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OZET

POLYHEXAMETHYLENE BIGUANIDE HYDROCHLORIDE
MADDESININ ANTIMIKROBIYAL VE INSEKTIiSIDAL
AKTIVITESININ ARASTIRILMASI

Firat Karayigit

Yiiksek Lisans Tezi, Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Lisansiistii Egitim
Enstitiisii Biyomiihendislik Ana Bilim Dali

Tez Danismant: Prof. Dr. sa KARAMAN
Agustos 2022, 89 sayfa

Poliheksametilen Biguanid Hidroklorir (PHMB), ¢ok ¢esitli antimikrobiyal
uygulamalarda kullanilan bir polimer olan kimyasal bir biyosittir. Hicre ozelligi
gOsteren bitiin organizmalarin yaninda olusan etkinlik durumu, bir heksametilen olgusu
bulunan esnek bir aralayici uzantiya bagli kalinan en temel biguanid grubunu
olusturmaktadir. PHMB, hiicre zarinda bulunan biitiinliigii bozularak hiicre élumlerine
sebep olan ¢ok genis bir spektrumu elinde bulunduran dezenfektandir. Pek ¢ok alanda
aktif olarak kullanilmaktadir.

Poliheksanid/poliheksametilen  biguanid, yiiksek doku uyumlulugu ve diisiik
sitotoksisitesi ile en c¢ok kullanilan yara antiseptiklerinden biridir. Bu calismada,
klinigimiz iginbakteriyel merkezli yapilan aragtirmalarda kullanilmakta olan bakteri
suslarinda, labaratuarinda yetistirilmis olan kiiltiirden elde edilmistir. Bu calisma
proseslerinde kullanilan bakteri tiirlerinin ¢alisma proseslerinde isimlendirilmesi kolay

olmasi agisindan Human Pathogen Bacteria (HPB) seklinde isaretlemeler yapilmistir.

Tum klinik vakalarda tedavi surecinde herhangi bir komplikasyonla karsilagiimadi.
Poliheksanid/Poliheksametilen Biguanid ile ilgili klinik ¢alismalar umut vericidir. Bu
calismada kisa siirede olumlu yanit alinmustir. Ancak kronik tedavilerinde % 0,1
PHMB uygulamalarini 1iyilestirmek i¢in daha fazla deneysel kontrollii klinik ve

laboratuvar ¢aligmalarma ihtiya¢ vardir. Bu tez ¢alismasinda, sentez yontemleri, etki
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sekli, antimikrobiyal etkiler ve insanlarin yaninda ayni1 zamanda gevre varliklara yonelik

de guvenliklerinden ¢ok daha kapsamli bir PHMB 6zellikleri literatiirii sunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Poliheksametilen Biguanid Hidroklortr, Antimikrobiyal Aktivite,

Insektesidal Aktivite



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE ANTIMICROBIAL AND INSECTIDAL
ACTIVITY OF POLYHEXAMETHYLENE BIGUANIDE
HYDROCHLORIDE

Firat Karayigit

Master Thessis, Tokat Gaziosmanpasa University Institute Of Graduate
Studies

Department of Bioengineering
Advisor: Assoc. Prof. Dr. isa KARAMAN
August 2022, 89 pages

Polyhexamethylene biguanide hydrochloride (PHMB) is a chemical biocide, a polymer
used in a wide variety of antimicrobial applications. The activity state, which occurs in
all organisms with cellular characteristics, constitutes the most basic biguanide group
that adheres to a flexible spacer extension with a hexamethylene phenomenon. PHMB is
a disinfectant with a wide spectrum that causes cell death by disrupting the integrity of

the cell membrane. It is actively used in many fields.

Polyhexanide/polyhexamethylene biguanide is one of the most widely used wound
antiseptics with its high tissue compatibility and low cytotoxicity. In this study,
bacterial strains used in bacterial-centered studies for our clinic were obtained from the
culture grown in the laboratory. In order to make it easy to name the bacterial species
used in these working processes in the working processes, markings were made as
Human Pathogen Bacteria (HPB).

No complications were encountered during the treatment process in all clinical cases.
Clinical studies of polyhexanide/polyhexamethylene biguanide are promising. In this

study, positive response was received in a short time. However, more experimental
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controlled clinical and laboratory studies are needed to improve the applications of
0.1% PHMB in chronic treatments. This thesis presents a much more extensive
literature on PHMB properties than methods of synthesis, mode of action, antimicrobial

effects, and safety for humans as well as for the environment.

Keywords: Polyhexamethylene Biguanide Hydrochloride, Antimicrobial Activity,
Insectecidal Activity
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BiRINCi BOLUM
1. GIRIS

Polibiguanidlerin tanimina bakildiginda, ayn1 ya da farkli uzunlukta olan hidrokarbon
zincir baglayicilar a¢isindan ayrilmis tekrarl katyonik biguanid birimler igermekte olan
polimerik polikatyonik aminler olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Yapilan tiim bu
caligmalar icerisindeki en 6nemli antimikrobiyal madde olarak, ortalama olarak 11
biguanid birimi icermekte olan ve molekiil agirhigir ortalama olarak 2500 Da olan
Polineksametilen Biguanid karsimiza ¢ikmaktadir. PHMB’nin antimikrobiyal
etkinligine bakildiginda, benzer monomerik ya da dimerik biguanidlerden ¢ok farkli
oldugu da goriilmektedir. PHMB, zehirlilik durumlarmin diisiik seyreltmesi (MIiC = 0,5-
10 pl/ml), gucliu ve genis spektrumlu bir bakteriyosidal madde olmasindan kaynakl, tip
alanlarinda antiseptik madde olarak, bilhassa da antibiyotik direncli bakterilerin sebep
olmus olduklar1 yara enfeksiyonlarmin onlenme durumlarinda, gida endiistrilerinde
dezenfektan olarak ve ylizme havuzlarinin sterilize edilmesi amaciyla kullanildig:
gorulmektedir. Agiz gargaralarinda ve yara pansuman malzemelerinde biyosit olarak
kullanildigina dair arastirmalar mevcuttur. TUm bunlarin yaninda da tekstillerin
antimikrobiyal aktivitelerinin sireclerinde ve genellikle seliiloz liflerinin muhafaza

edilmesi surecinde, ilgi odagi olmustur.

NH NH2" CI

Sekil 1.1 : Poliheksametilen Biguanidin (PHMB)

Poliheksametilen Biguanidin (PHMB) 1997°de selulozik liflere PHMB ile yaptig1 bir
calismanin patentini alan Payne, bu ¢alisma ile elde edilen son Urinin dayanikliligini
arttirmanin yani sira kumas sararmasimni da ortadan kaldirmak igin, 949 kumasa gucli
bir organik asit ile iglem yapmistir. Daha sonra Payne ve Yates, kendi kendine ¢apraz
baglanabilen bir regine ve katalizor kullanarak, sentetik liflerede PHMB uygulamasi

gerceklestirmislerdir. PHMB, ayni1 zamanda pamuga oda sicakliginda ve nétral pH’da



dogrudan emdirme-kurutma-fiksaj islemiyle uygulanabilmektedir. Katyonik dogasi
nedeniyle, PHMB’nin pamuga baglanmasinda, hidrojen baglarmnin yani sira iyonik
baglarin da rolii oldugu diisiiniilmektedir. Pamuklu kumaslardaki kimyasal siiregler
isleminden gelen karboksil gruplari, bu etkilesimlerden bazilarma dahil olmaktadir.
Diisiik konsantrasyonlarda, PHMB ve selillozdaki karboksil gruplar1 arasindaki
elektrostatik etkilesim agir basmaktadir. Konsantrasyon arttikga, PHMB’ nin selulozla
yaptig1 ve ¢ok katmanli adsorpsiyon saglayan hidrojen bagi giderek baskin hale
gelmektedir (Roth B. ve ark. 2010).

Bu c¢alismamizin ana konusu olan, hiicresel organizmalara karsi etkinlik, bir
heksametilen grubu olan esnek bir yapiya baglanan ¢ok temel biguanid grubundan
kaynaklanmaktadir (Kaehn, K., 2010). Biguanid gruplar1 arasinda aralayici olarak alt1
metilen grubu kullanildiginda maksimum biyosidal verim elde edilir (Rose, F.L., 1954).
Yakin tarihli bir makalede, Koburger ve ark. (2010) triklosan, oktenidin, phmb, pvp-
iyot ve kloreksidin diglukonat’in antiseptik etkinligi karsilastirmuslardir; uzun sireli
kullanim gerektiginde veya uzun sireli temasin miimkiin oldugu durumlarda PHMB'nin

en yaygin kullanilan antiseptik oldugu sonucuna varmiglardir.

Kaehn, biyosit olarak PHMB' nin eylem metodunu ve yerlesik uygulamalarimi gézden
gecirilmistir (Lebel, O.; Maris, T.; Wuest, J.D., 2006). PHMB, bakteri hiicre
duvarindaki fosfolipidlerin negatif yiiklii fosfat bas gruplarina baglanir, sertligin
artmasma neden olur, polar olmayan segmentleri hidrofobik alanlara yayilir, hiicre

Olima ile sonuglanip zar yapisini bozmaktadir.

PHMB, tarim ve gida isleme tesislerinde, lojistikte, mutfaklarda, ulasim araglarinda
genis uygulama alanma sahip yeni nesil bir dezenfektandir (Ikeda ve digerleri, 1983;
Ikeda ve digerleri, 1984; Moore ve Gray, 2007). (Koffinevry ve digerleri, 2011; Kabara,
1984; Dugard ve Mawdsley, 1982). PHMB, ozona alternatif olarak antimikrobiyal el
yikamada ve hava filtresi alanlarinda kullanilmaktadir. Kliniksel ¢alismalara
baktigimizda ise, kisinin immin yetmezliklerinin virUslere 6zellikle de HIV’ de dahil
olmak tzere gok genis bir aktivite spektrumuna sahip olduklarmi da gostermektedir
(Wérthen ve digerleri, 2004; Krebs ve Digerleri, 2005). PHMB pek cok yerde;



oftalmolojide (Kramer, 2002), agiz yikamada (Rosin, 2002), perioperatif temizlik
maddesi olarak (Kramer, 1997) kullanilmaktadir (Petrou-Binder, 2003). Ayrica PHMB,
havuzlarin dezenfektanlarinda, kozmetik triinlerinde, deri koruyucularda, lenslerin
dezenfektanlarinda, temizleyicilerde, ve yapistiricilar benzeri teknik sivilarin
tedavisinde de kullanilmaktadir (Kaehn, 2010).

Bununla birlikte, bilimsel literatirde PHMB' nin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine
iliskin yeterli bilgi bulunmamaktadir. Kimyasal ve fiziksel 6zellikleriyle ilgili sinirli
sayida makale bulunmaktadir, bu sinirli sayidaki makalelerden bir tanesinde sentezlenen
malzemenin karakterizasyonundan bahsedilmistir (East, G.C.; Mclintyre, J.E.; Shao, J.,
1997). Mevcutta bulunan literatirler, ticari PHMB' nin bazi1 6zelliklerini igermektedir;
ancak, verilerin nasil elde edildigine iliskin ayrintilardan yoksundur. Molekiiler agirlik
gibi temel 6zelliklerine bile net olarak ulasilamamakta ve buda bir¢ok yanlishiga yol
a¢cmaktadir (Britz, J.; Meyer, W.H.; Wegner, G., 200).



IKiINCi BOLUM

2. KAVRAMSAL CERCEVE

2.1 Poliheksametilen Biguanid Hidroklortir (PHMB) Kavramsal Tanim

Polineksametilen Biguanid Hidroklorir (PHMB), ¢ok ¢esitli antimikrobiyal
uygulamalarda kullanilan bir polimer olan kimyasal bir biyosittir. Kozmetikle ilgili
batin Urdnlerde, vicut bakim driinlerinin igerisinde, ¢amasirlarin  yumusatici
kisimlarinda, kontakt lenslerin sollisyon kisimlarinda ve daha birgok yerde aktif sekilde

kullanilmaktadir.

Kozmetiksel drunler igerisinde, meyvelerin ve sebzelerin korunma durumlarinda
kullanimlar1 yine ¢ok sik karsimiza ¢ikmaktadir. Ayrica 1slak mendillerin etkisini uzun
stirede korumak igin de kullanilir; tekstillerde kokuyu kontrol etmek; yara irrigasyonu
ve steril pansumanlarda mikrobiyal kontaminasyonu o©Onlemek i¢in kullanimlari
gorilmektedir. Bu ¢alismamiz genel manada, sentez yontemlerinden, etki bigiminden,
antimikrobiyal etkilerden ve hem insanlara hem de cevreye yonelik glvenlik
hususlarindan kapsamli bir PHMB’nin antimikrobiyal ve insektisidal aktivitesinin

arastirilmasi literatiiriinii sunmaktadir.

2.1.1 Dezenfektan Madde Kavramsal Tanimi

Dezenfektan madde, cansiz nesneler ve yiizeyler lizerindeki zararli mikroorganizmalar1
(yani bakteri, virtis veya mantar) kontrol etmek, dnlemek veya yok etmek i¢in kullanilan
bir maddedir. Patojenik mikroorganizmalarin ¢ogunu yok eder veya geri doniisiimsiiz
olarak etkisiz hale getirir (Ewart, 2001; EPA, 2004; Quinn ve Markey, 2001; Kennedy
ve digerleri, 2000). Kimyasal dezenfektanlar yaklasik 150 yil once bilimsel olarak
kullanildi, ancak daha eski zamanlarda da ampirik uygulamalarda kullanilmistir. O
zamandan beri birkag yeni biyosit piyasaya surlUlmiistir ve bunlarin

mikroorganizmalara karsi aktiviteleri hakkinda 6nemli miktarda aragtirma yapilmistir.



Yaygimn olarak kullanilan bu biyosit, ABD Cevre Koruma Ajanst (EPA) tarafindan
gbzden gegirilmis ve mesleki kullanicilar diginda, halk veya c¢evre lizerinde ¢ok diisiik
seviyede olumsuz saglik etkileri riskine sahip oldugu belirtilmistir (EPA, 2005). PHMB,
bakteri hiicre duvarindaki fosfolipidlerin negatif yiiklii fosfat bas gruplarina baglanir,
sertligin artmasina neden olur, polar olmayan segmentleri hidrofobik alanlara yayilarak,
zar yapisini bozar ve ardindan hiicre 6limiyle sonug¢lanmistir (Kaehn, 2010). Bunun

neticesinde PHMB' ye direng kazanan bakteri vakasi bildirilmemistir.

2.2 PHMB Sentezi ve Hazirlanma Siireci

PHMB ilk olarak Rose ve Swain (1954) tarafindan sentezlenmistir. Cok c¢esitli
antibakteriyel uygulamalarda kullanilan katyonik bir biguanid polimeridir (O'Malley ve
digerleri, 2007). PHMB hazirlamak icin cesitli yontemler gelistirilmistir. Ornegin,
mevcut yéntemlerden biri, sodyum disiyanamid ve heksametilen diaminin iki asamada
polikondenzasyonu ile PHMB elde etmektir (de Paula ve digerleri, 2011). PHMB' nin
preparasyonlari, agirlikli ortalama sayist (n) 12 tekrar eden heksametilen biguanid
birimi olan polimerik biguanidlerin polidispers karigimlaridir. Molekiiliin heterojenligi,
her zincirin terminal pozisyonlarinda herhangi bir kombinasyonda ya amin ya da
siyanoguanidin ya da guanidin u¢ gruplarmin mevcudiyeti ile daha da artar (Wei ve
digerleri, 2009).

2.3 PHMB Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Poliheksametilen Biguanid Hidroklorir, INCI ile kimyasal adi: Poliaminopropil
Biguanid ve IUPAC Adi N-(3-Aminopropil)-imidodikarbonimidik Diamid'in
Homopolimeri. PHMB, saf formda > %94,2 saflikta, renksiz, kokusuz, asindirici
olmayan ve tahrig edici olmayan antimikrobiyal biyosit kati/tozunu temsil eden bir
polimerdir. % 40 civarinda iyi bir suda ¢oziiniirliige sahiptir. Ayrica alkolde ¢oziiniir ve

boyalar ve cilalar i¢in yaygin ¢oziiciiler olarak kullanilir (ECA, 2010). 2670 ile 4216 Da



arasindaki ortalama molekiiler agirliklar (SCCS, 2015). PHMB, yapisinin
[-(CH2)6.NH.C(=NH) omurgasinda polimerik biguanid birimlerine sahip pozitif yukli
bir polimerdir. NH.C(=NH).NH-]n, (Sekil 1), burada n, 2 ila 40 arasinda olup, ortalama
11 degerindedir [Dugard ve Mawdsley, 1982]. Bu 6zellikler onu teknolojik uygulamalar
icin ilging bir molekil haline getirir: Ana molekili biguanid kadar iyi bir metal
selatordiir (de Paula, 2011); bes konjuge amin, ¢oklu hidrojen baglariyla komsu
molekiillere baglandiginda, molekiiler iistii kimya i¢in c¢ekici olacaktir (Lebel ve

digerleri, 2006)(Britz ve digerleri, 2010).
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Sekil 2.1 : PHMB ve terminal gruplarinin kimyasal yapisi.

2.4 PHMB Eylem Modu

Mikemmel antimikrobiyal aktiviteleri, kimyasal olarak stabilite olma durumu, diistik
toksisite hali ve makul maliyetlerinden kaynakli diinya genelinde pazarlanmis bulunan
katyonik bir biyosit olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Vantocil, 2005; Roth ve Brill, 2010).
Birincil etki bolgesi sitoplazmik membrandir ve bunun sonucunda membran
gecirgenliginin modifikasyonu meydana gelir. PHMB, bakteri hiicre duvarindaki
fosfolipidlerin negatif yiiklii fosfat bas gruplarma baglanir, sertligin artmasma neden
olur, polar olmayan béltimleri hidrofobik alanlara yayilir, hiicre 6lumi ile sonuglanan
sitoplazmik zar yapisini bozmaktadir. Bu etkinin, PHMB' nin sitoplazmik membrandaki
asit fosfolipidlerle elektrostatik etkilesiminden kaynaklandigi gézlemlenmistir. Hiicresel
organizmalara karsi etkinlik, bir heksametilen grubu olan esnek bir aralayiciya baglanan

cok temel biguanid grubundan kaynaklanmaktadir. Maksimum biyosidal verim,



biguanid gruplar1 arasinda aralayici olarak alt1 metilen grubu kullanildiginda elde edilir
(Kaehn, 2010). Belirli antibiyotiklerde (penisilinler, basitrasin ve novobiyosin) tam
tersine, bakteri duvarlar1 éncullerinden ¢ok birikimi olmamaktadir; tahribatlari, hiicre
duvarlarinin par¢alanmadan zarlarin yirtiliyor olma halleri ve gegirgenlik kayiplarindan
kaynaklanmaktadir (Butcher, 2012).

2.5 Antimikrobiyal Aktivite Kavramina Genel Bakis

Antimikrobiyal duyarlilik testleri, bir antimikrobiyal ajanin belli bir bakteri tiirline kars1

in-vitro etkinligini saptamak amaciyla uygulanan testlerdir.

2.5.1 Kantitatif Duyarhhk Testleri

2.5.1.1. MIC (Minimum inhibisyon Konsantrasyonu) Yontemi

Farkli konsantrasyonlarda denenen ve antimikrobiyal bilesenin mikrobiyal gelisimi
tamamen durdurdugu en diisiik konsantrasyon Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu
(MIC) olarak tanimlanmaktadir. MIC belirlemek igin kat1 agar ya da s1vi besi ortaminda
antimikrobiyal aktivitelerinin hazirlanmasi ¢ok sik kullanilan yontemler arasindadir
(Kim ve ark.,1995; Lambert ve ark., 2000). Inkiibasyon sicaklig1 ve inokulum miktar
bir antimikrobiyalin MIC degerinin belirlenmesinde en énemli etkenlerdir. Son yillarda
gelistirilen Bioscreen Microbiological Growth Analyzer cihazi ile ayni anda ¢ok sayida
mikroorganizmanin ve antimikrobiyalin arastirma olanagma erisilmistir (Tassaou ve
ark., 2004).

2.5.1.2 MBC (Minimum Bakterisidal Konsantrasyon) Yoéntemi

Minimum Bakteri Olduriicii Konsantrasyon (MBC) genellikle antibiyotiklerle ilgilidir.

Bakterileri 6ldiirmek icin belirli bir antibiyotigin ne kadarmin gerekli oldugunun bir



Olglsiidur. Laboratuvar analizleri, bir doktora hastanin tedavisinde yardimei olmak igin

bakteriyel enfeksiyondaki bir ilacin MBC'sini degerlendirebilir.

Antibiyotikler bakterileri olumsuz etkileyen ilaclardir. Bazi bakteriyel tiirler bazi
antibiyotiklere kars1 hassastir, ancak doktor hangi antibiyotigin hangi dozunun uygun
oldugunu bilmiyor olabilir veya enfeksiyonun antibiyotik tarafindan tedavi edilip
edilemeyecegini bilemeyebilir. Ilacin diisiik bir dozu bakterilerin biiyiimesini
engelleyebilir ve bu nedenle enfeksiyonun daha da koétiilesmesini dnleyebilir. Bu doz
konsantrasyonuna minimum inhibizisyon konsantrasyon (MIC) denir. MIC

konsantrasyonunda bir antibiyotik dozu, mevcut bakterileri 6ldiirmez.

Ote yandan, Minimum Bakteri Oldlriicii Konsantrasyon antibiyotigin bakterileri
oldiirdiigii konsantrasyondur. Bu bilgiler, yan etkileri durumunda hastasini gereksiz ilag
seviyelerine maruz birakmak istemeyebilecek bir doktor i¢cin faydalhdir. Bilinen bir
Minimum Bakteri Olduriicii Konsantrasyon ayni zamanda daha kisa bir antibiyotik

rotasi olusturabilir.

2.5.1.3 Makrodiliisyon

Bu yontem deney tiiplerinde gerceklestirilir ve seri dilusyona ihtiyag duyar.
Mikrodiliisyon  testinden  farki  denenen  antibiyotiklerin  biiylilk  hacimde
gerceklestirilmesidir. Iki kat seri sulandirma sonucunda antibiyotiklerin belirli
mikroorganizmalara kars1 MIC degerleri belirlenebildiginden kantitatif sonug¢ alinabilir.
Disk diflizyon testine gore daha hassas bir test olmasma karsin daha cok is giicii

gerektiren bir yontemdir.

Mikroorganizmalar mikropipetler ile deney tiplerine ekilir. Deney tiipleri 37 °C’de 18-
24 saat boyunca inkiibe edilir. inkiibasyon sonrasinda, deney tiiplerindeki gelisim gozle
gdzlemlenere dlgiimleri yapilir. Olgiilen deger CLSI ya da EUCAST gibi kurumlarin
bildirmis oldugu standart degerlere gore karsilagtirilarak mikroorganizmanin o

antibiyotige kars1 duyarli ya da direngli oldugu belirlenir.

Bu deneyde hic antibiyotik icermeyen fakat mikroorganizma ve besiyeri iceren tipler

pozitif kontrol olarak kullanilir. Benzer sekilde antibiyotik ve besiyeri igeren fakat



mikroorganizma i¢ermeyen tiipler negatif kontrol olarak kullanilir. Pozitif kontrolde

iireme olmamasi ya da negatif kontrolde tireme olmasi durumunda deney tekrar edilir.

2.5.1.4 Mikrodiltsyon

Swvi diliisyon yonteminin en fazla 500 uL kapasiteli mikrotitrasyon kuyucuklarinda
yapilmasidir. Genelde 100 pl hacimde kuyucuk basina diisen yaklagik bakteri sayisi
5x10* CFU’dur. Yukarida belirtilen yontemler standart yontemlerdir. MIC belirlemek
icin bunlarin disinda antibiyotik gradyent yontemleri (spiral gradient endpoint), Flow
Cytometer, E test (Epsilometer, AB Biodisk, Sweden) gibi yontemlerle MIC
belirlenebilir. 1980 yilinda ABD’de laboratuvarlarin %80°1 kalitatif testler kullanirken
1991°e gelindiginde %731 kantitatif test kullanir hale gelmistir.

2.5.1.5 Disk Difiizyon Teknigi

Kirby-Bauer yontemi olarak da bilinen bu teknikte, test mikroorganizmanin 6-8 saatlik
kiltariinden Mueller-Hinton 31 besiyerine 0,1-0,2 ml miktarinda ekilmekte ve yiizeye
iyice yayilmaktadir (steril swab bu amacgla kullanilabilir). Agarm yiizeyi oda
sicakhiginda 5-10 dakika kuruduktan sonra yiizeye cesitli konsantrasyonlarda degisik
antibiyotikleri iceren diskler yerlestirilir ve 24-48 saat inkiibe edilmektedir. Inkiibasyon
sonunda disklerin etrafinda olusan inhibisyon zonlarinin ¢aplar1 Ol¢iiliir ve Standard
zone tablosu ile karsilastirilarak duyarli/orta duyarly/duyarsiz olarak degerlendirme
yapilmaktadir. Belirlenen zone capma gore MIC degerini de bulmak miimkiindiir
(Andrews 2002, Lalitha 2004). Bu yontemde en 6nemli nokta, ilk 24 saat icinde
inhibisyon zonu iginde hicbir koloni gorulmezken, inhibisyon 48 saate ¢ikarildiginda,
bu zone iginde koloniler olusmaya baslamaktadir. Bu durumda MIC ve MBC

degerlerini kesin belirlemede acele edilmemesi gerekmektedir (Arda 2000).



Sekil 2.2 : Disk difuizyon

2.5.1.6 Calkalamah Agar Teknigi (18+2) Kurah

Katyon eklenmis MHA besiyeri kullanilir. Test i¢in 96-kuyucuklu U-tabanli mikroplak
Antibiyotik konsantrasyonlar1 diliile edilir. Inkiibasyon 35°C de 16-20 saat MIC,
mikroorganizmanin  kuyucuklardaki (remesini tamamen inhibe eden ve gozle

g6zlemlenerek belirlenen en diisiik antimikrobiyal ila¢ konsantrasyonudur.

Pek cok kati besi yeri ortami, besin maddeleri iceren soliisyonlarin agar ile
katilastirilmasi sonucu jel gibi (jelly-like) yapisal 6zellik kazanir. Agar mikrobiyologlar
icin ideal bir katilastiricidir. Agar Gelidium adli kirmizi deniz alginden elde edilen
kompleks bir polisakkarittir. Bakteriler ve funguslar agar1 kompleks yapisindan dolay1
parcalayamazlar, boylece agar sadece besi ortamlarini katilagtirma gorevi goriir. Agar
ayrica tasidigi ozel erime Ozelliginden dolayr da katilastirict olarak kullanilir. Ciinkii

kat1 agar 90-100°C’de erir, siv1 agar da 42°C civarinda katilagir ve 37°C’de erimez.

S1v1 besi ortami gerekli besin bilesenlerinin sadece suda eritilmesi ile elde edilir. Sivi

besi ortamina agar ilavesi ile kat1 besi ortami elde edilir.

2.5.1.7. insektesidal Aktivite

Dogal insektisitlerle alakali ger¢eklesen bilimsel arastirmalara olan ilgi durumu
ulkemizde de her gectigimiz gln ciddi artis yasanmaktadir. Bitkisel merkezli pestisit
kaynaklarini net sekilde arastirmak iizere son 30 senedir ciddi arastirmalar yapilmistir.

Bu konjektirde iilkemizde yayihim gostermekte olan pek ¢ok bitki tlrlerinden elde
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edilmis olan ekstre ve sekonder metabolitlerin degisik bocek g¢esitlerine karsi
insektisidal etkilerine sahip oldugu gozlemlenmistir(Cetin H, Yanikoglu A. 2006).
Omegin iilkemizde yetismekte olan Inula viscosa L., Pimpinella anisum L.,
Ononisnatrix L., Melissa officinalis L., Origanum onites L. ve Teucrium divaricatum
sieber bitki g¢esitlerinin mantar sinegine karsin toksik 6zellikleri gozlemlenmistir (Erler
F, Polat E, Demir H, Cetin H, Erdemir T. 2009).

Tum bunlar arasindan ekolojik tarim kapsaminda kullanimlar1 serbest olanlardan
Chrysanthenum cineraria bitkilerinden elde edilmekte olan, muhtemelen bir sinerjist
ihtiva etmekte olan pyrethrin esasli preparatlar senelerdir 1siric1 veemici boceklere karsi
kullanilmaktadir ve dahasi arilara karsida zehirsiz oldugu bilinmektedir. (Schoonhoven

LM. 1982). Nane, cam, kimyon yaglar1 insektisit ve akarisit, olarak kullanilmaktadir.

Cagimizda ticari preparatlar1 olan Azadirachtin, Neem agaci (Azadirachta indica,
Meliaceae) tohumlarindan elde edilmekte olan bir limonoid olup, bir gok bocege karsi
etkin bir beslenmeyi engelleyici ve biiyiime engelleyici olarak kullanilmaktadir (Isman
M.,1997) (Kismal1 S, 1988).

2.6 Literatiir Taramasi

Polihekzametilen Biguanitler (PHMBs) ¢ok genis kullanim alanlar1 bulunan biyositlerin
basinda gelmektedir. Ristic ve dig, (2014) tarafindan yapilan calisma da, yiizme
havuzlarinda dezenfekte etmek amaciyla, beraberinde de gida endiistrisi baglaminda,
hastanelerde antiseptik sekilde, kozmetik iirlinler icerisinde koruyucu madde olarak,
kisisel bakim iirtinleri kapsaminda, kumas islemlerinin islenmesi sirasinda yumusatici
seklinde ve bilhassa da kontak lens soliisyonlarinda antibakteriyel/antifungal malzeme

olarak kullanildig1 bilinmektedir.

Chindera, K., Mahato, M., Kumar Sharma, A., Horsley, H., Kloc-Muniak, K.,
Kamaruzzaman, N. F., ... & Good, L. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada, enfeksiyonla
ve antimikrobiyal direncle micadele etmek icin, ila¢ etki mekanizmalarini aydinlatmasi
icin yararlanilmistir. Burada yaygin olarak kullanilan antimikrobiyal Poliheksametilen
Biguanid'in (PHMB) bakterileri konak hiicreler {izerinde secici olarak nasil 6ldiirdiigii

ortaya konulmustur. PHMB tarafindan kabul edilen mikrobiyal membran bozulmasi
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modelinin aksine, bir dizi bakteri tiiriine hiicre girigleri gdzlemlenmistir ve tedavi edilen
bakteriler, alternatif bir antimikrobiyal mekanizma olarak DNA baglanmasini saglayan,
hiicre boliinmesi durmasi ve kromozom yogunlagmasi sergilemistir. DNA diizeyinde bir
mekanizma, PHMB' nin izole edilmis bakteri kromozomal DNA's1 ile karigtirildiginda
nanopartikiiller olusturdugu ve bunun biiyiime {izerindeki etkilerinin, DNA baglama
ligandi Hoechst 33258 ile ikili kombinasyon ile baskilandigi gdzlemleriyle
dogrulanmistir. PHMB ayrica memeli hiicrelerine girmis ancak endozomlar iginde
sikisip kalmistir ve cekirdeklerden hari¢ tutulmustur. Bu nedenle PHMB, bakteri ve
memeli hicresel DNA' sma farkli erisim gdstermektedir ve bakteri kromozomlarini
secici olarak baglamaktadir ve yogunlastirmaktadir. PHMB' ye kars1 kazanilmig direng
bildirilmedigi igin, segici kromozom yogunlasmasi, dirence yenik diismeyebilecek

antimikrobiyal etki i¢in beklenmeyen bir paradigma saglamaktadir.

Ranganath, (2011) tarafindan yapilan calismada, PHMB’nin tekstil {iriinlerinin
islemlerinde seliilozik liflerle hidrojen baglarini olusturmus oldugu ve selulozik lifler
Uzerinde ¢ok iyi ¢alistig1 bulunmustur. PMHB ile islem gérmiis kumaslarin bakterilerle
temaslar1 olustugunda, biyosit bakteri yuzeyleriyle etkilesimler olusturarak sitoplazma
ve bakteri zarindaki sitoplazmik fosfolipidlere transferleri oldugu goézlemlenmistir.
Biyosit pozitif yiklidur ve bundan kaynakli da temelde negatif yuklu birimle reaksiyon

olusturarak organizmanin Sliimlerine neden olmaktadir.

Ristic ve dig., (2014) tarafindan yapilan calismada da, bilhassa da seliilozik kumaslarin
yapimlarinda ve kullamimlarinda antimikrobiyal sentez islemlerinde dikkatleri Uzerine
cekmistir. Katyonik yapilarindan kaynakli poliheksametilen biguanit, iyonik bagin yani
sira selilloz malzemeleriyle hidrojen baglarini olusturmaktadir. Daha diisikk seyreden
konsantrasyonlardada, seltloz icerisindeki PHMB ve karboksilik asit gruplari
icerisindeki elektrostatik etkilesimin daha baskin oldugu ortaya konulmustur. Fakat bu
durumun tam tersi olarak, PHMB'nin konsantrasyonunda artislar goriildiik¢e de, seltloz

ile hidrojen baglar1 giderek baskinlastig1 ortaya konulmustur.

Llorens, E., Calderon, S., Del Valle, L. J., & Puiggali, J. (2015) tarafindan yapilan
calismada, klorheksidin (CHX) ile ilgili disiik molekiler agirlikli bir polimer olan
Poliheksametilen Biguanid Hidroklorir (PHMB), iyi bilinen bir antibakteriyel
maddedir. Bu ¢aligmada, antibakteriyel 6zelliklere sahip 3 boyutlu biyolojik olarak
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pargalanabilen yap1 iskeleleri elde etmek igin elektro-egirme ile PHMB yikli polilaktid
(PLA) nanolifleri iiretilmistir. CHX yiikli PLA lifleri kontrol olarak kullanilmistir.
Elektrospun fiberler, SEM, FTIR, DSC ve temas acis1 6l¢iimleri ile incelenmis ve analiz
edilmisgtir. Yiukli iskelelerden PHMB ve CHX salmimlari, ayrica antibakteriyel
aktiviteleri ve biyouyumluluklar1 degerlendirilmistir. Sonu¢ olarak, yiklenen PHMB
miktarinin  artmasiyla nanoliflerin daha diizgiin hale geldigini ve c¢aplarinin
kiiglildiigiinii gostermistir. Bu 6zellik, iskelenin hem yiizey piiriizliligiinin hem de
hidrofobikliginin artmasina neden olmustur. PHMB salimi, ortamin hidrofilikligine
biiyiik 6lgtide bagimlidir ve CHX igin belirlenenden farklidir. Son olarak, PHMB yukli
PLA iskeleleri, yapismay1 ve bakteri iiremesini engelledikleri ve hem fibroblast hem de
epitel hiicre hatlarinin yapigsmasi ve ¢cogalmasi i¢in biyouyumlu 6zellikler sergiledikleri

icin antibakteriyel 6zellikler gostermistir.

Eberlein, T., Haemmerle, G., Signer, M., Gruber-Moesenbacher, U., Traber, J.,
Mittlboeck, M., ... & Strohal, R. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada ise; agrili, kritik
derecede kolonize (risk altindaki yaralar) veya lokal olarak enfekte yaralarda
poliheksanid iceren biyosellloz yara o6rtist (BWD+PHMB) ile en iyi yerel standart
glimiis yara ortiisii (Ag) ile tedaviyi karsilastirilmistir. Cesitli etiyolojilere sahip yaralari
olan, baslangic VAS agr1 skoru >4 olan ve yar1 kantitatif bakteri yiikii ++ veya daha
yuksek olan hastalar, BWD+PHMB veya Ag ile tedavi gormek (zere rastgele
ayrilmistir ve sistemik enfeksiyonu olan ve/veya sistemik antibiyotik kullanan hastalar
calisma dis1 birakilmistir. Birincil son nokta, hasta tarafindan bildirilen agr1 (gece, giin
icinde, pansuman degisikliklerinden 6nce ve 15 dakika sonra alt skorlar dahil olmak
tizere VAS toplam agr1), tedavi gruplari arasinda karsilastirilmistir ve 0, 1, 3, 7, 14, 21
ve 28. bakteri yiikii, yara yatagi ve yara g¢evresindeki cilt durumu, yasam Kkalitesi ve
pansuman kullanimina iligkin ikincil sonuclar ayni ziyaretlerde degerlendirilmistir. Otuz
sekiz hasta (BWD+PHMB, n=21 [24 yara]; Ag, n=17 [18 yara]) analizlere dahil
edilmistir. Temel degiskenler Onemli bir farklilik géstermemistir. Pansuman
degisikliklerinden énce BWD+ PHMB (p < 0.001) i¢in daha iyi bir agr1 azalmasi ile
birlikte her iki grupta da yara agris1 onemli 6lcide azalmistir. Ag ile karsilastirildiginda,
BWD+PHMB grubunda kritik kolonizasyon ve lokal yara enfeksiyonu 28 glnlik

caligma siiresi boyunca 6nemli 6lgiide daha hizli ve daha iyi azalmistir (p < 0,001).
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Iyilestirilmis yasam kalitesi, iyi tolere edilebilirlik ve her iki grup icin de herhangi bir

yan etki gosterilmemistir.

Hem BWD+PHMB hem de AG, agriy1 ve bakteri yiikiinii azaltmada etkili oldugu
ortaya konulmustur. Bununla birlikte, BWD+PHMB'nin kritik bakteri yukinu
gidermede 6nemli 6l¢lide daha hizli ve daha iyi olmasi, bu sargiy1 kritik olarak kolonize
ve lokal olarak enfekte yaralari tedavi etmek i¢in g¢ekici bir terapdtik segenek haline

getirmektedir.

Moore, K., & Gray, D. (2007) tarafindan yapilan ¢alisma da, ameliyat sonrasi yara
enfeksiyonlar1 iyilesmenin gecikmesine, hastanede kalis siiresinin uzamasina ve
maliyetlerin artmasmma neden olabilecegi aktarilmistir. Antibiyotige direngli
bakterilerdeki artis, antibiyotiklerin profilaktik kullanimini azalttig1 ortaya konulmustur.
Etkili bir alternatif, diren¢ olusturma olasiligi daha diisiik olan antiseptiklerin
kullanilmas1 durumudur. AMD yara Ortiileri, yara hiicreleri igin diisiik toksisiteye sahip
olan ve antibiyotige direngli bakterileri Oldirmede etkili olan Poliheksametilen
Biguanid (PHMB) kullanir. Bu makalede, standart yara bakim protokollerinde rutin
olarak  kullanildiginda cerrahi alan enfeksiyonlarinin = 6nlenmesinde =~ AMD

pansumanlarmin etkinligi ve maliyet etkinligine iliskin kanitlar1 gozden gegirilmistir.

Messick, C. R., Pendland, S. L., Moshirfar, M., Fiscella, R. G., Losnedahl, K. J.,
Schriever, C. A., & Schreckenberger, P. C. (1999) tarafindan yapilan ¢alismada da,
fungal keratit, hem teshis edilmesi hem de tedavisi zor olan bir enfeksiyon oldugu
aktarilarak, Candida albicans, diger mayalar ve bOlmeli kifler, Fusarium spp. ve
Aspergillus spp, bu hastaligin yaygin nedenleri olarak gdsterilmistir. Tedavi se¢enekleri
smirlidir ve natamisin (%5), amfoterisin B (%0,15) ve flukonazoliin (%1) topikal
formiilasyonlarin1 igermektedir. Bununla birlikte, bu ajanlarin etkinlikleri, zayif okiiler
penetrasyon, zayif tolere edilebilirlik ve/veya zayif in vitro aktivite nedeniyle tehlikeye
girdigi agiktir. Halihazirda cevresel biyosit ve kontakt lens dezenfektani olarak
kullanilan Poliheksametilen Biguanid'in (PHMB), ¢ok ¢esitli mantar patojenlerine karsi
miikemmel in vitro aktiviteye sahip oldugu ve 200 mg'lik konsantrasyonlarda etkili ve
iyl tolere edildigi gosterilmistir. Bu ¢aligma, enfektif keratit ile iligkili mantar

izolatlarma karsi PHMB' nin in vitro aktivitesini degerlendirmek i¢in yapilmustir.
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Calismada kullanilan organizmalar, Illinois Universitesi Hastanesi, Chicago, IL, ABD
(n= 10), Columbia Wesley Tip Merkezi, Wichita, KS, ABD'deki (n= 10) hastalardan
izole edilen 25 Candida albicans izolatin1 igermistir. ) ve St Vincent's Mercy Medical
Center, Toledo, OH, ABD (n= 5), Illinois Universitesi Hastanesi'ndeki bir hastadan elde
edilen tek bir Aspergillus niger izolat1 ve American Type tarafindan saglanan asagidaki
dort sus Kiiltiir Koleksiyonu, Rockville, MD, ABD: Candida albicans 24433; Candida
parapsilosis 22019; Candida krusei 6258 ve Fusarium solani 44366. PHMB %20
Zeneca Biocides, Wilmington, DE, ABD' den elde edilmistir.

Butcher, M. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada, Yara enfeksiyonu, bireyin bagisiklik
sistemi, yaranin durumu ve mevcut bakterilerin sayisi ve viriilans1 arasindaki karmasik
etkilesimden kaynaklandigi aktarilmistir. Zayif kan temini, hipoksi ve metabolik
bozukluklar gibi altta yatan tibbi problemler de katkida bulunan faktorlerdir. Bakteri
tiirlerinin gelismesine izin verilirse, yara enfeksiyonu siirekliliinde ana hatlariyla
belirtildigi gibi kolonizasyon, kritik kolonizasyon veya yara enfeksiyonu durumlari
meydana gelecektir. Bu sadece hastaya pahaliya mal olmakla kalmaz, ayn1 zamanda
saglik hizmeti saglayicilart i¢in ciddi mali ve yasal sonuglar dogurmaktadir. Yara
biyolojik yikinun etkin yonetimi yoluyla enfeksiyon riskini azaltmak bu nedenle yara
bakiminin 6nemli bir yoniidiir. Bakteriyel biyolojik yukin etkin ydnetimi, yara
bakiminin 6nemli bir unsuru oldugu aktarilarak, son yillarda kolonizasyon ve
enfeksiyonu kontrol etmek i¢in topikal antimikrobiyal sargilarin kullaniminin arttigi
goriilmiistiir, ancak bazilarinin yara iyilesmesini engelleyebilecegi ve sistemik sekellere
sahip olabilecegi endisesi vardir (World Union of Wound Healing Societies (WUWHS),
2008). Bu makale, Birlesik Krallik'ta nispeten az kullanilan bir antimikrobiyal bilesik
olan PHMB'nin giivenligi ve etkinligine odaklanmakta ve bakteri kolonizasyonu ve

enfeksiyonunun yonetimi igin etkili bir segenek oldugunu iddia etmektedir.

Creppy, E. E., Diallo, A., Moukha, S., Eklu-Gadegbeku, C., & Cros, D. (2014)
tarafindan yapilmis olan; Poli(HeksaMetilen Biguanid) Hidroklorir (PHMB) CAS No.,
biguanidlerin antiseptik kimyasal grubunun 6zellikle etkili bir iiyesidir ve ellili yillarin
basindan beri sayisiz uygulamada kullanilmaktadir. PHMB genotoksik olmasa da,
PHMB'nin kategori 3 kanserojen olarak siniflandirilmasi dnerilmistir. PHMB'nin, DNA
bazlarimin genotoksik olmayan modifikasyonlari, DNA metilasyonu ve mitojenik

sitokin iiretimi dahil olmak iizere epigenetik 6zelliklere sahip olabilecegi varsayilmistir.
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Bu ozellikler, 3 hiicre tipi kullanilarak in vitro olarak degerlendirilmistir: Islevsel
olmayan bir p53 genine sahip Caco-2 hiicreleri (bir insan kolon adenokarsinomundan),
N2-A (Neuro-2A hiicreleri, fare noral hiicreleri), beyin kemirgenlerde olasi bir hedef
organdir ve fonksiyonel p53 geni ile HepG2 hiicrelerinde (insan hepatoseliler
karsinomu) bulunmaktadir. 1 pg/mL konsantrasyonundan 20 pg/mL PHMB'ye kadar,
ne bilyiime uyarimi ne de inhibisyon etkisi gdzlenmemistir. Notr kirmizi kullanilarak
canlilik testi, 3 saat boyunca PHMB ile tedaviden sonra 20-25 pg/mL'lik bir IC50'ye yol
acarken, MTT testi, HepG2 hucreleri, Neuro-2A hicreleri ve Caco-2 hicreleri. PHMB,
onemli oksidatif stres (MDA (retimi veya lipoperoksidasyon) indiklemez veya
DNA'nmn (8-OH-dG) hidroksilasyonunu ve/veya hipermetilasyonunu (m5dC)
indliklemez; ikincisi, DNA replikasyonu ve diizenlenmesi ve hiicre bolinmesi ile guclu
bir sekilde iligkilidir. PHMB, TNF-a (timo6r nekroz faktord), interlokinler (IL-1 alfa) ve
transkripsiyon faktoru nikleer faktor kappa B (NF-«kB) gibi apoptoza neden olabilen
veya transforme hicrelerin veya tumorlerin  blyumesi 20 ila 100 pg/mL
konsantrasyonlar1 yerine, PHMB 3 saatten daha kisa bir siirede her tiirden hiicreyi
oldurdr. Proapoptotik gen bax ve digerleri, anti-apoptotik bcl-2 ve kaspaz-3, RT-PCR
ile degerlendirilmistir. Son olarak, PHMB varlifinda GAP-baglantilarinin (GJIC)
durumu belirlenmistir ve olmadig1 goriilmiistiir. Ayrica 6nemli 6lctide de etkilenmistir.
Elde edilen veriler, in vitro PHMB'in, hiicre lizizinin hizla meydana geldigi daha
yiiksek konsantrasyonlarda bazi sitokinlerde ve transkripsiyon faktoriinde hafif bir artis

disinda net ve dikkate deger epigenetik 6zellikler sergilemedigini gostermektedir.

Zamirbekova ve ark. (2020) tarafindan yapilmis olan calismada, yara ile ilgili
PMBH’nin antiseptik bir ilag olarak kullanimi tizerinde durulmustur. Yara, cilt
biitiinliigli bozulmus canli dokunun anatomik ve fonksiyonel devamliliginin kaybidir.
Veteriner hekimlikte yara genellikle trafik kazalari, diismeler, kesici ve delici aletler,
silah yaralanmalar1 ve 1sirma nedeniyle olusur (Murphree, 2017). Normal yara

iyilesmesi genellikle iyi yonetilen bir dizi onarim siirecini takip eder.

Karmagik biyokimyasal yollar ve hiicresel etkilesimler, hemostaz, inflamasyon,
proliferasyon ve maturasyon fazinin sirayla ilerlemesini saglar (Bayindir, 2007). Yara
iyilesmesini etkileyen bircok lokal ve sistemik faktor vardir. Lokal faktorler, yara
bolgesinde enfeksiyon, yetersiz kan dolasimi, hipoksi, doku nekrozu, yabanci

partikiillerin varlhigi, tekrarlayan travmalar ve yara bolgesinin hareketliligidir. Sistemik
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faktorler; beslenme yetersizligi, diyabet, kronik bobrek yetmezligi, immiin yetmezlik ve
kortikosteroid kullanim1 gibi hastaliklar, hastanin yas1 ve genetik yapisidir (Hanna ve
Giacopelli 1997, Robson ve ark. 2001). Birgok yara sorunsuz iyilesirken, doku onarim
sliresinin uzamastyla birlikte bir¢ok kronik yarada iyilesme sorunlar1 olugsmakta ve agik
yaralar gozlenmektedir. Kronik bir yaranin iyilesme yeteneginin kaybi, yara onarmminin
dogal agamalarinda bir yerde bir bozulma oldugunu gosterir (Moore ve ark., 2006).
Acik yaralarin tyilesmesi genellikle inflamatuar fazda veya proliferatif asamada durur.
Uzun siire iyilesmeyen yara bolgesi, mikroorganizmalar i¢in miikemmel bir kiiltiir

ortami olusturur (Woo ve ark., 2007).

Yara enfeksiyonunun yara iyilesmesinin inflamatuar fazim1 uzatarak hastada agr1 ve
rahatsizliga neden olabilece§i ve uygun sekilde tedavi edilmedigi takdirde ciddi ve
potansiyel olarak Oliimciil sistemik sepsise yol agabilecegi goriilmektedir (Consensus
Panel, 2010). Yara tedavisinde sadece sistemik antibiyotiklerin kullanilmasi yara
lyilesmesi i¢in ¢ogu zaman yetersiz kalmaktadir. Topikal antimikrobiyal ajanlar
genellikle alkol bazli, iyot bazli, biguanidlerdir: klorheksidin glukonat ve
Poliheksanid/Poliheksametilen Biguanid (PHMB), halofenoller (kloroksilenol),
bisfenoller (triklosan), glimiis bilesikler ve oksijenli su. Yara enfeksiyonlarmin
tedavisinde topikal antimikrobiyallerin kullanimi, parenteral antibiyotik kullanimini en
aza indirmek i¢in sistemik antibiyotiklere bir alternatif olarak degerlendirilmistir
(ODwyer ve Demetriou, 2016). PHMB, 60 yili askin siiredir ¢esitli endiistrilerde
kullanilan ve veteriner hekimlikte nispeten yeni olan bir antiseptiktir. PHMB,
bakterilerin dis ve sitoplazmik zarlarim1 yok ederek antimikrobiyal olarak oldukca
etkilidir (O'Dwyer ve Demetriou, 2016). PHMB, yiiksek doku uyumlulugu ve diisiik
sitotoksisitesi ile en ¢ok kullanilan yara antiseptiklerinden biridir (Wehner ve ark.,
2009). PHMB bakteri, viriis ve mantarlara kars1 genis bir aktivite spektrumuna sahiptir
(Moore ve Gray, 2007) ve antibiyotiklere terapdtik alternatifler olarak dnerilmektedir
(Hancock ve Sahl, 2006).

Bu ¢alismada, farkli nedenlerle kronik enfeksiyonlu yara olusumu ile klinige getirilen
hastalarin tedavisinde % 0,1 PHMB iceren antimikrobiyal jel ve spreyin yara iyilesmesi

iizerindeki etkinliginin arastirilmasi amaglanmustir.
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Midiller, G., Koburger, T., & Kramer, A. (2013) tarafindan yapilan ¢aligmada, Yumurta
saris1  fosfatidilkolin (EPC) igeren su iginde yag (y/a) emiilsiyonlari, sulu
Poliheksametilen Biguanid Hidrokloriir (PHMB) ile birlestirilmistir. Sulu fazdaki
PHMB konsantrasyonu, stizme santrifiijleme deneyleriyle tahmin edilmistir. Paralel
olarak, PHMB konsantrasyonu, kiiltiirlenmis murin fibroblastlart (L929 hiicreleri)
tizerinde sitotoksisite deneyleri (notr kirmizi) ve Pseudomonas aeruginosa veya
Staphylococcus aureus Uzerinde bakterisidal etkinlik  testleri  kullanilarak
degerlendirilmistir. Biyolojik testler hiicre kiiltlirli ortaminda gerceklestirilmistir.
Filtrasyon santrifiijleme deneyleri, biyolojik olarak etkili PHMB icin yapilan
deneylerden ¢ok daha yiksek sulu PHMB konsantrasyonlar1 géstermistir. Bu nedenle,
etkili PHMB konsantrasyonlarin1 dogrulamak i¢in tercihen biyolojik test sistemleri
kullanilmahdir. Ayn1 % 0.05 PHMB o/w emiilsiyonunun 8 kez yeniden kullanildig:
mikrobisidal etkinlik testleri, test bakterilerinin mevcudiyeti ile aktive edilen bir ilag

dagitim sistemini ortaya ¢ikarilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Cahismada kullanilan bakteri suslar

Antibakteriyel ¢alisilmalarinda kullanilan bakteri suslar1 Prof. Dr. Isa KARAMAN stok
kiiltliriinden yetistirilmistir. Caligmada kullanilan bakteriler calisma proseslerinde
isimlendirilmesi kolay olmasi a¢isindan Human Pathogen Bacteria (HPB) olarak
isimlendirilmistir. Calisma esnasinda kullaniimakta olan bakteri tirleri ise;

. Pseudomonas aeruginosa (ATCC:29133728)

. Staphylococcus aureus (ATCC:6538)

. Escherichia coli (ATCC:25922)
. Bacillus subtilis (ATCC:6633)

. Enterococcus faecalis (ATCC:19433)

. Streptococcus mutans (ATCC:35668)

. Listeria monocytogenes (ATCC:51774)

. Enterococcus faecium (ATCC:8459)

. Klebsiella aerogenes (ATCC:13048)

. Pseudomonas fluorescens (ATCC:13525)

3.1.2 Caliymada kullanilan fungus tiirleri

. Candida albicans (ATCC:10231)

. Aspergillus flavus (ATCC:9643)
. Aspergillus niger (ATCC:16404)
. Alternaria alternata (ATCC:6663)

. Fusarium oxysporium (ATCC:62506)
. Didymella lycopersici (ATCC:12263)

19



3.1.3 Calismada kullanilan kimyasal maddeler

. Nutrient Agar Besiyeri (NA)

. Nutrient Broth Besiyeri (NB)

. Potato Dextrose Agar Besiyeri (PDA)

. OXOID (Blank bos disk)

. Cefoperozne, Erythromycin, Gentamycin, Tetracyline

. Streptomycin, Flukonazole, Variconazole antibiyotik diskleri

. Polihexametilen Biguanidin Hydrocloride etken maddesi (PHMB)

3.1.4 Cahismada kullanilan cihazlar ve sarf malzemeleri

. Hassas terazi
. Inkiibator
. Vorteks

. +4 °C Buzdolabi
. Steril kabin

. Pipetler

. Distile su

. Pens

. Falcon tupleri
. Mezur

. Steril bos antibiyotik diskleri (OXOID)

. Cam plastik petri kaplar1
. Manyetik karigtirict

. Cam beher

. Otoklav cihaz1

. Etlv

. Drigalski spatuli
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3.2 YOontem

3.2.2 Besiyeri Hazirlama

3.2.2.1 Nutrient Agar (NA)

Bakterilerin uygun kosullarda ¢ogalmasi ve iiremesi i¢in, 1 litre destile suda 20 gr
Nutrient Agar (NA) besiyeri ilave edilip hazirlanmistir. Daha sonra da manyetik
karistiricida 1sitilarak tiimiiyle eriyip bitene dek, 121 °C 1s1 da 15dk otoklova konularak

sterilize edilmistir.

3.2.2.2 Potato Dextrose Agar (PDA)

Potato Dekstroz Agar ("PDA" olarak kisaltilir), mantar ve bakteri yetistirmek i¢in en

yaygin kullanilan besiyeridir.

Funguslarin ¢ogalmasi i¢in 1 It distile su igcinde 39,0 gr Patato Dextrose Agar (PDA)
cozinmesi saglamistir. Daha sonrasinda da manyetik karistirict kisminda 1sitilarak
tumiyle eriyip yok olana kadar, 121 °C’de 15 dk otoklava konularak sterilizie
edilmistir.

Funguslarin ¢ogaliyor olmasi adma 1 1t distile su icinde 39,0 gr Patato Dextrose Agar
(PDA) ¢o6ziilme durumunu saglamistir. Daha sonrasinda da manyetik karistirict
kisminda 1sitilarak tiimiiyle eriyip yok olana kadar, 121 °C’de 15 dk otoklava konularak

sterilizie edilmistir.

3.2.2.3 Nutrient Broth (NB)

Nutrient Broth, klinik 6rneklerden ve diger materyallerden ¢ok ¢esitli organizmalarin

kiiltivasyonu i¢in kullanilan siv1 bir besiyeridir.

21



1 It distile su igerisinde 8 gr ¢dziilerek, manyetik karistirici da karstirilip, 121 °C de 15

dk otoklavda steril hale getirilmistir.

Bu ortam, 6zel amagclar icin kan, serum, sekerler vb. gibi diger bilesenlerle

zenginlestirilebilir.

3.2.3 Saf Mikroorganizma Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Daha oncesinde hazirlanmig bulunan Nutrient Agar (NA) eser Olctde steril petri
kaplarina dokiiliip, bakterilerin agar plaka ekimi igin 18-24 saatlik sivi besiyerinde
yetistirilen saf kiiltiirlerden 0,5 Mc Farland standardina ayarlanarak as1 kiitiirii
olusturuldu. Her bakteri susu i¢in ayri ayr1 olusturulacak olan inokiilasyon igin 100 ml
bakteri susu almip NA igeren petri kaplarina, drigalski spatiili ile yayma ekim teknigi

uygulanmaigtir.

Sekil 3.1 :Saf Kiiltiirden Yetistirilen Bakteriler
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Funguslar i¢in ¢ok daha Oncesinden hazirlanmis olan Potato Dextrose Agar (PDA),
steril petri kaplarina dokiilmiistiir. Funguslarm petri kaplarina ekimi igin, stok saf
fungus kultirden steril swaplarla fungus sporlar1 alindig1 ortaya konulmustur. Alinan
fungal sporlar besiyeri iceren bos petri kaplarma, agar plaklarin biitiin yiizeyini

kapsayacak bicimde ekimi yapilmustir.

Sekil 3.2 :Saf Kiiltiirden Yetistirilen Funguslar

3.3 McFarland Ayarlama

Mikrobiyolojik ¢alismalarda kullanilan bakteri suslarinin (saf kiiltiir) kat1 besiyerine
pasaj1 yapilip, etiivde 24 saatlik inkiibasyonundan sonra, gelismekte olan kolonilerden
sivi besiyerine inokule edilmistir. Inkiibasyondan sonra bakterilerin ¢ogalmasi ile
besiyerinde bulaniklik olusmustur. Bulanikhigi anlamak i¢in McF standartlar1 da

kullanilmustir.

Bakteriler icin 0,5 Mcf, funguslar igin 0,5 Mcf, mayalar igin 1 Mcf standarti

kullanilmaistir.
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Sekil 3.3 : 1.Tup: L. monocytogenes 2.Tup: B. subtilis 3. Tip: K. aerogenes 4.Tup: P.
aeruginosa 5.Tup: S. aureus 6.Tup: E. coli 7.Tlp: E. faecium 8.Tup: P. fluorescens
9.Tup: E. feacalis 10.Tip: S. mutans

3.4 Antibakteriyel Agar Disk Diflizyon Testi

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde kullanilacak olan testler arasinda Disk
Difuzyon yontemi bulunmaktadir. Disk Diflizyon yontemi ayni1 zamanda Kirby-Bauer
Metodu olarak da bilinmektedir. Bu metoda gore, daha Onceden hazir olan
Polihexametilen Biguanidin etken maddesinden 20 ul alinip, 6 mm c¢apindaki bos
antibiyotik disklere (oxoid, blank disc) dogrudan emdirilmistir.

Bakteriler iizerinde disk difiizyon teknigi uygulanirken oncelikli olarak 0,5 Mc farland
standardina gore ayarlanan bakteriler NA besiyerine, drigalski spattll ile yayma ekim
teknigi ile ekilmistir. Ekim yapildiktan hemen sonra antibiyotik diskleri yerlestirilmistir.
Besiyerine ayn1 zamanda pozitif kontrol olarak Cefoperazone (105 pg/disk) ve
Erythromycin (15 pg/disk) ve Gentamycin (10ug/disk) ve Tetracyline (30ug/disk) ve
Streptomycin (10 pg/disk) kullanilmistir.

Negatif kontrol olarak, bos disklere 1 ml etken madde (PHMB) 1 ml destile suda
karistirilip, daha sonra 20' ser pl alinip dogrudan emdirilmistir. Bakteriler 36,5°C' de
18-24 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonrasinda olusan inhibisyon caplar1

milimetrik cetvel kullanilarak 6l¢iimler yapilmustir.
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3.5 Antifungal Agar Disk Diftizyon Testi

Antifungal denemelerinde, antibakteriyel disk difiizyon yonteminde kullanilan Kirby-
Bauer testi olarak da adlandirilan test yontemini uyarlayarak funguslar Gzerinde test

edilmistir.

Antifungal denemelerinde, antibakteriyel disk diflizyonda oldugu gibi 0Onceden
hazirlanan steril petri kaplarma yani PDA besiyerine, funguslarin petri kaplarina ekimi
icin, stok saf fungus kiiltiirtinden steril swaplar ile fungus sporlar1 alindi. Alinan fungal
sporlar besiyeri iceren bos petri kaplarina agar plakanmn biitiin ylizeyini kapsayacak
sekilde ekimi yapilmustir. Antifungal diskleri ve bos disklerimizi yerlestirilerek, 20 pl'
lik hacim 6 mm ¢apindaki (OXoid, blank disc) bos disklere etken madde (PHMB)

dogrudan emdirilmistir.
Pozitif kontrol olarak Fluconazole ve VVoriconazole antifungallar1 kullanilmustir.

Negatif kontrol olarak, bos disklere 1 ml etken madde (PHMB) 1 ml destile suda
karistirtlip, daha sonra 20' ser ul alinarak dogrudan emdirilmistir. Funguslar daha sonra
oda sicakligma birakilarak Inkiibasyon icin, inhibizasyon zonlar1 belirlenmesi igin 72
saat inklbasyona birakilmustir. Inkiibasyon siiresi sonunda olusan inhibisyon c¢aplari

milimetrik cetvel yardimiyla 6l¢iilmiistiir.

3.6 Fungus Mikroorganizmalarin Calkalamah Agar Teknigi (18+2) ile MIC

Belirlenmesi

Oncellikle funguslar icin Potato Dextrose Agar (PDA) hazirlanmistir. Bunun icin 1
litrede 39.0 gr besiyeri hazirlanarak, manyetik karistiricida iyice karistirildiktan sonra
otoklava atilip 48°-50°C' de steril hale getirildikten sonra deney icin hazir hale

getirilmistir.

Calkalamali Agar Teknigi yonteminde 6 fungus iizerinde ¢alisma yapilmistir. Daha

sonra her bir fungus icin 101% a kadar seri dilisyon seyreltmeler hazirlanmistir.
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Calkalamali Agar Teknigi yonteminde Seri seyreltmeler yapilirken baslangigta 2' ser ml
Nutrient Broth (NB) alinarak 10 farkli vida kapakli deney tiiplerine aktarilmistir. Daha
sonra 2 ml etken madde (PHMB) ilk tiipe konularak (107%)’ den, 107% a kadar seri
seyreltmeler yapilarak her bir fungus igin tekrar edilmistir.

10-* tdp igin, 2 ml seyreltmenin tamamini steril petri kabina dokerek daha sonra 48°-
50°C' daki besiyerini 18 ml mezur ile Olgerek aynmi sekilde steril petri kabimna

uygulanmistir. Sonug olarak 18+2 total hacimde kural uygulanmustir.

Daha sonra steril petri kaplarinin kuruduktan sonra U¢ esit parcaya ¢izilerek her bir
fungus igin zimba aletiyle daha dnceden hazirlanmis olan, stok saf fungus kultiriinden
almarak ekim uygulanmistir. Ekim yapildiktan sonra tiim steril petri kaplarmin
kontaminasyondan korunmak amaciyla etraflar1 parafilm ile sarilip, oda sicakligina
birakilip 72 saat boyunca bekletilmistir.

Her bir petri kabi igerisindeki funguslarm MIC degerlerinin Sonuglar1 listelendi. Bu
sayede smrasiylan 50 pl/ml, 25 pl/ml, 12,5 pl/ml, 6,25 pl/ml, 3,125 pl/ml, 1,56 pl/ml,
0,781 ul/ml,0,39 pl/ml, 0,19 pl/ml, 0,09 ul/ml konsantrasyon araligma kadar etken
madde test edilmistir. Mikroorganizmalarin {iremelerinin olmadigi en diisiik etken
madde konsontrasyonu MIC degeri olarak degerlendirilmistir. Negatif kontrol olarak,

etken maddenin Nutrient Broth ile seyreltilerek seri dilisyonlar yapilmustir.
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3.7 Bakteri Mikroorganizmalarin Broth Makro Dilusyon Ydntemiylen MIC ve
MBC Degerlerinin Tespiti

MIC (Minimum Inhibisyon Konsantrasyon)

Bakteri mikroorganizmalarin etken maddenin etkisi MIC ve MBC degerleri broth
makro diliisyon yontemi ile belirlenmistir. Oncellikle deney ¢alismasmda %20' lik (20
ml etken madde - PHMB, 80 ml distile su) ile hazirlanarak uygulanmistir. Daha sonra
ayni sekilde %10' luk (10 ml etken nadde - PHMB, 90 ml distile su) ile hazirlanarak
deney iki yonli olarak tekrar edilmistir.

%20" lik etken madde igin; Broth makro diltsyon yonteminde %20" lik etken madde igin
2' ser ml broth almarak 15 farkli vida kapakli deney tiiplerine aktarildi. %20" lik etken
maddeden 2 ml alinarak, ilk deney tiipiinden 14. deney tiipiine kadar seri diliisyonlar
yapilmistir. Bu sayede sirasi ile 0.4 pl/ml, 0,2 pl/ml, 0.1 ul/ml, 0.5 pl/ml, 0,25 ul/ml,
0,125 pl/ml, 0,625 pl/ml, 0,3125 pl/ml, 0,0156 pl/ml, 0,0078 pl/ml, 0,039 ul/ml, 0,0019
ul/ml, 0,00097 ul/ml, 0,00048 pl/ml konsantrasyon araligina kadar etken madde
(PHMB) test edilmistir. Negatif kontrol olarak Nutrient Broth ile seyreltilerek seri
diliisyonlar yapilmistir. Mikrorganizmalarin saf kllturlerinden 0,5 Mc farland oraninda
almarak s1v1 besiyerinde as1 kiiltiirii olusturulmustur. Bu as1 kiiltiirtinden 100 pl alinarak
batun tuplere inokile edildi. Deneyde kullanilan 15. Tip ise kontrol olarak etiketlenerek

sadece 2 ml broth icerisine 100 ul bakteri inokule edilmistir.

Mikroorganizmalar1 igeren deney tiipleri almarak 36,5°C' de 1 saat boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Mikroorganizmalarin Uremelerinin olmadigi en diisiik etken

madde konsantrasyonu MIC degeri olarak degerlendirilmistir.

%10' luk etken madde igin; deney ayni sekilde tekrarlanarak 2' ser ml broth alinarak 12
farkli vida kapakli deney tiiplerine aktarilmistir. Etken maddenin %10 luktan 2 ml
almip 11. deney tiipiine kadar aktarilmistir. Seri diliisyonlar yapilarak bu sayede sirasi
ile 0,2 pl/ml, 0,2ul/ml, 0,5 pl/ml, 0,125 pl/ml, 0,625 pl/ml, 0.3125 pl/ml, 0,0156 pl/ml,
0,0078 pl/ml, 0,039 pul/ml, 0,0019 ul/ml 0,000 97 pl/ml konsentrasyon araligina kadar
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etken madde (PHMB) test edilmistir. Negatif kontrol olarak Nutrient Broth ile

seyreltilerek seri diliisyonlar yapilmustir.

Ay sekilde mikroorganizmalarin saf kiiltiirlerinden alinarak 0,5 Mcfarland oraninda
alinarak sivi besiyerinde as1 kiiltiirii olusturulmustur. Bu as1 kiiltiiriinde 100 pl bakteri
alinarak butun tuplere inokule edilmistir. Deneyde kullanilan 12. tiip ise kontrol olarak
etiketlenerek sadece 2 ml icerisine 100 pl bakteri inokule inokiile edilmistir.
Mikroorganizmalar1 igeren deney tiipleri almarak 36,5°C' de 48 saat boyunca
inklibasyona birakilmistir. Mikroorganizmalarin Gremelerinin en disiik etken madde

konsantrasyonu MIC degeri olarak degerlendirilmistir.

MBC (Minimum Bakterisidal Konsantrasyon)

%20" lik ve %10 luk test mikroorganizmalarm MIC degerleri belirlendikten sonra

degerlendirilmistir.
%10' luk etken madde igin;

Her test Mikroorganizma igin steril petri kaplaria yani Nutrient Agar (NA) besiyerine 5

ul her bir diliisyondan alinarak aktarilmustir.

L. monocytogenes icin 10° pl/ml’ ye kadar yani (MiK degerine kadar) olan 6 esit
parcaya cizilerek boliinen petri kabina her bir konsantrasyondan 5 ul almarak

aktarilmustir.

B. subtilis icin 107 ul/ml, K. aerogenes 10 ul/ml, P. aeruginosa 10 pl/ml, S. aureus
108 pl/ml, E. faecium 10° pl/ml, P. fluorescens 101° pl/ml, E. coli 10° pl/ml, E.
faecalis 10° ul/ml, S. mutans 10° pl/ml’ ye kadar Nutrient Agar (NA) besiyerine her bir

konsantrasyondan 5 pl alinip aktarilmistir.
% 20' lik etken madde icin,

Ayni sekilde, L. monocytogenes 107 pl/ml, B. subtilis 10° ul/ml, K. aerogenes 10°
ul/ml, E. coli 10 ul/ml, E. faecium 10 pl/ml, P. aeruginosa 107 pl/ml, S. aureus 10
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1 yl/ml, P. fluorescens 102 pl/ml, S. mutans 10 pl/ml, E. faecalis 10 pl/ml’ ye

kadar, Nutrient Agar (NA) besiyerine her bir konsantrasyondan 5 pl alinip aktarilmistir.

3.8 Polihexametilen Biguanidin Etken Maddesinin Dermanyssus gallinae (Kirmiz
Tavuk Biti) Uzerindeki Insektesidal Aktivitesinin Denenmesi- Uygulanmasi

PHMB (etken madde) insektesidal aktivitesi icin Dermanyssus gallinae (kirmizi tavuk
biti) {izerinde ¢alismalar yapilmustir. Bunun igin ilk olarak Tokat-Zile ilge bdlgesinde
17.05.22 tarihinde Tavuk Kimesciligi Ciftliginde Kirmiz1 Tavuk Bitleri toplandi. Daha
sonra  Tokat Gaziosmonpasa  Universitesi ~ Biyomiihendislik ~ Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda ¢alismalara baslanarak insektesidal aktivitelerinin belirlenmesi Uzere
PHMB, etken maddesinden ¢alismanin iki yonlii analizlerini yiiriitme agisindan %10’
luk (10 ml PHMB, 90ml destile su o.u) ve %20' lik (20 ml PHMB, 80 ml destile su 0.0)
deney icin aktivitenin belirlenmesinde konsantrasyonlar hazirlanmistir. Daha sonra her
bir konsantrasyon icin, deney ¢ tekerriirden olusacak sekilde bos sise diizenekleri
hazirlanmistir. %10° luk ve %20' lik her birinde 10" ar ml mezur ile dlcerek puskurtme
yontemi ile bos sise diizeneklerine aktarilip, iiger giin araliklarla kontrol analizleri
saglanmistir. Birinci uygulama icin 17.05.22 tarihinde numuneler aktarildi. Ikinci
uygulama ic¢in 20.05.22 tarihinde numuneler tekrar diizeneklere aktarilmistir. Bu arada
herbir uygulama igin Ucer giin araliklarla kontroller analizleri saglanmistir. 23.05.22
tarihinde tekrardan tavuk kimesi ¢iftligine gidilip yeni stok numuneler alinip, 6nceden
hazirlanmis olan %10' luk ve %20' lik etken maddelerin 10’ar ml' lik plskiirtmiis
oldugumuz diizeneklere aynmi sekilde yani ana stok bitlerden almip aktarilmigtir. Ayni

sekilde tiger giin araliklarla kontrol analizleri saglanmustir.
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Sekil 3.4 : Ana Stok
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4. BULGULAR

ANTIBAKTERIYEL DiSK DIFUZYON ZONE OLCUM SONUC TABLOSU

Cizelge 4.1 : Calismada kullanilan pozitif ve negatif kontrollerin inhibasyon ¢aplari

Calismada Kullanilan inhibisyon zonlar1 (mm)

Bakteriler ™ PK-1 PK-2 PK-3 PK-4 PK-5
B. subtilis 16 16 18 12 14 14
(ATCC: 6633)

E.faecalis 28 24 22 14 28 18
(ATCC: 19433)

K.aerogenes 16 26 30 20 32 18
(ATCC: 13048)

E.faecium 18 18 32 18 12 26
(ATCC: 8459)

S.aeureus 20 36 34 18 34 18
(ATCC:6538)

S.mutans 26 24 28 14 30 16
(ATCC:35668)

E.coli 20 18 26 16 16 16
(ATCC:25922)

P.aeruginosa 16 14 24 16 12 16
(ATCC:29133728)

L.monocytogenes 20 16 22 14 8 16
(ATCC:51774)

P.fluorescens 18 10 28 16 8 20
(ATCC: 13525)

TM: Test madde, PK: Pozitif kontrol, NK: Negatif kontrol su, NE: no effect — Etki yok,
PK-1: Cefoperazone, PK-2: Erythromycin, PK-3: Gentamycin, PK-4: Tetracylin, PK-5:
Streptomycin, TM: Bos Blank Disk (Test madde)
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ANTIBAKTERIYEL DiSK DIFUZYON ZON OLCUM SONUC TABLOSU

2 hafta aralikla tekrardan milimetrik cetvel ile zon ¢ap degerlerine bakilmistir.

Cizelge 4.2: Calismada kullanilan pozitif ve negatif kontrollerin inhibasyon ¢aplari

Cabsmada Kullanilan | phibisyon zonlar1 (mm)
Bakteriler

™ PK-1 PK-2 PK-3 PK-4 PK-5
B. subtilis 26 20 18 15 16 16
(ATCC: 6633)
E. faecalis 30 25 24 18 30 20
(ATCC: 19433)
K.aerogenes 30 28 32 24 33 21
(ATCC: 13048)
E.faecium 26 20 33 20 14 28
(ATCC: 8450)
E.coli 30 18 26 30 18 20
(ATCC: 25922)
P.aeruginosa 24 14 26 18 16 20
(ATCC:29133728)
L.monocytogenes 26 18 26 18 12 20
(ATCC:51774)
P.fluorescens 30 13 28 18 10 24
(ATCC: 13525)
S.aeureus 22 40 36 21 38 20
(ATCC:6538)
S.mutans 32 28 30 16 34 16
(ATCC:35668)

e TM: Test madde, PK: Pozitif kontrol, NK: Negatif kontrol suNE: no effect —
Etki, PK-1: Cefoperazone, PK-2: Erythromycin, PK-3: Gentamycin, PK-4:
Tetracyline, PK-5: Strept, omycin, TM: Bos Blank Disk (Test madde)
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Sekil 4.1 : Antibakteriyeller lizerinde olusan disk difiizyon zone ¢aplar1 (mm)

ANTIFUNGAL DiSK DIFUZYON ZONE OLCUM SONUC TABLOSU

Cizelge 4.3: Calismada kullanilan pozitif ve negatif kontrollerin inhibasyon ¢aplar1

Calismada Kullamilan Funguslar inhibisyon zonlar1 (mm)
™ PK-1 PK-2
Didymella sp. 20 NE NE

(ATCC:12263)

Aspergilus flavus 26 NE 20
(ATCC: 9643)

Candida albicans 24 NE NE
(ATCC:10231)

Alternaria alternata 24 NE NE
(ATCC:6663)
Fusarium oxsporium 20 NE NE

(ATCC:62506)

Aspergilus niger 26 NE 18
(ATCC:16404)
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e TM: Test madde, PK: Pozitif kontrol, NK: Negatif kontrol (su), PK-1:
Fluconazole, PK-2: Voriconazole, TM: Bos Blank Disk (Test madde)

ANTIFUNGAL DiSK DIFUZYON ZONE OLCUM SONUC TABLOSU

1 giin aralikla milimetrik cetvel ile zon ¢ap degerlerine bakilmistir.

Cizelge 4.4: Calismada kullanilan pozitif ve negatif kontrollerin inhibasyon ¢aplari

Cahsmada Kullanilan | inhibisyon zonlar1 (mm)
Funguslar T™ PK-1 PK-2
Didymella sp. 22 NE NE

(ATCC:12263)

Aspergilus flavus 28 NE 22
(ATCC:9643)

Candida albicans 24 NE NE
(ATCC:10231)

Alternaria alternata 32 NE NE
(ATCC:6663)

Fusarium oxsporium 30 NE NE
(ATCC:62506)

Aspergilus niger 28 NE 18
(ATCC:16404)
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e TM: Test madde, PK: Pozitif kontrol, NK: Negatif kontrol (su), NE: no effect —
Etki yok, PK-1: Fluconazole, PK-2: Voriconazole, TM: Bos Blank Disk (Test
madde)

Sekil 4.2 : Antifungallar iizerinde olusan disk difiizyon zone ¢aplar1 (mm)
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Cizelge 4.5: Calismada Agar Teknigi (18+2 Kurali) Fungus Mikroorganizmalarin MIC
Deger Tablosu

Calismada
Kullamlan

Funguslar

Seyreltme

101

102

103

104

105

106

107

108

10

10-10

Konsantrasyon

50
pl/ml

25
pl/ml

125
pl/ml

625
pl/ml

312
pl/ml

1,56
pl/ml

078
pl/ml

0,39
pl/ml

019
pl/ml

0,09
pl/ml

Aspergilus
niger
(ATCC:16404

MIC

Didymella sp.
(ATCC:12263)

MIC

Alternaria
alternata
(ATCC:6663)

MIC

Aspergilus
flavus
(ATCC:9643)

MIC

Candida
albicans
(ATCC:10231)

MiIC

Fusarium
oxsporium
(ATCC:62506)

MIC

e NK: Negatif kontrol, (-) Ureme gézlemlenmedi, (+) Ureme gozlemlendi, NK:

Nutrient Borth, MIC: Minimum Inbisyon Konsantrasyon (iiremenin baslangic

konsantrayon degeri)
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Sekil 4.3 : Funguslar tizerinde olusan minimum inhibisyon konsantrasyonlar1

Sekil 4.4 : Funguslar iizerinde olusan minimum inhibisyon konsantrasyonlari
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Cizelge 4.6 : Bakterilerin %10’ luk etken madde i¢in MIC belirleme Deger Tablosu

Cahsmada Kullamlan | MIC (Minimum Inhibisyon Konsantratin (u/ml) %10

Bakteriler 101 | 102 103 104 10° 106 107 108 10-° 10 | 10t | K

Bacillus subtilis - - - - R R _ R T T T T

(ATCC: 6633) MIC

E. faecalis - - - - - - + + + + + +
. MIC

(ATCC: 19433)

K.aerogenes - - - - - + + + + + + +

(ATCC: 13048)

E.faecium - - - - - B ¥ ¥ T T T T

(ATCC: 8459) MIC

S.aeureus - - - - - - 4 ¥ + + + T

(ATCC: 6538) MIC

S.mutans - - - - - ¥ + + + + T T

(ATCC:35668) MIC

E.coli - - - - = - = B B B + T

(ATCC: 25922) MmIC

P.aeroginosea - - - - 4 - ¥ ¥ + + + T

MIC

(ATCC:29133728)

L.monocytogenes - - - - - - + + + + + T

(ATCC:51774) MIC

P.fluorescens - - - - - - - - B B + T

(ATCC: 13525) MmIC

e NK: Negatif kontrol, (-) Ureme gézlemlenmedi, (+) Ureme gozlemlendi, NK:
Nutrient Borth, MIK: Minimum Inbisyon Konsantrasyon (iiremenin baslangig

konsantrayon degeri)
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Sekil 4.5 : Bacillus subtilis ait broth makro diliisyon géruntis.

Aciklama: Tipler en biiyiik konsantrasyondan en diisiik numune konsantrasyonuna gore

(Soldan saga) siralanmistir. Negatif Kontrol Nutrient Brothun MIC degeri (6.tiiptiir).

Sekil 4.6: Klebsiella aerogenes ait broth makro dilisyon gorintasu.

Aciklama: Tiipler en biiyilik konsantrasyondan en diisiik numune konsantrasyonuna gore

(Soldan saga) siralanmistir. Negatif Kontrol Nutrient Brothun MIC degeri (5.tiiptiir).
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Sekil 4.7 : Enterecoccus faecalis ait broth makro dillisyon goriintisu.

Agiklama: Tiipler en biiylik konsantrsayondan en diisiik numune konsantrasyonuna gore

(Soldan saga) siralanmistir. Negatif kontrol Nutrient Brothun MIC degeri (6.tiiptiir).

Sekil 4.8 : Enterococcus faecium ait broth makro dillisyon gorintus.

Aciklama: Tiipler en biiylik konsantrsayondan en diisiik numune konsantrasyonuna gore

(Soldan saga) siralanmistir. Negatif kontrol Nutrient Brothun MIC degeri (6.tiiptiir).
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Sekil 4.9 : Saphylococcus aureus ait broth makro diltisyon gorunttsa.

Aciklama: Tiipler en biiyiik konsantrsayondan en diisilk numune konsantrasyonuna gore

(Soldan saga) siralanmistir. Negatif kontrol Nutrient Brothun MIC degeri (8.tlptr).

Sekil 4.10 : Streptococcus mutans ait broth makro diltisyon goruntisa.
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Acgiklama: Tiipler en biiylik konsantrsayondan en diisiik numune konsantrasyonuna gore

(Soldan saga) siralanmistir. Negatif kontrol Nutrient Brothun MIC degeri (5.tlptiir).

Sekil 4.11 : Escherichia coli ait broth makro dilisyon gorunttsa.

Aciklama: Tiipler en biiylik konsantrsayondan en diisiik numune konsantrasyonuna gore

(Soldan saga) siralanmistir. Negatif kontrol Nutrient Brothun MIC degeri (10.tlptur).
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Sekil 4.12 : Pseudomonas aeruginosa ait broth makro dillisyon goriintisa.

Aciklama: Tiipler en biiyiik konsantrsayondan en diisilk numune konsantrasyonuna gore

(Soldan saga) siralanmistir. Negatif kontrol Nutrient Brothun MIC degeri (6.tUptar).

»V"ﬁ
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Sekil 4.13 : Listeria monocytogenes ait broth makro diltisyon gorintus.

Acgiklama: Tiipler en biiylik konsantrsayondan en diisiik numune konsantrasyonuna gore

(Soldan saga) siralanmistir. Negatif kontrol Nutrient Brothun MIC degeri (6.tUptur).

Sekil 4.14 : Pseudomonas fluorescens ait broth makro diliisyon gérintisu.

Aciklama: Tipler en biiyiik konsantrsayondan en diisiik numune konsantrasyonuna gore
(Soldan saga) siralanmistir. Negatif kontrol Nutrient Brothun MIC degeri (6.tlptr).
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Cizelge 4.7 : Bakterilerin %20’ lik etken madde i¢in MIC belirleme Deger Tablosu

Calhsmada MIC (Minimum Inhibisyon Konsantratin (pl/ml) %20

Kullanilan 101 1072 103 104 105 106 107 108 10 10 | 10 | 102 | 10 | 10

Bakteriler

B.subtilis - - - - - - - + + + + +

(ATCC: 6633) MIC

E. faecalis - - - - + + + + + + + + + T

(ATCC: 19433) mic

K.aerogenes - - - - - - + + + + + + + +

(ATCC: 13048) Mic

E.faecium - - - - - - - B - - _ n ¥ ¥

(ATCC: 8459) Mic

S.aeureus = - - - - - £ - = - B + + +

(ATCC: 6538) Mic

S.mutans - - - - - - - - - 5 B + + T

(ATCC:35668) e

E.coli - - - - - - = B - B N T T T

(ATCC: 25922) MIC

P.aeruginosa - - - - - - + + + T T T T T
MIC

(ATCC:2913372

8)

L.monocytogenes | - - - - - - + + + + + + T T

(ATCC:51774) mic

P.fluorescens - - - - - - - - - B B _ T T

(ATCC: 13525) MIC

NK: Negatif kontrol, (-) Ureme gozlemlenmedi, (+) Ureme gézlemlendi, NK:

Nutrient Borth, MIC: Minimum Inbisyon Konsantrasyon (iiremenin baslangic

konsantrayon degeri)
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Sekil 4.15 : %10 luk etken madde icin Minimum Bakterisidal Konsantrasyonuna Ait
Gorlntlsu

Agiklama: Her bir numaralandirma MIC degerine kadar alinan seyreltmeleri ifade

etmektedir ve her birine 5 pl seyreltme emdirilmistir.
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Sekil 4.16 : Bacillus subtilis ait broth makro diliisyon gorunttsa.

Aciklama: Tiipler en biiyiik konsantrasyondan en diisilk numune konsantrasyonuna gore

(soldan saga) siralanmistir. Negatif kontrol Nutrient Brothun MIC degeri (9.tiiptiir).

e -
ey Jd

(R £ Jeacalis

Sekil 4.17 : Enterecoccus feacalis ait broth makro diltisyon goruntisa.

Aciklama: Tiipler en biiylik konsantrsayondan en diisiik numune konsantrasyonuna gore

(Soldan saga) siralanmistir. Negatif kontrol Nutrient Brothun MIC degeri (4.tiiptiir).
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Sekil 4.18 : Klebsiella aeroginosa ait broth makro diltisyon gorintlsu.

Aciklama: Tiipler en biiylik konsantrsayondan en diisilk numune konsantrasyonuna gore

(Soldan saga) siralanmistir. Negatif kontrol Nutrient Brothun MIC degeri (6.tiiptiir).

Sekil 4.19 : Enterococcus faecium ait broth makro diltisyon gorintusa.

Aciklama: Tiipler en biiyilik konsantrsayondan en diisiik numune konsantrasyonuna gore

(Soldan saga) siralanmistir. Negatif kontrol Nutrient Brothun MIC degeri (11.tiiptiir).
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Sekil 4.20 : Staphylococcus aureus ait broth makro diltisyon goriintisu.

Aciklama: Tiipler en biiylik konsantrsayondan en diisiik numune konsantrasyonuna gore

(Soldan saga) siralanmistir. Negatif kontrol Nutrient Brothun MIC degeri (11.tiiptiir).

Sekil 4.21 : Streptococcus mutans ait broth makro diltisyon goruntisa.

Agiklama: Tiipler en biiyiik konsantrsayondan en diisik numune konsantrasyonuna gore

(Soldan saga) siralanmistir. Negatif kontrol Nutrient Brothun MIC degeri (11.tuptar).
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Sekil 4.22 : Escherichia coli ait broth makro dillisyon goruntus.

Aciklama: Tiipler en biiyiik konsantrsayondan en diisiilk numune konsantrasyonuna gore

(Soldan saga) siralanmistir. Negatif kontrol Nutrient Brothun MIC degeri (11.tlptur).

Sekil 4.23 : Pseudomanas aeruginosa ait broth makro diliisyon gorintasu.

Aciklama: Tipler en biiyiik konsantrsayondan en diisiik numune konsantrasyonuna gore

(Soldan saga) siralanmistir. Negatif kontrol Nutrient Brothun MIC degeri (7.tlptiir).
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Sekil 4.24 : Listeria monocytogenes ait broth makro diltisyon gorintus.

Aciklama: Tiipler en biiyiik konsantrsayondan en diisiilk numune konsantrasyonuna gore

(Soldan saga) siralanmistir. Negatif Kontrol Nutrient Brothun MIC degeri (7.tuptdr).

Sekil 4.25 : Pseudomanas fluorescens ait broth makro diltisyon goruntisa.

Aciklama: Tiipler en biiyiik konsantrsayondan en diisiik numune konsantrasyonuna gore

(Soldan saga) siralanmistir. Negatif kontrol Nutrient Brothun MIC degeri (12.tuptur).
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Sekil 4.26 : %20' lik etken madde icin Minimum Bakterisidal Konsantrasyonuna Ait
gorintusu.

Agiklama: Her bir numaralandirma MIC degerine kadar olan seyrletmeleri ifade

etmektedir. Her birine 5 pl seyreltme emdirilmistir.
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INSEKTESIDAL AKTIVITE

%10’ luk Etken Madde Uygulama Tablosuna Elde Edilen Uygulama Dozlar1

Cizelge 4.8: Birinci uygulama dozlarinin insektedidal aktiviteleri

Uygulama Uygulama Dozlar

Tarihleri 1. Tekrar 2. Tekrar 3. Tekrar
Uygulama-1

17.05.22

Kontrol-1 Etkili / Oldiiriircti | Etkili / Oldurtrct | Etkili / Olduriirci
18.05.22

Kontrol-2 Etkili / Oldurirct | Etkili / Oldararct | Etkili / Oldiiriirci
19.05.22

Kontrol-3 Etkili / Oldurirct | Etkili / Oldararct | Etkili / Oldiiriirci
20.05.22

Sekil 4.27 : Birinci uygulamaya ait insektesidal aktivite géruntisu
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Cizelge 4.9: Ikinci uygulama dozlarinin insektedidal aktiviteleri

Uygulama Uygulama Dozlar

Tarihleri 1. Tekrar 2.Tekrar 3. Tekrar
Uygulama-2

20.05.22

Kontrol-1 Etkili / Oldururct | Etkili / Oldurarct | Etkili / Oldiiriirci
21.05.22

Kontrol-2 Etkili / Oldurarct | Etkili / Oldararct | Etkili / Oldiiriirci
22.05.22

Kontrol-3 Etkili / Oldurarct | Etkili / Oldararct | Etkili / Oldiiriirci
23.05.22

Sekil 4.29 : ikinci uygulamaya ait insektesidal aktivite gortntusti
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Cizelge 4.10: Ucgiincii uygulama dozlarinm insektedidal aktiviteleri

Uygulama Uygulama Dozlar

Tarihleri 1. Tekrar 2.Tekrar 3. Tekrar
Uygulama-3

23.05.22

Kontrol-1 Etkili / Oldururct | Etkili / Oldurarct | Etkili / Oldiiriirci
24.05.22

Kontrol-2 Etkili / Oldurarct | Etkili / Oldararct | Etkili / Oldiiriirci
25.05.22

Kontrol-3 Etkili / Oldurarct | Etkili / Oldararct | Etkili / Oldiiriirci
26.05.22

Sekil 4.30 :Uclincli uygulamaya ait insektesidal aktivite gorintsi
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Sekil 4.31 : %10 luk etken maddesinin Binokuler mikroskobiye ait Dermanyssus
gallinae (kirmizi tavuk biti) cansiz goriintiisii.

%20’ lik Etken Madde Uygulama Tablosuna Elde Edilen Uygulama Dozlar1

Cizelge 4.11: Birinci uygulama dozlarmin insektesidal aktiviteleri

Uygulama Uygulama Dozlan

Tarihleri 1. Tekrar 2.Tekrar 3. Tekrar
Uygulama-1

17.05.22

Kontrol-1 Etkili / Oldururct | Etkili / Oldurtreti | Etkili / Oldurtrei
18.05.22

Kontrol-2 Etkili / Oldirurct | Etkili / Oldurareti | Etkili / Oldurtrei
19.05.22

Kontrol-3 Etkili / Oldirurct | Etkili / Oldurareti | Etkili / Oldurtrei
20.05.22
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Sekil 4.32 :Birinci uygulamaya ait insektesidal aktivite gorintisi

%20’ lik Etken Madde Uygulama Tablosuna Elde Edilen Uygulama Dozlar1

Cizelge 4.12 : Ikinci uygulama dozlarinin insektedidal aktiviteleri

Uygulama Uygulama Dozlar

Tarihleri 1. Tekrar 2.Tekrar 3. Tekrar
Uygulama-2

20.05.22

Kontrol-1 Etkili / Oldirurct | Etkili / Oldurtret | Etkili / Oldurtrci
20.05.22

Kontrol-2 Etkili / Oldururct | Etkili / Oldurtret | Etkili / Oldurtrci
21.05.22

Kontrol-3 Etkili / Oldirurct | Etkili / Oldurtret | Etkili / Oldurtrci
21.05.22
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Sekil 4.33: kinci uygulamaya ait insektesidal aktivite gorintiisii

%20’ lik Etken Madde Uygulama Tablosuna Elde Edilen Uygulama Dozlar1

Cizelge 4.13 : Ugiincii uygulama dozlarinin insektedidal aktiviteleri

Uygulama Uygulama Dozlar

Tarihleri 1. Tekrar 2.Tekrar 3. Tekrar
Uygulama-3

23.05.22

Kontrol-1 Etkili / Oldururct | Etkili / Oldurtret | Etkili / Oldurtrci
24.05.22

Kontrol-2 Etkili / Oldirurct | Etkili / Oldurtret | Etkili / Oldurtrci
25.05.22

Kontrol-3 Etkili / Oldirurct | Etkili / Oldurtret | Etkili / Oldurtrei
26.05.22
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Sekil 4.34: Uclincii uygulamaya ait insektesidal aktivite gorintisii

Sekil 4.35: Yakin ¢ekime ait insektesidal aktivite goruntisi
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Sekil 4.36: %20' lik etken maddenin Binokiiler mikroskobun altinda Dermanyssus
gallinae ( kirmizi tavuk biti) ait cansiz goriintiisii

60



SONUC ve TARTISMA

Calismamiz kapsaminda Tablo 1’ de elde edilen veriler nezdinde, antibakteriyel disk
diflizyon yonteminden baslayarak, ¢alismada kullanilan pozitif ve negatif kontrollerin
inhibasyon ¢aplarinda tim bakteri mikroorganizmalarin Polihexametilen Biguanidin

etken maddesi tzerine denenmesi 6nemli zone degerleri verdigi goriilmiistiir.

Iki hafta aralikla tekrardan milimetrik cetvel ile zone ¢ap degerlerine bakildig1 Tablo 2
icinde elde edilen 6lgiimler de ayni sekilde 6nemli ve daha fazla sayisal zone degerleri

gostermistir. Kicasasi ilgili test maddesinin etki alaninin kuvvetli oldugunu gostermistir.

Calismamizin devaminda Tablo 3’ de ise, antifungal mikroorganizmalarin burdaki zone
deger inhibisyonlar1 ele alinmig ve belirli dlciilerde test maddesi eklenmistir. Bu islem
sonrasinda PK-1’de NE (yani etki yok) seklinde ¢ikarken, PK-2” de ise Didymella sp.,
Candida albicans, Alternaria alternata, Fusarium oxsporium NE (yani etki yok) ve
Aspergilus flavus ile Aspergilus niger bu madde Uzerinde etkili oldugu ortaya

konulmustur.

Yine aynmi sekilde antifungallar iizerinde bir giin aralikla Tablo 4’de ifade edildigi gibi
Olgtim yapilmis olup ve yine aym sekilde PK-1’ de NE (yani etki yok) seklinde
cikarken, PK-2’ de ise Didymella sp. Candida albicans, Alternaria alternata, Fusarium
oxsporium NE (yani etki yok) ve Aspergilus flavus ile Aspergilus niger bu madde

uzerinde etkili oldugu ortaya konulmustur.

Fungus mikroorganizmalarin Tablo 5’ de ise, Calkalamali Agar Teknigi (18+2 Kurali)
Fungus Mikroorganizmalarin MIC degerleri gosterildi. Aspergilus niger igin Gremenin
MIC degeri, 12,5 ul/ml konsantrasyon ve 102 seyreltme ile gerceklestirilmistir.
Didymella sp. icin tremenin MIC degeri, 6,25 ul/ml konsantrasyon ve 10 seyreltme ile
gerceklesmistir.  Alternaria alternata icin Uremenin MIC degeri, 12,5 pl/mli
konsantrasyon ve 107 seyreltme ile gerceklestirilmistir. Aspergilus flavus icin Gremenin
MIC degeri, 25 pl/ml konsantrasyon ve 1072 seyreltme ile gerceklesmistir. Candida

albicans igin Gremenin MIC degeri, 0,39 pl/ml konsantrasyon ve 1078 seyreltme ile
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gerceklestirilmistir. Fusarium oxsporium igin {iremenin MIK degeri, 12,5 pl/ml

konsantrasyon ve 107 seyreltme ile gerceklestirilmistir.

Bakterilerin Broth Makro Dilusyon Yontmeiyle MIC Deger Tablosu olan Tablo 6’ ya
bakildiginda ise %10’ luk etken madde igin;

B.subtilis 10° da MIC (Minimum Inhibisyon Konsantratm) (ul/ml) oldugu ve 10, 1071,
10 icin pozitif,

E.faecalis 10° da MIC (Minimum Inhibisyon Konsantratin) (ul/ml) oldugu ve 107, 1078,
10°, 10, 10 igin pozitif,

K.aerogenes 10° da MIC (Minimum Inhibisyon Konsantratin) (ul/ml) oldugu ve 107,
108, 10°, 10%%, 10 igin pozitif,

E.faecium 10° da MIC (Minimum Inhibisyon Konsantratm) (ul/ml) oldugu ve 107, 108,
10°, 10, 10 igin pozitif,

S.aeureus 107 de MIC (Minimum Inhibisyon Konsantratm) (ul/ml) oldugu ve 108, 10°,
1010, 10 igin pozitif,

S.mutans 10° de MIC (Minimum Inhibisyon Konsantratm) (ul/ml) oldugu ve 10, 107,
108, 10°, 100, 10 igin pozitif,

E.coli 107° da MIC (Minimum Inhibisyon Konsantrati) (pl/ml) oldugu ve 107! icin
pozitif,

P.aeroginosa 10° da MIC (Minimum Inhibisyon Konsantratm) (ul/ml) oldugu ve 107,
108, 10°, 10%°, 10 icin pozitif,

L.monocytagones 10° da MIC (Minimum Inhibisyon Konsantratin) (ul/ml) oldugu ve
107, 108, 10°, 101, 10 icin pozitif,

P.fluorescens 101° da MIC (Minimum Inhibisyon Konsantratmn) (ul/ml) oldugu ve 107!
icin pozitif,

Bakterilerin Broth Makro Dillisyon Yodntemi ile MIC Deger Tablosu olan Tablo 7’ ye
bakildiginda ise %20’ lik etken madde igin;
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B.subtilis 10° da MIC (Minimum Inhibisyon Konsantratin) (ul/ml) oldugu ve 10°%°, 10-
111012105, 10 i¢in pozitif,

E.faecalis 10° de MIC (Minimum Inhibisyon Konsantratin) (ul/ml) oldugu ve 10, 107,
108, 10°, 1079, 101, 102,103, 10 igin pozitif,

K.aerogenes 10° da MIC (Minimum Inhibisyon Konsantratin) (ul/ml) oldugu ve 107,
108, 10°, 10%%, 1011 102,103, 10 icin pozitif,

E.faecium 10! de MIC (Minimum Inhibisyon Konsantratm) (ul/ml) oldugu ve 102,10
13 10%icin pozitif,

S.aeureus 10 de MIC (Minimum Inhibisyon Konsantratm) (ul/ml) oldugu ve 102,10
13 10 icin pozitif,

S.mutans 10! da MIC (Minimum Inhibisyon Konsantratm) (ul/ml) oldugu ve 102, 10"
13 10 icin pozitif,

E.coli 107! da MIC (Minimum Inhibisyon Konsantratmn) (ul/ml) oldugu ve 107?, 1023,
10 icin pozitif,

P.aeroginosea 10 da MIC (Minimum Inhibisyon Konsantratin) (ul/ml) oldugu ve 107,
1038, 10°, 109, 10111012, 1023, 10 i¢in pozitif,

L.monocytagones 10° da MIC (Minimum Inhibisyon Konsantratm) (ul/ml) oldugu ve
107,108, 10°, 109, 1011 102, 1023, 10 icin pozitif,

P.fluorescens 102 de MIC (Minimum Inhibisyon Konsantratin) (ul/ml) oldugu ve 1073,

10 i¢in pozitif sonu¢lanmistir.

Broth makro dilisyon yonteminde MIC degerleri %10 ve %20 oranlarima gore
karsilastirildiginda; B.subtilis, E. faecium, S.aeureus, S.mutans, E.coli, P.fluorescens da
MIC (Minimum Inhibisyon Konsantratin) (ul /ml) degerlerinin %20 oraninda daha az
konsantrasyonda oldugu gdzlemlenmistir. Digerlerinde olan E.Faecalis, K.aerogenes,
P.aeroginosea, L.monocytagones %10 ve %20 oranlarina gore konsantrasyonlarinda bir

degisme olmadig1 goriilmiistiir.

Antimikrobiyal maddeler, bakteri ve mantarlar1 6ldiiriicii (letal) veya bunlarin tremesini

baskilayici etki gosterirler. Uygulanacak disk difiizyon testi, letal veiiremeyi baskilayici
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dozu sOylemek icin tek basma yeterli degildir. Etkinin cinsini belirlemek amaciyla disk
difuzyon testine ek olarak, MIC ve MBC/MFC testlerinin uygulanmas: gerekir. Letal
etki gosteren ajanlarm MBC/MFC degerleri MIC degerlerine yakindir. Uremeyi
baskilayic1 etki gosteren Oziitlerde MIC degerleri MBC/MFC degerlerinden ¢ok
dusiiktiir.

%10 luk etken madde i¢cin Minimum Bakterisidal Konsantrasyonuna ait géruntuniin yer
aldig1 sekil 15° de ise, her bir numaralandirma MIC degerine kadar alinan seyreltmeleri
ifade etmektedir ve her birine 5 pl emdirilmistir. Bu sebeple de bu mikroorganizmalarin

bu etken madde uzerinde bakteriyostatik 6zellik gosterdigi belirlenmistir.

%20' lik etken madde icin Minimum Bakterisidal Konsantrasyonuna ait goérintinin yer
aldig1 sekil 16°de ise, her bir numaralandirma MIC degerine kadar alman seyreltmeleri
ifade etmektedir ve her birine 5 pl emdirilmistir. Genel itibariyle de %20 diizeyine
kullanilan etken madde icin de %10’ a benzer sekilde, MBC degeri bulunamamis olup

ve bakteriyostatik 6zellik gosterdigi belirlenmistir.

Tablo 8 ve Tablo 11’ de sunulmus olan %10’ luk ve %20’ lik etken madde uygulama
tablolarinda elde edilen uygulama dozlarina bakildiginda, birinci uygulama dozlarinin
insektedidal aktiviteleri ii¢ farkli tarihte ve {i¢ farkli tekrar ile yapilan kontrol
sonucunda, “Etkili / Oldriici” oldugu gdzlemlenmistir. Bu deney ii¢ farkli uygulama
dozlar1 igin gergeklesmis olup hepsinin sonucunda “Etkili / Oldirici” oldugu

gozlemlenmistir.

Genel itibariyle inscktesidal aktivite tizerine yapilan denemelerde; bu maddenin
Dermanyssus gallinae (kirmizi tavuk biti) Gzerinde ¢ok etkili oldugu ve direk dldurtici

etkisinin oldugu belirlenmistir.
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