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OZET

Staphylococcus epidermidis insan viicudunun dis ortamla temas eden yiizeylerinde ozellikle deride,
kommensal olarak bulunan normal flora bakterisidir. Giiniimiizde immiin sistemi baskilanmis hastalarda,
hastane infeksiyonlarina en sik neden olan bakterilerden biri olarak kabul edilmektedir. Biyofilm olusturma
ozelligi, bu infeksiyonlarda baslica patojenite faktorii olarak rol oynamaktadir. Bu ¢alismada hastanelerde sik
kullanilan bes antiseptik soliisyonun (%7,5 povidon iyot, %10 povidon iyot, %70 etanol-%0,5 klorheksidin
diglukonat, %70 2-propanol-klorheksidin diglukonat, %70 2-propanol), biyofilm olusturan (S. epidermidis
ATCC 35984) ve olusturmayan (S. epidermidis ATCC 12228) S. epidermidis suslarmna karst antibakteriyel
etkinligi, kantitatif siispansiyon testi ile 30 saniye ve bir dakikalik temas stirelerinde arastirilmistir. Calismada
kullanmilan biitiin antiseptikler her iki temas siiresinde de, her iki susa karsi yeterli antibakteriyel aktivite
gostermigtir. In vitro yapilan bu ¢calismanin sonuglarina gore biyofilm olusturan ve olusturmayan S. epidermidis
suslarinin test edilen antiseptiklere karsi duyarliliginda fark bulunmamigtir.
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SUMMARY

Staphylococcus epidermidis, a commensal bacterium, commonly found on the surfaces of the human body
especially on skin. It is a member of human normal flora. Nowadays, S. epidermidis is regarded as the most
frequent cause of nosocomial infections especially in immunocompromised patients. Biofilm formation is
essential for its pathogenicity in these infections. The aim of this study was to investigate the antibacterial
efficacy of five commonly used antiseptics (7.5% povidone-iodine, 10% povidone-iodine, 70% ethanol-0.5%
chlorhexidine digluconate, 70% 2-propanol- chlorhexidine digluconate, 70% 2-propanol) against biofilm
forming (S. epidermidis ATCC 35984) and non-biofilm forming (S. epidermidis ATCC 12228) S. epidermidis
strains. Susceptibilities of the strains to antiseptics were investigated by quantitative suspension test at contact
times of 30 seconds and one minute. According to the results of this in vitro study, there is no difference found
between the antibacterial efficacies of tested antiseptics against biofilm forming and non-biofilm forming S.
epidermidis.

Keywords: antiseptic; biofilm; quantitative suspension test; Staphylococcus epidermidis

GIRIS

Staphylococcus epidermidis, insan viicudunun dis kisminda 6zellikle koltuk alti, bag ve burun
deliklerinde yer alan normal flora bakterisidir [1]. Ge¢mis yillarda klinik 6rneklerden izole edildiginde,
kontaminasyon olarak degerlendirilen S. epidermidis, son yillarda hastane enfeksiyonlarina en sik yol
acan etkenlerden biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. S. epidermidis’in etken oldugu enfeksiyonlarin ¢ogu
kateter ya da protez kalp kapakcigi, protez eklem ve diger cerrahi implantlar gibi yabanci tibbi
malzemelerin yerlestirilmesinden sonra goriilmektedir. Bulagin kaynagi hastanin kendi cildi olabilecegi
gibi, hastane personeli, kontamine alet ve dezenfektanlar da enfeksiyon kaynagi olarak karsimiza
cikabilmektedir [1-3]. S. epidermidis’in biyofilm olusturma Ozelligi bu enfeksiyonlarda baslica
patojenite faktorii olarak rol oynar [4]. Ulkemizde cilt antisepsisinde siklikla alkol ve iyot bazl
antiseptikler kullanilmaktadir. Ancak Centers for Disease Control and Prevention bu amagla
klorheksidin bazli preparatlarin kullanimimi 6nermektedir. Mikrobiyal kolonizasyon ve sonrasinda
olusabilecek sepsis riskini azaltmak amaciyla, cildin antimikrobiyal bir soliisyon ile 30 saniye boyunca
dezenfekte edilmesi Onerilmektedir [5-9]. Bu g¢alismanin amaci, hastanelerde sik kullanilan bes
antiseptik soliisyonun biyofilm olusturan ve olusturmayan S. epidermidis suslarina kars1 antibakteriyel

etkinliginin arastirilmasidir.

MATERYAL VE YONTEM

Biyofilm olusturan sus olarak S. epidermidis ATCC 35984, biyofilm olusturmayan sus olarak S.
epidermidis ATCC 12228 kullanilmigtir. Caligmada kullanilan antiseptikler ve aktif bilesenleri Tablo

1’de verilmistir.
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Tablo 1. Caligmada kullanilan antiseptikler

Antiseptik AKktif bilesen
Poviiodeks Scrub %7,5 povidon iyot
Poviiodeks %10 povidon iyot
Steriderm %70 etanol, %0,5 klorheksidin diglukonat
Steridin %70 2-propanol, klorheksidin diglukonat
Derhand %70 2-propanol

Antiseptiklerin test bakterileri {izerindeki etkisi, kantitatif siispansiyon testi kullanilarak
arastirllmigtir. Kantitatif siispansiyon testi uygulanmadan once ilk olarak kullanilan her antiseptik igin
notralizanin (Dey-Engley Neutralizing Broth (DENB), Sigma-Aldrich, USA) uygunlugu test edilmistir
[10]. Dezenfektan veya antiseptigin etkisinin dogru olarak belirlenebilmesi igin nétralizan etki
onemlidir. ik olarak, 900 pl antiseptik soliisyonuna 100 pl steril distile su ilave edilip vorteksle
karigtinlmistir. Bir dakika beklendikten sonra bu karisimdan 10 pl alinarak, 990 ul DENB i¢ine ilave
edilmistir. Birkag dakika beklendikten sonra bu karigimin igine 10 pl bakteri slispansiyonu ilave edilip,
20 saniye vorteksle karigtirilmistir. Hazirlanan son karigimin, Ringer soliisyonu kullanilarak 10™’e kadar
diliisyonlar1 hazirlanmigtir. Her bir diliisyondan 100 pl alinip, Tryptic Soy Agar (TSA) plag: {izerine
ekim yapilmigtir. Plaklar 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir ve silire sonunda olusan koloniler sayilarak,
mililitrede koloni olugturan birim (kob) olarak belirtilmistir. Diliie edilmemis test siispansiyonu ilk
sayim olarak kabul edilmistir. Calismada kontrol grubu olarak steril distile su kullanilmigtir. Test
petrileri ile kontrol petrileri arasinda koloni biiytikliigii, biiyiime orani, kob sayilari bakimindan fark

olmamasi, notralizanin uygun oldugunun gostergesidir.

Uygun nétralizan belirlendikten sonra antiseptiklerin etkisi, kantitatif siispansiyon testi ile
aragtirtlmigtir [11]. TSA plaginda bulunan tek bir bakteri kolonisi, 10 ml Tryptic Soy Broth (TSB) i¢eren
tiipiin icinde 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda, tiipler 2000 rpm’de 20
dakika santrifiij edildikten sonra, bakteriler 10 ml TSB ile yikanmistir. TSB’de bulunan bakteri
siispansiyonlart McFarland 0,5’e goére ayarlandiktan sonra, 100 pl bakteri siispansiyonu, 900 pl
dezenfektan soliisyonuna oda sicakliginda eklenmistir. Temas siiresi olarak 30 saniye ve bir dakika
beklenmistir. Her bir temas siiresi sonunda karigimdan 10 pl alinip, 990 ul DENB i¢ine eklenmistir. Bu
karigtmin 10"’ den 10%e kadar diliisyonlar1 hazirlanmistir. Her bir diliisyondan 100 ul alinarak TSA
plag1 lizerine yayma plak teknigi ile ekim yapilmistir. Petriler 37°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra
olusan koloniler sayilip, mililitrede kob olarak belirtilmistir. Rediiksiyon orani agagidaki formiile uygun

olarak hesaplanmistir.

log10 rediiksiyon= log10 predezenfektanl sayim- logl10 dezenfektanli sayim
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5 ve ustii logl10 rediiksiyon degeri yeterli bakterisidal aktivite belirtisi olarak kabul edilmistir.
Diliient ve kontrol olarak steril distile su kullanilmig ve her bir bakteri igin islem paralel olarak

yapilmustir.

SONUC VE TARTISMA

Calismada kullanilan biitiin antiseptikler 30 saniye ve bir dakikalik temas siirelerinde, her iki susa

kars1 yeterli bakterisidal aktivite gdstermistir (Tablo 2).

Tablo 2. Kantitatif Siispansiyon Test Sonuglar1

ANTISEPTIKLER
TEST A | B | C | D T E
BAKTERILERI TEMAS SURESI
30sn | 1dak | 30sn | 1dak | 30sn | 1dak | 30sn | 1dak | 30sn | 1dak
S. epidermidis
ATCC 12028 | 87 | 87 | 87 | 87 | 87 | 87 | 87 | 87 | 87 | 87
S. epidermidis
ATCC 35084 | 82 | 82 | 82 | 82 | 82 | 82 | 82 | 82 | 82 | 82

A Poviiodeks Scrub B: Poviiodeks C: Steriderm D: Steridin E: Derhand

Koagiilaz negatif stafilokok grubu bakterilerilerden olan S. epidermidis insanlarda normal flora
iiyesi olmasi nedeniyle, uzun yillar boyunca enfeksiyon etkeni olarak goriilmemis ve kiiltiirlerde iiremesi
durumunda kontaminasyon olarak degerlendirilmistir [1]. Ancak giinlimiizde gittik¢e artan oranlarda
ozellikle hastane enfeksiyonu etkeni olarak bildirilmesi nedeniyle 6nem tasimaktadir. Intravaskiiler
kateter enfeksiyonlari, kalp kapak endokarditleri, serebrospinal sant enfeksiyonlari, vaskiiler greft
enfeksiyonlari, prostetik eklem enfeksiyonlari, periton diyaliz kateterleri ile iligkili peritonitler neden
olduklar enfeksiyonlar arasindadir. Bu bakteriler 6zellikle biyomateryaller iizerine yapisip biyofilm
olusturarak, antimikrobiyallere kars1 direng gosterirler. Biyofilm, polisakkarit ve proteinden olusan bir

ekstraseliiler matriks iireterek birbirlerine ve ylizeylere yapisan mikroorganizma toplulugunu ifade eder

[12-14].

Biyomateryaller lizerine yapisan bu bakteriler, bol miktarda iiretilen slime tabakasmin igine
gomiillmekte ve bdylece bir difilizyon bariyeri olusturarak antibiyotiklerin etkisinden korunmaktadir.
Slime faktor, bakterileri fagositoz ve degraniilasyondan koruyarak, kemotaksisi onleyerek, notrofil
etkisini inhibe ederek ve lenfosit aktivitesini azaltarak bakterilerin viriilansinin artmasina neden olur.
Biyofilm olusumunun yaninda nozokomiyal S. epidermidis izolatlar1 metisilin gibi giiniimiizde sik

kullanilan antibiyotiklere karsi artan oranlarda direng gostermeleri nedeniyle de sorun olusturmaktadir.
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Bu diren¢ durumu, nozokomiyal bakteri topluluklar i¢inde direncin yayilmasina yol acabileceginden

Onem tagimaktadir [2, 12].

S. epidermidis lantibiyotik iiretebilmesi nedeniyle kolonizasyonda iistiinlik saglamaktadir.

Lantibiyotikler daha ¢gok Gram pozitif bakteriler iizerine etkili olan bakteriyosinlerdir [15].

Adam ve ark. [6], %70 izopropil alkol (IPA) i¢inde %2 klorheksidin glukonat (KHG) igeren
(ChloraPrep®) antiseptik soliisyounun, Staphylococcus epidermidis RP62A (biyofilm olusturan) susuna
kars1 antibakteriyel etkisini, sik kullanilan bes antiseptik soliisyonla [70% (v/v) IPA, 0,5% (w/v) KHG,
2% (w/v) KHG, %70 (v/v) IPA iginde % 0,5 (w/v) KHG ve % 10 (w/v) povidon iyot (PI)] karsilastirarak
aragtirmislardir. 30 saniye temas siiresinde yaptiklar1 kantitatif siispansiyon test sonuglarina gore,
caligmada kullanilan biitiin soliisyonlarin yeterli bakterisidal aktivite gosterdigini ancak %70 IPA icinde
%2 KHG igeren antiseptik soliisyonun, 0,5% (w/v) KHG, 2% (w/v) KHG ve %70 (v/v) IPA iginde %
0,5 (w/v) KHG igeren soliisyonlara kiyasla daha iyi antimikrobiyal aktivite gosterdigini bildirmislerdir.
Calismamizda kullandigimiz %7,5 PI, %10 PI, %70 etanol (E) i¢inde %0,5 KHG, %70 2-propanol (2-
P) icinde KHG ve %70 2-P iceren bes antiseptik sollisyonun tamami1 30 saniye ve bir dakikalik temas
stirelerinde hem biyofilm olusturan (S. epidermidis ATCC 35984), hem de olusturmayan (S. epidermidis
ATCC 12228) her iki susa kars1 yeterli bakterisidal aktivite gostermistir. Elde ettigimiz sonuglar, Adam
ve ark. [6]’nin ¢aligmalarinda bildirdikleri sonuglar ile uyumludur. Her ne kadar biyofilm olusturan ve
olusturmayan suslar arasinda duyarlilik agisindan fark goriinmese de, biyofilm icindeki bakterilerin
dezenfektanla temasmin smirli olacagi ve bu nedenle etkinin azalacagi mutlaka gozoniinde

bulundurulmalidir [16].

Yapilan calismalar, alkol ile klorheksidin kombinasyonunun cilt antisepsisinde, alkol ve
klorheksidini tek bagina igeren preparatlara kiyasla daha iyi bir segenek olabilecegini gostermektedir
[17]. Taha ve ark. [18], caligmalarinda biyofilm olusturan S. epidermidis’e kars1 klorheksidin/izopropil
alkol karisiminin tek bagina kullanimlarina kiyasla daha etkili oldugunu bildirmislerdir. Klorheksidinin,
alkol ya da su ile hazirlanan ¢dzeltileri, deri ve mukoz membranlarin antisepsisinde kullanilmaktadir.
Derinin stratum korneum tabakasina baglanarak uzun siire etkinlik gostermektedir. Bu kalic1 etkinlik

enfeksiyonlardan korunmada iistiinliik saglamaktadir [19, 20].

Presterl ve ark. [21], yaptiklar ¢alismada sadece alkol ve alkol-klorheksidin karisimi igeren
preparatlarin S. epidermidis biyofilmlerini ortadan kaldirmada daha etkili oldugunu ancak povidon iyot
iceren sollisyonun daha az etkili oldugunu bildirmislerdir. Calismamizda %7,5 ve %10 povidon iyot
iceren antiseptik soliisyonlarin her ikisinin de kantitatif siispansiyon testi ile yeterli bakterisidal aktivite
gosterdigi goriilmiistiir ancak biyofilm tabakasi icinde bakterilerin antiseptikle temasinin sinirh olacagi
diisiiniildiigiinde, etkinin azalacag1 unutulmamalidir. Ulkemizde cilt antisepsisinde en yaygim kullanilan

ajan povidon iyottur. Iyodun ugucu 6zelligi nedeniyle &nceden agilmis iyodofor igeren ¢dzeltilerin
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antimikrobik etkilerini bekletilmekle kaybedebilecegi, bu c¢ozeltilerin kontamine olabilecegi

bilinmektedir [22].

Gunilimiizde antibiyotiklere karsi artan oranlarda direng gelisimi bildirilirken [23], ayn1 durum
antiseptik ve dezenfektanlara i¢inde s6z konusudur. Antiseptik ve dezenfektanlarm uygun olmayan
konsantrasyonlarda kullanilmasi, sulandirilmig soliisyonlarin ¢ok uzun siire bekletilmesi ile aktif
bilesenlerin etkinligini kaybetmesi, bu maddelere karsi direng gelisimine neden olmaktadir. S.
epidermidis gibi gegmiste tibbi agidan sorun olarak gériilmeyen mikroorganizmalarin, giiniimiizde ciddi
sorunlara yol agabilmesi nedeniyle bu bakterilerin antimikrobiyal maddelere kars1 direng gelisimi takip

edilmeli ve gerekli 6nlemler alinmalidir.

In vitro yapilan bu ¢alismanin sonuglarina gore biyofilm olusturan ve olusturmayan S.

epidermidis suslarinin test edilen antiseptiklere kars: duyarliliginda fark bulunmamustir.
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