T.C.
INONU UNiIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

NEGATIF iYON VE OZON UYGULAMASININ
CESITLi BAKTERILER UZERINE
ETKILERININ INCELENMESI, SOGUTMA
KULESI VE HASTANE ATIK SULARININ
DEZENFEK SIYONUNDA KULLANIMININ
DEGERLENDIRILMESI

DOKTORA TEZI

Nafia Canan GURSOQOY
TIBBI MIKROBIYOLOJI ANABILIM DALI

DANISMAN
Prof. Dr. ibrahim Halil OZEROL

MALATYA - 2009



T.C.
INONU UNIVERSITESI

SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

NEGATIF IYON VE OZON UYGULAMASININ
CESITLI BAKTERILER UZERINE
ETKILERININ INCELENMESI, SOGUTMA
KULESI VE HASTANE ATIK SULARININ
DEZENFEK SIYONUNDA KULLANIMININ
DEGERLENDIRILMESI

Nafia Canan GURSOY

Damisman Ogretim Uyesi: Prof. Dr. ibrahim Halil OZEROL

MALATYA — 2009



Rahmetli babacigim Nusret ATES’ e



Saglik Bilimleri Enstittisti Mudirligii’ne

Bu galigma jiirimiz tarafindan Tibbi Mikrobiyoloji Programinda Doktora Tezi olarak

kabul edilmigtir.
Jiiri Bagkani:

Danigman:

Uye:

Uye:

Uye:

Uye:

ONAY :

Imza
Prof. Dr. [.Halil OZEROL
Inént Universitesi
Dog. Dr. Hatice OZBILGE iy ﬂﬁ///

Erciyes Universitesi

Dog. Dr. Yasemin ERSOY

Inénii Universitesi

Inénii Universitesi

7
Dog. Dr. Cigdem KUZUCU /«\&Q S )

Yrd. Dog. Dr. Baris OTLU

Inénii Universitesi

Bu tez, Inénii Universitesi Lisansiisti Egitim-Ogretim Ydnetmeligi’nin ilgili

maddeleri uyarinca yukaridaki jtri iiyeleri tarafindan uygun goriilmiis ve Enstitil

Yonetim Kurulu........ Pnane Lvans / tarih ve ........ y— sayili karariyla kabul

edilmistir.

Prof. Dr. Ali OTLU
Enstitit Midiirt



OZET

Negatif iyon ve ozon uygulamasinin ¢esitli bakteriler Gizerine etkilerinin
incelenmesi, sogutma kulesi ve hastane atik sularinin dezenfeksiyonunda

kullaniminin degerlendirilmesi

Son yillarda antibiyotiklere direncli mikroorganizmalarin neden oldugu
hastane kaynakl veya toplum kaynakli infeksiyonlarda artis gorilmektedir. Bu
infeksiyonlarin 6nlenmesi veya azaltiimasinda hastane sularinin, atik sularinin ve
sogutma kulelerinin  dezenfeksiyonunda kullanilabilecek guvenilir, etkili
dezenfeksiyon yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Calismamizda; hastane infeksiyon etkeni olarak siklikla karsilasilan
Escherichia  coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii ve Staphylococcus aureus bakterilerinin ozon gazi
ve/veya negatif iyona duyarliliklar arastirilmis ve bu dezenfeksiyon yontemlerinin
hastanemiz atik su sisteminde kullanimi degerlendirilmistir. Calismaya alinan tim
bakteri tlUrlerinin ozon gazina son derece duyarli oldugu ve kisa maruziyet
surelerinde uremelerinin inhibe oldugu belirlenmistir. Fakat Ozellikle yuksek
bakteri konsantrasyonlarinda ozon gazinin yiuksek konsantrasyonlarina ve/veya
surekli olarak ozon uygulamasina ihtiya¢ duyulabilecegi dustnualmuistiur. Ozon
uygulamasiyla bazi bakteri tdrlerinin  hiicre duvar vyapilarinin tamamen
parcalandigi, fakat bakteri DNA yapilarinin hasara ugramadidr gorulmugtir.
Negatif iyonun yuksek bakteri konsantrasyonlarinda etkili olmadigi, dolayisiyla
patojen yukl yuksek olan atik su sistemlerinin dezenfeksiyonunda kullaniminin
yararl olmayacag! gorulmustir. Hastanemiz atik su sistemleri ve sogutma kulesi
tanklarinin dezenfeksiyonunda ozon gazi kullaniminin etkili ve guvenilir olacagi

kanisina variimistir.

Anahtar Sozcukler: Ozon, Negatif iyon, Hastane Atik Sulari, Sogutma Kulesi



SUMMARY

The effects of negative ions and ozone on miscellaneous bacteria and
evaluation of these effects on disinfection of hospital wastewater, and

cooling towers

In recent years there has been an increase in the hospital acquired or
community acquired infections due to antibiotics resistant organisms. To prevent
or to reduce these infections, it has been needed reliable, effective disinfection
methods which to use in the disinfections of hospital wastewater and cooling
towers.

In this study; the sensitivity of Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii and Staphylococcus aureus
bacteria often encountered as hospital infection agent to ozone gas and/or
negative ions is investigated and the use of these disinfection methods in our
hospital’'s waste water, and air conditioning systems are evaluated. It is
determined that all types of bacteria included in the study are extremely sensitive
to ozone gas and their growth is being inhibited in the short exposure time. But
particularly in the high concentration of bacteria, it is seen that the use of high
concentration of ozone gas and/or continuously ozonization is needed. It is
observed that cell wall structure of some bacteria species are completely
destroyed by using ozon gas, but their DNA structures have not been harmed
under this process. It is viewed that negative ions are ineffective in the high
concentrations of bacteria, therefore they are not useful for disinfection of waste
water systems loaded with high pathogenes. It is concluded that the use of ozone
gas in disinfection of our hospital wastewater system, and cooling tower tank will
be effective and reliable.

Key Words: Ozone, Negative ions, Hospital Water, Cooling tower
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E. coli koloni sayisindaki degisim
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1. GIRIiS

Gunumizde yogun cabalara ragmen hastane infeksiyonlari 6nlenememekte,
bu infeksiyonlarin sikligi giderek artmakta ve tibbi bakim masraflari yaninda insan ve
is gucl kayiplarina neden olmaktadir. Hastanelerde, 6zellikle yodun bakim
unitelerinde c¢ogul antibiyotiklere ve dezenfektanlara direncli mikroorganizma
infeksiyonlari artmaktadir (1). Kimyasal ajanlarla ¢evresel dezenfeksiyon, tek basina
fiziksel temizlemeye oranla kontaminantlarin blytk bir bélimini ortadan
kaldirmaktadir (2). Hastanelerdeki infeksiyon gecisinin azalmasina hangi yéntemin ne
oranda katkida bulundugu bilinmemesine ragmen, dezenfektan kullanimi standart
olarak kabul edilmektedir. Ornegin, olasi bir gcevresel kontaminasyonda metisiline
direncli Staphylococcus aureus (MRSA)’un yayilimini kontrol icin genel olarak fenolik
bir dezenfektan kullanimi 6nerilmekteydi (3). Kolonize hastalarin tahliyesinin
ardindan, dekontaminasyon igin klorlu dezenfektanlar kullaniimaktadir. Ancak bu tur
metotlarin yiksek maliyet ve is guclu gerektirmesi ve gevresel sorunlar olusturmasi
gibi dezavantajlari bulunmaktadir. Klorlu dezenfektanlar potansiyel toksisiteyi
artirmakta ve temizlenmis alanlarin kullanimi, en azindan klor kokusu gecene kadar
ertelenmektedir. Bu tlr uygulamalar sonunda temizlenen boélgelerin birka¢ saat bos
tutulmasi gerekebilmektedir. Bu nedenlerden o6tirt yeni gelistirilen teknolojilerin bu
amacla kullanilabilirligi arastinimaktadir. Bir dekontaminant ajan olarak, bu tur
avantajlarindan dolayr ozon gazi kullanimi, Kklor-salici ajanlara ve diger

dezenfektanlara tercih edilmektedir (4).

Ozon, atmosferde eser gaz olarak bulunan ve son yillarda insan vicudunda
da dretildigi bildirilen, oksijenin 3 atomlu reaktif formudur (5, 6). Renksiz veya
mavimsi renkte ve keskin kokulu bir gazdir. Ozon, flordan sonra, bilinen en gucli
oksidizan-dezenfektan ajanlardan biridir. Klora goére, oksidan etkisi %50 daha fazla
ve mikroorganizmalari 6ldirme hizi 3150 kat daha hizhidir. icme suyu ve atik su
dezenfeksiyonunda, gidalarin bozulmadan saklanmasinda gticli oksidan etkisinden
yararlanilir (7, 8). Cesitli arastirmalarda; hastanelerde kateter, mekanik ventilasyon
ve damar ic¢i ara¢ uygulamalariyla paralel olarak artan nozokomiyal driner infeksiyon,
pndémoni ve sepsis gibi infeksiyonlarin etiyolojik etkenlerinin (MRSA dahil koagulaz
pozitif ve negatif stafilokoklar, enterokoklar, Gram negatif aerop bakteriler,

Escherichia coli, Klebsiella, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter, Candida



albicans ve diger funguslar) ozon ve/veya negatif iyon uygulamasiyla kontrol altina
alinabilecedi gosterilmistir (9, 10, 11). Ozon; saglikh insan hicrelerini etkilemeden,
bakteri, virus, fungus ve virusle infekte hiicre membranlarini segici ve hizli olarak
oksitlemektedir. Negatif iyon teknolojisinde uretilen negatif iyonlar, havadaki pozitif
iyonlari baglayarak, negatif iyonlari ise iterek havayr mikroorganizmalar, toz

partikulleri ve alerjenlerden temizleyip infeksiyonlari azaltmaktadir (9).

Hastane ortami, kullanilan araclar ve atiklardaki bakteri yogunlugunun
azaltilmasi veya yok edilmesi, infeksiyonlarin kontrol altina alinmasini saglayan en
ekonomik yoldur. Bu amaglari gergeklestirebilmek icin ozon ve/veya negatif iyon
teknolojisinin kullanim alanlarinin belirlenmesi gerekmektedir. Ozon ve negatif
iyonlarin  bakteriler Gzerine inhibitér etkileri saptanmasina ragmen, hastane
infeksiyonlarini dnlemeye yonelik bu metotlarin kullanimi ile ilgili yurt ici calismalar
heniliz yapilmamistir. Bu amacgla ozon ve negatif hava iyonlarinin bakterisit etkileri
incelenerek, hastane atlk su sistemleri ve sogutma kulesi tanklarinin

dezenfeksiyonunda kullanimi degerlendirilmigtir.



2. GENEL BILGILER

Hastanelerdeki su sistemleri, infeksiyon agisindan risk tagiyan hastalardaki
vaka veya salginlarin en sik karsilagilan kaynagidir. Sogutma kulesi havuzlari ve
dogal su kaynaklarindan da izole edilebilen cesitli su kaynakli firsat¢i patojenler ve
Ozellikle bu patojenlerdeki artan antibiyotik direnci gelismis ve gelismekte olan
ulkelerde dénemli bir saglik problemidir (12, 13). icme suyu ve klima sistemleri dagitim
sebekesinin  mikrobiyal kontaminasyonu sonucu adeziv bakterilerin Uremesi ve
biyofilm olusumu ile hijyenik problemler, koku ve kotu tadin verdigi rahatsizlik ve
hatta tesisatta kullanilan malzemenin bozulmasi gibi durumlar ortaya c¢ikabilmektedir.
Bakteriler canhliklarini devam ettirebilmek icin biyofilm gibi spesifik maddeler
gelistirmekte, metabolik aktivitelerini arttirmakta ve bu vyolla firsatgi infeksiyon
olusturma ozelliklerini koruyabilmektedir. Girig suyunun kaynag! ve kalitesi biyofilm
aktivitesini ve mikroorganizma populasyon cesitliligini etkilemektedir. Enterokoklar,
mikobakteriler ve Legionellae gibi oportunistik patojenler biyofilmler icerisinde
kolaylikla korunabilmekte ve bazen persistan olarak kalabilmektedir. Biyofilmlerin
Ozellikleri dezenfeksiyon islemlerine toleransi arttirmakta ve mikrobiyal stresi
baslatmaktadir. Ayrica biyofilm olusumu, bakteriler arasinda horizontal gen transferi
ihtimalini de artirarak infeksiyon i¢in potansiyel risk olusturmaktadir (14).

Hastane atiklar; ekolojik denge ve halk saghgr acisindan tehlike
olusturmaktadir. Patolojik, radyoaktif, kimyasal, infeksiydz ve farmasotik atiklar
herhangi bir igleme tabi tutulmazsa; su kontaminasyonuna, bulasici hastalik
salginlarina, diyare epidemilerine ve radyoaktif kirlilige neden olabilmektedir (15).
Gunluk kisi bagina ortalama 100 L evsel su tuketimi ile karsilagtiridiginda,
hastanelerde her gin 400-1.200 L/yatak/gin gibi 6énemli oranda bir su tiketimi
gorulmektedir. Gelismekte olan Ulkelerde su tiketimi yaklasik 500L/yatak/gin olarak
tahmin edilmektedir. Su tiketiminin bu denli fazla olmasinin bir sonucu olarak da,
genis Olcide bir atik su Uretimi s6z konusudur (16). Sularin klorlanmasi; su kaynakl
infeksiyonlarin olusumunu azaltmada oldukga etkili ve yaygin kullanima sahip bir
yontem olup, 20. yizyilin baglarinda en basaril halk saghgd: énlemlerinden biri haline
gelmistir (17). Hastane atik sulari, patojenlerin inaktivasyonunu engelleyecek
duzeyde organik ve inorganik maddeler icerir. Bu nedenle, hastane atik sularinda
tam bir dezenfeksiyon saglayabilmek i¢in kullanilan klor orani arttiriimakta ve bununla

paralel olarak klorun hastane atik sularindaki organik bilesiklerle reaksiyonu sonucu,
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su ekosistemi ve igme suyu kaynaklari acgisindan tehlike olusturan, bir takim
mutajenik/kanserojen dezenfeksiyon yan urdnlerin olusumu s6éz konusudur (16). Bu
yan urunlerin basinda, icme sularinda bulunan ve laboratuvar hayvan denemelerinde
kanserojenik etkileri ispatlanan trihalometanlar (THM) gelmektedir. En yaygin
trihalometan tdrleri genelde su kaynaklarinda olusan kloroform (CHCIs),
bromodiklorometan (CHBrCI;) ve bromoformdur (CHBr3) (18) ve bunlarin en cok
klorlama, kloraminasyon, klorin dioksit ve hipoklorit gibi dezenfeksiyon yontemleri
sirasinda olustugu gosterilmistir (17). Son zamanlara kadar ¢ig ve iglenmis sularda
THM varligi Gzerinde arastirmalar yapilirken (19, 20, 21), simdilerde klorlanmis atik
su akintilarinda da THM varligi 6nem kazanmistir (22). ikinci ve lglincti derecede
islenmis atik sularda, konvansiyonel igme su kaynaklarindakinden daha diguk
konsantrasyonda THM bulundugu gdosterilmistir (23). Klorlama ile olusan
dezenfeksiyon yan urinlerinin, 6zellikle néral tip, driner yol ve kardiak defektler
basta olmak Uzere bir takim konjenital defektlere neden oldugu goésterilmistir (24, 25,
26).

Bu ylUzden de gerek klima sistemleri gerekse hastane atik sularinin
dezenfeksiyonunda kullanilabilecek guvenilir alternatif dezenfeksiyon yontemlerinin

tanimlanmasi arzu edilmektedir.



2.1. Ozon Gazi (O3)

Ozon (0O3) gazinin varligindan, ilk kez 1785 yilinda Van Marum bahsetmistir.
1840 yilinda ise C. F. Schonbein bu maddenin suyun elektrolizi sirasinda da
olustugunu gostermis ve ozon adini vermistir (27). Yeryuzinden 25-30 mil uzaklikta
bulunan stratosfer tabakasindaki ozon, ginesten gelen tehlikeli UV 1sinlarinin éndna
kesmektedir (28). Stratosferik ozon tabakasi bu tip radyasyona karsi koruyucu bir
filtre gérevi gordugiinden “iyi ozon” olarak adlandirilir. iyi ozon, kloroflorokarbonlar ve
diger ozon-tliketici maddelerce tiiketiimekte ve bdylece yerylziune ultraviyole (UV)-B
Isinlarinin (280-320 nm) yansimasinda artis gortlmektedir (29, 30). Kotl ozon olarak
adlandirlan troposferik ozon da atmosferde bulunmaktadir. Atmosferde endustriyel
veya tasitlarla iliskili olarak, kimyasal ve cesitli tiketici drtinlerin (hidrokarbonlar ve
nitrojen oksitleri) etkisiyle ve gunesten kaynaklanan UV radyasyonun karmasik
reaksiyonlari sonucu olusur (27). Ozonun zemin seviyesindeki konsantrasyonu
genellikle 0.02-0.03 ppm ile sinirhdir. Deniz seviyesindeki atmosfer yaklasik 0.05
ppm’lik bir ozon konsantrasyonuna sahiptir. Hava Kkirliligi olan sehirlerde ise ozon
konsantrasyonu 0.5 ppm ya da bazen daha yuksek dizeylere ulasabilir (30).

Ozon dogal olarak bulunan klor, brom ve iyot ile oksitlenerek tahrip olmaktadir
(27). Yine UV 1sinlari ile de kolaylikla ayrismaktadir. insan kaynakli temel kirletici
olan kloroflorokarbon (CFC)’lar da yine ozon seviyesinin diusmesinde etkilidir. CFC’lar
dondurucu ve kopurtict ajan olarak kullanilmakta olup tim dunyada yaygin olarak
uretilmektedir. Stratosferde, gines kaynakli UV radyasyonu katalitik olarak ozonun
tahribine neden olan klor turlerinin salinimina neden olmaktadir (31). Tum bunlara
bagh olarak ozon seviyesindeki dususle birlikte, deri kanserleri ve UV ile indiklenen
diger hastaliklarda da artig gozlenmektedir (32).

2.1.1. Ozon Gazinin Yapisal Ozellikleri

Ozon veya diger adiyla triatomik oksijen (O3); mavimsi, patlayici bir gaz ya da
mavi bir sividir. Elemental oksijenin bir formu olup, molekil agirhgr 47,9982
Daltondur. Ozon molekulii 3 oksijen atomu icerir (O3) ve son derece kararsizdir.
Kararsizdir, ¢unkii ozon gazi kolayca serbest oksijen atomlari ya da serbest
radikaller olusturarak daha kararh formu olan diatomik oksijen (O2) haline donusur.

Serbest oksijen atomlari ya da radikaller son derece reaktiftir ve temasta oldugu



hemen her seyi (virls, bakteri, organik ve inorganik bilesikler) oksitleyebilmekte, ¢ok
guclu bir dezenfektan ve oksidan olarak etki gostermektedir. Son derece reaktif bir
gaz olan ozon, 0.02—-0.05 ppm’e kadar dusik konsantrasyonlarinda bile fark edilebilir
karakteristik, keskin bir kokuya sahiptir. Daha yiksek konsantrasyonlarda (> 0.1
ppm) gbz ve solunum yolunu tahrig edebilmekte ve hatta yiksek konsantrasyonlari

olumcul olabilmektedir (33).

Ozon, suda kendiliginden ayrisarak ¢6zinmuis halde oksijen ve oksitleyici
radikaller olusur. Reaksiyon sonucu son derece reaktif oksitleyici ajanlar olan serbest
hidroksil radikalleri olusur, fakat bu radikaller mikro saniyelerle ifade edilen bir yari
Omre sahiptir. Bu ylzden ozon gazi cevreye dost bir dezenfektan olarak
dusunulmektedir. Suda ¢ozinmis formda; bilesiklerin direkt oksidasyonu yoluyla
reaksiyona girebilir ya da ozonun ayrigmasi sirasinda agiga ¢ikan serbest hidroksil
radikalleri yoluyla cesitli bilesikleri oksitleyebilir (34). Ozonun ayrigmasli sirasinda,
suda bulunan maddelere bagh olarak cesitli yan Grtnlerin olugsmasi s6z konusu
olabilmektedir. Eger suda bromdr iyonlar varsa, son urtin olarak bromlanmis yan
arinler ortaya cikabilmektedir. Yine ozon dezenfeksiyonunun bir sonucu olarak
aldehit ve formik asit olusumu da gorilebilmektedir (35). iyodiir iceren sularin
ozonlanmasi sirasinda olusan temel yan drin ise sindiriminin ardindan hizla
metabolize edilerek endojen yolla tekrar iyodire donustuginden zararsiz oldugu
dusunulen iyodattir. Bromat; potansiyel karsinojen etkisi ve ¢ogu diger organik yan
artnlerden farkli olarak ozonlama basamagini takiben biyolojik filtrelerden gecirilme
isleminde ayristirllamadigindan dolay! halen en ¢ok ilgilenilen, endise uyandiran yan
urinddr ve ozonlama igleminin optimizasyonunda bromat olusumunun minimize
edilmesi gerekmektedir. Olustuktan sonra ortadan kaldirilmasi ekonomik
bulunmamakta ve en iyi bromat minimizasyon stratejisinin pH’'nin disurilmesi ya da
amonyak ilavesi oldugu bildiriimektedir (36). Dezenfektan yan UrlUnlerinden bazilari
toksik ya da karsinojenik olabilir, ancak biyolojik deneysel tarama calismalari,
ozonlanmig sularin klorlanmig sulara gore c¢ok daha disik mutajenik o6zellikte
oldugunu gostermistir (37). Dezenfektan olarak ozon, klordan en az 10 kez daha
guclu olup, klorla dezenfeksiyon sirasinda son derece toksik ve karsinojen olan
trihalometan (THM) olarak adlandirlan ve bébrek, mesane, kolon kanseri gelisiminde
rol oynayan maddelerin olusumu ozonla dezenfeksiyonda gdzlenmemektedir.

Klorlama iglemi; THM yaninda kloroform, karbon tetraklorit, klormetan Uretimine de
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neden olur. Ozonlama isleminde ise; islenmemis suda bromur iyonlar olmadigi
surece, sudaki dogal organik maddelerle tepkimeye girdiginde trihalometanlar (THM)

gibi halojenlenmis yan urinler olugturmaz (34).

Yer seviyesindeki ozon US EPA (United States Environmental Protection
Agency) tarafindan énemli bir hava kirletici olarak distunulmus ve ortalama 8 saatlik
bir periyotta havadaki ozon konsantrasyonu 0.08 ppm olarak belirlenmigtir. NIOSH
(The National Institute of Occupational Safety and Health) Gst sinir olarak 0.1 ppm
(0.1 mg/L=0.2 mg/m®)’i tavsiye etmis ve hicbir zaman bu sininn asilmamasi
gerektigini vurgulamigtir. FDA (The Food and Drug Administration) kapal tibbi
cihazlarin 0.05 ppm’den daha yuksek ozon cikigsina misaade etmemektedir. OSHA
(The Occupational Safety and Health Administration)’ nin ozon i¢in musaade ettigi
maksimum maruziyet seviyesi ortalama 8 saatlik bir periyotta 0.1 mg/L (ppm)’dir (34,
38).

Ozon; guglu bir oksidan ve dogal olarak biyoreaktiftir (39). Ozon gazi insanlar
icin toksiktir ve 0.2 ppm ustindeki seviyelerinin gecici respiratuvar semptomlar,
solunum fonksiyonlarinda zayiflama ve inflamatuvar degisikliklere neden oldugu
kontrollii deneylerle gosterilmigtir (40). Ozellikle agir islerde calisanlarda olmak iizere
derin nefes alindiginda agri ve oksuruk gibi az sayida vaka yaninda, insanlarin
cogunun semptomatik olarak ozonlamadan etkilenmedigi deneysel olarak
kanitlanmistir. Ancak uzun sureli ozon maruziyetinin 6zellikle potansiyel genotoksik
etkisi tizerinde durulmaktadir (37). Ozon gazina inhalasyon yoluyla maruziyet sonucu
ve deri, gbz ve mukdz membranlarla temasi durumunda, doku tahrigsine neden
olabileceg@i belirlenmistir. Genel olarak 15 dK’lik maruziyet siniri 0.3 ppm olarak
onerilmektedir. Daha yuksek maruziyet ile bas agrisi, mide bulantisi, kusma ve gogus
agrist ve nefes darhigr gibi etkiler gorilebilmektedir. Ayrica akcigerleri tahrig
edebilmekte, dksiruk ve/veya solunum gucligine neden olabilmekte ve pulmoner
0deme yol agabilmektedir. Erimis haldeki ozonun, deri ya da gozle temasi yaniklara
neden olabilmektedir. Hayvanlarda ise kansere neden olduguna dair sinirli bulgular
vardir. Akciger kanserine neden olabildigi ve fetls geligsimini hasara ugratabildigi
bildirilmistir (33) Ayni zamanda merkezi sinir sistemini etkileyip, mutasyonlara neden

olabilecegi belirtilmigtir (41).



Akut Toksisite: Ortalama 8 saatlik bir periyotta 0.1 mg/L’'nin Gzerindeki
konsantrasyonlarinin mide bulantisi, gogus agrisi, gorme keskinliginde azalma ve
pulmoner 6deme yol actigi bildirilmisti. En az 1 saat 20 ppm'’in Uzerindeki

konsantrasyonlarinin inhalasyonu sonucu 6limcul olabilecegdi belirtiimistir (34).

Kronik Etkileri: Akcigerler Gzerine toksik etkilidir ve solunum hastaliklarina
neden olabilmektedir (34).

Uzun sireli maruziyet calismalari primer hedef dokularin nazal epitelyum ve
akcigerin sentriasiner bolgesi oldugunu goéstermistir  (42). Akcigerin  mukus
tabakasinin ince oldugu daha asagi bolgelerinde, hucreler direkt olarak ozonla
hasara ugramaktadir. Daha yukar bolgelerde ise, mukus tabakasinin lipid
katmanindaki ozon reaksiyonlari sonucu olusan aldehit ve peroksitler doku hasarini
tetikleyebilmektedir (41).

Ozon kararsiz bir gaz oldugundan, su aritim sistemlerinde kullanilan ozonun
suyun cikis yerinde Uretilmesi gerekir. Ozon depolanmadigindan ve toksik etkili
olabileceginden, dretim sirasinda sistemin ozon sizdirmasi ©6nlenmelidir. Su
muamelesi sirasinda ozon gazi suya aktarilir. Fakat devri-daimli sulama sularinin
muamelesinde, ozon gazi suya veriimez, suyun cikis yerinde konsantrasyonu
arttirilir. Bu sistemlerde suyun c¢ikis yerindeki ozon konsantrasyonu insanlar igin fatal
konsantrasyonun Uzerindedir ve 3.000 ppm’e kadar yuksek konsantrasyonlara
ulasabilmektedir. Suyun cikis yerindeki bu denli yuksek konsantrasyonda uretilen
ozon gazi, yakalanmali ve atmosfere salinmadan once oksijene donusturilmelidir
(34).

2.1.2. Ozon Uretimi

Ozon; atmosferin Ust katmanlarinda (stratosferde) gunes kaynakh UV
Isinlarinin  oksijenle fotoreaksiyonu sonucu dogal olarak ve belki atmosferin alt
katmanlarinda da kirleticilerin fotokimyasal oksidasyonu araciligiyla olusmaktadir.
Genellikle endotermik bir reaksiyonda; bir oksijen atomuyla bir oksijen molekulinin
birlestirilmesi ile olusturulur (27, 30, 34). Fotokimyasal sislerde nitrojen oksidin (NOXx)
ve endustriyel islemler, tasitlar ve diger kaynaklardan yayilan ugucu organik
bilesiklerin fotoreaksiyonuyla da olugsabilmektedir (31).



Laboratuvar ortaminda oksijen iceren gazlara UV radyasyon ya da elektrik
akimi uygulanarak ozon gazi Uretilebilmektedir. Fakat stoklanma ve transportuna
imkadn vermeyecek derecedeki asiri oksidatif reaktivitesinden dolayr genellikle
kullanilacag! sirada Uretilmektedir (30). Fakat temel endistriyel yontem “corona
discharge” (elektrik bosalmasi) yontemidir. Bu yontemde oksijen iceren gaz; bir
yalitkan ve bir bosalma araligi ile ayrilmis iki elektrot arasindan gecmektedir.
Elektrotlara voltaj gonderildiginde, elektronlar araliktan gegcmekte ve ozon olusumuna
onculuk eden olay icgin yani, oksijen molekullerinin birlesmesi igin gerekli enerjiyi

saglamaktadir (34).

Ozon Ureten bir sistem genellikle dort bilesenden olusur: bir gli¢ kaynagi ya da
ozon jeneratoru, bir gaz kaynagi, bir ozon dagitim sistemi ve bir de istenmeyen
gazlar yok eden bir sistem. Gaz kaynagi; hava ya da yuksek saflikta oksijen veya
ikisinin kombinasyonu seklinde olabilir. Hava besleme sistemleri, sivi oksijen
besleme sistemlerinden daha komplikedir. Cunkli bu sistemlerde kullanilacak hava
temiz ve kuru olmali, kontaminantlardan uzak olmal ve jeneratérin hasarini dnlemek

icin -60°C’lik maksimum bir yogunlagsma noktasina sahip olmalidir (34).
2.1.3. Ozon Gazinin Tespiti

Ozon konsantrasyonu, 259 nm’de direkt UV absorbsiyonu ile tespit edilebilen
rezidiel sulu ozonla orantihdir (43). Ozon konsantrasyonunun tespitinde
kullanilabilen bir bagka yontem; bir raportor belirte¢ olarak ¢ivit ya da demir terpiridin
kullanimidir (44). Ozonla reaksiyona girdiginde olusan renk degisikligi (rengin

solmasi) ozon konsantrasyonuyla orantihdir.
2.1.4. Ozonun Etki Mekanizmasi

Ozon gazi, bitkilerde membran butinliginin bozulmasina (lizis) ve nekrotik
lezyonlara neden olabilmektedir. Fotosentezi etkileyebilmekte ve genellikle cesitli

genleri baskilayabilmektedir (45).

Bakteri, viriis ve protozoonlari da iceren genis bir mikroorganizma grubuna
kargl germisit etkili olan ozon, hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakterilere
karsi etkilidir (46). Hucre membranlari ve sitoplazmik bilesenlerin hasarina yol

acarak, bakteri ve mantarlarin inaktivasyonunu saglar (47, 48, 49, 50). Ozonun
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germisit etkisi muhtemelen, hiicre duvari bilesenlerinden yag asitleri ve peptidlerin
oksidasyonu sonucu ortaya cikmaktadir. Organik maddeleri oksitler, bakteriyel
membranlarin butinligunt bozar, enzimatik aktiviteyi etkiler, viral kapsiti parcalar ve
RNA'ya saldirir (51). Ozonun; proteinleri lipidlerden daha kolay, daha hizh etkiledigi
gosterilmis (52) ve bu nedenle de Gram pozitif bakterilerin Gram negatiflere kiyasla
ozona daha duyarl oldugu gosterilmistir. Ancak ozona maruziyetinin ardindan, bu
hiicrelerde ultrayapisal degisikliklerin varligina dair bir veri bulunmamaktadir (53).
Yapilan bir galismada (53); SEM (Scanning Electron Micrography) morfolojik
paternlerine gore ozona maruz kalan bakterilerde meydana gelen degisikliklerin
siddeti 3 gruba ayrilmistir. Birinci grup degisiklikler; 30 dk ozona maruz kalan
bakterilerde g6zlenen degisiklikler olarak tanimlanmistir. Bu agsamada; hem Gram (-)
hem de Gram (+) grupta ozonla muamele edilen bakterilerin ytzey yapilarinda hasar
ve deformasyon gozlenirken, kontrol gruptaki bakteri yizey yapilarinin saglam olarak
korundugu go6zlenmistir (Sekil 1.1. (A-B), 1.2. (A-B), 1.3. (A-B)). Ozmotik basing
altinda ozonun neden oldugu hasar, hiicre butinlugunid genis olcide etkilemekte ve
boylece dusuk konsantrasyonlarda bakteriyel hicreler canhliklarini tamamen
yitirmektedir. Ikinci grup degisiklikler; ozon maruziyetinden 60 dakika sonrasinda
gOzlenen degisikliklerdir. Bu asama bakteriyel canliigin kritik noktasi olarak
tanimlanmistir. Clnkl codu bakteri hicresi benzer sekilde dizensiz hasar ve
deformasyon paterni gostermis olup, SEM fotograflarinda da hticre tahribati sonucu
olusan hucre kalintilari agik¢ca gorulmektedir (Sekil 1.1. (C), 1.2. (C), 1.3. (C)). Bu
surecte hicresel sitoplazmanin patlayarak ortama dagildigi ve bakteri hicresi
etrafinda puruzli partikiller seklinde belirdigi gorulmektedir. Ozonla muamele edilen
bakterilerin hicre duvan yikilir ve buzulir. Bu gbzlemler bakteriyel hicre lizizi ve
bakteriyel 6lumu tarif etmektedir. Ugtincti grup degisiklikler ise; ozon maruziyetinin
90-120. dakikalari sonunda go6zlenen degisiklikler olarak tanimlanmistir. Bu agsamada
bakteri hiicre yuzeyinin siddetli bir sekilde tahribati sonucu, Gram (+) ve Gram (-)
bakterilerin her ikisinde de hemen hemen tim bakteri yapilarinin parcalandigi ve
bakteri hiicre kalintilarinin kiimelesmis bir sekilde ortama dagildigi gozlenmistir (Sekil
1.1. (D), 1.2. (D), 1.3. (D-F)). Ancak yuksek konsantrasyonlardaki bakterilerin, 150
dakikalik maruziyet sonrasinda bile hala canliliklarini sirdirebildigi gozlenmistir.
Bunun nedeni bol miktardaki htcre kalintilari ve intraseltler bilesenlerin ozonun
bakteriler Gzerine niifuz etmesini engellemesi ve boylece yeterli oranda inaktivasyon

saglamasini engellemesi olabilir.
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Bakterilerin ozona duyarlihgi; cevresel faktorler ya da bakteriyel siispansiyon
ortami, laboratuvar kosullari, mikroorganizmanin tipi, hicresel Greme basamagi,
maruziyet suresi, ozon konsantrasyonu, bakteriyel konsantrasyon gibi bircok faktore
bagh olarak degisebilmektedir (53).

Sekil 1.1. Ozona maruz birakilan Escherichia coli’ nin SEM (Scanning Electron Micrograph)
goruntasa. Ozona maruziyetinden 30-90 dk sonra, ultrayapisal degisiklikler ve yilzey
morfolojisinin hasari gézlenmektedir.

A: Kontrol grubu olusturan normal hiicreler (Nc)

B, C: Ozona maruz birakilan bakterilerin sirasiyla 30 ve 60. dk’daki gérinimi (oklar
hicrelerdeki deformasyonlari ve ok baslari ise tahrip olmus hiicreleri gdstermektedir).

D: 90 dk boyunca ozona maruz birakilan bakteri hiicrelerinin gérinimi (Dc; tahrip olan

hiicreler ve Db; hiicre kalintilarr) (53).
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Sekil 1.2. Ozona maruz birakilan Salmonella sp.’ nin SEM (Scanning Electron Micrograph) gorintisui.
Maruziyetten 30-90 dk sonra, ultrayapisal degisiklikler ve yizey morfolojisinin hasari gozlenmistir. A:
Kontrol grubu olusturan normal hiicreler (Nc); B, C: Bakterilerin ozona maruziyetlerinin sirasiyla 30 ve
60. dk’larindaki gorinimu (oklar hiicrelerdeki deformasyonlari ve ok baslari ise tahrip olmus hiicreleri
gOstermektedir); D: 90 dk boyunca ozona maruz birakilan bakteri hiicrelerinin gérinimi (Dc; tahrip
olan hiicreler ve Db; hiicre kalintilarr) (53).
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Sekil 1.3. Ozona maruz birakilan Staphylococcus aureus’ un SEM (Scanning Electron micrograph)
goruntisu. Maruziyetten 30-120 dk sonra, ultrayapisal degisiklikler ve yizey morfolojisinin hasari
goOzlenmistir. A: Kontrol grubu olusturan normal hiicreler (Nc); B-D: Ozona  maruz birakilan
bakterilerin sirasiyla 30, 60 ve 90. dk'lardaki gérunumi (oklar htcrelerdeki deformasyonlari ve ok

baglari ise tahrip olmus hiicreleri gostermektedir); E, F: 120 dk boyunca ozona maruz birakilan bakteri

hiicrelerinin gérinimii (Dc; tahrip olan hiicreler ve Db; hiicre kalintilari) (53).
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Ozona maruz birakilan virtslerde; viral kapsit hasara ugratilarak,
peroksidasyonla virlis-hiicre temasi engellenmekte ve reproduktif déngu
bozulmaktadir. Virlsler tarafindan invazyona ugrayan hicrelerin ytzeyinde bulunan
zayif enzim ortisi, oksidasyona duyarl hale gelir ve oksitlendikten sonra vicuttan
atilarak, yerlerini saglikh htcrelere birakirlar. Ozon ayrica metionin, sistein ve
glutatyonun sulftr atomlarini bozar ve yapisal bazi olefinlerle reaksiyona girerek tek
atomlu “singlet” oksijen olusur (54). Sadece yag asidi ve proteinler degil, ayni
zamanda niikleik asitler de ozonun hedefidir. Ornegin, tRNA ozon tarafindan degrade
edilebilir. Aminoasitlerle reaksiyona girer ve purin ve primidin bazlarini degistirir (55,
56).

Ozon gazinin gida endustrisinde kullanimini arastirmak amaciyla; ozon ve
hidrojen peroksitin besin kaynakl Bacillus turleri Uzerindeki sporisit etkileri
karsilastinimis ve yaklasik 10.000 kat daha yiksek konsantrasyondaki hidrojen
peroksitin, Bacillus sporlarina ozondan daha az etki ettigi gorulmustir. Ozona karsi
spor direnci B. stearothermophilus’ta en yiksek ve B. cereus’ta ise en dusuk
seviyede bulunmustur. Bu nedenle B. stearothermophilus sporlari, ozon sanitizasyon
testlerinde indikator olarak kullanilabilir (57). Ozon ile dezenfeksiyon ve kimyasal
oksidasyon hizi, nispeten sicaklik derecesinden bagimsizdir (36). Ayrica cevre
Isisinin altindaki sicakliklarda ozonun antimikrobiyal gicu artarken (58), hidrojen
peroksitin antimikrobiyal giiciniin ancak sicaklik artigiyla birlikte arttigi goralmastir
(59). Dolayisiyla hidrojen peroksitin sporosit etki gosterebilmesi icin sicak hava
uygulamasi gerekirken, ozonla muamelede bu igleme gerek yoktur. Ozonla
muamelede daha cok dis spor tabakasi hasara ugratiimakta, i¢ tabakalar daha az
etkilenmekte ve korteks korunmaktadir ve sonucgta da sporlarin biytuk ¢ogunlugu
canlihgini yitirmektedir. Ozon uygulanmis B. subtilis sporlarinin elektron mikroskopisi
(EM) incelemelerinde ozonun sporun dst katmanlarinda muhtemel bir bolgeye etki

ettigi ve i¢c tabakalarin daha az etkilendigine isaret edilmistir (Sekil 2) (57).
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Yiizey tabakas| m—
Dis spor tabakasi

i¢ spor tabakasi
Korteks

Cekirdek (Kor)

Sekil 2: B. subtilis OSU494 sporlarinin EM (Electron Micrograph) gorintisu (A: ozonlanmamis, B:
ozonlanmig). Ozonlanmis sporlar, sodyum tiyosiilfat ile nétralizasyonu takiben 1dk 22°C’de sulu ozona

(10 pg/ml) maruz birakilmistir. Ozonlama sireci sonunda, bakteri ylzeyi ve dis spor katmani

yapilarinin hasari bariz sekilde gorilmektedir (57).
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Tablo 1. Ozon gazi ile tahrip edilen bakteri ve viruslar (Lmg/I=1ppm) (60).

Patojen

Ozona Duyarhlik

Streptokok tirleri

0.2 ppm’de 30 sn’de tahrip olmakta

Stafilokok tirleri

1.5-2 ppm’de tahrip olmakta

Staph. epidermidis

0.1 ppm’de 1.7 dk’da %90 oraninda azalmakta

Mycobaterium fortuitum

Sudaki 0.25 ppm konsantrasyonda 1.6 dk’da %90’1 tahrip
olmakta

Legionella pneumophilia

Distile suda 0.32 ppm'de 20 dk’da %99.99'u tahrip
olmakta

Bacillus ttrleri

30 snicinde 0.2 ppm ile tahrip olmakta

Bacillus anthracis

Ozona duyarh

Bacillus cereus

Sudaki 0.12 ppm ozon konsantrasyonunda 5 dk sonra

%99’u tahrip olmakta

Bacillus cereus sporlari

Sudaki 2.3 ppm ozon konsantrasyonunda 5 dk sonra
%99’u tahrip olmakta

Bacillus subtilis

0.1 ppm’ de 33 dk’da %90 oraninda azalmakta

Proteus turleri Cok duyarh
Pseudomonas tirleri Cok duyarh
Salmonella tirleri Cok duyarh

Salmonella typhi (Eberth bacillus,

Typhus abdomanalis)

1.5-2 ppm ile tahrip olmakta

Salmonella typhimurium

Sudaki 0.25 ppm konsantrasyonda 1.67 dk’da %99.99'u

tahrip olmakta

Clavibacter michiganense

1.1 ppm’de 5 dk’da %99.99'u tahrip olmakta

Clostridium ttirleri

Ozona duyarh

Clostridium botulinum sporlari

Esik deger 0.4—0.5 ppm

Corynebacterium diphteriae (Klebs-Loffler

Bacillus)

1.5-2 ppm ile tahrip olmakta

Diskidaki E. coli

Havadaki 0.2 ppm konsantrasyonda 30 sn’de tahrip
olmakta

Temiz sulardaki E. coli

0.25 ppm’de 1.6 dk’da %99.99'u tahrip olmakta

Atik sulardaki E. coli

2.2 ppm’de 19 dk’da %99.9'u tahrip olmakta

Hepatit A virusu

Bir fosfat tamponunda 0.25 ppm konsantrasyonda 2
sn’de %99.5’i tahrip olmakta

Poliovirus tip 1

Sudaki 0.25 ppm konsantrasyonda 1.6 dk'da %99.5i

tahrip olmakta

Poliomyelitis virus

0.3-0.4 ppm’de 3-4 dk’da %99.99'u 6lmekte
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Tablo 1 “Devam”: Ozon gazi ile tahrip edilen bakteri ve viruslar (Lmg/I=1ppm) (60).

Coxsackie virus A9

Sudaki 0.035 ppm ozon konsantrasyonunda 10 sn’ de
%95’i tahrip olmakta

Coxsackie virus B5

0.04 ppm ozon konsantrasyonunda 2.5 dk’da %99.99'u

tahrip olmakta

Echo virus 29 (ozona en duyarli

virus)

1 ppm ozonla 1 dk temasi sonrasi %99.99’u dlmekte

Enterik viruslar

islenmemis atik sularda 4.1 ppm’de 29 dk’da %95’i tahrip

olmakta

Encephalomyocarditis virus

0.1-0.8 ppm’de 30 sn’den daha kisa slrede tamamen

tahrip olmakta

Enterovirus

0.1-0.8 ppm’de 30 sn’den daha kisa silrede tamamen

tahrip olmakta

Herpes virus

0.1-0.8 ppm’de 30 sn’den daha kisa slirede tamamen

tahrip olmakta

influenza virusu

Esik deger 0.4—-0.5 ppm

Rhabdovirus

0.1-0.8 ppm’de 30 sn’den daha kisa slirede tamamen

tahrip olmakta

Vesicular stomatitis virus

0.1-0.8 ppm’de 30 sn’den daha kisa slirede tamamen

tahrip olmakta

f2 bakteriyofaj

Sudaki 0.41 ppm ozon konsantrasyonunda 10 sn’ de
%99.99'u tahrip olmakta

Candida tiirleri

Ozona duyarli

Cladosporium

0.1 ppm’de 12.1 dk’da %90 oraninda azalmakta

Fusarium oxysporum lycopersici

1.1 ppm’de 10 dk

Fusarium oxysporum

melonogea

1.1 ppm’de 20 dk’da %99.99'u tahrip olmakta

Aspergillus niger

1.5-2 ppm ile tahrip olmakta

Penicillium turleri

Ozona duyarli

Mucor piriformis

3.8 ppm’de 2 dk

Botrytis cinerea

3.8 ppm’ de 2 dk

Luminesan Basidiomycete’ler

1ppm’de 10 dk’da tahrip olmakta

Verticillium dahliae

1.1 ppm’de 20 dk’da %99.99'u tahrip olmakta

Phytophthora parasitica

3.8 ppm’de 2 dk

Schistosoma turleri

Cok duyarh
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2.1.5. Ozonun Kullanim Alanlari

Ozon gazinin antipatojenik etkisi uzun sdredir bilinmektedir. Ozonun
antibakteriyel etkisi ile ilgili galismalarin ¢ogu, su icindeki vejetatif bakteriler tizerine,
0.1-0.2 ppm konsantrasyonda ozon uygulanmasi seklinde yapilmigtir (61). Ayni
zamanda bakteriyel sporlara (62), kriptospor ookistlerine (63) ve virlislere (64) karsi

etkinligi de ispatlanmistir.

Gecmigte ozon, dogal su kaynaklarindan kiguk hayvan ve bocekleri
uzaklastirmak ve diger patojen kontaminantlari oksitlemek amaciyla kullaniimistir.
Ozon gazi ilk olarak 1893’te Hollanda’da kullaniimaya baglanmistir. Los Angeles ve
California’da igme sularinin ozonla muamelesine 1987’de baslanmis ve 1998’e kadar
Amerika’da 264 su muamele tesisinde ozon kullaniimigtir. Kaynak sularinin muamele
kurallarinin  belirlenmesinden sonra, sularin primer dezenfeksiyonunda o0zon
kullanimi artmistir (34). Ayrica beyazlatici ve koku giderici olarak ve hava ve igcme
suyu dezenfeksiyonunda kullaniimaktadir (60). Toprak muamelesinde canh
mikroorganizmalari 6ldirmek amaciyla ozonun kullanimi nispeten yeni bir bulugtur
(65).

Digkida bulunan birgok patojenin su kaynakl infeksiyonlara neden olabilme
potansiyeli vardir. Bu patojenler icerisinde; suda yasayan enterik bakteriler, enterik
virlisler ve su ortamina ve cogu dezenfektana son derece direncli olan enterik
protozoonlar yer almaktadir. Viral ve protozoon ajanlarin infeksiyon dozu
bakterilerden daha dusuk olup, 1-10 infeksiydz Unite ya da oosit olarak belirlenmistir
(66). Ozon mukemmel bir dezenfektandir ve konvansiyonel dezenfektanlarin (klordr,
Klorir  dioksit) etkisiz kaldigi protozoonlari ve diger direncli patojen
mikroorganizmalari (Cryptosporidium parvum ookistleri gibi) uygun doz ve temas
suresinde inaktive edebilmektedir (36). Uygun doz ve sirede aritilmis sulardaki
mikrobiyal kontaminasyonu ve biyofilm olusumunu dnemli 6lgide azalttigindan (67),
tum dunyada sehir suyu kaynaklarinin dezenfeksiyonundaki kullanimi artmaktadir.
Ozon, 100 yil askin siredir Avrupa’da icme sularinin muamelesinde kullaniimaktadir.
Amerika’da, sularin dezenfeksiyonu ve suyun tat ve koku gideriminde
kullaniimaktadir (34). Ozon gazi ayrica, hastane ve diger tesislerin sicak su
sistemlerinde ve sogutma kulelerinde biyofilm olusturarak 6nemli bir nozokomiyal

infeksiyon etkeni olan ve ayni zamanda toplum kaynakli salginlarla da iligkilendirilen
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Legionella turlerinin etkili dezenfeksiyonundaki yaygin kullanimini da kapsayan genis

endustriyel kullanima sahiptir (68, 69, 70)

Hastane suyu en sik gozden kacirilan ve imkan dahilinde en kolay kontrol
edilebilecek nozokomiyal infeksiyon kaynaklarindan biridir (71). Arastiricilar,
Legionella turleri disindaki mikroorganizmalari da iceren 43 su kaynakli nozokomiyal
infeksiyon salgini tespit etmislerdir. Pseudomonas aeruginosa bu tir su kaynakh
infeksiyonlardan en stk sorumlu tutulan mikroorganizma olup, ayrica
Stenotrophomonas maltophilia, c¢esitli mikobakteriyel tdrler ve Fusarium ve
Asperqillus turleri gibi kuf mantarlari gibi diger patojenler de etken olarak
gorulebilmektedir (72, 73, 74). HIV hastalarindaki Mycobacterium avium complex
(MAC)’ine bagh infeksiyonlar hastane su dagitim sistemleriyle iligkilendirilmis,
hastalardan ve hastane suyundan elde edilen izolatlarin molekiler alttipleme
sonuglarina goére es izolatlar oldugu gorulmastir. Yine immidn sistemi baskilanmig
hastalardaki Fusarium infeksiyonlari da hastane su dagitim sistemiyle iligkilendirilmis
ve molekiler alttipleme sonuglari kullanilarak hasta izolatlariyla su kaynaklarindan
elde edilen izolatlarin es oldugu gosterilmistir. Ayrica Cryptosporidium gibi parazitler
ve cesitli virislerin de nozokomiyal infeksiyonlarla iligkili oldugu bilinmektedir (75).
Hastane ve sehir atik sularinin dezenfeksiyonunda; UV radyasyon gibi yontemlere
kiyasla, devamli ozonlama igleminin P. aeruginosa ve koliform bakterilerini yok
etmede son derece etkili oldugu gosterilmistir (76, 77, 78). Etkili bir atik su aritim
islemi halk saglhigi acisindan oldukca Onemlidir. Ozellikle de atik su
dezenfeksiyonunun g¢ogunlukla yetersiz oldugu gelismis Ulkelerde, atik sularin etkili,
hizlh ve disuk maliyetle dezenfeksiyonunda ozon kullanimi avantajli olabilecegi
vurgulanmistir (76).

Gida islenmesinde ozon, antimikrobiyal bir ajan olarak kullanilmaktadir (79,
80). Siyah pul biberden izole edilen Salmonella ve E. coli’ nin ozonlanmig hava ile 60
dk muamelesi sonrasinda 3-4 log/g’lik bir azalma gosterdigi bildirilmigtir (81). Yine
Salmonella Typhimurium, Y. enterocolitica, S. aurues ve L. monocytogenes gibi
patojenlerin sudaki 20 ppm ozon ile muameleye duyarli oldugu goésterilmistir (82).
Salmonella enterica serovar Enteritidis ile kontamine yumurtalarin yeterli doz ve
sureyle ozona maruz birakilmasi ile 5.9 log bir azalma gozlenmis ve bu azalma UV
radyasyonuna kiyasla cok daha etkili bulunmustur (83). Finch ve Fairbairn (84)

enterik viraslerin, Korich ve ark. (85) Cryptosporidium parvum gibi protozoonlarin
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ozon gazi ile kolaylkla inaktive oldugunu bildirmislerdir. C. parvum ookistlerinin 1
ppm konsantrasyonundaki ozon gazi ile 5 dk’hlk muamele sonrasinda 1 log’lik azalma
gosterdigi ve ayni calismada Giardia spp. kistlerinin ozon gazina C. parvum’dan daha
duyarl oldugu belirtilmigtir. Peeters ve ark. (63) 2.27 ppm ozonla 8 dk’lik muamele
sonucu sudaki 5x10° C. parvum ookistlerinin infektivitesinin elimine edildigini
bildirmislerdir. Bakteriyel sporlari dldirmede de ozonun hidrojen peroksitten daha
dstin oldugu go6rdlmustir. Oda sisinda, kisa surede ve nispeten dusuk
konsantrasyonlarinda sporlarin buydk bir bolumuni ortadan kaldirmasi nedeniyle
ozon, gida enduistrisinde en uygun endustriyel dezenfektan olarak kabul edilmigstir
(86). Ayrica tarimsal alanlarda yabani otlarin kontroliinde ve toprak kaynakl
patojenlerin kontroliinde antimikrobiyal ajan olarak da kullanilabilecedi bildirilmistir
(65).

Saglik bakimiyla iligkili infeksiyonlar hastanede yatan hastalarin yaklasik
%10’unu etkilemekte ve morbidite ve mortalite oranini 6nemli oranda arttirmaktadir.
Bu da 6nemli bir finansal yik demektir. Ekzojen olarak kazanilan ve saglik bakimi ile
iligkilendirilen infeksiyonlari 6nlemeye yonelik gosterilen ¢abalar cogunlukla, uygun el
hijyeni saglama gibi mikroorganizmalarin temasla gegisini Onleyici tedbirlerde
yogunlasmistir. Dolayisiyla saglik bakimiyla ilgili infeksiyonlarin epidemiyolojisinde
hava yoluyla gecise gerekli 6Gnem verilmemistir. Ancak, Pseudomonas aeruginosa ve
Acinetobacter spp gibi 6nemli Gram negatif bakteriyel patojenlerin bu yolla
gecebilecegine dair bulgular artmaktadir (87). Penetrasyon kapasitesi ve kuvvetli
oksitleme gicu sayesinde, UV radyasyon ve HEPA (high-efficiency particulate
arrestance) filtrelemeye kiyasla ozonun daha etkili hava dezenfeksiyonu sagladigina
dair calismalar mevcuttur. UV radyasyon ve HEPA filtrenin aksine ozon, uygulandigi
odanin her kosesine penetre olabilecek bir gazdir. Boylece, tum odanin etkili bir
sekilde dezenfeksiyonu saglanabilir. Bu yuzden de bosaltilmis alanlarda SARS ile
kontamine cevrelerin dezenfeksiyonunda da ozon kullanimi dnerilmektedir (88).
Ozonun nem oraniyla birlikte aktivitesinde artis oldugu ispatlanmis olmasina ragmen,
gaz halindeki ozonun bakterisit etkisine iliskin daha az bilgi bulunmaktadir (62).
Ozon; su aritiminda genis olctde kullaniimaktadir, fakat sudaki ozon kimyasi ile
havadaki ozon kimyasi ayni degildir. insan ya da hayvanlarin bulunmadigi bos
alanlarda, havaya uygulanan yuksek konsantrasyondaki ozon gazinin bazi kimyasal
ya da biyolojik kontaminantlari ya da kokulari uzaklastirmada yararli olabilecegi

belirtilmistir. Ancak bu strecten sonra geride kalabilecek kimyasal yan trdnlerle ilgili
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yeterli yayin bulunmamaktadir (89). Bu ylzden de havaya yiksek konsantrasyonda
ozon uygulanmadan 6nce, ortamdan insan ve hayvanlarin uzaklastirildigindan emin

olunmalidir (90)

Son yillarda, dis hekimliginde ozonun terapétik ajan olarak dnemli bir yere
sahip oldugu goérulmektedir. Ozonun oral sanitasyon prosedurlerindeki ya da birden
fazla tUrin olusturdugu oral biyofilm tedavisindeki etkinligi in vitro kosullarda test
edilmis ve Umit verici sonuclar elde edilmigtir. Birgok bakteriyel turtn, cesitli
yuzeylerde biyofilm olusumundan sorumlu olabilecedi ve ozonun biyofilm yapisini
parcalayabildigi bilinmektedir (91). Ozon, oral mikroorganizmalarin deaktivasyonu ve
dental plak tedavileri icin diizenlenen in vitro ¢calismalarda yaygin olarak kullaniimig
ve olumlu sonuclar elde edilmigtir. Ancak tam bir bakterisit etki elde edebilmek icin
gerekli uygulama siresi acisindan; uygulanan ozon konsantrasyonlarina, kullanilan
vasatlara, mikrobiyal konsantrasyona ve cesitli cevresel kosullara bagl olarak yapilan
calisma sonuclari farkhlik gdstermektedir. Ozonun anaerop bakteriler Utzerindeki
direkt oksidatif etkisi agiktir. Ancak, kisa sireli ozon maruziyetleri sonrasinda, aerop
ve fakdiltatif anaeroplar icin ozonun bir oksijen dondért olarak rol oynayabildigi ve
boylece bakterilerin tekrar c¢ogalabildigi go6zlenmistir. Sivi  ortamlarda ozon
uygulamasi sirasinda, ozon gazi hizla suya nifuz etmekte ve mikroorganizma
membranlarini  parcalayarak bakterisidal etkisini gostermektedir (92). Dis
hekimliginde; mikrobiyal kontaminasyonun muhtemel bir kaynagi olan dis fircalari ve
cesiti agiz ici aletlerin sanitasyonunda, ozonlanmis sularin sterilizan bir etki
gOsterdigi rapor edilmistir. Ayrica ozon uygulanmis su ya da fosfat tamponu gibi
sivilarda, 8 saat sonunda bile hala bir miktar ozon bulundugu tespit edilmistir (91).
Ozonlanmis suyun; bakterisidal etkisinin yaninda, hemostatik etkisiyle iligkili olarak
dis cekimi iglemi ya da cerrahi midahaleler sonrasinda oral mukozanin hizla
iyilesmesinde rol oynadigi bildiriimistir. Béylece dental Unitelerdeki su hatlarinda ve
takma dis ve protez damak gibi dis takimlarini temizleme solusyonlarinda da ozon
kullaniminin yararh olacagi belirtiimistir. Ozellikle S. mutans, Lactobacillus spp. gibi
curuk olusumuna sebep olan bakteriyel tirler Gzerinde ozonun antimikrobiyal etkinligi
gosterilmis ve bu nedenle primer dental kdk curiklerinin kontrolinde 6nemli rol
oynayacag! bildirilmistir (92, 93). Ayrica bazi arastiricilar, ozon gazinin ugucu sulfar
bilesikleri ve diger aminoasit prekursorleri Uzerindeki direkt oksidatif etkisinden

dolayi, agiz kokusunu Klinik olarak azalttigini belirtmislerdir (94).

21



Ozonun spesifik terapotik tedavi uygulamalari ise; inme, obstruktif arteriopati,
vendz yetmezlik gibi vaskiler hastaliklar, kanser, akut ve kronik viral hastaliklar,
ulserler, infekte yaralar, gangrenler, yaniklar, Crohn's hastaligl gibi inflamatuar
barsak hastaliklar, tlseratif kolit ve spinal disk problemlerini icermektedir. Ozon ayni
zamanda bakteriyel, fungal ve viral infeksiyonlar, yaralar, dekubit Glserleri, lenfatik
hastaliklar, tirnak hastaliklar, radyodermatitler, donmaya bagh ciltte olusan
lezyonlarin ve iyilesmesi guc¢ yaniklarin tedavisinde son derece etkili tedavi

saglayabilecegi bildirilmigtir (95).

2.2. Negatif fyon

lyonizasyon; bir atom ya da molekiliin elektron ya da diger iyonlar gibi yukli
partiktllerin eklenmesi ya da uzaklastiriimasi ile bir iyona déntsturilmesini saglayan
fiziksel bir sdrectir. Etrafimizi saran havada her zaman iyonlar bulunmaktadir.
Normalde cm®de 1.500-4.000 iyon bulunmaktadir. Negatif iyonlar asiri hareketlidir
ve yeryuzinde negatif bir yik olusturur; bu ylizden de yeryiiziinden itilirler ve boylece
pozitif iyonlar negatif iyonlardan daha fazla oranda bulunur. Atmosferik iyonlar dogal
olarak olusurlar ve konsantrasyonlarindaki degisiklik veya pozitif ya da negatif yukli
olmalari bitki, hayvan ve insanlar lzerinde cesitli etkiler yaratabilir. iyon bogalmasi
olarak adlandirilan bu durum mental veya fiziksel cesitli saglik problemlerinin
kaynagidir. Ornegin; kiylya vuran dalgalar blyiik oranda bir negatif yukli iyon grubu
olusturur ki bu da deniz kiyisinda insanlarin neden kendilerini daha rahatlamig
hissettigini aciklayabilir. Tam aksine elektronik cihazlarin ve diger pozitif yukli iyon
kaynaklarinin yogun bulundugu yerlerde de serotonin hiper fonksiyon sendromu ya
da uykusuzluk, sinirlilik, gerginlik, migren, bulanti, carpinti, sicak basmasi,
huzursuzluk gibi durumlar kapsayan “irritasyon sendromu” gibi durumlarin yogun
olarak gorulebilecegi ve ozellikle yashlarin depresif, inatgi ve asiri yorgun

hissetmelerine neden olabilecegi belirtimektedir (96).

lyonlar yasam icin gereklidir. Sodyum, potasyum, kalsiyum ve diger iyonlar
canli organizma hucrelerinde, 6zellikle de hiicre membranlarinda énemli role sahiptir.
Yuksek seviyedeki atmosferik anyonlar, ndral ve muskuler dokularin aktivitesini
dusurerek rahatlatici bir etki yaratir. Bu atmosferik etki anksiyete ve manik
semptomlari azaltmada, depresyon tedavisinde kullanilabilir (97, 98). Bu amaclarla

havaya negatif iyon salinimi saglayan, hava iyonizeri adi verilen cihazlar
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kullaniimaktadir. Bu cihazlar ayni zamanda bulundugu ortamin daha az havasiz
hissedilmesini sagladigindan astim ve depresyona da iyi geldigi disunilmektedir
(99). Negatif iyon konsantrasyonunun beyindeki serotonin Uzerine ters orantili bir
etkide bulundugu ve negatif iyonlarin tipki giines 1s1ginin melatonini baskiladig: gibi
serotonin  seviyesini  dusirdigu  gozlenmistir.  Dolayisiyla  negatif  iyon
konsantrasyonunun dismesiyle birlikte serotonin diizeyinde bir yikselme ve bunun
sonucunda da uyku hali, gerginlik, yorgunluk gibi durumlarda ve hatta migren
ataklarinda artis gézlenmektedir (100). iyonize havanin alerji tedavisinde énemli rol
oynadigi gosterilmistir. Arastirmalar toz ve polen gibi birgok alerjen maddenin pozitif
bir elektriksel yike sahip oldugunu gdstermektedir. in vitro ve in vivo alerji testi
denemelerinde negatif iyonlarin alerjen oranini 6nemli oranda azalttigi ve bu nedenle
havadaki negatif iyonlarin alerjik bronsit, alerjik sintzit, astim, kronik obstruktif
pulmoner hastalik gibi hastaliklarin tedavisine 6nemli katkida bulunabilecegi uzun
zamandir bilinmektedir (101, 102, 103).

Son zamanlarda farelerle yapilan bir calismada; negatif iyonlarin immun
stimulan ve anti-tumaor aktivitesi gibi in vivo etkileri incelenmis ve NK hiicre aktivitesini
onemli oranda arttirdigi, tumor gelisimini inhibe ettigi ve kanser insidansini énemli
oranda dusurdugu gozlenmistir (104). Ayrica negatif iyonlarin aerobik metabolizmay:
duzenleyici etkisi ve vendz kandaki laktat seviyesi, pH, eritrosit deformasyonu,
plazma superoksit dismutaz aktivitesi ve seruloplazmin seviyesindeki degisiklik
incelenmis ve bir saatlik maruziyet sonunda negatif iyonlarin olumlu ydnde etki
gosterdigi bildirilmistir (105). Yine fareler tzerinde yapilan bir galismada, 6 gin
boyunca kolesterolce zengin gidalarla beslenen 8 haftalik fareler negatif iyona maruz
birakilmis ve sonucta negatif iyona maruz birakilmayan grubun eritrositlerinin agrege
oldugu gbzlenirken, negatif iyona maruz birakilan grubun eritrositlerinin daha dizgin
yapili ve ayrik oldugu gozlenmistir (106).

Japonya’yi da iceren uzak dogu Ulkelerinde 6zellikle SARS salgini endigesiyle
kisisel iyonizerlerin kullanildigr dis fircalar, buzdolabi, ¢amasir makinesi gibi
cihazlarin Gretimi artmigtir. Bu cihazlar igin 6zel bir standart bulunmamaktadir. Cesitli
bilgisayar Uretici firmalar da artik hava iyonizerli bilgisayar tretimine basglamistir
(207).

Negatif iyonlarin nozokomiyal infeksiyonlari 6nlemeye yonelik olarak kullanimi

icin, hijyeni saglamadaki etkilerine dair arastirmalar hiz kazanmistir (108). Bu amagla
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hava iyonizasyonunun bakterisit aktivitesi Uzerine ¢ok sayida arastirma yapiimistir.
Pozitif iyonlarin bakterisit etkisi fiziksel faktorlere baglanirken, negatif iyonlarin fiziksel
ya da kimyasal etkilere bagli olabileceg@i gosterilmistir. Bu oksijenin varligina baghdir:
negatif iyonlar, temelde guclu oksitleme etkisine sahip oksijen iyonlarindan
olusurken, pozitif yukli iyonlarda oksidasyon gorulmemektedir. Marin ve ark. negatif
iyonlarin Gram (-) bakteriler Gzerindeki etkisinin Gram (+)’lerden ¢cok daha buyuk
oldugunu; iyonizasyona maruz birakilan E. coli koloni sayisinin kontrol gruptan
yaklasik 15.1 kez daha az oldugunu, S. aureus’ta ise ayni kosullarda sadece 4.5 kat
azalma oldugunu gostermistir (109). Negatif iyonlar, biyoaerosol ve toz partikillerini
baglayarak daha buyik partikiller olusturur ve bunlarin havadaki konsantrasyonunu
dusirebilir. Bu sayede de hava yoluyla olusan infeksiyonlari azaltabilir. Ornegin
negatif hava iyonizerleri kullanilarak tavuklardaki Newcastle Disease Virus gegisinin
azaltilabilecegi gosterilmistir (110). Bakir-gimus iyonizasyonu, Ozellikle hastane
sicak su sistemlerinde yaygin olarak kabul edilmeye baslanmis bir dezenfeksiyon
yontemidir. Bu pozitif ydkliO metalik iyonlar negatif yUkli olan bakteri hicre
membranlarina baglanir ve huicre lizizi ve 6limine neden olur. Metal iyonlari
aminoasitlerin sulfidril, amino ve karboksil gruplarina baglanarak proteinlerin
denattrasyonuna neden olur. Fosfatlara baglandigi zaman, DNA molekulinin
yapisal omurgasini bozar ve kirilmalara neden olur. Pozitif yukli gimus ve bakir
iyonlari elektronlarla birlesme egilimindedir ve bu nedenle bakteri hicresine

girdiginde hticresel respirasyon sistemindeki elektron transportunu engeller (70).

Uzun zamandir negatif iyonlarin mikroorganizmalar (zerindeki etkileri
tartisiimaktadir. Bu konudaki arastirmalar; negatif iyonlara maruziyetlerinin ardindan
Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae ve Salmonella sp. bakterilerinin
¢ogalmalarinin inhibe oldugunu goésteren Tchijevski ile baslamistir (111) ve daha
sonra hava iyonlarinin mikrobiyal hucrelerin  canhhigi Gzerinde ©6nemli ve
tekrarlanabilir bir etkisi oldugu gosterilmistir (112). Ardindan Marin ve ark. negatif
iyonlara maruziyet ile E. coli ve S. aureus ‘un cogalmalarinin inhibe oldugunu
goOstermistir (109). Ticari olarak temin edilebilen, agiz boslugunda kullaniimak tzere
tasarlanmis bir “corona discharge” iyon jeneratorinin dis curukleri (113) ve C.
albicans turi mayalar Uzerindeki etkisi in vitro kosullarda dogrulanmis ve oral
kandidiyoz tedavisinde de kiymetli olabileceg@i vurgulanmistir (10). Benzer sekilde, in

vitro kosullarda cesitli Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler tzerinde negatif
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iyonlarin letal etkileriyle ilgili gézlemlerine dayanarak; Cousins ve ark. bdyle bir iyon
jeneratorinin kullaniminin ctrik lezyonlarindan, periodontal ceplerden, kontamine
yuzey ve aletlerden bakterilerin eliminasyonun saglanabilecegi kanisina varmiglardir
(114). Negatif iyonlarin; dis kliniklerinde hava kaynakli mikrobiyal kontaminasyonu
azaltmada (115), tavuk Uretim ciftliklerindeki Salmonella kontaminasyonunu
azaltmada (116) ve kimes hayvanlar barinaklarinda hava yoluyla yayilan virtslerin
azaltilmasinda (110) etkili oldugu gosterilmistir.

Negatif iyonlarin canli mikroorganizmalar Uzerinde fizyolojik etkilerinin olup
olmadigina dair cok fazla arastirma mevcuttur (111, 117, 118). Tanimura ve ark. 10°
ml™ konsantrasyonundaki negatif iyonun E. coli’'nin cogalmasini tamamen inhibe
ettigini, fakat 10° ml™* konsantrasyonundan daha diisiik seviyelerdeki negatif iyonlarin
herhangi bir inhibitdr etki gostermedigini belirtmistir. Yine ayni calismada negatif iyon
maruziyetinin bir kez kesilmesi durumunda bakteri hicrelerinin yeniden ¢ogalmaya
basladidi ve dolayisiyla negatif iyonlarin mikroorganizmalar Uzerinde bakterisit bir
etkiden cok bakteriyostatik etkili olabilecegi bildirilmistir (119). Bir baska calismada
5x10%-5x10° mI* arasinda degisen konsantrasyonlarindaki negatif iyona
maruziyetlerinde; kudltire alinmis bakterilerin  ¢cogalmasinin  yavasladigi  ve
aerosollerdeki bakteri ve fungus sporlarinin canhliginin azaldigr gésterilmistir (120).
Bir baska calismada ise, negatif iyonlarin 48 saatlik maruziyet siresi icinde tek
basina hicbir olduricu etkisi olmadigi gosterilmig, ancak negatif iyona maruziyet
peryodu boyunca bakterilerin ¢cogalmasinin inhibe olabilecegi kanisina variimigtir.
Ayrica bakteriyel hicre 6lumiU Uzerinde ozon ve negatif iyon arasinda guclu bir
sinerjistik etki oldugu belirtilmistir (11). Benzer sekilde Tanimura ve ark. ozon ve
negatif iyonun birlikte uygulandiginda, tek basina uygulanmalarina gore cok daha
etkili oldugunu rapor etmislerdir (121). Li ve ark. ozon ve negatif iyon
kombinasyonlarinin mandalina ve portakallarin ¢ariimesini azalttigini bildirmistir. Bu
meyvelerin 1-5 ul I* ozon ile 10°-10°> mI™* negatif iyon kombinasyonuna giinlik 10
dk’hk maruziyetleri sonucu %2’den daha az cirime gosterdigi, bu isleme maruz
birakilmayan meyvelerde ise %25 oraninda c¢irime goruldugu gosterilmigtir (122).
Hildebrand ve ark.; sofra tiziimiiniin, 0.1-0.5 u I'* ozon ile 2x10*-7x10* mI™* negatif
iyon kombinasyonunda 10°C’de 3 hafta tutulmasi ile yaklasik %40 oraninda
curimenin azaltilldigini gostermiglerdir (123). Song ve ark. depolama sirasinda ozon
ve negatif iyondan olusan bir atmosferde tutulmasi durumunda; sodanlarin yizeyinde
olusan kuflerin 6nemli oranda azaldigini godstermiglerdir. Ozon ve negatif iyon
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kombinasyonu, depolanacak meyve ve sebzelerin korunmasinda kullanilabilecek
amit verici bir yontemdir (124).

Agar plak yluzeyine ekimi yapilan mikroorganizmalar tGizerinde negatif iyonlarin
etkisi cesitli calismalarda; hucrelerin fiziksel yer-degistirmesi, hiicre aglitinasyonu,
agar jelinin hizlandirilmig olarak kurumasi ya da iyon desarjinin kendisi ile ilgili bir etki
gibi farkh olaylara dayandinimistir (125, 126, 127, 128). iyon desarjinin etkisiyle
olusan serbest elektronlar oksijen ile reaksiyona girip, oksijen radikallerini
olusturmakta ve bu radikaller oksijen ve karbon dioksit ile O3z’, O, ve CO3 anyonlarini
olusturmak Uzere birbirini etkilemektedir (128). Elektrik bogalmasi (corona discharge)
ile meydana gelen bu olusum kutle spektrometrisi kullanilarak dogrulanabilmektedir
(129). Negatif iyonlarin bakterisidal etkisi hem CO3 (126) hem de O, (130) iyonlarina
dayandiniimistir. Ustelik iyon desarji sirasinda negatif iyonlarin yani sira ozon, nitrik
oksit ve nitrdz oksit olusumu da mumkuindur (128). Bazi arastirmalarda negatif
lyonizasyon sirasinda gozlenen bakteriyostatik ve/veya bakterisit etkinin, 6zellikle
ozon olusumuna bagh oldugu belirtilmigtir (11, 121, 123, 124). Elektriksel bosalmanin
ardindan Gram negatif bakterilerin dis membranlarinin parcalandigi ve sitoplazmik
icerigin hicre disina dogru sizdigr gozlenmistir (131, 132). Bunun reaktif oksijen
turleri ile membran lipitlerinin oksidasyonu (132) ya da elektriksel yik birikimi ile
membranin fiziksel hasan (132, 133) yoluyla meydana geldigi disunulmektedir.
Benzer sekilde Gram pozitif bakterilerin de hiicresel canliliklarinda azalma gorilmus,
ancak bu rediksiyonun o©nemli bir morfolojik degisiklik ile birlikte olmadigi
bildirilmistir. Burada daha ¢ok, direncli dis membrana difiize olan reaktif tirlerin hiicre
icindeki biyomateryaller ile reaksiyona girerek hicrelerin 6lmesine neden oldugu
dusunidlmektedir (11). Yakin zamanda yapilan arastirmalarda nitrojen ortaminda
olusturulan pozitif ve negatif elektriksel desarjin duragan fazdaki bakteri hicreleri
uzerindeki bakterisit etkileri tanimlanmistir. Pseudomonas veronii'nin 10 dk ozona
maruz birakilmasindan sonra hicresel canlilikta %65’lik azalma ve 60 dk sonunda
ise %95’e ulasan azalma rapor edilmistir. Oksijensiz ortamda reaktif oksijen turleri
olusmayacagindan dolayi, bu arastirma sonuglari elektriksel desarj ile
dezenfeksiyonun iyonik etkilerini gostermistir (134, 135).

Mikroorganizmalarin  negatif iyonlara duyarlihgini etkileyen faktorleri
vurgulayan sinirh sayida veri yayinlanmistir. Negatif iyonlarin mikroorganizmalar
uzerindeki etkileri ile ilgili tam anlamiyla kontrolli bir laboratuvar c¢aligmasi

planlamanin pratik zorluklari bulunmaktadir (10). Krueger ve Reed negatif iyon akimi
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ile ilgili yapilan calismalardaki farkli sonuclarin hatali deneysel projelerden
kaynaklandigini belirtmis ve deneysel sirecte arastirmacilarin ¢zellikle (a) ozon ve
nitrdz oksit olusumu ve (b) iyon yogunlugu, sicaklik, nemin izlenmesi ve kontrolt gibi
bircok faktoru dikkate almasi gerektigini vurgulamistir (111). Rosenthal ve ark. teknik
acidan yetersiz iyon jeneratorlerinin kullanimina, deneysel kosullarin eksik ve hatah
tanimlanmalari da eklenince yetersiz sonuclar alindigina dikkat cekmis ve bu
faktorlerin deneylerin tekrarlanabilirligini guglestirdigini belirtmigtir (125). Shargawi ve
ark. emitdr mesafeleri, maruziyet zamanlari, bagil nem oranlari ve aerobik ve
oksijensiz kosullar gibi farkli kosullar altinda olusturulan negatif iyonlarin C. albicans
izolatlari Uzerindeki etkisini ve bu sirada olusan ozon konsantrasyon oranlarini
incelemis ve bu parametrelerin kontrol altina alinmadigi ¢alisma sonuglarini
karsilagtirmanin anlamsiz oldugunu ve hatta bu faktorlerin, calismanin ayni

laboratuvarda yapilan tekrarlarini bile etkileyebilecegini belirtmigtir (10).

Dolezalek (136) bagil nemdeki bir artigin, ayni akim yogunlugu kullanildiginda
havadaki elektriksel iletkenlikte ve etki alaninda azalma ile sonuglandigini
gOstermistir. Emitdr mesafesi ve maruziyet siresi de negatif iyonlarin letalitesini
onemli oranda etkilemekte ve emitére olan mesafe arttikga, “corona discharge” ile
olusturulan iyon sayisinda dusis gozlenmektedir (10, 128). Rosenthal ve ark.
molekiler oksijenin serbest elektronlari temizleyebilecek tek hava bileseni oldugunu,
molekuiler nitrojenin elektron yapisinin ise hava iyonlarinin olusumunu 6nledigini
belitmis ve bu ylzden de oksijensiz bir atmosferde negatif iyonlarin
olusturulamayacagini ifade etmigstir (125). Yapay hava iyonizasyonu ile olusturulan
gaz halindeki iyon miktari, iyonizerin yapisina baglidir (118). “Corona discharge”
iyonizerleri bir yan Uriin olarak, daima cihaz ¢evresinde koku esigini asan seviyelerde
(yaklasik 0.01 ppm) ozon (127) ve ayrica az miktarda da nitrik oksit olustururlar
(118). Ancak, iyonizerler tarafindan olusturulan ozon seviyesi; negatif iyonlarin
mikrobisit etkisiyle ilgili deneysel calismalarda, nadiren Ol¢ilimis ya da
hesaplanmigtir (10, 117).

lyonizerler, her ne kadar benzer bir mekanizmayla calissa da ozon
jeneratorleriyle karistirlmamalidir. lyonizerlerde pozitif ya da negatif yikli gaz
iyonlari olusturmak icin elektriksel ¢cekimle cesitli partikilleri tutacak 6zellikte olan

statik elektriksel yuklu plakalar kullanilir. Ozon jeneratdrleri ise bir “corona discharge”
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tupt veya UV lamba kullanarak, bir oksijen molekiline ekstra bir oksijen iyonu
baglayacak sekilde dizayn edilmistir. En iyi iyonizerler bile az da olsa bir miktar ozon
Uretecektir ve ozon jeneratérleri ise hava yerine saf oksijenle beslenmedigi strece

ozonun yani sira molekillerin gaz halindeki iyonlarini da tretecektir (38).

2.3. PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis)

Kromozom, hicrenin kimligini belirleyen en 6nemli bilesendir ve bu ylzden
suslar arasi iliskililigi tespit etmede ayricalikh bir 6lgiim sunar. Kromozomal DNA’nin
restriksiyon enzimleri ile kesimi sonucu farkli boyutlarda bir dizi fragment olusur ve
agaroz jel elektroforezi ile analiz edildiginde bu fragmentler farkli paternler olusturur.
Enzimler ¢cogunlukla bakteriyel kromozomdaki sayisiz taninmis bdlgelerdeki DNA'yi
kesmek icin kullanihr ve ardindan ¢ok sayidaki bant fragmentini yeterli ve dogru
olarak karsilastirmak icin konvansiyonel agaroz jel elektroforezi yapilir. Son
zamanlarda analiz icin DNA'y1 daha az siklikta kesen restriksiyon enzimleri
kullaniimaktadir. Olusan DNA fragmentleri konvansiyonel agaroz jel elektroforezi ile
ayrnistirlamayacak kadar buyuktir. Genellikle PFGE olarak siniflandirilan birkag
alternatif metot bu blytk DNA fragmentlerini ayirabilmektedir. Konvansiyonel agaroz
jel elektroforezinde 40-50 kb Uzerindeki DNA fragmentlerinin yeterli oranda
yurutilmesi mimkun degildir. PFGE'de DNA'nin aynistinldigr elektriksel alanin yonu
periyodik olarak degistirilerek ¢cogunlukla megabaz-boyutlu DNA olarak adlandirilan
1.000 kb’dan daha uzun DNA molekullerinin ayristirlmasi mimkin kihnmaktadir.
PFGE metotlarinda, farkli acilarda ve belirli aralklarda yoni degistirilen elektrik
akimiyla DNA parcalarinin biyukluklerine gore ayristiriimasi saglanir. En yaygin
kullanilan iki sekli vardir; CHEF (contour-clamped homogenous electric field) ve “field
inversion” (alan degistirme) jel elektroforezi. “Field inversion” jel elektroforezinde
peryodik olarak 180 derece tersine cevrilen elektriksel alanin oryantasyonunun
saglandigi konvansiyonel bir elektroforez tanki kullanihr. CHEF’de ayristirma igin son
derece yeterli elektriksel alan kosullarini saglayan coklu elektrotlara sahip daha
kompleks bir elektroforez tanki kullanilir. Tipik olarak elektroforez cihazi 120 derece
acllarla elektrik akiminin yonuni degistirerek DNA molekdillerine yon verir. CHEF
cesitli antimikrobiyal-direncli bakterilerin  yayilimini degerlendirmede kullanilir.
izolatlarin es ya da iligkili diye adlandirilan restriksiyon endoniikleaz patern bulgulari
tek bir sustan yayilhimi géstermektedir (137).
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PFGE ile olusturulan DNA fragment paternlerinin yorumlanmasi ve
nozokomiyal patojenlerin tiplemesinde epidemiyolojik olarak kullanigh bilgi haline
cevrilmesi igin klinik mikrobiyologlar PFGE paternlerinin nasil karsilastirilacagini ve
rastgele genetik olaylarin bu paternleri nasil degistirdigini anlamasi gerekir. ideal
olarak, PFGE izolatlarn birbirleriyle ayni ve epidemiyolojik olarak iligskisiz suglardan
tamamen farkh olan bir salgin susunu temsil eder. Alternatif olarak, bir salgin
sirasinda restriksiyon profilini degistirebilen nokta mutasyonu ya da DNA’nin
insersiyon ve delesyonlari gibi rastgele genetik olaylar gergeklesebilir. Yorumlayici
kriterin amaci suslardaki gercek farkliliklari, bir nozokomiyal salgin sirasinda
olabilecek rastgele genetiksel polimorfizmlerden ayirabilecek bir klavuz olusturmaktir.
Uygun yorumlayici kriter varsayillan salgin susu ve birbirinden farkh izolatlar
arasindaki restriksiyon patern degisikliklerini iligkilendirmek ve izolatin salgina ait
olduguna dair olasi bir tahmin yudrutmek igin tutarl, objektif bir rehber saglar. Bu
iligkilendirme elde edilen patern degisikliklerini yorumlamada gerekli ¢esitli genetik

olaylar tzerinde yogunlasir (137).

PFGE'nin yorumlanmasinda ¢ogunlukla Tenover tarafindan onerilen kriterler
kullanihr (138). Buna gore 3 restriksiyon fragmentin 1 bant paterni farklihgi; tek bir
genetik olay sonucu olugsmustur ve bu ylizden bu izolatlar yiksek derecede yakin
iligkili olarak siniflandinlir. 6 restriksiyon fragmenti icin 4 bant farkliigi 2 genetik olay
sonucu olusmustur ve 7 restriksiyon fragmentinden daha buyuk farklihklar 3 ya da
daha fazla genetik olay sonucu olusmus demektir. PFGE analizinde 3 fragment ile
farkli bulunan izolatlar ayni susun epidemiyolojik olarak iligkili subtipini ifade edebilir.
Bunun aksine, 3 restriksiyon fragmentinden daha fazla yerde farklihk gdsteren
izolatlar daha zayif bir epidemiyolojik iligki gosterebilir. PFGE ve diger tipleme
metotlari kullanilarak yapilan bazi arastirmalar restriksiyon enzim (RE) boélgesini
degistirebilen ya da yeni bir RE bélgesi olusturabilen ya da plazmid, bakteriyofaj veya
insersiyon sekanslari ile iligkili DNA insersiyon/delesyonlari gibi tek genetik olaylarin
tahmin edilemeyecek kadar kisa surede hatta iyi tanimlanmig bir salginin 1-3 ayi
icinde olabilece@ini gostermistir.  Salgin  susuyla karsilastirilan ~ fragment
paternlerindeki farklihk yoluyla 2 genetik degisim olayinin tespiti ile bir salginla
iligkililigin belirlenmesi her zaman kolay olmamaktadir. Sonuclar bu izolatlarin iligkili

oldugunu gosterebilir (6zellikle de izolatlar 3—6 ay gibi uzun bir zaman peryodunda
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toplanmigsa), fakat ayni zamanda suslarin iligkisiz ve salginin bir pargasi olmadigi

ihtimali de unutulmamalidir (137).

Cogunlukla nozokomiyal bir hastalik salgini durumunda, PFGE paternlerinin
analizi BioNumerics gibi bir yazilim program kullanilarak yapilir ya da DNA parmakizi
analizi icin mevcut diger programlardan biri kullanilarak yapilir. Rementeria ve
arkadaslar1 3 software paketinin (GelCompar version 4.0 [Applied Maths], Molecular
Analyst Fingerprinting version 1.0 [Bio-Rad, Hercules, CA] ve Biolmage version 3.2
[Biolmage Corp., Ann Arbor, MI]) ve manuel goruntileme sonuglarini karsilastirmis
ve her bir metodun jel analizi i¢cin kabul edilebilir sonuclar verdigini, ancak her
metodun belirledigi genotipler arasinda bazi farkliliklar oldugu gortulmastir (139). Az
sayida izolat profilinin ¢iplak gozle incelenmesi yapilabilirken, bilgisayar programlari
coklu jellerin degerlendiriimesinde, band paternlerini normalize edilmesinde ve
verilerin veri bankasinda depolanmasinda kullaniimaktadir. Bu yuzden de c¢ok
sayidaki sus profillerini karsilastirmada bu programlar daha uygundur. Cogu analiz
programlari ayni zamanda suslarin evriminin ve izolatlar arasi atasal iligskinin
belirlendigi filogenetik analizini saglayan algoritmalar icerir. Genelde suslar %100
benzerlik gosteriyorsa es kabul edilir ve %80’den daha fazla benzerlik gOsteriyorsa
klonal olarak iligkili kabul edilir. Tipik filogenetik ¢ikti dendogram olarak ifade edilir ve
sus neslinin ve gruplar arasi genetik benzerlik ve farkhliklarinin gorsel bir temsilidir
(137, 139).

PFGE mevcut metotlar arasinda tekrarlanabilirligi ve ayirim guci en yuksek ve

genelde cogu epidemiyolojik degerlendirmede tercih edilen yéntemdir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Test edilen mikroorganizmalar

inénii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezinde; 2006 yilinda mikrobiyoloji
laboratuvarina gonderilen cesitli klinik 6rneklerden izole edilen Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa ve
Acinetobacter baumannii suglari calismaya alindi. Calismada kullanilan Klinik
izolatlar, hastanemiz Infeksiyon Kontrol Komitesi tarafindan degerlendirilerek
Amerika’daki Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezi (Centers for Disease Control and
Prevention, CDC) kriterlerine gore hastane infeksiyonu etkeni olarak kabul edilmis
mikroorganizmalardan olugsmaktaydi. izolatlarin mikrobiyolojik identifikasyonlari rutin
mikrobiyoloji laboratuvarinda otomatize sistem (Phoenix, Becton Dickinson-USA)

kullanilarak yapildi.
3.2. Bakteri dilusyonlarinin hazirlanmasi

Calismaya alinan izolatlar %5 kan ilave edilmig triptik soy agar besiyerlerine
inokule edildi ve 37°C’de 18-20 saat inkiibe edildi. Elde edilen saf kulturlerden, 1
ml’lik fosfat tamponu igeren tiplerde 0.5 Mcfarland bulanikhdina karsilik gelen (UV
spektrofotometre ile ODgoonm=0.132 absorbans) 1.5x10® CFU/ml konsantrasyonunda
bakteri stuspansiyonu hazirlandi. Daha sonra yine fosfat tamponu iceren tiplerde
1:10 oraninda seri diliisyonlari yapilarak 1.5x10° CFU/ml'ye kadar seyreltildi ve
toplamda 7 farkli bakteri konsantrasyonu elde edildi. Her diliisyon icin 3 agar plagina
ekim yapildi ve 37°C’de 18 saatlik inkiibasyonun ardindan koloni sayilarinin

ortalamalari alinarak seri dilisyon isleminin feedback kontroll yapildi.
3.3. Ozon jenerat6ri

Ozontek marka, seramik tupld, “corona discharge” yontemli ve hava
sartlandiricili ozon jeneratorleri kullanildi. Cihazlardan biri 10.5 mg/saat ve digeri 6.6
mg/saat konsantrasyonda ozon olusturma kapasitesine sahip olan iki farkli ozon
jeneratord kullanilmisgtir. Saatte 10.5 mg ozon olusturan cihaz oksijen tupu ile
desteklenirken, 6.6 mg/saat ozon ciktisi olan cihaz hava kompreséri destediyle

calismaktaydi.
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3.4. Negatif iyonizer

Purion marka, 250x180x692 mm ebadinda, 10-60 m? etki alanina sahip, 0.04
ppm’in altinda ozon ciktisi ve 3.3 milyon/cm® negatif iyon ciktisina sahip negatif

iyonizer kullanildi.
3.5. Bakterilere ozon gazi ve/veya negatif iyon uygulama deneyleri

3.5.1. Agar plaklarina ekimi yapilan bakterilere ozon gazi ve/veya negatif

iyon uygulama deneyleri

Alikotlanmig fosfat tamponu igeren tuplerdeki bakteri suspansiyonlarinin her
bir konsantrasyonu icin en az 2 adet kanl triptik soy agar besiyerine ekim yapildi ve
ekimin ardindan plaklar bekletiimeden karton kutu icerisine, plak kapaklari acik olarak
yerlestirilerek negatif iyon ve/veya ozon gazina maruz birakildi. Bu amagla 10.5
mg/saat ve 6.6 mg/ saat olmak Uzere iki farkli konsantrasyonda ozon gazi ¢iktisina
sahip jeneratdrler kullanilmigtir. Kontrol plaklar ozon ve/veya negatif iyona maruz
birakilmadan gecelik inktibasyon igin 37°C’lik ettive alinirken, her bir konsantrasyon
icin 10 dk, 20 dk, 30 dk, 40 dk, 1 saat, 2 saat, 3 saat ve 4 saatlik maruziyet sureleri
belirlenmistir. Maruziyet surelerinin tamamlanmasinin ardindan plaklarin kapaklari
kapatilarak 37°C’de gecelik inkiibasyona birakilmigtir. Ertesi giin kontrol plaklar ve
ozon velveya negatif iyona maruz birakilan plaklarin koloni sayimlari yapiimis ve

ortalamalari alinarak kaydedilmistir.

3.5.2. Fosfat tamponu igerisinde hazirlanan bakteri sispansiyonlarina

ozon gazi uygulama deneyleri

izolatlarin kanli triptik soy agar besiyerlerinde uretilmesiyle hazirlanan saf
kiilturlerden, daha o6nce anlatildigi gibi 1.5x10° CFU/ml'den baslayarak 1.5x107
CFU/ml’'ye kadar seri dilisyonlari yapilmistir. Bu amagla 50 ml’lik vida kapakli falkon
tupleri ve her tup igcin 5 ml fosfat tamponu kullaniimistir. Her bir konsantrasyon igin ve
her bir maruziyet suresi igin ayr bir falkon tip kullaniimis ve 10 dk, 20 dk, 30 dk, 40
dk, 1 saat, 2 saat, 3 saat ve 4 saat siUreyle bakteri slispansiyonu icerisine 6.6
mg/saat konsantrasyonunda ozon gazi verilmigtir. Ozon gazina maruziyet dncesinde
ve sonrasinda, bu bakteri siispansiyonlarindan en az iki kanli triptik soy agara ekim
yapilmis ve gecelik inkiibasyonun sonunda koloni sayimlari yapilarak kaydedilmigtir.
Ozon gazina maruziyet éncesi ve maruziyetin 1. saatinin sonunda 1.5x10%® CFU/m

konsantrasyonundaki bakteriyel siispansiyonlar Gram boyama yontemiyle boyanmis
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ve hicre duvar harabiyetini gozlemek amaciyla fotograflanmistir. Ozon gazina
maruziyet éncesinde ve yine ozon gazina maruziyetin birinci saatinin sonunda falkon
tuplerindeki 1.5x10® CFU/ml konsantrasyonundaki bakteriyel siispansiyonlar
molekuler tipleme (PFGE) igin kullaniimistir.

3.5.3 Hastane atik suyu ve sogutma kulesinden alinan numunelere ozon

gazi uygulama deneyleri

Hastanemiz klima sistemi sogutma kulesi tanklarindan alinan 6rneklerde
birka¢ Bacillus spp. kolonisi diginda anlamli Gdreme olmamig ve Bacillus spp. ise
kontaminasyon olarak degerlendirilmistir. Orneklerin alindiyi dénemde Ureme

g6zlenmemesi klorlama, ozonlama sistemlerinin aktif olarak ¢alismasina baglandi.

Hastanemiz atik su aritim sisteminin girig ve ¢ikis noktalarindan yaklasik 15
gunluk bir periyotta farkli zaman araliklariyla, 50 ml’ lik steril idrar toplama kaplarina
su drnekleri alinmig ve 5 dk ve 10 dk sureyle 10.5 mg/saat konsantrasyonunda ozon
gazina maruz birakilmistir. Ozonlama 6ncesi ve sonrasinda kanl triptik soy agar ve
EMB (Eozin Metilen Blue) agar besiyerlerine ekimleri yapilarak, koloni sayilari

CFU/ml olarak kaydedilmigtir.
3.6. Molekuler tiplendirme (PFGE=Pulsed Field Gel Electrophoresis)

Molekdiler tipleme icin bir saat boyunca ozon gazina maruz birakilan 1.5x10°
CFU/ml konsantrasyonundaki bakteri stiispansiyonlari kullaniimistir. Bu amagcla EK-1’

de verilen standardize edilmis PFGE protokolleri kullaniimigtir.
PFGE molekuler tipleme 3 farkli sekilde yapiimistir;

1. ilk gruptaki suglar ozon gaziyla muamele edilmeden direkt olarak standart
PFGE protokoli asamalarinda gegcirilmistir. Bu suslar EK-1" de verilen protokolde
anlatildigr sekilde kaliba alinmig, liziz ve yikama iglemlerini takiben bakteri ttrine
uygun restriksiyon endonukleaz enzimleriyle DNA kesimleri yapiimis ve boylece

elektroforez agsamasi icin hazir hale getirilmistir.

2. lkinci gruptaki suslarin 1.5x10° CFU/ml konsantrasyonundaki bakteri
suspansiyonlari hazirlanarak 1 saat slreyle ozon gazi ile muamele edilmigtir. Bir
saatlik maruziyetin ardindan bakteri sispansiyonlarinin santrifij edilmesiyle elde
edilen pellet, standart PFGE yonteminde kullanilan hiicre stispansiyon tamponu ile

suspanse edilmis ve EK-1' de verilen PFGE protokolii aynen uygulanmistir. Yani
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bakteri stispansiyonlari ile hazirlanan kaliplar sirasiyla liziz, yikama ve restriksiyon
endonukleaz enzimleri ile kesim asamalarindan gecirilmis ve elektroforez asamasina

hazir hale getirilmistir.

3. Uclincii grupta ise, yine 1 saat siireyle ozon gazi ile muamele edilen bakteri
suspansiyonlari kullanilarak PFGE islemi igin kaliplar hazirlanmistir. Fakat bu kaliplar
liziz asamasindan geciriimeden, direkt ylkama ve restriksiyon endontkleaz
enzimleriyle kesim agamalarina alinmig ve sonugta elektroforez islemine hazir hale

getirilmigtir.
3.7. Sonuclarin istatistiksel analizi

Yapilan denemelerde elde edilen sonuclarin istatistiksel analizi, SPSS 15.0 programi

ve tekrarl 6lciimlerde varyans analizi (Friedman Testi) testi kullanilarak yapilmigtir.
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4. BULGULAR

Calismamizda Gram negatif bakterilerden Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter baumannii ve Gram
pozitiflerden ise Staphylococcus aureus izolatlarinin ozon gazi ve/veya negatif iyona
olan duyarliliklari arastinimistir. Bu amacla bakterilerin agar plak yiizeylerine ekimleri
yapilarak farkh surelerde ozon vel/veya negatif iyona maruz birakilmis ve koloni
sayllarindaki degisiklik incelenmigtir. Plak Gzerine ekimi yapilan bakterilerin ozon
gazina duyarlilhklar arastiriirken 2 farkli konsantrasyonda ozon gazi uygulanmistir.
Ozon gazinin hava yoluyla etkinliginin yani sira sudaki etkinligini de tespit etmek
amaciyla fosfat tamponu igerisinde hazirlanan bakteriyel stspansiyonlar igerisine
ozon gazi verilmig ve yine maruziyeti takiben yapilan ekimlerde koloni sayilar

incelenmigtir.
4.1. Bakterilere ozon gazi uygulanmasinin sonugclari

4.1.1. Agar plaklarina ekimi yapilan bakterilerin 6.6 mg/saat ozon gazi

uygulanmasinin sonuclari

Calismaya alinan 5 farkli bakterinin 1.5x10® CFU/ml'den baslayarak 1.5x10?
CFU/ml'ye kadar toplamda 7 farkh konsantrasyonu hazirlanarak agar plak
ylzeylerine ekimleri yapilmis ve degisik maruziyet sirelerinde ozon gazina
duyarhligina bakilmistir. Agar plaklara ekimi yapilan tim bakterilerin ozon gazina
duyarl oldugu ve maruziyet sonrasinda goérulen koloni sayilarindaki azalmalarin
istatistiksel olarak da anlamli oldugu gorulmistir (p<0.001). Hem Gram negatif hem
de Gram pozitif bakterilerin tim konsantrasyonlarinda ozellikle ilk 10 dk igerisinde
onemli bir disiis gozlenmekte ve daha sonra bakteriyel konsantrasyona bagl olarak
zamanla bakteri sayilarindaki bu dusus devam etmektedir (Tablo 2, 3, 4, 5, 6).
Ozellikle 1.5x10° CFU/ml konsantrasyonunda ilk 10 dakika icinde yaklasik 1
logaritmalik dists gozlenmektedir. Ancak devam eden maruziyet sureleri igerisinde
ayni hizda dusus gozlenmemistir. Gram negatif bakterilerin Gram pozitif grupta yer
alan S. aureus’a gore ozona daha duyarl oldugu ve en gec ikinci saatin sonunda tim

konsantrasyonlarda bakteri sayilarinin sifirlandigi gorialmektedir. Gram negatif
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bakteriler arasinda ise genel olarak E. coli’'nin diger bakterilere gbére ozon gazina

nispeten daha duyarh oldugu goralmastur (Sekil 3.1, 3.2, 3.3, 3.4, 3.5).

E. coli ve K. pneumoniae i¢in ilk 10 dakika igcinde tim konsantrasyonlarda
onemli oranda azalmalar gdzlenmekte ve 1.5x10° CFU/ml konsantrasyona kadar
olan sulandirimlarinin ilk 30. dakikada tamamen sifirlandigi gériilmektedir. 1.5x10°
CFU/ml ve Uzeri konsantrasyonlarinin ise ilk 10 dakika iginde anlamli bir dusus

gosterdigi, fakat 2. saate kadar tamamen sifirlanmadigi gortlmektedir (Sekil 3.1, 3.2).

P. aeruginosa ve A. baumannii ‘de 1.5x10° CFU/ml ve daha dusiik
konsantrasyonlarda 20. dakikada bakteri sayisinin sifirlandigi, fakat 1.5x10° CFU/m
ve daha vylksek konsantrasyonlarda ancak 3. saatte tam bir inhibisyon
gOzlenebilmektedir. Yine ilk 10 dakikalik stregte tim konsantrasyonlar icin ¢ok hizh
bir azalma gorulmektedir (Sekil 3.3, 3.4).

S. aureus icin de diger bakterilerde oldugu gibi ilk 10 dakika icerisinde koloni
sayisinda onemli bir azalma s6z konusudur. Fakat Gram negatif bakterilere gére S.
aureus 10. dakikanin ardindan cok daha yavas bir azalma gostermistir. Ozellikle
1.5x10° CFU/ml ve daha yiiksek konsantrasyonlarin 4. saatin sonunda bile tamamen

inhibe olmadigi gortlmektedir (Sekil 3.5).
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Tablo 2. Agar yuzeyine 6.6 mg/saat ozon gazi uygulamasi ile E. coli koloni sayisindaki degisim.

Zaman Bakteri konsantrasyonu CFU/ml
Dk 0 [1.5x10°%[1.5x10°[1.5x10° [10° [13000/5000
Dk 10 [10° 85000 (55000 [25000[200 |0

Plak yiizeyinde 6.6gr/saat 0zon maruziyeti sonrast
50 E. coli logaritmik azalma egrisi

= LO0E+09
S 1,00E+08

1
0
Dk 20 |[10°  [45000 [15000 |6500 |0 0 [0 | e
Dk 30 [7x10° [17500 [1100 |0 0 0 [0 | zime
Dk 40 |6.5x10°[2500 |450 0 0 0 o | s
Saat 1800 0 0 0 0 0 0 éliuoaoz
Saat 2|0 0 0 0 0 0 0 [l Zmeml N e N e
Saat 3 O 0 0 0 0 0 O Dak 0 Dak10 Dak20 Dak30 Dak40 Saatl Saat2 Saat3 Saat4
Saat 4 |0 0 0 0 0 o o

1e+8

gscherichia colf (Logm?)

Sekil 3.1. Agar plak yiuzeyine farkli konsantrasyonlarda ekimi yapilan E. coli 'nin 6.6 mg/saat ozon
gazi maruziyeti ile bakteri sayisindaki degisim.
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Tablo 3. Agar yilzeyine 6.6 mg/saat ozon gazi uygulamasi ile K. pneumoniae koloni sayisindaki

degisim.

Zaman Bakteri konsantrasyonu CFU/mlI
Dk 0 [1.5x10°[1.5x107]1.5x10°72500/11000/900
Dk 10 (100000 75000 [60000 (225000
Dk 20 [65000 |52500 (35000 (4000
Dk 30 (45000 (30000 |17500 |0
Dk 40 (17500 (8500 |1150
Saat 16000 (150 0
Saat 2 |0 0 0
Saat 3|0 0 0
Saat 4|0 0 0

Plak yiizeyinde 6.6gr/saat 0zon maruziyeti sonrast
00 Klebsiella pneumoniae logaritmik azalma egrisi

= 1,00E+09
2 1,00E+08
= 100E+07
S 1,00E+06
2

2 1,00E405
S 1,00E+04
H

2 1,00E403
£ 1,00E+02
£ 1,00E+01
S 1,00E400 4

Dak0 Dak10 Dak20 Dak30 Dak40 Saatl Saat2 Saat3 Saat4

maruziyet siiresi

o|lO|O|O|O|Oo|o|Oo
o|lOo|Oo|Oo|o|o|o|o|d

0
0
0
0
0
0
0

Sekil 3.2. Agar plak ylizeyine farkli konsantrasyonlarda ekimi yapilan K. pneumoniae 'nin 6.6 mg/saat

0zon gazi maruziyeti ile bakteri sayisindaki degisim.
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Tablo 4. Agar ylzeyine 6.6 mg/saat ozon gazi uygulamasi ile P. aeruginosa koloni sayisindaki

degisim.

Zaman Bakteri konsantrasyonu CFU/ml Plak yizeyinde 6.6grisaat ozon maruziyet sonrasi

Dk 0 |1.5x10°1.5x107]1.5x10°%/80000[12500/950 [200 Paeginosa ogarmiazea g

Dk 10 [100000[90000 |80000 40000650 |100 [0 | siwe:

Dk 20 65000 [65000 [37500 [8000 |0 0 [0 | Guew

Dk 30 47500 [35000 |17500 [7500 |0 0 o | e )

Dk 40 [25000 (17500 [6500 [350 |0 0 [0 | s \

Saat 16500 [11000 [2900 [0 0 0 [0 | Ziwew

Saat 2900 [2750 [100 |0 0 0 0 | :iceml \ N e e e N
Saat 3 O 0 0 0 0 0 0 Dak 0 Dak10 Dak20 Dak 30 Dak40 Saatl Saat2 Saat3 Saat4
Saat 40 0 0 0 0 0o o

1x10%

=100x10°
E K

Log

10x10%

—_

1x108

100102

udomonds

Pse

10x103

1x102

Sekil 3.3. Agar plak ylzeyine farkli konsantrasyonlarda ekimi yapilan P. aeruginosa 'nin 6.6 mg/saat

0zon gazi maruziyeti ile bakteri sayisindaki degisim.
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Tablo 5. Agar ylzeyine 6.6 mg/saat ozon gazi uygulamasi ile A. baumannii koloni sayisindaki
degisim.

Zam an Bakte” Konsantrasyon u CFU/ml Plak yizeyinde 6.6gr/saat ozon maruziyeti sonrasi

Dk 0 |1.5x10%1.5x10" |1.5x10°%80000 [20000/9000 [450 A mann ez s
Dk 10 |100000/100000 (90000 40000 [150 [100

0 ;LOOBOQ
Dk 20 80000 [70000 60000 [15000 [0 0 |0 || ‘ues
Dk 30 [55000 |45000 [35000 |5000 0 [0 0 oo
Dk 40 [30000 [20000 9500 [300 o0 o o i
Saat 1/6500 |5500 [1400 |50 o b o Suc
Saat 2 |0 150 350 [0 o b o S e P |
Saat 3 O 0 0 0 O 0 O Dak0 Dak10 Dak20 Dak30 Dak40 Saatl Saat? Saat3 Saat4
Saat 40 0 0 0 o [0 o -

100107

10x102

1102

100102

10107

A. baumanit (Log/m)

1x102

100x10°

Sekil 3.4. Agar plak yuzeyine farkli konsantrasyonlarda ekimi yapilan A. baumannii 'nin 6.6 mg/saat
0zon gazi maruziyeti ile bakteri sayisindaki degisim.

40



Tablo 6. Agar ylzeyine 6.6 mg/saat ozon gazi uygulamasi ile S. aureus koloni sayisindaki degisim.
Zaman Bakteri Konsantrasyonu CFU/ml

Plak yiizeyinde 6.6gr/saat 0zon maruziyeti sonrasi

Dk 0 |1.5x10%1.5x107|1.5x10%1.5x10°|35000|1450 [350 S ogmiazane s
Dk 10 |100000/100000/90000 |50000 |6500
Dk 20 |90000 85000 [55000 [22500 |1000
Dk 30 95000 [70000 [35000 [15000 |100
Dk 40 [75000 40000 6500 750
Saat 1/55000 [15000 4000 |250
Saat 2 [25000 [7000 (3000 |50
Saat 3[14000 800 [550 |0
Saat 414000 250 50 |0

ZLOEHD
=1,00E+08
S100EHT7
S1O0E6
2 1,00E+05
100401
2 1,00E+03
S100E402
=1,00E+01
“=1L00EH0

Dak0 Dak10 Dak20 Dak30 Dak40 Saatl Saat2 Saat3 Saatd

maruziyet siresi

O |O|O |O|o |o|o |Oo
O |O|O |O|o |o|o |Oo

O |O |O |O |Oo

(Logim)

staphylococcts &t reus

Sekil 3.5. Agar plak yilizeyine farkli konsantrasyonlarda ekimi yapilan S. aureus’un 6.6 mg/saat ozon
gazi maruziyeti ile bakteri sayisindaki degisim.
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4.1.2. Fosfat tamponu icerisinde hazirlanmig bakteri siispansiyonlarina

ozon gazi uygulanmasinin sonuglari

Ozon gazinin sudaki etkinligini tespit etmek amaciyla, fosfat tamponu
icerisinde farkli konsantrasyonlarda hazirlanan bakteri stispansiyonlari ozon gazina
maruz birakilmisg ve maruziyet sireleri sonrasinda besiyerlerine ekimleri yapilarak
elde edilen koloni sayilari degerlendirilmistir. Agar plak yizeyine ekimin ardindan
0zon gazina maruziyet surecinde ozon gazi hava yoluyla mikroorganizmalar tGizerinde
etkili olurken, bakteri siispansiyonlari igerisine uygulanan ozon gazi ise sivi ortamda
mikroorganizmalar tzerinde etkisini gostermektedir. Calisilan tim bakterilerde genel
olarak 6zellikle de yuksek konsantrasyonlarda olmak Uzere tam inhibisyonun, agar
plak ylizeyinde ozon gazi uygulanan bakterilere kiyasla daha erken gerceklestigi
gOrilmustar. Burada da tipki agar plaklara ekilmis bakterilerin ozon maruziyeti
denemelerinde oldugu gibi, ilk 10 dakikalik maruziyet siresi en hizli inhibisyonun

gOzlendigi surec olarak gortlmektedir (Tablo 7, 8, 9, 10, 11).

E. coli’ nin agar plak ylzeyinde ve bakteri siispansiyonunda ozon gazina
maruziyet denemeleri, sivi ortamdaki ozon gazinin bakteri sayisinda daha hizh bir
distuse neden oldugunu gostermektedir. Sivi ortamda ozon gazi uygulandidinda
1.5x10°> CFU/ml ve daha disiik konsantrasyonlarda 20. dakikaya kadar ve 1.5x10°
CFU/ml ve daha yuksek konsantrasyonlarda ise 1 saat icinde bakteriler tamamen
inhibe olmustur. Oysa agar plak yiizeyinde maruziyet calismalarinda 1.5x10° CFU/ml
ve daha yuksek konsantrasyonlar 2. saate kadar canlihgini sirdurmastur (Sekil 3.1,
4.1).

K. pneumoniae ile yapilan denemelerde; sivi ortamda ozon gazi
uygulandiginda 1.5x10” CFU/ml’ ye kadar olan konsantrasyonlarin 40 dakika icinde
tamamen inhibe oldugu gorulmustir. Agar plak yizeyinde yapilan denemelerde ise,
1.5x10° CFU/ml ve 1.5x10” CFU/ml konsantrasyonlarinin sirasiyla 1. ve 2. saatte tam
olarak inhibe oldugu gérilmustir. Ancak 1.5x108 CFU/ml konsantrasyon icin her iki
ozon maruziyet denemesinde de 2. saatte tam inhibisyon gozlenebilmistir (Sekil 3.2,
4.2).

P. aeruginosa icin de diger bakterilerde oldugu gibi sivi ortamda uygulanan
ozon gazl, agar plak ylzeyine uygulanan ozon gazi denemeleriyle kiyaslandijinda
yine Ozellikle yiksek konsantrasyonlarda daha erken sirede tam bir inhibisyon
saglamistir. Sivi ortamda bakterilerin ozon gazina maruziyetiyle, 1.5x10°> CFU/ml ve
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daha st konsantrasyonlarinda 40 dakika ile 2 saat arasinda bakteriler tamamen
inhibe olurken, agar plak ylizeyinde ozon uygulama c¢aligmalarinda ancak 3. saatte
bakterilerin tamamen inhibe oldugu gorulmektedir. Daha dusuk konsantrasyonlarda
her iki yontem ile kisa surede tam bir inhibisyon saglanmistir (Sekil 3.3, 4.3). A.
baumannii icin de benzer bir durum s6z konusudur. Sivi ortamda uygulanan ozon

gazi ile yaklasik 1 saat daha erken tam inhibisyon saglanabilmistir (Sekil 3.4, 4.4).

S. aureus’un yine agar plak yuzeyi uygulamalarinda oldugu gibi, Gram negatif
bakterilere kiyasla ozon gazina daha direncli oldugu gorulmektedir. Ancak agar plak
ylizeyi uygulamalarinda 6zellikle 1.5x10° CFU/ml ve (zeri konsantrasyonlarda 4.
saatte bile tam bir inhibisyon saglanamazken, sivi ortamda ozon uygulamasi ile
1.5x10" CFU/ml ve 1.5x10° CFU/ml yodunlukta sirasiyla 2. ve 3. saatlerde, daha
disuk konsantrasyonlarda ise 1 saat i¢cinde tam bir inhibisyon gozlenmistir (Sekil 3.5,
4.5).



Tablo 7. Bakteri siispansiyonuna 6.6 mg/saat ozon gazi uygulamasi ile E. coli koloni sayisindaki

degisim.
Zaman Bakteri Konsantrasyonu CFU/mI Bakteri sispansiyonunda 6.69r/saat ozon maruziyeti sonrast
Dk 0 |1.5x10%[1.5x10" | 1.5x10° | 90000 | 15000 | 1250 | 300 i

Dk 10 | 100000 |47500 |22500 (4000 |1150 |O 0 ) ﬁggg:

Dk 20 | 35000 |9000 950 0 0 0 0 g L0ET

Dk30 |12500 [150 o 0 0 0 |0 || Zie

Dk#0 1200 Jo _Jo Jo fo o o =

Saat1 |0 0 0 0 0 0 0 % e

Saat2 |0 0 0 0 0 0 0 LOE0D |

Saat3 |0 0 0 0 0 0 0 Dak0 Dak10 Dak20 Dek3) Dek40 Saatl Saat? Saat3 Saatd
Saat4 |0 0 0 0 0 o Jo e

Sekil 4.1. Fosfat tamponu icerisinde farkl konsantrasyonlarda bakteri siispansiyonlari hazirlanan E.

coli'nin 6.6 mg/saat ozon gazi maruziyeti ile bakteri sayisindaki degisim.



Tablo 8. Bakteri silispansiyonuna 6.6 mg/saat ozon gazi uygulamasi ile K. pneumoniae

sayisindaki degisim.

Zaman Bakteri Konsantrasyonu CFU/ml

Dk 0 [1.5x10°]1.5x107|1.5x10°/95000 [20000/9000 [150
Dk 10 |80000 |65000 (42500 [15000 (350 |0 0
Dk 20 |65000 25000 (17500 (350 0 0 0
Dk 30 [37500 |2250 |750 0 0 0 0
Dk 40 |5000 |0 0 0 0 0 0
Saat 1250 0 0 0 0 0 0
Saat 2|0 0 0 0 0 0 0
Saat 3|0 0 0 0 0 0 0
Saat 4|0 0 0 0 0 0 0

u

100E+09
1,00E+08

2. 100E407

Bakterik

= LO0EHS
21 00E+04
T L00E403
1,00E402
1,00E40L
1,00E400

Bakteri siispansiyonunda 6.6gr/saat 0zon maruziyeti sonrast
Klebsiella pneumoniae logaritmik azalma egrisi

T T T T T T )
Dak0 Dak 10 Dak 20 Dak 30 Dak40 Saatl Saat2 Saat3 Saat4

Maruziyet siresi

koloni

Sekil 4.2. Fosfat tamponu igerisinde farkli konsantrasyonlarda bakteri stispansiyonlari hazirlanan K.

pneumoniae’nin 6.6 mg/saat ozon gazi maruziyeti ile bakteri sayisindaki degisim.
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Tablo 9. Bakteri slispansiyonuna 6.6 mg/saat ozon gazi uygulamasi ile P. aeruginosa koloni

sayisindaki degisim.

Zaman Bakteri Konsantrasyonu CFU/ml
Dk 0 [1.5x10°1.5x107]1.5x10°/85000|17500/1100
Dk 10 [100000/95000 [70000 [45000[2500
Dk 20 [75000 [65000 45000 [12500/550
Dk 30 45000 [27500 [27500 [400
Dk 40 [25000 [8500 [17500 [0
Saat 1 /6000 950 [0
Saat 2|0 0 0
0
0

Bakteri siispansiyonunda 6.6gr/saat 0zon maruziyeti sonrast
50 P. aeruginosa logaritmik azalma egrisi

1006409
1,00E408
1008407

_ 100E+06

1,00E405

1008404

"~ 1,00E+03
1008402
1006401
1,00E400 +

cfu/ml

Bakterikonsantrasyonu

Dak 0 Dak 10 Dak20 Dak 30 Dak40 Saat1l Saat2 Saat3 Saat4d

Saat 3|0 0
Saat 4|0 0

o|lOo|o|o
[s)l[s]l[sllslle)le)
OO0 |O|O|O|Oo|Oo
OO0 |0O|O|Oo|Oo|O|Ww

Maruziyet siiresi

110

==100x108
£

Log

10x10°

—_

1102

udomonas

10010

Pse

10102

1x10°

Sekil 4.3. Fosfat tamponu icerisinde farkli konsantrasyonlarda bakteri siispansiyonlari hazirlanan P.

aeruginosa’nin 6.6 mg/saat ozon gazi maruziyeti ile bakteri sayisindaki degisim.
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Tablo 10. Bakteri slspansiyonuna 6.6 mg/saat ozon gazi uygulamasi ile A. baumannii koloni
sayisindaki degisim.

Zaman Bakteri Konsantrasyonu CFU/mI Bakteri siispansiyonunda 6.6gr/saat 0zon maruziyeti sonrast
Dk 0 |1.5x10%1.5x107|1.5x10°/1.5x10° [12500 |4000 [800 A.bamanni gl zila i

Dk 10 |100000/85000 [70000 45000 [700 [100 [0

Dk 20 |65000 [37500 |15000 [9000 |0 0 o S e

Dk 30 47500 [2250 800 (700 [0 0o o P

Dk 40 |9500 450 [500 |0 0 o 0 e

Saat 1550 |0 0 0 0 o 0 5 e

Saat 2 |0 0 0 0 0 0 0 LOEHDD SR MR
Saat 3 O 0 O 0 0 0 0 Dak0 Dak10 Dak20 Dak30 Dak40 Saatl Saat2 Saat3 Saat4
Saat 4 O 0 O 0 0 0 0 Maruz\yetsuresw

100102

— 10x108

£

m -

S e

£ 100x10°

s

=

= 10x102

= 1e+9

<L 13102 le+3

100x10%

Sekil 4.4. Fosfat tamponu icerisinde farkli konsantrasyonlarda bakteri stispansiyonlari hazirlanan A.
baumannii 'nin 6.6 mg/saat ozon gazi maruziyeti ile bakteri sayisindaki degisim.
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Tablo 11. Bakteri slispansiyonuna 6.6 mg/saat ozon gazi uygulamasi ile S. aureus koloni sayisindaki
degisim.

Zaman Bakteri Konsntrasyonu CFU/mI

Dk 0 [1.5x10%1.5x107_[1.5x10° 80000 [22500[3750/500 s s
Dk 10 [100000/85000 60000 [40000 |4000

(0] 0 1006409
Dk 20 |65000 |47500 |55000 [12000/0 [0 [0 || & ke
Dk 30 [50000 [20000 [17500 [1700 [0 [0 |0 || £t
Dk 40 [20000 [8500 2550 1450 [0 [0 o || Zeueew
Saat 110000 (1150 0 0 0 0 0 2 10Ew
Saat2[250 [0 0 0 0 o o |7 il SN
Saat 3 O 0 0 0 0 O 0 Dak0 Dak10 Dak20 Dak30 Dak40 Saatl Saat2 Saat3 Saat4
Saat 4|0 0 0 0 o o o e

(Logim)

staphylococotss aeus

Sekil 4.5. Fosfat tamponu igerisinde farkli konsantrasyonlarda bakteri stispansiyonlari hazirlanan S.
aureus’un 6.6 mg/saat ozon gazi maruziyeti ile bakteri sayisindaki degisim.
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4.1.3. Agar plaklara ekimi yapilan bakterilere 10.5 mg/saat ozon gazi

uygulamasinin sonuglari

Ozon gazinin konsantrasyonu denemeleri ancak E. coli ve S. aureus igin
yapilabilmig ve azalma oranlari degerlendirilmigtir. 6.6 mg/saat yogunlukta ozon
gazina gore her iki bakteri sayisinda da ¢ok daha hizl bir azalma g6zlenmistir (Tablo
12, 13). E. coli ‘ de yine yaklasik 2 logaritmalik bir disus ile ilk 10 dakika icerisinde en
hizli azalma orani goérilmekte ve ozon konsantrasyonundaki artisa paralel olarak 40
dakika sonra bakteri sayisi tamamen sifirlanmaktadir (Sekil 5). S. aureus ‘da yine
benzer sekilde daha hizli bir azalma goéstermekte ve 3. saatte bakteri sayisi
sifirlanmaktadir. Ancak diger ozon uygulamalarinda oldugu gibi S. aureus ozon
gazina daha az duyarli olarak gorilmektedir (Sekil 6.1, 6.2).

Sekil 5. Agar plak ylizeyine ekimi yapilan E. coli'nin 10.5 mg/saat ozon gazi maruziyeti ile farkh
surelerdeki bakteri sayisi.
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Tablo 12. Agar yuzeyine 10.5 mg/saat ozon gazi uygulamasi ile E. coli koloni sayisindaki degisim.

Zaman Bakteri Konsntrasyonu CFU/ml Plak yiizeyinde 10.59r's aat 0zon maruziyetisonrasi

Dk 0 |1.5x10%1.5x10" [1.5x10°|10°  [35000]1450|350 CEOLEIL L L

Dk 10 (7500 |1750 100 100 |50 0 0 I

Dk 20 |800 150 300 0 50 100 |0 = 1Ee

Dk 30 550 350 50 0 0 0 0 E

Dk 40 |0 0 0 0 0 0 [0 = \

Saat 1|0 0 0 0 0 0 0 -

Saat 2 |0 0 0 0 0 0 0 Dakd E;:F E:‘aul E:‘Ia‘k E;Ia‘k Saat1 Saat 2 Saat? Saatd
Saat 3|0 0 0 0 0 0 0 Waruziyet s iiresi

Saat 4|0 0 0 0 0 0 0

Sekil 6.1. Agar plak yuzeyine farkl konsantrasyonlarda ekimi yapilan E. coli 'nin 10.5 mg/saat ozon

gazi maruziyeti ile bakteri sayisindaki degisim.
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Tablo 13. Agar yuzeyine 10.5 mg/saat ozon gazi uygulamasi ile S. aureus koloni sayisindaki degisim.

Zaman Bakteri Konsntrasyonu CFU/mlI S
Dk 0 |1.5x10%1.5x10°|1.5x10%/70000 |20000[3000/700 S. aureus logaritnik azalma efris

Dk 10 |1.5x10°(10°  [4000 |1000 [500 [100 [200 L0409
Dk 20 [10° [5000 [3000 [900 [500 [200 [100 || & ineer

1,00E+07

Dk 30 [30000 [2000 [1700 [400 [200 [100 [0 || E-ime

Dk 40 |5500 1700 1300 |200 100 |0 0 %Eigg;gg

Saat 1 2000 900 400 0 200 |0 0 2 LeEw

Saat2[700 100 [0 0 o o fo | immlo oo N
Saat 3 O 0 0 0 0 0 O Dak 0 Dak10 Dak20 Dak 30 Dak40 Saatl Saat2 Saat3 Saat4
Saat 40 0 0 o b b o i

1e+9

1e+3

(Log/m]

le+T

1e+6

1e+5

Te+4

staphylococetsS & LS

le+3

Sekil 6.2. Agar plak yizeyine farkli konsantrasyonlarda ekimi yapilan S. aureus 'un 10.5 mg/saat ozon
gazi maruziyeti ile bakteri sayisindaki degisim.
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4.2. Agar plaklarina ekimi yapilan bakterilere negatif iyon uygulamasinin
sonuclari

Bakterilerin negatif iyona duyarliliklarinin belirlenmesi amaciyla; agar plak
yuzeylerine farkl konsantrasyonlarda mikroorganizmalarin ekimleri yapilmig ve belirli
maruziyet sirelerinde negatif iyonizer kullanilarak negatif iyona maruz birakilmistir.
Negatif iyonlar hem Gram negatif hem de Gram pozitif bakterilerde benzer etki
gostermistir (Tablo 14, 15, 16, 17, 18). Tum bakterilerde 1.5x10* CFU/ml ve daha
dusiik konsantrasyonlarda uzun sirede inhibisyon saglanabilirken, 1.5x10*
CFU/mI’'nin Uzerindeki konsantrasyonlarda ise 4 saatin sonunda dahi anlamli azalma
saglamamistir (Sekil 7.1, 7.2, 7.3, 7.4, 7.5).
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Tablo 14. Agar yuzeyine negatif iyon uygulamasi ile E. coli koloni sayisindaki degisim.

Zaman Bakteri Konsantrasyonu CFU/mI

Normal atmosferik kogullarda iyonizasyon sonrasi
Dk 0 |1.5x10%1.5x10’ [1.5x10%90000 |40000 9500 |750 E ol gk zna s
Dk 10 |1.5x10%1.5x10’ [1.5x10%80000 |40000 [10000 |750 1048
Dk 20 [1.5x10%1.5x107 |1.5x10°85000 40000 [8500 |550 | e +
Dk 30 [1.5x10%1.5x10" [1.5x10°85000 [27500 [3500 |50 £ e

S L0EHS
SI0E0] -
Bl \
2 10EH02 .
& 100EH1 \

100E400

Dak0 Dak10 Dak20 Dak30 Dak40 Saatl Saat2 Saat3 Saat4

Dk 40 |1.5x10°1.5x10’ |1.5x10°75000 [30000 2500
Saat 1|1.5x10%1.5x10" [1.5x10°%55000 |15000 [900
Saat 2 [1.5x10%1.5x10" |1.5x10°45000 [11500 |400
Saat 3|1.5x10%1.5x10" |1.5x10°%35000 (1350 |50

Saat 4 |1.5x10%1.5x107 |1.5x10%30000 (150 [0

t

Maruziyet siiresi

O O[O |Oo|o

1e+9

1e+8

1e+T

le+6

1e+5

gscherichia coli (Logim?)

1e+4

1e+3

Sekil 7.1. Agar plak yuzeyine farkli konsantrasyonlarda ekimi yapilan E. coli'nin negatif iyona
maruziyeti ile bakteri sayisindaki degisim.
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Tablo 15. Agar ylzeyine negatif iyon uygulamasi ile K. pneumoniae koloni sayisindaki degisim.

Zaman Bakteri Konsantrasyonu CFU/mI Normal atmosferik kogullarda iyonizasyon sonrasi
Dk O 15X108 15X107 15X106 105 50000 7000 700 Klebsiella spp logaritmik azalma edrisi
Dk 10 [1.5x10°[1.5x10" |1.5x10°%10° |55000 |6500[550 ||  twes
1,00E+08
Dk 20 [1.5x10° [1.5x10" |1.5x10°%/10° [55000 |6500[450 || = igerar
Dk 30 |1.5x10°[1.5x10” |1.5x10%10° |45000 5000 Ep
Dk 40 [1.5x10%[1.5x10" |1.5x10°10° 42500 [2750 E
Saat 1 |1.5x10° [1.5x10" |1.5x10°/95000[37500 |650 L
Saat 2 |1.5x10° |1.5x10" |1.5x10°%75000|12500 |0
Saat 3 |1.5x10° |1.5x10’ |1.5x10°%75000[4500 |0
Saat 4 |1.5x10° |1.5x10" |1.5x10°%75000/1500 |0

rasyonu

Bakter

1,00E+01
1,00E+00

Dak0 Dak10 Dak20 Dak30 Dak40 Saatl Saat2 Saat3 Saatd

Maruziyet siiresi

o |0 |0 O |Oo|o

Sekil 7.2. Agar plak yilizeyine farkl konsantrasyonlarda ekimi yapilan K. pneumoniae’nin negatif iyona

maruziyeti ile bakteri sayisindaki degisim.



Tablo 16. Agar ylzeyine negatif iyon uygulamasi ile P. aeruginosa koloni sayisindaki degisim.

Zaman Bakteri Konsantrasyonu CFU/mI Normal atmosferik kosullarda iyonizasyon sonrasi
Dk 0 |1.5x10%1.5x107 |1.5x10°% 10°  |20000 [3500/550 P-aeginosa ogarmieazlma e
Dk 10 |1.5x10%1.5x107 |1.5x10%10°  |21000 [3400/550 o
Dk 20 |1.5x10%1.5x107 |1.5x10%10°  |20000 [3500/150 e
Dk 30 [1.5x10%1.5x107 |1.5x10%10°  |19000 [3500 e
Dk 40 |1.5x10°1.5x10" [1.5x10°10°  |17000 3000 S %Fﬁ;ﬁ
Saat 1|1.5x10°%1.5x10" [1.5x10°85000 [17000 [1700 wew|

Saat 2 |1.5x10%1.5x10" |1.5x10°%75000 |10000 1000

Saat 3|1.5x10%1.5x10" |1.5x10°%70000 |6500 |450

1,00E+0L \
1,00E+00 T
Saat 4 |1.5x10%1.5x10" |1.5x10°%65000 [3000 |150

rasyonu

Bakterik

T T T T T T T |
Dak0 Dak10 Dak20 Dak30 Dak40 Saatl Saat2 Saat3 Saat4

Maruziyet siresi

o |Oo|O|Oo|Oo|Oo

110

m

==100:x10%

Log

10:10%

—_

13107

udormonas

100102

Pse

10102 | 1e+8

1102

Sekil 7.3. Agar plak yizeyine farkh konsantrasyonlarda ekimi yapilan P. aeruginosa’nin negatif iyona

maruziyeti ile bakteri sayisindaki degisim.
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Tablo 17. Agar yuzeyine negatif iyon uygulamasi ile A. baumannii koloni sayisindaki degisim.

Zaman Bakteri Konsantrasyonu CFU/mI Normal atmosferik kogullarda iyonizasyon sonrasi
Dk 0 |1.5x10%1.5x10" |1.5x10°10° |40000 [6000 |500 e gimi i 1S
Dk 10 [1.5x10%1.5x107 [1.5x10%10° 40000 6500 [500 LOEHS

Dk 20 [1.5x10%1.5x107 |1.5x10°10° (37500 [6500 |500 | |  iueer| -
Dk 30 |1.5x10°1.5x10” |1.5x10°10° 40000 |6000 [150 | | & .ot
Dk 40 |1.5x10%1.5x10 |1.5x10°10° [35000 /5750 e o
Saat 1]1.5x10°%1.5x10’ |1.5x10°/8500032500 4000 2 —~

Saat 2]1.5x10°1.5x10’ |1.5x10°70000[20000 |1500

Saat 3|1.5x10°1.5x10’ |1.5x10°70000/16500 550

1,00E401 \
Saat 4 [1.5x10%1.5x10" |1.5x10°/65000|11000 |0

Bakterik

1,00E400 e e T
Dak0 Dak10 Dak20 Dak3) Dak40 Saatl Saat2 Saat3 Saat4

Maruziyet siiresi

o |O |0 |0 |Oo

100107

10107

1x10%

100x102

10x10%

A. baumannt (Logim')

1x10°

1001028

Sekil 7.4. Agar plak ylzeyine farkli konsantrasyonlarda ekimi yapilan A. baumannii’nin negatif iyona
maruziyeti ile bakteri sayisindaki degisim.
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Tablo 18. Agar yuzeyine negatif iyon uygulamasi ile S. aureus koloni sayisindaki degisim.

Zaman Bakteri Konsantrasyonu CFU/ml Norne inodeik kel nizgn s
Dk 0 |1.5x10%1.5x10’ [1.5x10%75000 20000 |4000 |500 S aureuslgarnik azaina i

Dk 10 |1.5x10%1.5x10" [1.5x10%80000 20000 |4000 |500 1406409
Dk 20 [1.5x10%1.5x10 |1.5x10°/80000 [20000 [4000 450 | Z o

= 1,00E+07

Dk 30 |1.5x10%1.5x10" |1.5x10°/80000 [21000 [2750 |400 %ﬁijﬁ@
Dk 40 |1.5x10%1.5x10" |1.5x10°75000 |20000 (3250 E

Saat 3|1.5x10%1.5x10" |1.5x10°%40000 |6750 |800
Saat 4 |1.5x10%1.5x10" |1.5x10%30000 4500 |150

Dak0 Dak10 Dak20 Dak30 Dak40 Saat1 Saat2 Saat3 Saatd

Maruziyet siresi

0 o A A -
Saat 1 |1.5x1091.5x10" [1.5x10°65000 13500 2750 [0 || £ wew T
Saat 2 |1.5x10%1.5x107 [1.5x10%60000 [20000 [1400 |0 | * iew A\
0
0

1e+9

(Logim)

1e+3

Tedty

1e+b

Te+h

Te+4

staphylococcs at CIE

1e+3

Sekil 7.5. Agar plak ylzeyine farkh konsantrasyonlarda ekimi yapilan S. aureus’un negatif iyona
maruziyeti ile bakteri sayisindaki degisim.
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4.3. Agar plaklarina ekimi yapilan bakterilere es zamanh olarak ozon gazi ve

negatif iyon uygulamasinin sonuclari

Agar plak yizeyine ekimi yapilan bakteriler ozon gazi ve negatif iyona ayni
anda maruz birakilmis ve bakteriyel canliliktaki azalma incelenmistir. Gram negatif
bakterilerin 06zellikle yiliksek konsantrasyonlarinda, tek basina ozon maruziyeti
denemelerine kiyasla nispeten inhibisyon surelerinde kisalma gozlenmistir (Tablo 19,
20, 21, 22, 23). Fakat hicresel canliliktaki bu azalma S. aureus’ ta daha belirgin
gorulmektedir. Gram negatif bakteriler icerisinde ise E. coli ve A. baumannii’ de
1.5x10° CFU/ml ve daha yiiksek konsantrasyonlarda tam bir inhibisyonun, tek basina
ozon maruziyeti denemelerine gore daha kisa surede saglanabildigi goralmustur.
Dusik konsantrasyonlarda ise anlamh bir farklilik gozlenmemistir (p>0.05). Gram
pozitif bir bakteri olan S. aureus’ ta ise yine yuksek konsantrasyonlar igin anlamli
farkilik gozlenmistir. Bakteriyel canliigin 1.5x10*° CFU/ml konsantrasyonda tek
basina ozon maruziyetine kiyasla yaklagik 20 dakika, 1.5x10°> CFU/ml yogunlukta ise
yaklagik 2 saat daha erken inhibe oldugu gorulmastir. Ayrica S. aureus’ un tek
basina ozon maruziyeti karsisinda 1.5x10° CFU/ml ve daha yiksek
konsantrasyonlari 4 saatin sonunda dahi tamamen inhibe olmazken, negatif iyon ile
ozon gazi birlikte uygulandiginda 1.5x10® CFU/ml'ye kadar olan
konsantrasyonlarinda 4. saatte tam bir inhibisyon saglandigi gérulmektedir (Sekil 8.1,
8.2, 8.3, 8.4, 8.5).
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Tablo 19. Agar ylizeyine es zamanl olarak ozon gazi ve negatif iyon uygulamasi ile E. coli koloni

sayisindaki degisim.

Zaman Bakteri Konsantrasyonu CFU/mI iyon\zasyon+0;on‘maruziyeusanam
Dk 0 [1.5x10° [1.5x10|1.5x10%90000[25000 [4000 (700 Ecolllogartmicazane egs

Dk 10 |95000 [90000 [90000 [25000[400 |0 0 o
Dk 20 [70000 |40000 |30000 (300 [0 0 0 R

Dk 30 45000 [350 100 o 0 o [0 E= e

Dk 40 [1050 [0 0 0 0 0 0 ?1133333

Saat 1l [0 0 0 0 0 0 0 < LuEn

Saat2 |0 0 0 o b Jo o =) A NN N N
Saat 3 0 0 0 O 0 O 0 Dak0 Dak10 Dak20 Dak30 Dak40 Saatl Saat2 Saat3 Saatd
Saat 4 |0 0 0 o o o o e

Sekil 8.1. Agar plak yizeyine farkli konsantrasyonlarda ekimi yapilan E. coli'nin es zamanh olarak

ozon gazi ve negatif iyona maruziyeti ile bakteri sayisindaki degisim.
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Tablo 20. Agar yuzeyine es zamanli olarak ozon gazi ve negatif iyon uygulamasi ile K. pneumoniae
koloni sayisindaki degisim.

Zaman Bakteri Konsantrasyonu CFU/ml yonizasyon+0zon maruziyeti sonrasi
Dk 0 1.5x10°|1.5x10°|1.5x10°[80000|15000 [2000 [250 Wil pp otz e

Dk 10 |90000 [75000 60000 [25000[150 |0 0 s

Dk 20 60000 |45000 [20000 50 |0 0 I e

Dk 30 [35000 [30000 550 0 [0 0 0 | =ree

Dk 40 10750 [5000 [0 o o 0 0 | Zoueo

Saat 1 |500 0 0 0 0 0 0 2 10e

Saat 2 [0 0 0 o o 0 0 | io e N
Saat 3 O 0 O 0 0 0 0 Dak(0 Dak10 Dak20 Dak30 Dak40 Saatl Saat2 Saat3 Saatd
Saat 4|0 0 0 o o b o B

Klebsielta (Log/m')

Sekil 8.2. Agar plak yuzeyine farkli konsantrasyonlarda ekimi yapilan K. pneumoniae’nin es zamanl
olarak ozon gazi ve negatif iyona maruziyeti ile bakteri sayisindaki degisim.
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Tablo 21. Agar yuzeyine es zamanl olarak ozon gazi ve negatif iyon uygulamasi ile P. aeruginosa

koloni sayisindaki degisim.

Zaman Bakteri Konsantrasyonu CFU/mI honaymsCnon et s
Dk 0 |1.5x10°[1.5x10°[1.5x10%10°  |35000 [2250 /300 P aegnes ogafmkaina s
Dk 10 [10° 90000 (85000 [70000 |3600
Dk 20 [{80000 (60000 45000 |35000 (50
Dk 30 |45000 20000 (12500 (11500 |0
Dk 40 |20000 4150 (3500 [2500 |0
Saat 11950 300 50 100 0
0
0
0

1,00E+09
= 100E+08
S LOEHT
S L00E406
S = 100E+05
S21,006404
=T L0063
2 1006402
@ LO0EHL

1,00E+00

Saat 2 |50
Saat 3|0
Saat 4 |0

Dak(0 Dak10 Dak20 Dak30 Dakd40 Saatl Saat2 Saat3 Saat4

Maruziyet siresi

0
0
0
0
0
0
0
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OO |O|O|O |O O

O[O |O
o [O |O
O[O |O

Sekil 8.3. Agar plak yuzeyine farkli konsantrasyonlarda ekimi yapilan P. aeruginosa’nin es zamanli

olarak ozon gazi ve negatif iyona maruziyeti ile bakteri sayisindaki degisim.
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Tablo 22. Agar ylizeyine es zamanl olarak ozon gazi ve negatif iyon uygulamasi ile A. baumannii
koloni sayisindaki degisim.

Zaman Bakteri Konsantrasyonu CFU/mI

iyonizasyon+0zon maruziyeti sonrasi
Dk 0 |1.5x10%1.5x10’ |1.5x106/95000 [25000[3750 (700 A. baumanitlogarimik azaima egis
Dk 10 |90000 [80000 (70000 55000 [200

0 0 1,00E409
Dk 20 65000 55000 [40000 30000 [0 [0 [0 || & (e
Dk 30 |30000 [25000 [14000 4500 0 [0 |0 o
Dk 40 12500 |5750 (300 [0 0 0 0 §§zigg;gg
Saat 14000 |200 0 0 0 0 0 S 1060
Saat2/50 o 0 0 o b b |~ . | - .
Saat 3 O 0 0 0 0 0 0 Dak 0 Dak 10 Dak 20 Dak 30 Dak40 Saatl Saat2 Saat3 Saat4
Saat 4 [0 0 0 0 o [0 o e

it (Logim

Acfnetobacterbaumannrr

Sekil 8.4. Agar plak yizeyine farkl konsantrasyonlarda ekimi yapilan A. baumannii’nin es zamanli
olarak ozon gazi ve negatif iyonuna maruziyeti ile bakteri sayisindaki degisim.
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Tablo 23. Agar ylzeyine es zamanli olarak ozon gazi ve negatif iyon uygulamasi ile S. aureus koloni
sayisindaki degisim.

Zaman Bakteri Konsantrasyonu CFU/ml onzeyonsCaon martyet somas
Dk 0 |1.5x10°|1.5x107|1.5x10°/90000/15000[2000 |350 S aureus otk ezl egrs
Dk 10 [10°  |10° |10°  |55000/900

Dk 20 [10°  [10°  [|85000 [25000
Dk 30 90000 (75000 45000 8500
Dk 40 80000 (55000 [15000 [300
Saat 160000 (17500 |1600 |0
Saat 2 (30000 9000 |0 0
Saat 320000 [250 |50 0
Saat 4 3500 [0 0 0

100409
> 1L00E:08
1,00E407
1,00E+06
1,00E405
1,00E+04
T 1,00E403
e | N\ N
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-
)

m 1)
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8
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T
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=

1,00E+00
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staphylococets & reus

Sekil 8.5. Agar plak yuzeyine farkli konsantrasyonlarda ekimi yapilan S. aureus’un es zamanl olarak
ozon gazi ve negatif iyona maruziyeti ile bakteri sayisindaki degisim.
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4.4. Hastane atik suyuna ozon gazi uygulanmasinin sonuclari

Hastanemiz atik su arntim sistemi giris ve c¢ikis noktalarindan alinan su
numuneleri 5 ve 10 dakika sireyle 10.5 mg/saat konsantrasyonlu ozon gazi ile
muamele edilmis ve ozon uygulamasi 6ncesi ve sonrasinda agar plaklara ekimleri
yapilarak, ozon gazinin etkinligi incelenmistir. Atik su sistemi giris noktasindan alinan
su numunelerinin ortalama mikroorganizma sayisi 73.365 CFU/ml olup, 5 dakikalk
ozon gazi muamelesinin ardindan bu sayi ortalama 4.934 CFU/ml'ye diusmis ve 10
dakikalilk ozon gazi muamelesinin ardindan da ortalama 378 CFU/ml’ ye kadar
azalma gostermigtir. Atik su sistemi ¢ikis noktasindan alinan su numunelerindeki
ortalama mikroorganizma sayisi ise 65.673 CFU/ml iken, 5 dakikalik ozon gazi
uygulamasinin ardindan ortalama 3.553 CFU/ml ve 10 dakikalik ozon uygulama
isleminin ardindan da ortalama 290 CFU/ml’ ye kadar azalma gostermistir (Sekil 9).
Atk su sistemi su numunelerinin bakteriyel konsantrasyonundaki ozon gazi
uygulamasiyla elde edilen bu digiUs istatistiksel olarak da anlamh bulunmustur
(p<0.001).

80000 -
70000 S
BO000 -
50000 S
40000 4
30000 4
20000 S
10000 4

—— (Giris syl

— Cikis suyu

Bakteri konsantrasyonu
{efuiml)

Dak 0 Dak 5 Diak 10

Maruziyet sdresi

Sekil 9. Atik su antim sistemi su numunelerinin ozon gazi ile muamelesi.
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4.5. Ozon Gazi Uygulanmig Bakteri Stispansiyonlarinin Gram Boyama ve PFGE

(Pulsed Field Gel Electrophoresis) Molekuler Tiplendirme Sonuclari

Fosfat tamponu icerisinde 1.5x10° CFU/ml konsantrasyonunda hazirlanan
bakteri suspansiyonlari bir saat boyunca ozon gazina maruz birakildi. Bu
suspansiyonlardan ozonlama oncesi ve sonrasinda Gram boyamalar yapilarak
mikroskop altinda incelendi (Sekil 10.1, 10.2, 10.3, 10.4, 10.5). Gram boyama
resimlerinde genel olarak tum bakterilerin ozonlama sonrasi yogunluklarinin azaldigi
gorulmektedir. Ozellikle Gram negatif bakteriler ozonlama sonrasinda yapilan
preparatlarda ayirt edilememektedir. E. coli ve P. aeruginosa tirlerinde bakteri
kalintilarina benzer yapilar gbze carpmaktadir. S. aureus’un ozonlama sonrasinda
yapilan Gram boyama preparatinda ise Gram negatif olarak boyanmis yapilar dikkat
cekmektedir.

Sekil 10.1. E. coli ozonlama 6ncesi (solda) ve sonrasi (sagda) Gram boyama resimleri.
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Sekil 10.2. K. pneumoniae ozonlama éncesi (solda) ve sonrasi (sajgda) Gram boyama resimleri.

Sekil 10.3. P. aeruginosa ozonlama 6ncesi (solda) ve sonrasi (sagda) Gram boyama resimleri.
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Sekil 10.4. A. baumannii ozonlama 6ncesi (solda) ve sonrasi (sagda) Gram boyama resimleri.

Sekil 10.5. S. aureus ozonlama 6ncesi (solda) ve sonrasi (sagda) Gram boyama resimleri.

Fosfat tamponu icerisinde 1.5x108 CFU/mI konsantrasyonunda hazirlanarak 1
saatlik ozonlama islemine maruz birakilan bakteri suspansiyonlari, ozonlama
oncesinde ve sonrasinda molekuler tiplendirme igin kullanildi. Calismaya alinan 5
farkh bakteri tarQ icin secilen her bir izolat, standart PFGE protokolu kullanilarak 3
farkl sekilde isleme alindi. ilk grupta ozon gazina maruz birakilmayan bakteri
suspansiyonu ile standart PFGE protokoll aynen uygulanarak tiplendirme yapildi ve
restriksiyon enzimleri ile kesim islemine hazir hale getirildi. Bu asamada kullanilan
bakteri siispansiyonlari, ozonlama iglemi uygulanmadigi i¢in kontrol grup olarak kabul
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edildi. Yine ayni izolati iceren bakteri sispansiyonu 1 saat slreyle ozon gazina
maruz birakildi. Ozonlanan bakteri stspansiyonu ikinci grupta standart PFGE
protokoli aynen uygulanarak isleme alindi ve restriksiyon enzimi ile kesim
asamasina hazir hale getirildi. Bu ikinci grupta; bakteri DNA’sinda ozonlama sonucu
olusabilecek olasI hasari gormek veya varsa restriksiyon endontkleaz enzimleri ile
kesim bolgelerindeki degisikligi incelemek amaclanmaktaydi. Uglincti grupta ise
PFGE protokolinin liziz agsamasi atlanarak, direkt ylkama asamasina gecildi ve
restriksiyon enzimleri ile kesim agsamasina gecildi. Bu son grupta eger ozonlama ile
bakteri hiicre duvari ve membrani tamamen parcalanmigsa, hicre duvari ve
membran kalintilari yikama asamasinda uzaklastirilacak ve dolayisiyla bakteri
DNA's! restriksiyon enzimi ile kesim i¢in hazir olacaktir. Daha sonra her bir izolat igin
3 farkl sekilde hazirlanan kaliplar, bakteri tirlerine uygun restriksiyon endonukleaz
enzimleri ile inkiibasyona birakildi. Elektroforez igin hazirlanan agaroz jelde, ayni
izolatin 3 farkli yéntemle hazirlanan kaliplar yan yana gelecek sekilde yerlestirildi ve
elektroforez strecinin tamamlanmasinin ardindan jel, etidyum bromur ile boyanarak
goruntulendi (Sekil 11.1, 11.2, 11.3, 11.4, 11.5).

Ozonlama iglemine tabi tutulmayan ve “1. grup izolatlar” olarak adlandirilan
kontrol gruba ait bant profilleri jel fotograflarinda net olarak gortulmektedir. Bu da
PFGE molekiler tiplendirme ydnteminin sorunsuz olarak c¢alistigini gostermektedir.
Kontrol gruba ait bant profilleri ile karsilastirildiginda; PFGE ile molekiler
tiplendirmesi yapilan izolatlarin higbirinin restriksiyon endonikleaz (RE) kesim
bolgelerinde bir degisiklik ya da RE kesim bdlgesini iceren herhangi bir DNA hasari
g6zlenmemigtir. Ozonlama iglemi uygulanmis olan ve “2. grup” olarak adlandirilan
izolatlarin bant profillerinin kontrol grup ile fark gostermedigi PFGE jel resimlerinde de
acikca gorulebilmektedir (Sekil 11.1, 11.2, 11.3, 11.4, 11.5; 1. ve 2. grup izolatlar).

Bakteri hicre duvari ve membran vyapilarinin ozonlama ile tamamen
parcalandigini  gostermek amaciyla “3. grup” olarak adlandirilan izolatlar
kullaniimistir. Bu gruptaki izolatlara 1. grupta (kontrol grubu) yer alan izolatlardan
farkli olarak; PFGE protokolu liziz agamasi yerine ozon uygulamasi yapilmistir. Yani
PFGE protokolundeki liziz asamasinin hedefi olan, hicre duvari ve membran
yapilarinin yikim islemi ozonlama ile saglanmaya c¢alisiimistir. E. coli, K. pneumoniae
ve A. baumannii turlerine ait resimlerde; 3. grupta bulunan izolatlara ait DNA’larin liziz

islemi yapiimadan, tek basina ozonlama ile kismen de olsa ekstrakte edilebildigi ve
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yine DNA bant profillerinin kontrol gruptan farkl olmadigi gérulmektedir. S. aureus ve
P. aeruginosa turlerine ait resimlerde de goruldigu gibi; tek basina ozonlama ile bu
bakterilerde hicre duvari ve membran yapilari tamamen parcalamamis veya
genomik DNA ekstrakte edilememistir. Halbuki bu bakterilerin ozon uygulamasina
ilaveten PFGE liziz agamasina alinan 2. grup izolatlarinin bant profilleri son derece

net bir sekilde goruntilenmistir.
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Sekil 11.1. E. coli izolatlar ozonlama 6ncesi ve sonrasi PFGE profilleri:

1. grup; Ozonlama yapilmayan, direkt PFGE protokolu uygulanan izolatlar (1, 4, 7, 10, 13).
2. grup; Ozonlama yapilan ve standart PFGE protokoli uygulanan izolatlar (2, 5, 8, 11, 14).
3. grup; Ozonlama yapilan ve PFGE protokolu ile lizizi yapilmayan grup (3, 6, 9, 12, 15).
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Sekil 11.2. K. pneumoniae izolatlari ozonlama 6ncesi ve sonrasi PFGE profilleri:
1. grup; Ozonlama yapilmayan, direkt PFGE protokolili uygulanan izolatlar (1, 4, 7, 10, 13).
2. grup; Ozonlama yapilan ve standart PFGE protokolu uygulanan izolatlar (2, 5, 8, 11, 14).
3. grup; Ozonlama yapilan ve PFGE protokoli ile lizizi yapilmayan grup (3, 6, 9, 12, 15).

B B
9 10 11 12

Sekil 11.3. P. aeruginosa izolatlari ozonlama dncesi ve sonrasi PFGE profilleri:
1. grup; Ozonlama yapilmayan, direkt PFGE protokoli uygulanan izolatlar (1, 4, 7, 10, 13).
2. grup; Ozonlama yapilan ve standart PFGE protokoli uygulanan izolatlar (2, 5, 8, 11, 14).
3. grup; Ozonlama yapilan ve PFGE protokolu ile lizizi yapilmayan grup (3, 6, 9, 12, 15).
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Sekil 11.4. A. baumannii izolatlari ozonlama 6ncesi ve sonrasi PFGE profilleri:
1. grup; Ozonlama yapilmayan, direkt PFGE protokolu uygulanan izolatlar (1, 4, 7, 10, 13).
2. grup; Ozonlama yapilan ve standart PFGE protokoli uygulanan izolatlar (2, 5, 8, 11, 14).
3. grup; Ozonlama yapilan ve PFGE protokolu ile lizizi yapilmayan grup (3, 6, 9, 12, 15).
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Sekil 11.5. S. aureus izolatlari ozonlama 6ncesi ve sonrasi PFGE profilleri:

1. grup; Ozonlama yapilmayan, direkt PFGE protokoli uygulanan izolatlar (1, 2, 3, 4, 5).

2. grup; Ozonlama yapilan ve standart PFGE protokoli uygulanan izolatlar (6, 7, 8, 9, 10).
3. grup; Ozonlama yapilan ve PFGE protokolu ile lizizi yapilmayan grup (11, 12, 13, 14, 15).
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5. TARTISMA

Hastane atik suyu; organik madde konsantrasyonu, icerdigi metaller ve pH
agisindan evsel atik sulardan biraz farklidir. ilaclar, dezenfektanlar, farmasoétikler gibi
maddeler ve antibiyotik direncli bakteriler hastane atik sularinda sikhkla
bulunabilmektedir. Hastane atiklarinin su ekosistemi ile temasi, dogal ortamlarin
biyolojik dengesi lzerine olumsuz etkisi olan tehlikeli maddelerin varligiyla iligkili
olarak potansiyel risk olusturmaktadir (140). Atik sularin klorlama ile dezenfeksiyonu
oldukca yaygin kullanilmaktadir. Ancak klorlamada temel mekanizmanin; bakterilerin
hiicre ylzey hidrofobisitesinin degismesi ve bdylece hiicrelerin agregasyonu seklinde
gerceklestigi ve dolayisiyla klorlama isleminin ardindan yapilan kultirlerde tdreme
gorulebildigi belirtiimistir. Ozon uygulamasinin ardindan yapilan kilttrlerde ise Greme
gOzlenmemesi, hicre yuzey hidrofobisitesinin degismemesi ve bakterilerin %95’inin
membran permeabilitesinin degismesi nedeniyle; ozonun klorlama isleminden daha
etkili oldugu vurgulanmistir (141). Ayrica atik sularin klorlanmasi sirasinda canh
organizmalar icin son derece toksik olan organo-kloritler ve diger dezenfeksiyon yan
artnleri olugsmaktadir. UV dezenfeksiyonu ile herhangi bir yan drin olusumu
gorilmemekte, fakat Ozellikle klinik atik sularin yiksek partikil yikit nedeniyle
yetersiz kalabilmektedir. Dolayisiyla mikrobisit etkinligi yiksek, ancak dezenfeksiyon
yan urin olusumuna neden olmayan alternatif dezenfektanlara ihtiya¢ duyulmaktadir
(142).

Antibakteriyel etkinligi uzun sdredir bilinen ozonun (63, 68) olumsuz
reaksiyonlari, havadaki yiksek ozon konsantrasyonlariyla iliskilendirilmigtir. Cunka
sudaki solusyonlarinda ozonun son derece yiksek ¢ozunurlikte oldugu ve 0Ozellikle
yuksek konsantrasyonlarinin hizla suya yayildigi gosterilmistir. Bu anlamda, sulu
ekosistemlerde ozon kullaniminin son derece guvenilir oldugu ve potansiyel toksik
etki olusturmadigi belirtiimektedir (143). Hastane atik su dezenfeksiyonunda
ozonlama islemi oldukca etkili olup, ancak atik sularin yuksek organik kompozisyonu
nedeniyle ozonun yuksek konsantrasyonlarina ihtiya¢ duyulabilecegi bildirilmistir.
Ayrica dezenfeksiyonun etkinliginde sirekli ozonlama seklindeki uygulamanin,
donem dbénem yapilan ozonlama isleminden 10 kat daha etkili bulunmustur (77)
Calismamizda cesitli bakterilerin ozon gazi ve/veya negatif iyonlara duyarlliklari ve
ozon gazi uygulamasi ile bakteri hicre duvar hasari ve olasi DNA hasari

incelenmigtir. Ayrica negatif iyon ve ozon teknolojilerinin birlestirilerek uygulanmasi
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halinde antibiyotik ve dezenfektanlara direncli olan mikroorganizmalar dabhil, hastane
ortami, klima sistemi sogutma kuleleri ve atik sularda sik rastlanan bakterilerin
azaltihlip azaltilamayacagi ve hastane infeksiyonu etkenlerinin kontrol altina alinma
olasiliklari arastirilmigtir.

Calismamiza alinan tum bakterilerin gerek ekimlerinin yapildigi agar plak
ylzeyi maruziyetlerinde ve gerekse bakteri slispansiyonu icerisinde yapilan ozon
gazi uygulamalarina duyarh oldugu gorulmustir. Bakterilerin ayni konsantrasyondaki
ozon gazina olan duyarlliklari degismekle beraber, genel olarak Gram negatif
bakterilerin Gram pozitif bir bakteri olan S. aureus’a kiyasla daha duyarl oldugu ve
daha hizh ve yiuksek oranda inaktivasyonun saglandigi gorilmustar. Bu durum
Komanapalli ve Lau’nun (52) ozonun proteinleri lipidlerden daha kolay, daha hizli
etkiledigi ve dolayisiyla Gram pozitif bakterilerin ozona daha duyarli oldugu
dusuncesiyle celismektedir. Thanomsub ve ark.’nin yaptigi ¢calismada; basil ve kok
formlari arasinda ve Gram (+) ve Gram (-) bakteriler arasinda ilk 30 dk’lik maruziyet
sonunda, deformasyon ve hicre canlhihdi agisindan benzer etkiler gozlenmistir.
Ancak, siddet ve hasar agisindan bazi farkliliklar gozlendigi belirtiimigtir. Ozellikle de
hizli bir hiicre duvari yenilenme hizina sahip Bacillus subtilis gibi Gram (+) bakteri
orneklerinin digerlerinden daha fazla tahrip oldugu belirtilmigtir (53). Thanomsub ve
ark.’nin yaptigi1 calismada (53) Gram pozitif bakterilerden S. aureus ve B. subtilis ve
Gram negatif turlerden ise E. coli ve Salmonella spp.’nin ozona duyarlliklari
incelenmis ve calismamizda kullanilan E. coli ve S. aureus igin ¢calismamiz ile benzer
etkiler gozlenmistir. Her ne kadar Thanomsub ve ark.’nin ¢alismasinda; B. subtilis
icin daha siddetli bir hasar gozlendigi belirtilse de, tipki calismamizda da oldugu gibi
E. coli’'nin S. aureus’a kiyasla ozon gazi karsisinda daha yuksek oranda azalma
gOsterdigi belirtilmistir. Calismamizda Gram negatif turler arasinda genel olarak
ozona en duyarlh mikroorganizma E. coli iken, P. aeruginosa ve A. baumannii
turlerinin daha direncli oldugu goérilmis olup, hastane atik sularinin ozonlama ile
dezenfeksiyonunun arastirldigi bir calismada da benzer sonuclar elde edilmistir (77).
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Candida famata ve Penicillium citrinum Uzerinde,
ozonun yuzey germisit etkinliginin incelendigi bir baska calismada da; ozona en
duyarli mikroorganizmanin E. coli oldugu ve 3.5-4 mg konsantrasyonda %80
oraninda inaktivasyon saglandigi, diger mikroorganizmalarda ise ayni oranda
inaktivasyon i¢in 40 kat daha ylksek konsantrasyonda ozon kullanildigi bildirilmistir

(144).Thanomsub ve ark.’nin da belirttigi gibi (53), ¢calismamizda ozon uygulamasina
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maruz birakilan bakterilerin basil ve kok formlari arasinda hicre canlihdr acisindan
belirgin bir fark gézlenememistir.

Ozon gazi uygulamasinin yapildigi tim denemelerde; ¢aligilan bitin bakteri
turleri icin maksimum inaktivasyonun ilk 10 dakikalik sure igerisinde saglandigi
gorulmastir. Agar plak yizeyinde 6.6 mg/saat konsantrasyonundaki ozon maruziyeti
ile 10 dk icerisinde butin bakteri tUrlerinin ortalama bakteri konsantrasyonlarinda
%99.79-%99.84 arasinda degisen bir azalma gorilmistir. inaktivasyon oraninin
beklendigi gibi ilk 10 dk igerisinde dusuk bakteri konsantrasyonlari igin %100’lere
ulastigr gozlenmistir. Yine bakteri siispansiyonu ile yapilan denemelerde ve negatif
iyon ile ozonun birlikte uygulandigi denemelerde de ilk 10 dk'da %99.78-%99.89
arasinda degisen oranda hiicresel canliligin azaldigi gézlenmistir. ikinci 10 dakikalik
donemde ve ilerleyen maruziyet surelerinde ise inaktivasyonun daha yavas
gerceklestigi gorulmustur. Agar plak yuzeyi icin ikinci 10 dk’hk dénemde %26.84-
%43.22 arasinda degisen inaktivasyon saglanabilirken, bakteri sispansiyonu
Uzerinde yapilan denemelerde ve ozon ve negatif iyonun birlikte uygulandigi
denemelerde ikinci 10 dK’lik strecgteki hucresel canliigin %35.54-%74.33 arasinda
degisen oranlarda azalma gosterdigi gozlenmistir. Ozonun bakteri hcreleri
uzerindeki ultrayapisal degisikliklerin incelendidi bir baska calismada da benzer
sekilde, hucrelerdeki en yuksek azalma orani 5-15. dakikalar arasinda
gerceklesmistir (53). Calismamizda ozon uygulamasini takiben ¢ok kisa surelerde
gorilen bu ani inaktivasyon, 0Ozellikle yuksek konsantrasyonlu bakteri
suspansiyonlarinda daha belirgin sekilde gortlmektedir. Chiang ve ark. bu durumun
yuksek bakteriyel konsantrasyondan kaynaklandigini belirtmistir (77). Gergekten
calismamizin ilerleyen maruziyet sirelerinde de yine ylksek konsantrasyonlarda
daha yuksek oranda azalma gergeklesmistir.

Bakteri konsantrasyonu arttikga yeterli inhibisyonu saglayabilmek icin ozon
konsantrasyonu ve/veya maruziyet suresini arttirmak gerekebilir. Ornegin, 10
mg/saat konsantrasyonunda ozon gazi ile yapilan bir calismada; 10° CFU/ml'ye
kadar olan bakteriyel konsantrasyonlarda 30 dakikaya kadar tam bir inhibisyon
saglandigi, ancak 10° CFU/mI ve (izeri konsantrasyonlarda 150 dakika sonunda bile
tam bir inhibisyon saglanamadigi bildirilmistir. Ayni ¢calismada elektron mikroskop
goruntaleri ile hucrelerdeki tahribat siddetinin ozon maruziyet suresiyle uyumlu olarak
artis gosterdigi belirtilmigtir (53). Calismamizda da hem agar plak yiizeyi tzerinde

hem de bakteri siuspansiyonlarinda yapilan ozon uygulamalarinda; 1.5x10°
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CFU/ml'den daha diustik konsantrasyonlarda ozonun ortalama ilk 30-40 dk igerisinde
hicresel canlihgin tamamen sifirlandi§i, daha yiksek bakteri konsantrasyonlarinda
ise ture baglh olarak daha uzun maruziyet sirelerine, daha ylksek ozon
konsantrasyonuna ihtiya¢ duyuldugu gérilmustir. Calismamizda E. coli icin 1.5x10°
CFU/ml bakteri konsantrasyonunda agar plak ylzeyinde 6.6 mg/saat ozon
konsantrasyonu ile inaktivasyon orani 2 saatlik maruziyetin ardindan %2100’e
ulasirken, 10.5 mg/saat ozon konsantrasyonu ile ayni bakteriyel konsantrasyonda ve
ayni deneysel kosullarda (agar plak yizeyi uygulamasi) 40 dk’da %100 inaktivasyon
saglanmistir. Benzer seklide Selma ve ark. (145) 80 mg/dk konsantrasyonundaki
ozon uygulamasiyla 1 saatte mikrobiyal konsantrasyonda 5.9 log CFU/ml’lik bir
azalma bildirirken, Aydogan ve Gurol (86) 3 mg/L kadar dusik seviyedeki ozon
konsantrasyonlarinda 4 saatlik maruziyet sonunda yaklagik 3 logaritmalik bir
inaktivasyon gorulduguni bildirmigtir.

Mikroorganizmalarin ozon ve/veya negatif iyona duyarhliklar tire bagli
degisim gostermekle beraber, bakteri konsantrasyonu veya bagil nem, kaltir ortami
bilesenleri ve pH’si gibi c¢evresel faktorler ya da maruziyet O©ncesi
mikroorganizmalarin bekleme siresi, uygulanan ozon konsantrasyonu ve uygulama
sekli gibi deneysel kosullar da mikroorganizmalarin ozon ve/veya negatif iyon ile
inaktivasyon derecelerini etkileyebilmektedir. Bu nedenle tim deneysel kosullarin
sabit olmadigr farkh ¢alhsma sonuclarinin karsilastiriimasi bir anlam ifade
etmemektedir. Ornegin, patates dekstroz agar (pH=5.6) ile yapilan ozon uygulama
calismalarinda, nutrient agara (pH=6.8) goOre bakteri olimdndn daha hizh
gerceklestigi belirtiimistir. Yine ayni calismada; Erwinia carotovora igin ozon
uygulama oOncesindeki bekleme suresiyle iligkili olarak hicre canhligr,
mikroorganizmanin kultir ortamina ekiminin ardindan bekletimeden ozona maruz
birakilanlarda %34 iken, ekimi takiben 45 dk kadar geciktiriimis ozon uygulama
isleminde %78 oldugu belirtiimistir. Bu da geciktiriimis ozon uygulamasi sirasinda
bekletilen hicrelerin  kendilerini  koruyacak polisakkaritler  salgilamalariyla
aciklanmistir.  Polisakkarit ~ Gretimiyle  bakteriyel  hicrelerin  antimikrobiyal
mekanizmalardan da nispeten hizli bir sekilde kagabildigi vurgulanmistir (11).

Ortamin bagil nem orani ile dogru orantili olarak ozonun inhibitor etkinliginin
de arttigi gozlenmis ve bu durumun ozonun reaksiyona girecegi su oraninin artigi
sonucu olusacak radikal oraninin artmasina bagh olarak gergeklestigi vurgulanmigtir
(144). Ozonun sudaki etkinliginin havadaki etkinliginden cok daha yuksek oldugu ve
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hizla ayristigindan ¢ok daha guvenli oldugu uzun siredir bilinmektedir (44, 143).
Bizim calismamizda da agar plak yuzeyine uygulanan ozon islemine kiyasla bakteri
suspansiyonlarinin direkt ozonlanmasinin daha etkili oldugu gorilmektedir. Daha
once de belirtilen ilk 10 dakikalk ani azalma doneminde anlamli fark gézlenmezken
(p>0.05), ilerleyen maruziyet surelerinde ozonun su icerisinde etkinliginin arttig1 bariz
olarak gorilmektedir (p<0.05). Ornegin 10 dakikalik ani inhibisyon déneminin
ardindan ikinci 10 dakika igerisinde; ortalama mikrobiyal konsantrasyonun agar plak
ylizeyindeki ozon uygulamasiyla %36 ve sivi ortamdaki ozon uygulamasiyla ise %51
oraninda azalma gosterdigi goralmustur (p<0.05).

Ozonla kargilasan mikroorganizmalarda go6zlenen hicre tahribatinin ana
mekanizmasi hticre duvari ve membran tzerindeki fiziksel etkilerdir. Kisa sireli ozon
gazi maruziyeti; hucre duvari harabiyeti, membran permeabilitesinde degisim ve
hicre batinluganin bozulmasi gibi degisikliklere neden olmaktadir. Bu sirada cesitli
hiicre i¢i protein ve DNA’larin hicre duvar harabiyeti ile hicre digina ¢ikabildigi,
fakat bu hicre ici bilesenlerin ancak daha uzun sireli maruziyetlerde hasara ugradigi
gosterilmistir (52, 53, 61). Calismamizda da 1 saat sureyle ozon uygulanan bakteri
suspansiyonlarinin - Gram boyama goéruntuleri; hicre duvar butinligunin
bozuldugunu gostermektedir (Sekil 10.1, 10.2, 10.3, 10.4, 10.5). Ayrica PFGE
molekiler tipleme ydntemi sonuclar da hicre duvar batinliginin bozuldugunu
desteklemistir. Cunklit PFGE yonteminde amag; agaroz kaliplar icerisine alinaran
bakterilerin, ¢esitli enzim ve deterjanlar yardimiyla hiicre duvarlarini lizize ugratmak
ve sonucta bakteri DNA’sinI aciga cikarmaktir. Ekstrakte edilen DNA daha sonra RE
enzimleri ile kesilmekte ve elektroforez sonrasi olugsan bant profilleri
degerlendiriimektedir. Calismamizda ozon uygulamasini takiben hazirlanan agaroz
kaliplara, hiicre duvarini parcalamaya yonelik herhangi bir liziz iglemi
uygulanmamasina ragmen, E. coli, K. pneumoniae ve A. baumannii tirlerine ait “3.
grup izolatlarin” agaroz jel resimlerindeki DNA bant profilleri acikca gorulmektedir
(Sekil 11.1, 11.2, 11.4). Bu da bu bakterilerin hicre duvar buttanluklerinin 1 saatlik
ozon uygulamasi ile, en azindan bakteriyel DNA’lari acgiga cikaracak olcude
bozuldugunu gostermektedir. S. aureus ve P. aeruginosa tirlerine ait yine “grup 3”
olarak adlandirilan izolatlarda ise ozonlama ile hicre duvari tam anlamiyla
parcalanamamis ve dolayisiyla DNA bant profilleri gorintilenemistir (Sekil 11.3,
11.5).
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PFGE tipleme yontemi ile ayrica; ozon ile muamele edilen bakterilerin, ozon
uygulamasi dncesi ve sonrasinda makro restriksiyon endonukleaz enzimleriyle kesim
bdlgelerinde degisiklik olup olmadigina bakilarak, DNA'larindaki kirilmalari tespit
etmek amaclanmistir. Molekiller tipleme sonucglarina gore; 1 saatlik ozon
uygulamasinin bakteri DNA’larini hasara ugratmadigini ya da en azindan kullanilan
restriksiyon endonikleaz enzimlerinin kesim bdolgelerine denk gelen bir hasar
olusturmadigini sdylemek mumkundur. Cunkl ozon uygulamasinin ardindan standart
PFGE protokolunin liziz ve yikama agamalarina tabi tutulan ve “2. grup” olarak ifade
ettigimiz izolatlarin DNA bant profilleri ile ozon uygulamasi yapilmayan, direkt
standart PFGE protokolinin uygulandigi kontrol grubun (1. grup) bant profilleri
arasinda herhangi bir fark gorilmemektedir (Sekil 11.1, 11.2, 11.3, 11.4, 11.5). Zaten
PFGE tipleme yonteminde bant farki gostermeyen izolatlar “es izolat” olarak
adlandiriimaktadir. Komanapalli’'nin (52) calismasinda da belirtildigi gibi hicre igi
yapilarin ve bakteriyel DNA’nin hasari i¢cin daha uzun sireli ozon maruziyeti
gerektigini soyleyebiliriz.

Calismamizda ayrica 3.3 milyon/cm® konsantrasyonunda negatif iyon ve 0.04
ppm’in altinda ozon c¢iktisi olan bir negatif iyonizer kullanilarak, mikroorganizmalarin
negatif iyonlara duyarlihdr arastiriimistir. Negatif iyonlarin ¢alismaya alinan Gram
negatif ve Gram pozitif mikroorganizmalar Uzerinde benzer etkiler olusturdugu
gOrdlmustar. Marin ve ark.larinin Escherichia coli ve Staphylococcus aureus standart
suslarini kullanarak, yaklasik 8-10° iyon/cm?® negatif iyon iretme kapasitesine sahip
hava iyonizeri ile yaptidi calismada; Gram negatif bakterilerin, negatif iyonlara Gram
pozitif bakterilerden yaklasik 3-3.5 kat daha duyarli oldugu bildirilirken (109), Fletcher
ve ark. ise (146) bizim calismamiz ile benzer sekilde Gram negatif ve Gram pozitif
bakteriler arasinda bir fark gorilmedigini belirtmistir. Bu cgeligki kullanilan negatif
iyonizerinin iyon konsantrasyonuna, ozon ciktisina veya farkli deneysel kosullara
bagh olabilir. Bizim calismamizda negatif iyonlarin genel olarak 1.5x10° CFU/ml ve
daha dusuk bakteri konsantrasyonlarinda 4 saatlik maruziyet suresi sonunda
ortalama %43-79 arasinda degisen oranda bir azalmaya yol acgtigi gozlenmistir.
Fakat hicbir bakteri turiinde 1.5x10° CFU/ml'den daha yiksek bakteri
konsantrasyonlarinda 4 saatin sonunda dahi hi¢ azalma goérulmemigtir. Tavuklar
arasinda Salmonella yayillimini dnlemeye yonelik negatif iyonlarin etkili olabilecegini
vurgulayan cesitli caligsmalarda; negatif iyonizasyon ile yaklagik 3 saat icerisinde hava

ve cevreden alinan oOrneklerde %50 (116) ve %95 (147) oraninda bakteriyel
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azalmaya neden oldugu bildirilmistir. Marin ve ark. (109) bizim de ozon ve negatif
iyon denemelerimizde go6zledigimiz gibi, petri agizlari deneysel slrecte acik olmasina
ragmen, plaklarda caligma sonunda herhangi bir hava kaynakli kontaminasyonun
goOrilmedigini belirtmistir. Calismamizda ozon uygulama denemelerinde gortlen ilk
10 dakikahk ani inhibisyon donemi negatif iyonizasyon sirasinda gorilmemis ve
ayrica negatif iyonlarin, ancak dusik bakteri konsantrasyonlarinda ve uzun streli
maruziyetlerde hicresel canlihgi azalttigi gozlenmistir. Tyagi ve ark.’nin yaptigi
calismada da benzer sekilde, kisa sureli maruziyetlerde negatif iyonlarin etkili
olmadigi vurgulanmistir (148). Calisilan bakteri tiirleri arasinda 1.5x10° CFU/ml ve
daha dusuk bakteri konsantrasyonlarinda 4 saatlik maruziyet siresi sonundaki
ortalama azalma oranlari sirasiyla E. coli (%79), S. aureus (%65), K. pneumoniae
(%51), A. baumannii (%48) ve P. aeruginosa (%43) seklindedir. Fletcher ve ark. ise
(146) negatif iyonizasyon sirasinda gorulen bu hicresel azalmalarin; iyonizatoriin
calistirlmasi sirasinda olugan ve hiicre 6lumine neden olabilecek elektriksel alan ve
en oOnemlisi elektrik bosalmasinin (corona discharge) bir yan drini olarak
olusabilecek herhangi bir ozondan kaynaklandigini gdstermistir. Negatif iyon
maruziyeti sirasinda, test edilen mikroorganizmalari etkileyen ana bakterisidal
mekanizmanin, ozona maruziyetten ileri gelen oksidasyon hasari oldugu Fan ve ark.
tarafindan da belirtilmistir (11). Shargawi ark.’lari da (10) Candida albicans ile yaptigi
negatif iyonizasyon denemelerinde; hiicre dlimi ve mevcut ozon seviyesi arasinda
guclu bir korelasyon oldugunu bildirmigtir.

Ozon ve negatif iyonun es zamanl olarak uygulanmasi durumunda sinerjistik
bir etkinin varhgini arastirmak amaciyla yaptigimiz calisma sonuclari; tim
bakterilerde tek basina ozon uygulamasina kiyasla ozon ve negatif iyon
kombinasyonunun daha etkili oldugunu ve inhibisyon siresi ve canh bakteri sayisini
dusurduguna gostermistir. Ozon ve negatif iyon arasinda mikrobisit etkinlik agisindan
bir sinerjizmden ¢esitli calismalarda da bahsedilmistir (130, 11, 146). Ozon ve negatif
lyonun es zamanl uygulandigi calismamizda; Gram negatif bakterilerin 6zellikle
yuksek bakteri konsantrasyonlarinda tek bagina ozona kiyasla inhibisyon surelerinin
kisaldigi gorilmustir. Ancak Gram negatif bazi bakterilerde 10° CFU/ml'den dusiik
bakteri konsantrasyonlarinda sinerji gorilmemektedir. Sinerjistik etki S. aureus’ta
daha belirgin olarak goriilmektedir. S. aureus’un yine dzellikle 10* CFU/mI ve uzeri
bakteri konsantrasyonlarinda 20 dk-2 saat arasinda degisen erken bir tam inhibisyon

stiresi  saglanmistir. Ornegin  10° CFU/ml konsantrasyonda tek basina ozon
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uygulamasi ile 4 saatlik maruziyet sonunda dahi tam bir inhibisyon saglanamazken,
ozon ve negatif iyon kombinasyonu durumunda ayni kosullarda 4. saatte %100
oraninda hicresel 6lum gergeklesmistir. Tum bakterilerin ilk 10 dakikalik maruziyet
surelerinde herhangi bir sinerji gozlenmemis, fakat daha sonraki doénemlerde
gOzlenen hucresel canlihktaki azalma, tek basina ozon uygulamasina kiyasla
nispeten artis gostermistir (p<0.05).

Hastanemiz klima sistemine ait sogutma kulelerinin dezenfeksiyonunda
calisma peryodu siresinde klorlama ve ozon uygulamasi aktif olarak uygulandidi igin,
sogutma kulesi tanklarindan alinan numunelerde herhangi bir bakteriyel treme
g6zlenmemistir. Bu da ozonlama, klorinasyon ve UV radyasyonu gibi aktif olarak
kullanilan yontemlerin etkili dezenfeksiyon sagladigini dogrulamaktadir. Hastanemiz
atik su sistemi giris ve ¢ikis noktalarindan alinan numunelerde ozon uygulamasi ile
cok kisa surede istatistiksel olarak anlamli oranda mikrobiyal azalma goérilmustur.
Girig suyunun ozonlanmasiyla baslangic mikrobiyal konsantrasyonun 5 dakikada
%93.27 ve 10 dakikada 9%99.48 oraninda azaldigi, ¢ikis suyundun ise sirasiyla
%94.59 ve %99.56 oraninda mikrobiyal azalma gosterdigi gordlmustir. Tam bu
sonuglara gore; hastane atik su sistemi dezenfeksiyonunda ozon gazi uygulamasinin
son derece basarili oldugu sodylenebilir. Ayrica yapilan bir ¢alismada; ozonun su
icerisine uygulanmasinin ardindan, ilk 20 sn igerisinde cesitli farmasotik maddelerin
oksidasyona ugradigi ve dolayisiyla diger dezenfeksiyon yodntemlerinden daha
avantajli oldugu da belirtilmistir (149). Atik su dezenfeksiyonunda ozonun etkinligini
ve diger dezenfeksiyon yontemlerine olan avantajlarini vurgulayan cok sayida
calisma yapilmistir (76, 77, 78, 140, 149). Dolayisiyla gerek yiksek bakterisit etkinligi
ve gerekse farmasottiklerin oksidasyonu gibi avantajlarindan dolayl, atik su

sistemlerinin ozonlama ile dezenfeksiyonu Umit vericidir.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Hastane atik su sistemi ve sogutma kulelerinin dezenfeksiyonunun
saglanmasi ve boéylece infeksiyonlarin kontrol altina alinmasinda guvenilir ve etkili
yeni dezenfeksiyon yontemlerine ihtiyac duyulmaktadir.

2. Hastane cevresi, I1sitma ve sogutma kuleleri, hastane atik suyu ve
kullanilan araclarin bakterilerle kontaminasyonunu azaltmak amaciyla ozon gazi
kullaniminin  son derece etkili ve guvenilir oldugu c¢ok sayida calismada
belirtiimektedir.

3. Calismamizda mikroorganizmalarin ozon gazina duyarhihdr bakteri
turine ve konsantrasyonuna ve uygulanan ozon teknigi, konsantrasyonu ve
uygulama sdresine bagli olarak degdismekle birlikte, calismaya dahil edilen tim
mikroorganizmalarin ozon gazina duyarl oldugu gorilmustur.

4, Negatif iyonlarin, ancak dusuk bakteri konsantrasyonlarinda etkili
olabildigi, fakat ozon gazi ile kombinasyonu halinde etkinliginin arttig1 goralmastir.

5. Ozon gazinin; Ozellikle atik su sistemlerinin dezenfeksiyonunda son
derece etkili oldugu ve bakteri sayisini % 99 oraninda azalttigr saptanmistir.

6. Ozonun sivi ortamlardaki uygulamalarinda etkinliginin énemli oranda
arttigi ve dolayisiyla atik su sistemleri ve sogutma kuleleri dezenfeksiyonunda da
kullaniminin son derece etkili ve guvenilir oldugu literatiirde belirtimesine ragmen,
hastanemiz sogutma kulelerinde halen uygulanmakta olan klorlama, UV radyasyon
ve ozonlama nedeniyle sogutma kulesi su 6rneklerinde bakteri tespit edilememis ve
dolayisiyla ozonun tek basina etkinligi saptanamamistir.

7. Bir saatlik ozon gazi uygulamasi sonrasinda PFGE tipleme kullanilarak;
bakterilerin hicre duvar yapilarinin bakteri turine bagh olarak, buyuk d&lgtude
parcalandigi, fakat hicbir bakteri tiriinde bakteri DNA’sInin restriksiyon endonikleaz

enzimleriyle kesim bolgelerinde herhangi bir degisiklik olusturmadigi gorulmustar.
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EK-1: PFGE molekuler tiplemede kullanilan standart protokoller

a) Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Escherichia coli
ve Klebsiella turlerinin molektler tiplendirmesinde kullanilan “pulsed-field” jel
elektroforez (PFGE) protokolu

A- izolatlarin hazirlanmasi

=

Falkon tupleri icerisinde fosfat tamponu ile hazirlanmigs Gram negatif bakteriyel
suspansiyonlar santrifij edilmis ve elde edilen pellet hicre suspansiyon
tamponu (HST) icinde, bakteri yogunlugu spektrofotometre yardimiyla 590
nm’de 1 absorbans (yaklasik McFarland 4 bulanikligr) olacak sekilde siispanse
edilmigtir.

2. Hucre suspansiyonu, 2500 x g'de, 4°C’de, 15 dakika santrifij edilir. Santrif(j

sonrasinda Ustteki HST atilir.

3. Pelletin Uzerine tekrar 1 ml HST eklenerek, kisa sureli vorteks yapilr.
B- izolatlarin agaroza géomilmesi
1. HST icerisinde %2’lik dustk erime isili agaroz hazirlanir.

= 0.200 g dusuk erime isili agaroz, 100 ml’lik balona konur

= Uzerine 9 ml HST eklenir, yavasca karistirilarak agarin dagilmasi saglanir.

» Agaroz iyice ¢oOzulinceye kadar kisa sureli mikrodalgada tutma islemi
tekrarlanir.

= Agaroz iyice ¢ozlldiikten sonra, balon 45-50°C’lik su banyosuna konulur.

= %10’'luk sodyum dodezil silfattan (50°C de isitilmig) 1 ml eklenerek iyice
karistirihir.

2. HST icinde hazirlanmis bakteri stispansiyonundan 200 pl ependorf tiplere
aktarilir. Daha sonra 50°C'de tutulan ve igerisinde 200 pl disuk erime 1sih
agaroz-SDS bulunan tipe eklenir. Birka¢c defa pipetaj yapilarak hucrelerin
agaroz icinde homojen dagiimasi saglanir.

Bekletilmeden, hiicre-agaroz-SDS karisimindan agaroz kalibina 100 ul dagitilir.

4. Kaliplar, agaroz katilagincaya kadar +4°C’de, 10 dakika bekletilir.

C- Agaroz icindeki hicrelerin parcalanmasi

1. 5 mllik steril kapakh ttplere, 0.5 ml hiicre liziz solisyon-1 konulur.
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6 ml hiicre parcalama tamponu-1 (2.5 mg/ml lizozim, 1.5 mg/ml proteinaz K )

hazirlamak igin;
proteinaz K (10 mg/ml) - 900 ul
lizozim (100mg/ml) - 150

10X hicre parcalama tamponu-1 - 600 pl

Distile su - 4350

icerisinde bakteri bulunan agaroz, kaliptan cikarilarak hiicre parcalama
tamponu-1 icerisine yerlestirilir.

37°C’de 1 saat calkalamali su banyosunda bekletilir

hicre pargalama tamponu-1 dokulerek, yerine 0.5 ml hicre pargalama
tamponu-2 konulur.

6 ml hiicre parcalama tamponu-2 (400ug/ml proteinaz K ) hazirlamak igin;

proteinaz K (10 mg/ml) - 240 pl

hiicre pargcalama tamponu-2 - 5760 ul

55°C’de 2 saat ¢alkalamali su banyosunda bekletilir.

D- Hucre lizizinden sonra agaroz kaliplarin yikanmasi

Lizis agsamasindan sonra agaroz kalibinin katilagsmasi icin tipler buz icerisinde
en az 15 dakika bekletilir.

Dikkatlice hiicre pargalama tamponu-2 aspire edilir.

icinde agaroz kalip bulunan tupe, 4 ml steril ultra saf sudan eklenerek, 50°C
calkalamali su banyosunda 15 dakika bekletilir.

Su tamamen aspire edilir. Uglincii maddede belirtilen su ile yikama islemi iki
defa daha tekrarlanir. Su tamamen aspire edilir.

Daha sonra agaroz kaliplari ¢ defa (her biri 50°C’de 15 dakika olmak Uzere), 4
ml TE tamponuyla yikanir.

Boylece icinde saflastirilmig DNA bulunan agaroz, restriksiyon enzimi ile kesime
hazir hale getirilmis olur.

E- Agaroz kaliplarricindeki DNA’nin RE ile kesilmesi

A. baumannii igin etkinligi daha 6nce arastirilmis olan Apal, E. coli ve Klebsiella

spp i¢in Xbal ve Pseudomonas aeruginosa icin Spel enzimi kullaniimistir.

A. baumannii DNA’sini iceren kaliplarin Apal RE ile kesimi:
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DNA iceren agaroz kalibi bir lam Uzerine alinarak bir bistiri yardimiyla %
oraninda kesilir. Parcalardan biri, 100 ul 1x Apal tamponu icine konularak
calkalamali su banyosunda 37°C’de 10 dakika bekletir. (Diger parcalar sonraki
calismalarda kullaniimak tGzere TE tamponu iginde saklanir). Sonra sivi aspire
edilir.

Her agaroz kalibi igin agagidaki karigim hazirlanir.

10x Apal tamponu —>10 pl
Apal enzimi (10 U /ul) ->3u
steril ultra saf su -2 87 ul
Toplam hacim - 100 pl

Bu karisimin icerisine, enzimin tamponu ile yikanmig agaroz kalibi konulup,
calkalamali su banyosunda 37°C’de 2 saat inkube edilir.

inkiilbasyon sonunda tiipler buzdolabinda 15 dakika bekletilir.

Kaliplar elektroforez i¢in hazirdir.

E.coli ve Klebsiella bakterilerinin DNA’sInI iceren kaliplarin Xbal RE ile kesimi:

Her agaroz kalibi i¢in asagidaki karigsim hazirlanir.
10x Xbal tamponu —>10 ul
Xbal enzimi (10 U /ul) 2>2u

steril ultra saf su - 88 ul

Toplam hacim - 100 pl

Bu karisimin igerisine, enzimin tamponu ile yilkanmis agaroz kalibi konulup,

calkalamali su banyosunda 37°C’de 2 saat inkiibe edilir.

P. aeruginosa DNA'sIni iceren kaliplarin Spel RE ile kesimi:

Her agaroz kalbi igin agagidaki karigsim hazirlanir.

10x Spel tamponu —>10
Spel enzimi (10 U /ul) 2>2u
steril ultra saf su - 88 ul
Toplam hacim - 100 pl
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Bu karigimin igerisine, enzimin tamponu ile yikanmis agaroz kalibi konulup,

calkalamali su banyosunda 37°C’de 2 saat inkiibe edilir.

F- Elektroforez jelinin hazirlamasi ve kaliplarin jele yuklenmesi

0.5x TBE icinde 100 ml olacak sekilde %1’lik agaroz (pulsed-field certified

agarose, Bio-Rad Laboratories) hazirlanir.

i. 19 “pulsed-field certified agarose” 200 ml’lik balona konur.

ii. Uzerine 100 ml 0.5 x TBE eklenir, yavasca karistirilarak agarin dagiimasi
saglanir.

iii.  Balonun agzina aliminyum folyo kapatilarak mikrodalga firinda 60 saniye
tutulur, cikarilarak hafifgce karistirillir, tekrar 15 saniye mikrodalga firininda
tutulur.

iv.  Agaroz iyice ¢ozuldukten sonra, balon 45-50°C’lik su banyosuna konulur.

Agaroz dokilecek kaset hazirlanir, sizdirmamasi igin etrafi bantlanir. Su terazisi

ile tamamen dizgun oldugu kontrol edilmis bir zemine konulur.

RE ile kesilmis olan agaroz kaliplarinin her biri, 15 digli taragin diglerinin ug

kismina (taragin ug cizgisine tam paralel olacak sekilde) yerlestirilir. Taragin iki

kenar ve ortasindaki dislerine kontrol susuna ait kaliplar yiklenir.

Kurutma kagidi veya havlu ile agaroz kaliplarinin etrafindaki sivinin fazlasi

alinir. Maksimum 5 dakika oda isisinda bekletildikten sonra, 6rnek konulan

kisim DNA’nin yuriyecegi yone gelmek kaydiyla, tarak agaroz dokulecek kaset
icine yerlegtirilir.

Su banyosundan cikarilmis ve sicakhigi yaklasik 45-50°C (cok Onemli) olan

agaroz dikkatli bir sekilde hava kabarcigi olusturulmadan kaset icine dokalir.

Oda 1sisinda 20-30 dakika katilasmaya birakilir. Tarak dikkatlice cikarihr.

Istenirse gukurlar %1’lik agarozla doldurulabilir.

Sonra, agaroz kasetinin cerceveleri ¢ikarilir, tabla Gzerindeki agaroz, icerisinde

1900-2000 mililitre 0.5x TBE tamponu bulunan PFGE tankina yerlestirilir.

G- Elektroforez

E. coli ve Klebsiella ve A. baumannii bakterileri icin ayni elektroforez kosullari

uygulanir. CHEF-DR Il sisteminde (Bio-Rad Laboratories, Nazareth, Belgium) uygulanan

elektroforez kosullari:
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Baslangi¢ vurus siiresi 5 sn, bitis vurus siiresi 30 sn, vurus agisi 120°, akim 6 V/cm?,
sicaklik 14°C, sure 20 saat (TBE tamponu pH=8.0).

Pseudomonas aeruginosa i¢in elektroforez kosullari
Blok 1: Baslangi¢ vurus siresi 5 sn, bitis vurus siresi 45 sn, vurus acisi 120°, akim
6 Vicm?, sicaklik 14°C, siire 20 saat.
Blok 2: Baslangi¢ vurus siresi 30 sn, bitis vurus suresi 45 sn, vurus acgisi 120°, akim
6 Vicm?, sicaklik 14°C, siire 6 saat (TBE tamponu pH=8.4)

H- Sonucun g6zlenmesi ve analizi
1. Elektroforezden sonra jel, 5 ng/ml etidyum bromdr iceren 400 ml ultra saf su icine
alinir. 20 dakika boyanir.

2. UV isida altinda goruntulenir.

b) Staphylococcus aureus suslarinin  molekiler tiplendirmesinde

kullanilan “pulsed-field” jel elektroforez (PFGE) protokoll

A- izolatlarin hazirlanmasi
1. Falkon tapleri igerisinde fosfat tamponu ile hazirlanmis S. aureus bakteri
suspansiyonlari santrifilj edilmis ve elde edilen pellet hiicre stispansiyon tamponu
(HST) icinde, bakteri yogunlugu spektrofotometre yardimiyla 590 nm'’de 1
absorbans (yaklasik McFarland 4 bulanikligr) olacak sekilde stuispanse edilmigtir.

2. Hucre suspansiyonu, 2500 x g’de, 4°C’de, 15 dakika santriflij edilir. SantrifQj

sonrasinda Ustteki HST atilir.
3. Pelletin Uzerine tekrar 1 ml soguk HST eklenerek, kisa sureli vorteks yapilir.

4. Bakteri yogunlugu, spektrofotometre yardimiyla 590 nm’de 1 absorbans (yaklasik

McFarland 4 bulanikhd) olacak sekilde ayarlanir.

B- izolatlarin agaroza gémiillmesi
1. HST igerisinde %2’lik disuk erime isili agaroz hazirlanir.

e 0.20 g agaroz, uzerine 10 ml HST eklenir, yavasga karistirilarak agarin

erimesi saglanir.
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e Agaroz lyice c¢Ozulinceye kadar kisa sureli mikrodalgada tutma iglemi
tekrarlanir.

e Agaroz iyice ¢Ozuldukten sonra, balon 45-50°C’lik su banyosuna konulur.

2. Her sus icin bir agaroz kalibi isaretlenip buz kabina oturtulur.

. HST iginde hazirlanmis bakteri siispansiyonundan 150 pl alinarak, tzerine 2 pl
lizostafin (1 mg/ml distile) eklenir. Hicre-enzim karigimina, 50°C'de tutulan diguk
erime 1sil agarozdan 150 pl eklenir. Birkac defa pipetaj yapilarak hiicrelerin
agaroz icinde homojen dagilmasi saglanir.

. Bekletilmeden, hlicre-agaroz karisimindan 100 pl hava kabarcigi olmayacak
sekilde agaroz kalibina dagitilir.

. Kaliplar, agaroz katilagincaya kadar +4°C’de, 10 dakika bekletilir.

C-Agarozicindeki hicrelerin pargalanmasi
. 5 ml'lik steril kapakl tuplere, 0.5 ml hiicre parcalama tamponu-1 konulur.

6 ml hiicre parcalama tamponu-1 icin;

hiicre parcalama tamponu-1 - 600 pl
distile su - 5400 pl

2. igerisinde bakteri bulunan agaroz, kaliptan gikarilarak lizis soliisyonuna yerlestirilir.

3. 37°C’de 1 saat calkalamali su banyosunda bekletilir.

4. Hucre pargcalama tamponu-1 dokulerek, yerine 0.5 ml hiicre par¢calama tamponu-2

konulur.

6 ml hiicre parcalama tamponu-2 (50ug/ml proteinaz K ) hazirlamak icin;

proteinaz K (10 mg/ml) - 30 pl
hiicre pargalama tamponu-2 - 5970

. 50°C’de yarim saat calkalamali su banyosunda bekletilir.

D- Hucre lizizinden sonra agaroz kaliplarin yikanmasi
. Lizis asamasindan sonra agaroz kalibinin katilagsmasi i¢in tupler buz icerisinde en
az 15 dakika bekletilir.

2. Dikkatlice PK solusyonu aspire edilir.

. Daha sonra agaroz kaliplari ti¢c defa (her biri 50°C’de 30 dakika olmak Uzere), 4 ml

TE tamponuyla yikanir
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. Boylece icinde saflastiriimigs DNA bulunan agaroz, restriksiyon enzimi ile kesime

hazir hale getirilmis olur.

E- Agaroz kaliplariicindeki DNA’nin RE ile kesilmesi

1. DNA iceren agaroz kalibi bir lam Gzerine alinarak bir bistirt yardimiyla ¥4
oraninda kesilir. Parcalardan biri, 100 pl 1x Smal tamponu i¢cine konularak
calkalamali su banyosunda 30°C’de 10 dakika bekletir. Sonra sivi aspire edilir.

2. Her agaroz kalibi i¢in asagidaki karigim hazirlanir.

10x Smal tamponu - 10 pl

Smal enzimi (20U /pul) > 254l
steril ultra saf su - 87.5ul
Toplam hacim ->100 ul

3. Bu karigimin igcerisine, enzimin tamponu ile yikanmig agaroz kalibi konulup,
calkalamali su banyosunda 30°C’de 2 saat inkiibe edilir.
4. Inkiibasyon sonunda tiipler buzdolabinda 15 dakika bekletilir.

5. Kaliplar elektroforez icin hazirdir.

F- Elektroforez jelinin hazirlamasi ve kaliplarin jele yuklenmesi

1. 0.5x TBE iginde 100 ml olacak sekilde %1’lik agaroz (pulsed-field certified

agarose) hazirlanir.
i. 1 g “pulsed-field certified agarose” 200 ml’lik balona konur.
ii. Uzerine 100 ml 0.5 x TBE eklenir, yavasca karistirilarak agarin dagiimasi
saglanir.
iii. Balonun agzina aliminyum folyo kapatilarak mikrodalga firinda 60 saniye
tutulur, cikarilarak hafifce karistirilr, tekrar 15 saniye mikrodalga firininda
tutulur.
iv. Agaroz iyice ¢ozlldukten sonra, balon 45-50°C’lik su banyosuna konulur.

2. Agaroz dokulecek kaset hazirlanir, sizdirmamasi igin etrafi bantlanir. Su terazisi ile
tamamen diizgin oldugu kontrol edilmis bir zemine konulur.

3. RE ile kesilmis olan agaroz kaliplarinin her biri, 15 digli taragin dislerinin ug
kismina (taragin ug gizgisine tam paralel olacak sekilde) yerlestirilir. Taragin iki
kenar ve ortasindaki dislerine kontrol susuna ait kaliplar yuklenir.

4. Kurutma kagidi veya havlu ile agaroz kaliplarinin etrafindaki sivinin fazlasi alinir.

Maksimum 5 dakika oda i1sisinda bekletildikten sonra, 6rnek konulan kisim
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DNA’nin yirtyecegi yone gelmek kaydiyla, tarak agaroz dokulecek kaset igcine
yerlestirilir.

5. Su banyosundan c¢ikariimig ve sicakh@i yaklagik 45-50°C (¢ok énemli) olan agaroz
dikkati bir sekilde hava kabarcigi olugturulmadan kaset igine dokulur.

6. Oda isisinda 20-30 dakika katilagsmaya birakilir. Tarak dikkatlice ¢ikarilir.
istenirse cukurlar %21’lik agarozla doldurulabilir.

7. Sonra, agaroz kasetinin gergeveleri ¢ikarilir, tabla Uzerindeki agaroz, igerisinde
1900-2000 mililitre 0.5x TBE tamponu bulunan PFGE tankina yerlestirilir.

G- Elektroforez

CHEF-DR Il sisteminde (Bio-Rad Laboratories, Nazareth, Belgium) uygulanan
elektroforez kosullari: Baslangi¢ vurus suresi 5,3 sn, bitis vurus suresi 34,9 sn, vurus
acisi 120°, akim 6 V/cm?, sicaklik 14°C, siire 20 saat

H- Sonucun gdzlenmesi ve analizi
1. Eletroforezden sonra jel, 5 pg/ml etidyum bromur iceren 400 ml ultra saf su igine
alinir. 20 dakika boyanir.
2. UV isi1ga altinda gortnttlenir.
3. Gel logic 2200 imaging system (ayrim gicu: 1708x1280 pixel, Kodak Company,
NY, USA) kullanilarak DNA bant gortuntilerinin fotografi ¢ekilir. Resimler TIFF

formatinda kayit edilir.
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