptanmamuistir. Lages ve ark. (2008) parmak ucu metodunu uygulayarak
zarfsiz bir viriis olan Kedi Calicivirus (KCV) lizerine antiseptik maddelerinin etkinligini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda % 70 IPA igeren el antiseptiginin 2 dakikalik siire sonunda
viriis miktarinda sadece 0,55 log;o degerinde bir azalma meydana getirdigini gostermisler
(Lages et al., 2008). Bu her iki ¢alismada da Adenoviriise benzer sekilde iki farkh zarfsiz
viriis kullanilmustir. ki ¢alisma da farkli metotlar kullanarak antiseptiklerin viriisler
iizerine etkinligini 6l¢gmiislerdir. Bu calismalardaki sonucglar da bizim c¢alismamiz ile
benzer sekilde % 70’lik EtOH veya % 70’lik IPA’in iki dakika igerisinde zarfsiz viriislerin
miktarini 4 log;o oraninda azaltmadigini géstermektedir.

Bu iki calismadan farkli olarak Fendler ve ark. (2002), alkolik el dezenfektanlarinin
virlisler ve mantarlar tizerine etkinligini arastirdiklar1 ¢alismalarinda Adenoviriis 2 standart
serotipini kullanarak % 62 EtOH’lin etkinligini test etmislerdir (Fendler and Groziak,
2002). Otuz saniye sonunda virlis miktarinda 1,32 logjo’luk bir azalma kaydetmislerdir.

Bizim calismamizda 30 saniye sonunda % 70 EtOH her iki viriis serotipi i¢in 1,25 logo
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degerinde azalmaya sebep olmustur. Buna gore Adenoviriisiin farkli bir serotipi ile yakin
sonuglar elde edilmis oldugu goriilmektedir.

Yine Adenoviriisiin kullanildigr ve ticari el antiseptiklerinin etkinliklerinin
incelendigi bir calismada Rutala ve ark. (2006) tasiyict metodu ile % 70 EtOH ve % 70
IPA’iin insan AdV-8 serotipi iizerindeki etkinligini arastirmiglardir (Rutala et al., 2006).
Tastyic1 test yontemini kullandiklar1 ¢alismalarinda, 1 ve 5 dakikalik iki etkilesim siiresi
sonunda viriis miktarindaki azalma karsilastirilmistir. Organik yiik olarak % 5 FBS’un
kullanildig1 bu arastrmada, 1 dakika sonunda EtOH’iin 1,97 logjo, IPA’lin ise 0,47
logio’luk azalmaya neden oldugu saptanmistir. Bes dakika sonunda ise EtOH 5,47 logo,
IPA ise 0,48 logjo oraninda viriis miktarinda azalma gostermislerdir. Bizim c¢alismamiz
sonuglarina gore % 70 EtOH 1 dakika sonunda insan AdV-19 icin 1,625 log;o ve insan
AdV-37 i¢in 1,5 logjo, % 70 IPA ise 1 dakika sonunda insan Adv-19 i¢in 1,375 logio ve
insan AdV-37 i¢in ise 1,115 logjo miktarinda azalmaya sebep olmuslardir. Bu sonuglar
Rutala ve ark.’nin ¢alismasi ile karsilastirildiginda EtOH sonuglar1 benzerlik gosterse de
IPA’1in viriis sayisin1 azaltmadaki farkli sonuglar1 dikkat ¢ekicidir.

Paulmann ve ark. (2011), kantitatif siispansiyon testi ve parmak ucu metodunu
kullanarak % 70 EtOH’lin ve % 70 IPA’iin zarfsiz bir viriis olan Noroviriis iizerine olan
etkisine bakmiglardir (Paulmann et al., 2011). Kantitatif siispansiyon testi ve parmak ucu
testi sonuglarma gore, bizim caligmamizdaki bulgulardan farkli olarak, EtOH 30 saniye
icinde virlis miktarinda > 4 log;o oraninda azalmaya sebep olmustur. Her iki test sonucunda
da EtOH, IPA’e oranla viriis miktarinda daha fazla azaltma gostermistir. Bizim
calismamizdan elde edilen veriler 151831nda EtOH ile IPA’{in etkinlikleri karsilastirildiginda,
120 saniye etkilesim sonunda EtOH insan AdV-19’da 2,25 log;¢’luk bir azalma meydana
getirirken IPA 1,625 logjo’luk bir azalmaya sebep olmustur. insan AdV-37’de ise 120
saniye sonunda EtOH 2 log;o’luk bir azalma olustururken, IPA 1,625 log;o’luk bir azalma
oran1 gostermistir. EtOH IPA’e oranla viriis miktarinda daha fazla miktarda azalmaya
sebep olmustur. Bu acidan bakildiginda iki ¢alismanin verileri birbirine paralellik
gostermektedir.

Alkollerdeki karbon sayisi1 artttkga hem bakterilere hem de virlislere karsi
antimikrobiyal aktivitenin arttig1 ve alt1 karbonda en yliksek etkinlige ulastig1 gosterilmistir
(Wilson, 1943). EtOH 2 karbonlu, IPA ise 3 karbonlu bir alkoldiir. IPA yapisinda daha
fazla karbon atomu tasimasmna ragmen Adenoviriislerin yapisinda zarf bulunmamasi
nedeniyle bu viriis lizerinde etkisi azdir. Tam tersine IPA zarfl1 viriislere karst EtOH’den

daha etkilidir (Groupe et al., 1955, Grossgebauer, 1967). Adenoviriis gibi zarfsiz viriislere
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kars1 daha az karbon iceren EtOH’iin IPA’den daha etkili oldugu Iliteratiirde
belirtilmektedir. Paulmann ve ark. (2011) Noroviriisler lizerinde yaptiklar1 calismada % 50
- 90 aras1 oranlarindaki EtOH ve IPA’lin, EtOH lin tiim konsantrasyonlarda IPA’den daha
etkili oldugunu bildirmislerdir (Paulmann et al., 2011). Adenoviriis, kedi caliciviriis gibi
zarfsiz virlislere karsi antiseptiklerin test edildigi baz1 calismalarda da EtOH’iin daha etkili
oldugu gosterilmistir (Gehrke et al., 2004, Scott, 1980, Rutala et al., 2006).

CHDG icermeyen (% 70 EtOH, % 70 IPA, % 60 EtOH + % 10 IPA) antiseptik
maddeler ile CHDG igeren (70 EtOH + % 0,5 CHDG, % 70 IPA + % 0,5 CHDG, % 60
EtOH + % 10 IPA + % 0,5 CHDG) antiseptik maddelerin virlis miktarin1 azaltma
oranlarinda belirgin bir farklilik olmadig1 goriilmektedir. Insan AdV-19 sonuglarina gore
120 saniye sonunda % 70 EtOH ve % 70 EtOH + % 0,5 CHDG’a ait azalma oranlar1 esit
(2,25 logio), %70 IPA + % 0,5 CHDG’1n % 70 IPA’den 0,25 log;o fazla, % 60 EtOH + %
10 IPA ile % 60 EtOH + % 10 IPA + % 0,5 CHDG’1n da yine esit (2,875 logjo) ¢cikmistir.
Insan AdV-37°de de benzer durum sz konusudur. Kurtz ve ark. (1979) calismalarinda
bazi antiseptik maddelerin zarfsiz bir viriis olan ECHO Viriis iizerine etkilerini de
arastirmiglar, % 95 IPA’iin ve % 70 IPA + % 0,5 CHG’1n viriis miktarini azaltma oranlar1
arasinda bir fark gostermedigini tespit etmislerdir. Her iki antiseptik madde 1 dakika
sonunda virlis miktarinda degisiklige sebep olmamistir. Calismamizda da benzer sonuglar
almmustir. Literatiirde, CHDG 1n alkol ile kombinasyonlarinda alkol bilesiginin daha uzun
siire kullanilan yerde kalmasmi sagladigi1 belirtilmektedir. (McDonnell, 2007, Iwasawa et
al.,, 2012). Iwasawa ve ark. (2012), alkol temelli ticari el antiseptiklerinin farkli viriisler
iizerindeki etkinliklerine baktiklar1 ¢caligmalarinda da klorheksidin glukonat, benzalkonyum
kloriir gibi maddelerin alkollii kombinasyonlarinin viriisler iizerine olan etkinliklerini
arttirmadigini géstermislerdir (Iwasawa et al., 2012).

Bu calismada etil alkol konsantrasyonlar1 kiyaslandiginda % 60 EtOH iceren
kombinasyonlarm, % 70 EtOH icerenlere oranla viriis miktarinda daha fazla azalmaya
sebep oldugu gorilmiistiir. Gehrke ve ark. (2004) Adenovirus gibi zarfsiz bir viriis olan
Noroviriis’iin ~ dezenfektanlara  duyarlilimma  baktiklar1  caligmalarinda,  orta
konsantrasyonlarda alkol iceren dezenfektanlarm, yiiksek oranda alkol igerenlere oranla
daha etkili oldugunu bulmuslardir (Gehrke et al., 2004). Ilgili ¢alismada kiiltiiriindeki
zorluklar sebebiyle Noroviriis’iin yerine KCV kullanilmistir. Arastiricilar etil alkol, 1-
propanol ve 2-propanol (izopropanol)’iin degisik konsatrasyonlarinin kullanildigi ve
kantitatif siispansiyon testinin uygulandig1 calismalarinda her ii¢ alkol i¢in de en etkili

konsantrasyonlarin % 58 - % 67 aras1 oldugunu gostermislerdir. Cikarilan bilgiye gore %
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67’lik EtOH 1 dakika icinde 3,8 log;o oraninda azalma gdstermistir. Bu ¢calismada % 60
EtOH tek basina calisiimamis, % 10°luk IPA ile kombine edilerek kullanilmistir. Bu iki
alkole ek olarak kombinasyona % 0,5 CHDG veya % 1 n-BuOH eklenmistir. % 60 EtOH +
% 10 IPA iceren antiseptik kombinasyon 1 dakika i¢inde insan AdV-19°da 2,25 logo,
insan AdV-37’de i1se 1,75 logjo azalmaya sebep olmustur. % 70 EtOH 1 dakika i¢inde
insan AdV-19°da 1,625 log;o insan AdV-37°de ise 1,5 log;o degerinde azalma gostermistir.
% 70 IPA 1se 1 dakika i¢inde insan AdV-19’da 1,375 logo, insan AdV-37°de ise 1,125
logio’luk bir azalmaya sebep olmustur. Bu veriler dikkate alindiginda % 60 EtOH + % 10
IPA kombinasyonunun, % 70’lik alkollere oranla daha fazla azalma meydana getirdigi
goriilmektedir. Gehrke ve ark. (2004) nin ¢aligmalar: ile kiyaslandiginda, bizim ¢aligmada
1 dakika icinde azalma orani daha az goriilmiistiir. Bunun sebebi Gehrke ve ark. (2004) nin
calismalarinda engelleyici ajan olarak FBS veya BSA gibi herhangi bir madde
kullanmamis olmalar1 veya standart sertlikte su yerine distile su kullanmalar1 olabilir.
Engelleyici bir protein yiikiiniin dezenfektanlarin etkinligi lizerinde olumsuz bir etkisi
oldugu bilinmektedir. Ayn1 sekilde kullanilan suyun sertligi arttik¢a antiseptik maddenin
etkinligi azalmaktadir (Rutala et al, 2006). Distile suyun sertligi bizim calismada
kullanilan standart sertlikteki sudan (300 ppm) daha diisiiktiir. Bunun disinda her iki viriis
de ortak olarak zarfsiz viriis olmasma karsin Insan AdV ile KCV viriisleri kullanilan bu
antiseptik maddelere farkl duyarliliga da sahip olabilirler. Bu verilerin tam tersine, yiiksek
konsantrasyondaki EtOHlin veya kombinasyonlarinin diisiik konsantrasyonlulara nazaran
daha etkin bulundugu ile ilgili de baz1 arastirmalar vardir (Kurtz et al., 1980, Kampf et al.,
2002, Lages et al., 2008, Paulmann et al., 2011, Kramer et al., 2006).

Bizim calismada viriis miktarlarinda en fazla azalmayr n-BuOH igeren alkol
kombinasyon gerceklestirmistir. % 60 EtOH + % 10 IPA + % 1 n-BuOH kombinasyonu
Insan AdV-19’da 120 saniye sonunda 3 log;o’luk bir azalmaya sebep olurken insan AdV-
37°de ise 120 saniye sonunda 2,5 logio’luk azaltma gergeklestirmistir. Icerisinde n-BuOH
bulunmayan % 60 EtOH + % 10 IPA kombinasyonu ise insan AdV-19’da 2,875 log)o insan
AdV-37°de ise 2,375 log;o oraninda azalmaya sebep olmustur.

Literatiir incelendiginde n-BuOH’{in antiseptik ve dezenfektan olarak az kullanildig:
saptanmistir. n-BuOH ile ilgili ¢ok az sayida patent basvurusu bulunmaktadir (Demattei,
2013, Kampf G., 2012).

n-BuOHiin EtOH ve IPA gibi suda 1iyi c¢oziinen alkollere gore sudaki
¢cOziinlirliigiiniin diisiik olmas1 ve kokusunun hos olmamasi tercih edilmeme nedeni olarak

gosterilmektedir (Block, 2000). Alkollerin suyla olan etkilesimine bakildiginda EtOH ve
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IPA su ile tamamen karisirken, n-BuOH’iin su ile karigim oran1 7,7 g/100 g’dir. n-BuOH
su hari¢ diger ¢oziiciilerle (alkoller, ketonlar vs.) ise tamamen karisabilmektedir. Bizim
calismamizda n-BuOH % 1 oraninda olacak sekilde once alkollerle ¢oziilmiis sonrasinda
antiseptik karigim hazirlanmistir. Bu sekilde n-BuOH’iin kullanilacak kombinasyon
icerisinde diger kimyasallar ile tamamen karigmasi saglanmistir. Kombinasyon i¢inde ¢ok
diisiik oranda kullanildigindan rahatsiz edici bir koku meydana getirmemistir. Alkollerin
molekiil agirliklar1 dikkate alindiginda n-BuOH’iin diger alkollere gore daha avantajli
oldugu goriilmektedir. Alkollerin molekiiler agirliklar1 arttikga antimikrobiyal etkileri
artmaktadir (Block, 2000). EtOH’iin ve IPA’lin molekiiler agirliklar: sirasiyla 46,07 g/mol
ve 60,10 g/mol iken, n-BuOH’iin molekiiler agirlig1 74,12 g/mol’diir (Block, 2000). Farkli
alkollerin bakteriler lizerindeki bakteriyostatik ve bakterisidal etkinliklerinin arastirildig:
bir calismada Staphylococcus aureus’un iiremesini inhibe eden alkol oran1 EtOH i¢in %7
iken n-BuOH i¢in % 3 olarak bulunmustur. Bakterileri 6ldiirmek i¢in gereken alkol orani
ise EtOH i¢cin % 65, IPA icin % 45 iken n-BuOH i¢in % 9 olarak bulunmustur. Ayni
calismada Escherichia coli lizerinde yapilan arastirmada ise bu bakteriyi 6ldiirmek icin
gereken alkol oranlar1 EtOH i¢in % 60 - 65, IPA i¢in % 26 iken n-BuOH i¢in % 5 seklinde
bulunmustur (Ascenzi, 1996). Bu bilgiler diisiik orandaki n-BuOH’iin molekiil agirligindan
dolay1 yiiksek oranlarda kullanilan diger alkollere gére mikroorganizmalar iizerinde daha
etkili oldugunu gostermektedir.

Diisiik molekiiler agirhiga sahip alkoller daha c¢abuk buharlagirken, yiiksek
molekiiler agirliga sahip alkoller daha yavas buharlasir (Block, 2000). n-BuOH, EtOH ve
IPA’e oranla daha yiiksek molekiiler agirliga sahiptir. Buda bize n-BuOH’iin daha yavas
buharlasarak ciltte daha uzun siire kalabilecegini ve etkisini daha uzun siire
gosterebilecegini diisiindiirmiistiir. Bu avantajlarinin yani sira n-BuOH ciltten emilen bir
alkol olmas1 6nemli bir dezavantajdir (DiVincenzo and Hamilton, 1979). n-BuOH’lin
toksisitesi (LDsp 790 mg/kg) hayvan deneyleri sonuglarina goére oral yoldan alindiginda
etanole oranla (LDsy 7060 mg/kg) 8.9 kat daha fazladir (Lachenmeier et al., 2008). n-
BuOH’iin dermal toksisitesi (LDsg 3402 mg/kg) ise oral toksisitesine (LDsy 790 mg/kg)
oranla 4,3 kat daha az diizeydedir (Report, 2001).

El dezenfektanindan bir kisi eline tek seferde 3 ml aldigin1 varsayarsak, bu 3 ml
icerisinde n-BuOH oran1 % 1 olacagindan, 2 mg n-BuOH’e maruz kalacak demektir. Bir
insanin ortalama 70 kilo oldugunu varsayarsak 6ldiiriicii doz 238 140 mg’a denk gelir. E1
antiseptigi icinde alman miktar tehlikeli dozdan yaklasik 119 070 kati daha az bir

miktardir. n-BuOH viicutta yikimi sonrasinda CO, ve O,’ye doniisecegi, viicutta birikimi
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olmadig icin kisiye zarar vermeyecektir. Calismamizda n-BuOH’ilin yukaridaki 6zellikleri
dikkate alinarak, antiseptik kombinasyonu igerisinde % 1 oraninda kullanilip karisimdaki
cOziiniirligl arttirilmis, dermal toksisite smirinin ¢ok altinda bir degerde antiseptik
kombinasyonuna katilmistir.

Sonug olarak, n-BuOH igeren kombinasyon (% 60 EtOH + % 10 IPA + % 1 n-

BuOH) her iki Adenoviriis serotipine en etkili antiseptik olarak saptanmistur.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Epidemik keratokonjunktivit Adenoviriislerin sebep oldugu, semptomlarmin
haftalarca siirdiigii ve nozokomiyal enfeksiyonlara yol acgabilen bir hastaliktir. Hastaligin
ana bulas sebebi kontamine eller ve nesnelerdir. Infeksiyonlardan korunmaya yonelik
tedbirlerin basinda yeterli el hijyeninin saglanmasi gelmektedir. El antiseptiklerinin
EKK’in dnlenmesinde ve salgmlarin durdurulmasinda rolii ¢cok dnemlidir. Adenoviriisler
zarfsiz virlisler olmalarindan dolay1 bazi antiseptiklere direnglidir. Adenoviriislerin sebep
oldugu epidemik keratokonjunktivit salgmlarinin Onlenmesi i¢in uygun antiseptik
maddelerin uygun siirelerde kullanilmasi gerekir. Bu antiseptiklerin icerisinde ¢ogunlukla
alkoller (etanol, izopropanol, n-propanol) ve etkinligi arttirict yardimc1 maddeler
(klorheksidin, benzalkonyum klorid, hekzaklorofen vs.) bulunmaktadir.

Bu calismada epidemik keratokonjunktivit etkenlerinden insan Adenoviriis 19 ve 37
standart suslar1 tizerine, % 70 EtOH, % 70 IPA, % 70 EtOH + % 0,5 CHDG, % 70 IPA +
% 0,5 CHDG, % 60 EtOH+ % 10 IPA, % 60 EtOH+ % 10 IPA + % 0,5 CHDG, % 60
EtOH+ % 10 IPA + % 1 n-BuOH antiseptik kombinasyonlarmin 30, 60 ve 120 saniyedeki
etkinlikleri arastirilmistir.

Calisma sonunda viriis miktarlarinda 3 log;p ve 2,5 logjo ile en fazla azalma
meydana getiren kombinasyon % 60 EtOH + % 10 IPA + % 1 n-BuOH olmustur.
Uluslararasi standartlarda belirtilen ve el antiseptiklerinin viriisler ilizerine etkili oldugunun
gostergesi olan 4 logjo’luk azalma orami caligmada kullanilan higbir antiseptik yada
kombinasyonu tarafindan gerceklestirilememistir.

El antiseptiklerinin EKK’in 6nlenmesinde ve salginlarin durdurulmasinda rolii ¢ok
onemlidir. Bu nedenle el antiseptiklerinin daha farkli Adenovirus serotipleri lizerinde de
test edilmesine ve farkli antiseptiklerin ve alkol kombinasyonlarin etkisini kapsayan yeni

calismalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
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