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OZET

ISTANBUL’DAKI YUZME HAVUZLARINDAN ALINAN SU VE BiYOFIiLM
ORNEKLERININ MiKROBiYOLOJIK ANALIZi

Glinlimiizde insanlar yiizme havuzlarint spor, eglence, saglik amaciyla siklikla
kullanmakta ve yiizme esnasinda havuzlardaki g¢esitli mikroorganizmalar tarafindan
olumsuz yonde etkilenmektedirler. Bu mikroorganizmalardan olan ve suyun kirliligi
hakkinda bilgi veren toplam aerobik heterotrofik bakterilerin sayisinin <200 kob/ml
olmasi gerektigi, T.C. Saglik Bakanlig1 tarafindan bir yonetmelik ile yaymlanmistir. Bu
yonetmelikte yer almayan, Legionella cinsi bakteriler ile 6zglir yasayan amipler de
ylizme esnasinda insan saghigini tehdit edebilecek diger mikroorganizmalar arasindadir.
Bircok su ortaminda siklikla rastlanan bu mikroorganizmalar, uygun ortam
bulduklarinda havuz sularinda da serbest halde yasayabilirler. Ayrica havuzlarin gesitli
ylizeylerinde olusmus biyofilm tabakasma da tutunarak sayilarmi arttirabilir hatta
zamanla bu tabakadan koparak tekrar suya gegebilirler.

Yiizme havuzlarmimn saglik riski bakimimdan degerlendirilmesi amaciyla ¢alismada 25
adet ylizme havuzuna ait hem su (25) hem biyofilm 6rneklerinde (25) toplam aerobik
heterotrofik bakteriler (TAHB), Legionella cinsi bakteriler ve 6zgiir yasayan amipler
(OYA) arastirilmistir. Calismada hem kiiltiir hem floresan in situ hibridizasyon (FISH)
yontemi kullanilmistir. Su ve biyofilm orneklerinin kiiltiir yOntemine gore
incelenmesinde toplam aerobik heterotrofik bakteriler i¢in water plate count agar,
Legionella cinsi bakteriler i¢in buffered charcoal yeast extract (BCYE) agar, 6zgiir
yasayan amipler i¢in non nutrient agar (NNA) kullanilmistir. Ayn1 6rneklerin FISH
yontemine gore incelenmesinde, Ozgiir yasayan amiplerden Acanthamoeba ve
Hartmanella cinsleri i¢in spesifik olan sirastyla ACANTHA ve HART 498 problari ile
Legionella cinsi bakteriler i¢cin spesifik olan Leg 705 ve Legionella pneumophila
serogrup 1 icin spesifik olan Leg PNE1 problar1 kullanilmastir.

Incelenen havuz sularmin 20’sinde (%80), toplam aerobik heterotrofik bakteriler <200
kob/ml olarak saptanmistir. Legionella cinsi bakterilere kiiltliir yontemine gore su ve
biyofilm 6rneklerinde sirasiyla %0 ve %4 oraninda rastlanirken, FISH yontemine gore
%24 ve %28 oranmda rastlanmustir. Ozgiir yasayan amiplere kiiltiir ydntemine gore su
orneklerinin %16’sinda biyofilm orneklerinin %8’inde rastlanirken FISH yOntemiyle
inceleme sonucunda su ve biyofilm 6rneklerinde sirastyla %28 ve %20 Acanthamoeba,
%0 ve %4 Hartmanella cinsi 6zgiir yasayan amipler tespit edilmistir.

Calismanin sonuglarindan ilimizde bulunan ve kontrolleri yapilan havuzlarin T.C.
Saghk Bakanligi’nin yaymlamis oldugu yonetmelige gore genellikle temiz oldugu
anlasilmistir. Mikroorganizmalarin tespiti i¢in FISH yonteminin kiiltiir ydontemine gore
daha {istiin oldugu sonucuna varilmistir. Bununla beraber mikroorganizmalarn elde
edilmesi i¢in kiiltiir yonteminin altin standart oldugu bir kez daha anlasilmistir. Nitekim
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calisma esnasinda bu yontemle izole edilen tiim bakteri ve protozoonlarin patojen olup
olmadiklarmin arastirilmasi i¢in yeni ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

ix



SUMMARY

THE MICROBIOLOGICAL ANALYSIS OF WATER AND BIOFILM
SAMPLES TAKEN FROM SWIMMING POOLS IN iSTANBUL

Today people use the swimming pools frequently for sport, fun and health. During the
swimming activity they meet with various microorganisms. Number of total aerobic
heterotrophic bacteria group which is one of the these microorganisms and gives
information about the water pollution, should be < 200 cfu / ml according to the a
regulation which is issued by the Ministry of Health. Legionella bacteria and free-living
amoeba which are not included in this regulation, are among the other microorganisms
that might threat human health during the swimming. These microorganisms are often
found in many aquatic environments and when they find a suitable environment, they
can live freely in the water of the pools. In addition, they may increase their number
with holding the biofilm layer which is formed on the various surfaces of the pools.
Even they can pass into the water again with break from this layer in time.

We aimed to investigate total aerobic heterotrophic bacteria (TAHB), Legionella
bacteria and free living amoebae (FLA) in both water and biofilm samples taken from
25 swimming pools. For this purpose, either culture or fluorescent in situ hybridization
(FISH) methods were used. The examination of water and biofilm samples by culture
method, were carried out using plate count agar for the total aerobic heterotrophic
bacteria, BCYE agar for Legionella bacteria, non-nutrient agar (NNA) for the free-
living amoebae. For the FISH method we used ACANTHA and HART 498 probes
specific for free-living amoebae, respectively Acanthamoeba and Hartmanella genera,
and also Leg 705 and Leg PNE1 probes specific for Legionella type bacteria.

The count of total aerobic heterotrophic bacteria were determined as < 200 cfu/ml in 20
of examined pool water (80%), Legionella bacteria were detected in 0% and 4% of the
water and biofilm samples, respectively by culture metod. The results of FISH analyses
showed that Legionella bacteria were abundant as a result of FISH analysis, in the
samples of water and biofilm, respectively 24% and 28% Legionella bacteria. Free
living amoebae were detected 16% and 8% of the water and biofilm samples,
respectively by culture method. The results of FISH analyses showed that free living
amoebae were abundant as a result of FISH analysis, in the samples of water and
biofilm, respectively 28% and 20% Acanthamoeba, 0% and 4% Hartmanella free-living
type amoebae have been identified.

The results of this study shows that, according to the regulations published by the
Ministry of Health, the pools which were controlled and located in the city are generally
clean. FISH method for the detection of microorganisms are found to be superior than
the method of culture. However, to obtain of microorganisms, it’s again understood that



the culture method is the gold standard. Indeed, new studies are needed to investigate all
the isolated bacteria and protozoa whether they are pathogenic or not with this method.
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1. GIRIS

Ulkemizde turizmin yaygin oldugu bdlgelerde, otellerde, sitelerde, 6zel konutlarda,
okullarda, spor salonlarinda ylizme havuzlarini siklikla gérmek miimkiindiir. Bakimu,
temizligi ve dezenfeksiyonu iyi yapilmayan yiizme havuzlar1 bircok mikroorganizmanin
kaynag1 haline gelip, pek ¢ok hastaliga sebebiyet verebilir. Bu mikroorganizmalardan,
toplam aerobik heterotrofik bakteriler havuz sularmnm kirliliginin belirlenmesinde
kullanilan 6nemli kriterlerdir. Ayrica su ortamlarinda yasayan ve aerosol halde suyun
solunmasiyla insanlara bulagarak Lejyoner hastali§i ve Pontiak atesi gibi hastaliklara
sebep olan Legionella cinsi bakterilerin ylizme havuzlarinda da bulunmasi miimkiindjir.
Bu bakterilere ek olarak Acanthamoeba gibi 6zglr yasayan amipler de pek ¢ok su
ortaminda yasayabildigi gibi yiizme havuzlarinda da bulunarak graniilamatéz amibik
ensefalit (GAE), keratit ve deri ile kemikte siiregen graniilamatdz infeksiyonlara neden
olabilirler. Bu protozoonun insan viicuduna giris yolu burundur ve bu giris yiizme,
dalma veya buruna su ¢ekme esnasinda rahatlikla gerceklesir. Ayrica Legionella cinsi
bakteriler, Acanthamoeba gibi dzgiir yasayan amiplerin varliginda onlarin hiicre i¢lerine
girip c¢ogalma yeteneklerine sahip olduklarindan havuz sularmda bu iki
mikroorganizmanin birlikte bulunmasi bu havuzlarda ylizen insanlar i¢in daha biiyiik
saglik riski olusturabilir. Havuz sularindaki serbest klor, sicaklik, pH, iletkenlik, toplam
coziinmiis madde miktar1, alkalinite gibi fiziksel ve kimyasal degerler de havuzlarin

saglikli olup olmadiginin anlasilmasinda kullanilan diger parametrelerdir.

Yiizme havuz sularinin mikroorganizmalar agisindan incelenmesinde, su Orneklerinin
yani sira havuzlarin gesitli yiizeylerinden alinan biyofilm 6rneklerinin de incelenmesi
onemlidir. Clinkli havuzlarda biyofilm tabakasi, derz aralarinda, havuz i¢i sirkiilasyonun
olusmadig1r olii bolgelerde, kum filtrelerinin i¢inde kumlarin {izerinde rahatlikla

olusabilmektedir.



Bu proje kapsamimda Istanbul’daki yiizme havuzlarindan alman su ve biyofilm
orneklerinde toplam aerobik heterotrofik bakterilerin, Legionella cinsi bakterilerin ve
Ozgiir yasayan amiplerin varliginin/sayilarinin arastirilmasi amaglanmistir. Boylece
gerek spor, gerek eglence amacli olarak kullanilan yiizme havuzlarinin insan saghgi
acisindan tehlikeli olup olmadiklar1 hakkinda bilgi sahibi olunmustur. Ayrica 6rnek
alman havuzlarin serbest klor, sicaklik, pH, alkalinite, iletkenlik, toplam ¢6ziinmiis
madde miktar1 ve EPS Olctimleri de yapilarak bu parametreler ile mikroorganizmalar

arasindaki iliskiler arastirilmistir.

Mikroorganizmalarin tespit edilmesinde kiiltiire dayali olan ve kiiltiire dayal1 olmayan
metotlar rahatlikla kullanilmaktadir. Bu c¢alismada havuzlardan alman o6rneklerde
mikroorganizmalarin varligi/sayis1 arastirilirken kiiltiir yonteminin yani sira molekiiler
yontemlerden olan FISH yontemi kullanilmis ve bu yontemin daha avantajli oldugu
gorilmiistiir. Ancak ¢alismada saptanan tiim mikroorganizmalarin patojen olup
olmadiklarmin arastirilmast planlandigindan, bu planin gerceklesebilmesi i¢in
mikroorganizmalarin izole edilmis olmasi sarttir. Bu da ancak kiiltiir metodunu

kullanmak ile mimkiindir.



2. GENEL KISIMLAR

Yiizme havuzlari; egitim, eglence ve tedavi gibi ¢esitli amaclara yonelik olarak isletilen
alanlardir. Konumlarmna gore; acik, kapali ve agilip kapanabilen havuzlar, kullanim
amagclarina gore; 6zel, yar1 6zel (otel, okul, saglik kuliipleri) ve genel havuzlar (belediye
havuzlar1), yapim teknigine gore; hazir, betonarme ve prefabrik havuzlar, kullanim
sularma gore; tatl su, deniz suyu, mineral su kullanan havuzlar olarak gruplandirilirlar

[1, 2].

Havuz suyunun en azindan berrakligini bozan unsurlarin tiimiiniin meydana getirdigi
etkiye kirlenme denir. Havuzlarda kirlenme mineral ve organik tabiatl olabilir. Mineral
tabiatli kirlenme etkenleri havuz ¢evresinde bulunabilen kum, kil, toprak gibi
maddelerdir, tehlike olusturmazlar, havuz suyunun berrakligin1 olumsuz yonde
etkilerler, filtrasyon ile uzaklastirilirlar. Organik tabiath kirlenme ise yaprak, bocek,
polen, yosun, bakteri, mantar, viriis, parazit gibi etkenler tarafindan olusturulur. Bu
faktorler havuz suyunda bulanikliga ve daha da dnemlisi patojen mikroorganizmalarin
iremesine neden olarak tehlike olustururlar. Filtrasyonla ve kimyasal maddelerle
muamele edilerek uzaklastirilirlar. Havuza giren kisiler viicutlarindaki organik ve
inorganik kirlilikler1 havuz suyuna birakirlar. Bunlar 6zellikle sag, kepek, cilt pudrasi,
sabun parcalari, kozmetik, simik, ter, tiikiiriik, idrar, diski, bakteri, mantar, viris,
parazit gibi mikroorganizmalardir. A¢ik havuzlarda suyun kirlilik yiikii viicuda siirtilen

glines yaglar1, kum, toprak, ot, yaprak gibi ¢evresel faktorlerle de artar [1, 2, 3].

Havuz sularindaki mikroorganizmalar su sicakliginin uygun oldugu durumlarda
cogalarak suyu sagliksiz hale getirirler. Bu mikroorganizmalar arasinda; Escherichia
coli,  Staphylococcus,  Streptococcus,  Shigella, = Pseudomonas  aeruginosa,
Mycobacterium marinum, Salmonella, Leptospira,  Neisseria ve Legionella gibi

bakteriler, Acanthamoeba, Hartmanella, Naegleria gibi 0zgiir yasayan amipler,



Molluscipoxviriis, Papillomaviriis, Adenoviriis, Hepatit A, Norovirlis, Enteroviriis gibi

virlisler, Trichophyton, Epidermophyton floccosum gibi mantarlar bulunmaktadir [2, 4,

5]. Bu mikroorganizmalarin yiiziiciilerde Tablo 2.1°de gosterilen hastaliklara neden

oldugu belirtilmistir [6].

Tablo 2.1: Yiizme havuzlarinda bulunabilen mikroorganizmalar ve sebep olduklar1 hastaliklar

[6]

HASTALIK

SEBEP OLAN MiKROORGANIZMA

yiiksek ates

Folikiiler dermatit (deri yangisi),

Pseudomonas aeruginosa

Deri, goz ve kulak enfeksiyonu

Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
cepacia, Mycobacterium marinum, Papilloma
virus, Acanthamoeba

Solunum yolu enfeksiyonlar1

Legionella, Pseudomonas spp.,
Enterobacteriaceae, Adenovirus

Genital ve {iriner sistemle ilgili enfeksiyonlar

Pseudomonas spp, Enterobacteriaceae,
Trichomonas, maya ve mantar

Mide ve bagirsakla ilgili enfeksiyonlar

Giardia, Cryptosporidium, Enterobacteriaceae,
Klebsiella, Yersinia

2.1. YUZME HAVUZLARININ TABi OLACAGI SAGLIK ESASLARI

Ulkemizde yiizme havuzlarmin tabi olacagi saglik esaslar1 ve sartlar1 T.C. Saglk

Bakanlig1 tarafindan son olarak 6 Mart 2011 tarihinde resmi gazetede yayimlanan

yonetmelik ile bildirilmistir [7]. Bu yonetmelik yiizme havuzlarinda olmasi gereken

mikrobiyolojik, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri kapsamaktadir (Tablo 2.2, 2.3, 2.4).

Tablo 2.2: Yiizme havuz sularinin mikrobiyolojik 6zellikleri

Parametre Onerilen metot' Analiz sikligi” Sinir degerler
Toplam koloni sayisi TS EN ISO 6222 <200 kob/ml
Toplam koliform bakteri TS EN ISO 9308-1 0/100 ml
Ayda bir defa
E. coli TS EN ISO 9308-1 0/100 ml
Pseudomonas aeruginosa TS EN ISO 16266 0/100 ml

1. Laboratuvarlar onerilen metot disinda, referanslarin1 gostermek sarti ile bagka bir metodu da kullanabilir.

2. Yiizme havuzu kullaniminin yogun oldugu dénemlerde analiz siklig1 ayda iki defa olmalidir.




Tablo 2.3: Yizme havuz sularinin fiziksel ozellikleri

Parametre Analiz araligi Istenen deger
Renk . Pt/Co olarak 10 birim
Ayda bir defa - — —
Bulaniklik SiO, veya Jakson birimi olarak 5 birim
Ayda bir defa En az En ¢ok
Sicaklik Kapali 26 °C 28 °C
Actk 26 °C 38°C

Pt/Co: Platin/kobalt
SiO, / Jakson: Bulaniklik birimi

Tablo 2.4: Yiizme havuz sularinin kimyasal 6zellikleri

Sinir degerler
Parametre Analiz araligi Birim
En az En ¢ok

pH 6,5 7,8
Amonyum 0,5
Nitrit 0,5
Nitrat 50
Siyaniirik asit" 100
Bakir 1
Aliiminyum 0,2
Hidrojen peroksit® Ayda bir defa mg/L 40 80
Toplam alkalinite (CaCOs) 30 180
Bagl klor' 0,2
Kapali havuzlar igin serbest klor' 1 1,5
Acik havuzlar icin serbest klor' 1 3
Serbest klor’ 0,3 0,6

1. Suyun dezenfeksiyonunda klor ve klorlu bilesiklerin kullanildigr havuzlarda bakalir.

2.Suyun dezenfeksiyonu igin ozon, UV, klordioksit ve diger dezenfeksiyon sistemlerinin kullanildig1 havuzlarda bakilir.




2.2. TOPLAM AEROBIK HETEROTROFIK BAKTERILER

Toplam aerobik heterotrofik bakteri terimi, g¢esitli kaynaklarda toplam canli bakteri,
toplam koloni sayis1 ya da plate count olarak adlandirilmaktadir [8, 9]. Havuz
sularindaki toplam aerobik heterotrofik bakteri sayismin belirlenmesi i¢in genellikle
kullanilan metot T.C. Saglik Bakanlig1 tarafindan onerilen TS EN ISO 6222’ dir. Bu
metot ile suda yasayan ve kiiltiirii yapilabilen mikroorganizmalarm, 36°C ve 22°C’de
aerobik inkiibasyonu sonucu besiyerinde olusan kolonilerinin sayilmas1 miimkiin olur.
Boylece suyun kirlilik durumu ve havuzlara uygulanan dezenfektan dozunun kirlilik
kontroliinde yeterli olup olmadig1 gosterilir [8, 10]. T.C. Saglik Bakanlig1 tarafindan
ylizme havuzlarmin denetimi konusunda en son 6 Mart 2011 tarthinde yayimnlanan
yonetmelige gore havuzlarda olmasi gereken toplam aerobik heterotrofik bakteri sayisi
<200 kob/ml olarak belirlenmistir [ 10]. Bu bakteri sayisi, havuzda fazla yiiziicii oldugu
ya da suyun klor, sicaklik, pH, alkalinite, iletkenlik, toplam ¢6ziinmiis kat1 madde
(TCM) gibi degerlerinde sapmalar oldugu durumlarda yiikselebilir. Ayrica havuz
filtrelerinde ya da havuz miihendisliginde olusan hatalar da (havuz suyunun atik suyla
kirlenmesi gibi) havuzlardaki bu bakterilerin sayisinin artmasmda etkilidir. Boyle
ylizme havuzlarmin patojen mikroorganizmalarla kirliligi yiiziiciilerde deri, goz, kulak,
enfeksiyonlarina, solunum, genital, {riner, mide ve barsak sistemiyle ilgili

rahatsizliklara neden olmaktadir [8].

2.3. LEGIONELLA CiNSi BAKTERILER

T.C. Saghk Bakanligr’nin yukarida belirtilen ylizme havuzlariyla ilgili yonetmeliginde
yer almayan Legionella cinsi bakteriler, yiizme havuzlarmi kullanan kisiler i¢in risk
olusturup pnémoni seklinde ciddi hastaliklara yol agabilirler. Bu bakteriler gol, nehir,
yer alti, deniz sular1 gibi dogal cevrelerde yasayabildigi gibi sicak ve soguk su
depolama tanklari, sogutma kuleleri, sicak su tesisatlari, itfaiye donanimlari, klimalar,
ylizme havuzlar1 ve kaplicalar gibi insan yapimi su sistemlerinde de su sicakligmin

uygun olmasi nedeniyle rahatlikla tireyebilmektedirler [1, 3, 4].

Legionella cinsi bakteriler, Legionellaceae ailesinin liyesi olup Gram negatif, comak
seklinde, aerob, hareketli, sporsuz, kapsiilsiiz bakterilerdir. Bakteri klora direngli, aside

toleranslidir ve pH’nin 2.7-8.3 arasinda oldugu cevresel ortamlardan izole edilebilirler.



35 — 37 °C iiremeleri igin uygun sicaklik araligidir [1]. Bu giine kadar tanimlanmis 59
tiri ve 70 serogrubu vardir. Legionella tirlerinin igerisinde en patojen tiir L.
pneumophila’dwr. L. pneumophila infeksiyonlarindan ise en fazla L. pneumophila

serogrup 1 sorumludur [11, 12].

Legionella cinsi bakteriler aerosol halde suyun solunmasi ile viicuda alinip solunum
sisteminde {ireyip hastalilk meydana getirebilirler. Bu bakteriler tarafindan meydana
getirilen legionelloz 2 farkl klinik tablo seklinde goriiliir. Bunlardan ilki Lejyoner
hastah@idir. Ik olarak 1976 yilinda Amerika Lejyon toplantisiin yapildigi
Philadelphia’da bir otelde ortaya ¢ikan salgin sonucu tespit edilmistir [1, 13, 14, 15].
Hastaligin belirtileri bakterinin alinmasindan sonraki 2-10 giin arasinda ortaya cikar.
Hastada halsizlik ve yorgunluk yakinmasi olur, ates yiikselir (>38.5°C), alt solunum
yolu enfeksiyonu belirtileri gelisir, bas agrisi, kaslarda agri, kstiriik, goglis agris1 ve
nefes darlhig1 ortaya c¢ikar [14, 16]. Yapilan calismalarda Oliimle sonuglanan hastalik
oran1 % 12 olarak gosterilmistir. Bu orani solunum yolu direnci veya genel viicut
direnci zayif olan kisiler olusturmaktadir. 45 yas tlizeri kisiler, sigara kullananlar, alkol
tilkketenler, seker, kanser hastalari, kronik bobrek ya da solunum rahatsizlig
bulunanlarin hastaliga yakalanma riski yliksektir. Ayrica erkeklerde hastaliga

yakalanma riski kadinlardan daha yiiksektir 3, 4, 14, 17].

Legionella bakterisinin meydana getirdigi hastaliklardan digeri Pontiac atesidir. Grip
benzeri seyreden bir hastaliktir ve inkiibasyon periyodu 2-3 giindiir. En sik belirtiler;

halsizlik, adale agrilari, ates, lisiime, titreme ve bas agrisidir [ 14].

Yiizme havuzlarinda Legionella cinsi bakteriler gibi patojen mikroorganizmalarin
biliylimesine olanak saglayan sartlar, hacim basina diisen organik madde miktari, klor
miktar1, pH degeri ve su sicakligidir. Ornegin 25°C’nin iizerindeki sicaklik ve organik
maddeler dezenfeksiyonun etkisini azalttigindan Legionella cinsi bakterilerin havuz
sularinda yasama sansini arttirmakta, yiizme esnasinda da rahatlikla solunum yolundan

viicuda girebilmektedir [1, 3, 17].

Havuzlarda mikrobiyal biiylimenin 6nlenmesi i¢in su kaynaklarmin kontrolii dnemlidir.

Eger su kaynagi heterotrofik mikroorganizma ya da fazla miktarda organik madde



iceriyorsa havuzun depolama sistemleri, su altinda bulunan i1siklandirmalar gibi
sicakligm uygun oldugu bolgelerde Legionella tiirlerinin iiremesi i¢in uygun kosullar
saglanir. Sicak su sistemlerinin dizayni ve yerlesimi mikrobiyal biiylimeyi kontrol
edecek sekilde yapilmamissa sistem Legionella cinsi bakterilerin liremesi agisindan da
uygun hale gelmis olur. Havuzlarda Legionella cinsi bakterilerin daha ¢ok sistemdeki
boru igleri, kér nokta gibi suyun durgun oldugu kisimlarda bulundugu goriilmiistiir.
Bakterinin bu sularda tespit edilmesi halinde, filtrasyon ve dezenfeksiyon yontemleri
kontrol edilmeli, havalandirma ve boru sistemleriyle ilgili ekipmanlarm fiziksel
temizligi yapilmalidir [5]. Bu kisimlarin temizliginin ve dezenfeksiyonunun zor olmasi
Legionella cinsi bakterilerin kontroliinii de giliclestirmektedir. Suda bulunan bu
bakteriler zamanla suyun yavas akist ve durgunlugu nedeniyle cesitli yiizeylerde,

zeminlerde, kor noktalarda biyofilm olusmasina neden olmaktadir [1].

2.4. BIYOFILM VE EPS

Yiizeyle iliskili mikrobiyal aktivite ve kolonizasyon ya da diger bir deyisle biyofilm,
canli ya da cansiz bir ylizeye yapisarak kendi trettikleri polimerik yapida jelsi bir
tabaka icinde yasayan mikroorganizmalarin olusturdugu topluluk olarak tanimlanabilir
[18]. Biyofilm olusumu, dogal ve yapay cevrelerde, farkli yilizeylerde meydana
gelmektedir [1, 4].

Mikroorganizmalar su ortamlarinda serbest olmak yerine bir ylizeye tutunmay1 tercih
ederler. Tutundugu yiizeyin besin kaynagi olmasi, suyun akisiyla tutundugu yere besin
maddesi taginmasi ya da su akisit sayesinde bol oksijen bulunmasi bunun nedenleri
arasindadir. Biyofilmdeki hiicreler, yakininda bulunan diger hiicrelere baglanarak biiyiir
ve trerler [1, 19]. Biyofilm i¢indeki mikroorganizmalar hiicre disma saldigr maddeler
ile jelsi tabaka olan ekstraselliilar polimerik matriks (EPS) olustururlar.
Mikroorganizmalar polisakkarit yapidaki bu matriks igine gomiiliidiir. Bu tabaka
organizmaya besin, saglamlik saglar ve toksik etkilerden korur. Matriks i¢indeki besin,
pH, oksijen degisimi heterojen populasyonda degisik ihtiyaglar1 olan farkl
mikroorganizmalarin gelisimine olanak saglamaktadir. EPS, biyofilm tabakas1 i¢cindeki

total organik karbon miktarinin % 50-90’1n1 olusturur [1, 20, 21].



Biyofilm ortamdaki besin ve gaz degisimini kolaylastirir ve mikroorganizmalar1 yalniz
biyositlerin etkisinden degil sicaklik ve fiziksel degisimlerden de korur. Biyofilm
tabakasinin olusumundaki ilk basamak yaklasmadir. Bakteri, tutunacagi yiizeye aktif
hareket ya da konveksiyon hareketi ile yaklasir. Yiizey yeterli uzaklikta oldugu anda da
bakteri itici ve ¢ekici giiglerin etkisiyle yilizeye yapisir ya da yiizeyden itilir. Yiizeyle ilk
temasin gerceklesmesinde bakterinin tutunmasini kolaylastiran hiicre dis1 yapilari, pH,
besin miktari, sicaklik etkili role sahiptir. Bakteri, sahip oldugu hiicre dis1 uzantilar ya
da saldig1 polimerler ile yiizeye sikica baglanir. Yiizeye sikica tutunan bakteri burada
cogalarak dnce mikrokolonileri, mikrokoloniler de biiyiiyerek ve genisleyerek biyofilm
tabakasmi olusturur [4]. Biyofilmin gelismesi sonrasinda ince bir tabaka biyofilmden
ayrilarak suya gecer. Bu aktivite ile biyofilm i¢indeki mikroorganizmalarin sistem
suyuna gegmesi ve sistemin diger pargalarina ulasarak uygun yerlerde kolonize olmas1

saglanir [1].

Su sistemlerinde bakterilerin ¢ogalmasi ve biyofilm tabakasmin olusumu halk saghg:
acisindan biiylik bir problem olusturur. Biyofilm tabakasi, filtrasyon sistemini bozdugu
icin havuz suyu kalitesinin bozulmasma da neden olmaktadir. Dezenfektanlara karsi
dayanimmin yiiksek olmasmin yani swra, karmasik fiziksel yapis1 ve dinamik

dogasindan otiirli 6l¢timii, izlenmesi, kontrolii ve miicadelesi ¢ok zordur [4].

Havuzlarda biyofilm tabakasi, derz aralarinda, havuz i¢i su dolagiminin olusmadig 6li
bolgelerde, borularin baglanti sisteminde ve kum filtrelerinin iginde kumlarin {istiinde
olusabilmektedir. Ozellikle kisin kullanilmayan havuz sistemlerinde ve kum
filtrelerinde biyofilm olusumu daha fazla gdzlenmektedir. Havuzlarda biyofilm
olusumunu engellemek i¢in yapilabilecekler arasinda; havuz duvarlarinin siirekli
fircalanmasi, diizenli olarak yosun dnleyicilerin kullanilmasi, kum filtrelerine periyodik
araliklarla klor koyulmasi ve havuz suyuna diizenli araliklarla sok klorlama yapilmasi

sayilabilir [4].

Biyofilmde yasayan pek ¢ok mikroorganizma arasinda Legionella cinsi bakterilerin yani
sira 0zgiir yasayan amipler de sayilmaktadir. Steril musluk suyu ve steril distile su ile
yapilan calismalar, L. pneumophila’nin bu ortamlarda canliligini korudugu halde

cogalamadigini gostermistir. Biyofilmdeki 6zgiir yasayan amiplerin, Legionella cinsi
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bakterilerin dogal ve yapay c¢evrelerde biiyiimesi ve canliligini korumasi i¢in 6nemli
aracilar oldugu, onlar1 biyositlerin, dezenfektanlarin etkisinden, sicakliktan korudugu

bilinmektedir [1, 22, 23, 24, 25, 26].

2.5. 0ZGUR YASAYAN AMIPLER

Ozgiir yasayan amipler (OYA) su ve toprak habitatlarinda yaygin olarak bulunurlar.
Acanthamoeba, Naegleria ve Hartmanella cinsi 6zgiir yasayan amipler insanlarda ciddi
enfeksiyonlara, hatta oliimlere yol acabilirler. Bu organizmalarmn insanlarin kullandigi
sulardaki varlig1 ve kontrolii genel saglik mikrobiyolojisi agisindan olduk¢a 6nemlidir

[27].

Acanthamoeba cinsi amipler toprakta, suda, camurda, havada, goéllerde, denizlerde
musluk sularinda, kontakt lens soliisyonlarinda, dis {initelerinde bulunduklar1 gibi
ylizme havuzlarinda da bulunabilirler [27, 28, 29, 30]. Yasam dongiilerinde kist ve
trofozoit olmak {iizere iki formu vardir. Trofozoit sekli hareketli ve beslenen formu olup
24-56 um biiytikliiglindedir ve mitoz boliinmeyle ¢ogalir. Sahip oldugu akantapod tipi
yalanc1 ayaklarla Naegleria tiirlerinden aywt edilir. Bakteri, mantar, alg gibi
organizmalar1 fagosite ederek beslenir. Kotii kosullar altinda kist forma doniisebilir.
Acanthamoeba kistleri tipik bir goriinime sahiptir ve kalin bir duvarla sarihidir. Kist
cap1 tlire bagh olarak 15-28 pum arasinda olabilir. Dis kist duvar1 diiz veya burusuk
goriinimde igteki ise yildiz, besgen veya altigen goriiniimiindedir [24, 29]. Uygun
sicaklik, ortamda hazir bakteri bulunmasi gibi kosullarda kist ¢atlar ve trofozoit form
ortaya cikar. Acanthamoeba kistleri sicaklik, besinsizlik, pH degisimleri, dezenfeksiyon
ve kurumaya kars1 diren¢lidir. Bulunduklar1 sistemden filtrasyon ile uzaklastirilabilirler

[24, 27].

Acanthamoeba tiirleri insanlarda merkezi sinir sistemi ve korneay: etkileyen 2 6nemli
enfeksiyon olustururlar. Bunlardan Graniilomatéz Amibik Ensefalit (GAE); ylizme
havuzlarmi, spalar1 ya da jakuzileri kullanan immiin sistemi baskilanmis kisilerde
goriilmektedir. Amip burun yoluyla giris yapip direk olarak merkezi sinir sistemine
ulasabilir, ya da alt solunum yollari, deri ve mukozada yerleserek kan dolasimi yoluyla

merkezi sinir sistemine yayilir. Acanthamoeba tirlerinin neden oldugu hastaliklardan



11

digeri keratittir. Bu hastalik kornea yiizeyinde hasara yol acar ve cogunlukla kontak lens
kullanicilarinda korneanin amiplerle direkt temasi sonucunda meydana gelmektedir [24,
27, 29]. Tedbir amagli olarak kontak lens kullanicilarinin suya girmeden dnce lenslerini
cikartmasi, koruyucu gozlilk takmasi, yiizme sonrasi kontak lenslerini uygun lens

soliisyonu ile yikamasi ve tek kullanimlik lensler kullanmasi 6nerilir [5].

Hartmanella Tubulinida takimmin Hartmannellidae ailesinde yer alan 0zgiir yasayan
amiptir. Onceleri Acanthamoeba cinsinin farkli gdriinen sekli olarak aciklanmus fakat
daha sonra aralarinda farkliliklarm bulundugu anlasilmigtr. Bu amipler
pseudopodlariyla hareket ederler, ince uzun morfoloji gosterirler ve boylar1 enlerinden 6
kat fazladir. En dnemli tiirii olan H.vermiformis tipki Acanthamoeba tiirlerinde oldugu
gibi insanlar i¢in patojen olan bakterilere ev sahibi roliinii iistlenir. Bu patojen
bakterilerden en 1iyi bilineni L. pneumophila’dwr. Ayrica siklikla Acanthamoeba

tiirlerinin neden oldugu keratit hastaliginin da bir diger etkenidir [31].

Yizme havuzlarinin yiiziiciilerin sagligi acisindan gilivenilir olup olmadigmin
anlasilabilmesi i¢in bu havuzlardaki toplam aerobik heterotrofik bakteriler, Legionella
cinsi bakteriler, 6zgiir yasayan amipler gibi mikroorganizmalarin varligr/yoklugu son
derece Onemlidir. Bunun yani swa havuz sularmin klor, pH degerleri, sicaklik,
alkalinite, iletlenlik, toplam ¢oziinmiis kat1 madde miktar1 gibi fiziksel ve kimyasal
ozellikleri de havuzlarin saglik acisindan uygunlugunu gosteren diger Onemli

parametrelerdir.

2.6. KLOR

Yiizme havuzlarinda saglik acgisindan zararli olabilecek patojen mikroorganizmalari
etkisiz hale getirmek icin en yaygin olarak kullanilan madde klordur. Klorlamadan 6nce
filtrasyon yontemi ile havuz suyunda fiziksel dezenfeksiyon yapilir. Yani, havuz suyu
icindeki kirlilik yaratan kat1 parcaciklar ilk 6nce 1zgaralar yardimiyla filtre edilir, daha
sonra katmanlar halinde bulunan kum filtrelerinden gegirilir. Ancak ¢cogu zaman kiiciik
kirletici parcaciklar bu filtrelerden kagmay1 basarirlar. Bu nedenle fiziksel

dezenfeksiyonun ardindan klor ve klora alternatif olarak bakir-giimiis iyonizasyonu,



12

ozon, ultraviyole gibi ¢esitli kimyasal yontemlerin kullanilmasiyla dezenfeksiyon islemi

tamamlanir [32, 33].

Yiizme havuzlarinda klorlama ilk kez 1924 yilinda Avustralya’da yapilmis ve bunu
izleyen donemde Sidney’de bir spor kuliibiiniin havuzunun klorlamasmin yapildigi
bildirilmistir. Yiizme havuzlarmda modern klorlama teknikleri 1950’lerde Ingiltere’de
gelistirilmistir ve daha sonra Palin’in yaptigi arastirmada kloramin olusumu
gelistirilmistir [33]. Klor iceren dezenfektanlar bilinen patojen mikroorganizmalarin
bircoguna etkili olup, ya tamamen yok eder veya tiremesini durdururlar. Cok yonlii etki
gostermesi (algisit, mikrobisit vb.), borular1 ve cihazlar1 tikayabilecek, arizaya neden
olabilecek veya depolarda gelisebilecek canlilarin olusumunu engellemesi, ekonomik ve
kolay uygulanabilir olmasi yiizme havuzu dezenfeksiyonunda tercih edilme

sebeplerindendir [34].

T.C. Saglik Bakanlig1 tarafindan yiizme havuzlarinin denetimi konusunda yaymlanan
yonetmelige gore serbest klor miktari, kapal havuzlarda 1-1,5 mg/L, acik havuzlarda 1-
3 mg/L araliginda olmalidir. Havuz suyunda maksimum bagl klor miktar1 ise 0,2 mg/L

olmalidir [7].

Havuz suyunda serbest halde dolasan ve suyu kirletebilecek inorganik ve organik
maddeleri okside etmek i¢in bekleyen klora, serbest klor denir. Havuz sularina katilan
klor, oncelikle su ile reaksiyona girerek hipoklorik asite (HCI) ve hipoklordz asite
(HOCI) dontisiir. Havuzdaki kirleticilerle reaksiyona girip 6ldiiren hipoklor6z asittir [4,
33, 34].

CL +H,O <«—» HCI+HOCI

Hipokloréz asit, organik maddeleri parcalarken bunlarin yapisi icerisine girerek,
kloramin basamaklarmni olusturur (monokloramin, dikloramin, trikloramin). Kloramin
basamaklarindaki organik maddeler tekrar hipoklordz asit ile reaksiyona girerek
parcalanip su i¢inden uzaklasir. Yetersiz klorlama, organik maddelerin kloramin
basamaginda kalmasina sebep olur. Havuz suyu i¢inde organik kirleticilerle reaksiyona
girmig ama pargalayamayip kloramin formuna doniismiis olan bu klora bagli klor denir.
Bagli klorun yok edilmesi i¢in havuz suyunda klor soklamas1 yapilmasi gereklidir. Klor

soklamasi, genel piyasa sartlarma gore yapilmis havuzlarda havuzun giinliik klor
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ithtiyacinin en az 4 katinin havuza verilmesi, TSE 11899 normlarina gore yapilmis
havuzlarda ise bagli klor miktarinin 10 kati klor kullanilmas1 seklinde yapilir. Baglh
klor; suda klor kokusuna, gézde ve ciltte iritasyona, orta kulak iltthabina, mayo ve

boyali saclarda renk atmasina sebep olur [4].

Klorla dezenfeksiyona suyun pH derecesi, sicaklik, temas siiresi ve kullanilan klor cinsi
gibi bazi1 faktorler etki etmektedir. Klor bakterilerde glukoz oksidasyonunu inhibe
ederek bakterisit etki gosterir. Bakterilerle karsilastirildiginda sporlu bakterilerin,
viriislerin, protozoonlarin sudan giderilmesi i¢in daha yiiksek klor dozu ile daha uzun
siire temas ettirilmesi gerekmektedir. Serbest ve bagli klorun bakterisit etkisi sicaklikla
birlikte yiikselir. Yiiksek pH’ta klorun bakterisit etkisi azalmaktadir. Serbest klor ve
hipoklorik asit, bagli klor formlar1 ve kloraminlere goére ¢cok daha aktiftirler [35].

2.7. pH

T.C. Saghk Bakanligi tarafindan yiizme havuzlarinin tabi olacagi saglik esaslari
konusunda yaymlanan yonetmelige gore havuzlardaki pH degeri 6,5-7,8 arasinda
olmalidir [7]. Havuzlardaki pH miktari, klorun dezenfeksiyon giiclinii 6nemli derecede
etkilemektedir. pH havuz suyuna katilan klorun su ile reaksiyona girerek bakterileri
oldiirecek olan hipoklordz asit'e ve hipoklorik iyonuna doniismesinde etkin rol oynar.
Yiiksek pH’da verilen klor, organik maddelerin oksidasyonu ve dezenfeksiyonu i¢in
hipoklor6z aside yeterince doniisememektedir. Boylece sudaki mikroorganizmalarin
dezenfeksiyonunda yeterli verim saglanamamaktadir. Bundan dolay1 klorlama isleminin
oncesinde pH istenen araliga getirilmelidir. Ayrica suda kimyasal madde sarfiyatinin
artmas1 ve yiizliciiniin gozlerinde rahatsizlik meydana gelmesi gibi etkiler de yiiksek pH
sonucu olusabilir. Havuz pH’smim diisiik olmasi durumunda ise klorun tiiketiminin
arttigi, korozyon olustugu ve yliziicinin gozlerinde yanma meydana geldigi

gozlenmistir [4, 33].

2.8. SICAKLIK

T.C. Saglik Bakanlig:1 tarafindan 2011 yilinda yayimlanan yonetmelige gore yiizme
havuzlarindaki su sicakligi, kapali havuzlarinda 26-28°C, agik havuzlarda 26-38°C

arasinda olmalidir [7]. Havuzlarda su sicakligi arttikga organizmalarin biiylime hizi ve
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buna bagli olarak kimyasal madde tiiketimi de artmaktadir. Havuz suyu sicakligmin
hava sicakligma baglh olarak arttig1 durumlarda, kimyasal madde tiiketimini azaltmak

amaciyla, havuzlar i¢in 6zel tasarlanmis sistemler ile sogutma yapilmaktadir [4].

2.9. ALKALINITE

Alkalinite, suyun pH degisimine gosterdigi direncin derecesidir. Su icerisinde ¢oziinmiis
bulunan karbonatlar, bikarbonatlar ve hidroksitlerin toplam degerini ifade eder.
Alkalinite degeri yliksek olan sularin pH degerini diisiirmek i¢in normalden daha fazla
asit kullanmak gerekmektedir. Yiiksek alkalinite degerine sahip sularda pH degeri
diismeye kars1 direng gosterir ve bir miiddet sonra havuz suyunun pH degeri tekrar eski
degerine geri doner. Ayrica yliksek alkalinite degeri ve yiiksek pH degeri su igersinde
sertlik veren maddelerin ¢okelmesine, havuz fayanslarinin iizerinde kire¢ baglamasina
ve filtre kumunun topaklagmasina sebep olur. Alkalinite degerinin asir1 diisiiriilmesi
havuzda derzlerin sokiilmesi, havuz korkuluklarinin yenmesi gibi problemlere sebep
olmaktadir. Diislik alkaliniteli sularda pH degerini dengede tutmakta sikint1
yasanmaktadir, pH degeri asidik veya bazik ortam arasinda hizli dalgalanmalar
yasatabilir [4]. T.C. Saglhk Bakanlig1 tarafindan 2011 yilinda yayimlanan yonetmelige
gore yiizme havuz suyundaki alkalinite degeri 30 - 180 mg/L arasinda olmalidir [7].

2.10. ILETKENLIK

Iletkenlik bir su numunesinin elektrik tastyabilme 6zelliginin sayisal ifadesidir. Suyun
iletkenligi sudaki iyonlarin konsantrasyonlarmna, hareketliligine ve 6l¢iim sicakligina
baghdir. Inorganik bilesikler iyi iletkenlik gosterirlerken, organik bilesikler ok zayif
bir akim geciricilik kabiliyetlerine sahiptir [36].

2.11. TOPLAM COZUNMUS KATI MADDE (TCM)

Toplam ¢oziinmiis kati madde (TCM), su i¢inde ¢oziinmiis halde bulunan ve kum
filtresi gibi basit filtrasyon yontemleri ile tutulamayan mineralleri, katyonlari, anyonlari,
agir metal iyonlarmi1 ve az miktarda organik maddeleri icerir. Su icerisinde TCM ne
kadar yiiksek ise suda o kadar ¢ok yabanct madde var demektir. TCM miktarinin

yiiksekligi dezenfeksiyonu zorlastirir, havuz suyunun mat goriinmesine sebep olur ve
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boru iglerinde birikim olusumunu artirir. Havuz suyunda maksimum TCM 2.500 mg/L

olmalidir [4].

2.12. FLORESAN IN SITU HIBRIDIZASYON (FISH) YONTEMI

FISH yontemi, hiicrelerin morfolojisini bozmadan, hiicre icerisinde spesifik dizilimlere
sahip niikleik asitlerin, isaretli oligoniikleotidlerle (prob) hibritlenmesi, boylelikle hedef
molekiillerin hiicre icerisinde mikroskopla godzlemlenebilmesini saglayan ydntemdir

[37, 38, 39].

Belirli bir kromozomal bdlgenin veya DNA kesiminin FISH yontemi ile goriiniir hale
gelebilmesi i¢cin o bolgeye 6zgii bir probun kullanilmasi gerekir. FISH yonteminde
hedef DNA/RNA molekiiliine komplementer isaretli niikleik asit dizisine “prob” denir.
Problar haptenler, florokromlar, enzimler veya kolloidal altin isaretli olabilirler.
Glinlimiizde pratik olmalar1 ve ticari olarak bulunabilmeleri nedeniyle direkt ve
florokromlarla isaretli problar kullanilmaktadir [39].
FISH yontemi 4 temel adimdan meydana gelmektedir;

1) Fiksasyon: Hiicre duvarmin gegirgen hale getirilmesi ve hiicrede mevcut 16S

rRNA molekiillerinin biitiinkigiiniin korunmasi

2) Hibritleme: Prob ve hedefledigi 16S rRNA molekiillerinin birbirine baglanmasi

3) Yikama: Hedefe baglanamayan problarin ortamdan uzaklastirilmasi

4) Gorintiileme: Bagli problarm mikroskop altinda, hiicre igerisinde

goriintiilenmesi [37, 38, 39].

Genel FISH prosediirii kromozomlarm ya da dokularin lam iizerinde fikse edilmesini
(yerlestirilmesi) gerektirir. Bu amagla kullanilan fiksatifler paraformaldehit, formalin ya
da parafindir. Fiksasyondan sonra oOrnek, hiicre gecirgenligini saglayan kimyasal
maddelerle muamele edilir. Bu amagla kullanilan kimyasal maddeler, deterjan ya da
triton ve RNAz-serbest proteinaz K gibi proteinazlardir. Probun hedefe baglanmasi igin
hiicre icine yeterli giris yapmis olmasi gerekmektedir. Ciinkii bu asamadan sonra
floresan 6zellikteki niikleik asit probu ilave edilerek denatiire edilmis ilgili zincir
bolgesiyle melezleme (hibritlenme) saglanir. Hibritlenme, tampon ¢6zelti i¢inde uygun
sicaklik, pH ve tuz konsantrasyonlarinda gerceklesir. Son asama olan hibritlenmis

problar1 goriintiileme islemi i¢in farkli mikroskobi yontemleri bulunmaktadir.
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Radyoaktif ya da peroksidaz, alkalin fosfatazla isaretlenmis problarin
goriintiilenmesinde 151k mikroskobu, floresanla isaretlenmis  problarin
gortintiilenmesinde floresan mikroskobu kullanilmaktadir. FISH teknigi ile molekiiler
yontemlerin kesinligi mikroskopla elde edilen gorsel bilgiyle birlestirilir. Boylece
mikroorganizmalarin su, camur, biyofilm gibi dogal ortamlarinda tespit edilmesi,
sayilmas1 ve konumlarmin belirlenmesi miimkiin olmaktadir. Bu avantajin yan sira tiim
hiicrelerin kolayca gecirgen hale getirilememesi, saf kiiltiirii elde edilemeyen
organizmalar i¢in spesifik hibritlenme kosullarmin tespitinin zor olmasi, hiicrenin rRNA
miktar1 diisiikse tespit edilmesinin zor olmas1 gibi bazi dezavantajlar1 da vardir [37, 38,

39].

Gilinlimiizde yazlik ve kishik konutlarda, otellerde, okullarda, spor salonlarinda yiizme
havuzlarmin yaygm olarak bulunmasi ve egitim, saglik, eglence amag¢h kullanimi
onlarin mikrobiyolojik, fiziksel ve kimyasal kontrollerinin de diizenli bir sekilde
yapilmasint 6nemli kilmaktadir. Ciinkii bakimi, temizligi ve dezenfeksiyonu 1iyi
yapilmayan yiizme havuzlar1 mikroorganizma kaynagi haline gelip pek ¢ok hastaliga
sebep olabilmektedir. Bilindigi gibi toplam aerobik heterotrofik bakteri sayisinin < 200
kob/ml olmasi gerektigi T.C. Saglik Bakanligi’nin en son 6 Mart 2011°de yaymladig:
yonetmelikte belirtilmistir. Ancak ylizme esnasinda insanlara rahatlikla bulasip ciddi
enfeksiyonlara yol acabilecek olan Legionella cinsi bakteriler ve 6zgiir yasayan amipler
bu yonetmelikte heniiz yer almamaktadir. Bu amagla ¢alismamizda ilimizde bulunan
farkli ylizme havuzlarinda toplam aerobik heterotrofik bakteriler, Legionella cinsi
bakteriler ve 6zglir yasayan amiplerin arastirilmasi amaclanmistir. Boylece ilimizde
mevcut olan yiizme havuzlarinda ad1 gegen mikroorganizmalarin varlig/yoklugu/sayisi
hakkinda bilgi sahibi olunacaktir. Ayrica incelenen havuzlarin fiziksel ve kimyasal
ozellikleri ve bu o6zelliklerin arastirilan mikroorganizmalar iizerindeki etkisi de ortaya
cikarilacaktir. Sonuclarin degerlendirilmesiyle bu havuzlari kullanan yiiziiciilerin yiizme

esnasinda sagliginin risk altinda olup olmadig1 anlasilacaktir.
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3. MALZEME VE YONTEM

Bu ¢alismada Istanbul genelindeki 25 adet agik ve kapali yiizme havuzlarindan alinan su
ornekleri mikrobiyolojik, fiziksel ve kimyasal agidan, biyofilm tabakasindan alinan

stiriintii 6rnekleri mikrobiyolojik agidan incelenmistir.

3.1. ORNEKLERIN ALINMASI

Yiizme havuzlarinin su ve biyofilmindeki toplam aerobik heterotrofik bakteriler,
Legionella cinsi bakteriler ve 6zgiir yasayan amiplerin incelenmesi amaciyla ilk dnce

asagida belirtilen sekilde 6rnekler alinmaistir.

Yiizme havuz sularindan toplam aerobik heterotrofik bakterilerin ve 0zgiir yasayan
amiplerin analizi i¢in 500’er ml’lik steril cam siseler, Legionella cinsi bakterilerin
analizi i¢in 3000 mI’lik steril plastik bidonlar kullanilmigtir. Ayrica ayni havuzlara ait
alkalinite, iletkenlik ve toplam ¢dziinmiis kat1 madde analizi icin 1000 ml’lik cam
siseler kullanilmistir. Su numuneleri T.C. Saglik Bakanlig1 havuz suyu yonetmeliginde
belirtildigi gibi havuz kenarinin 50 cm 6tesinden ve su yiizeyinin 20 cm altindan, sigeler
tamamen doldurulmak suretiyle alinmistr ve en kisa zamanda laboratuvara
gotiiriilmiistiir [7, 40, 41]. Orneklerin alinmasindan énce havuz suyunda bulunan kloru
notralize etmek amaciyla Ornek kaplarmin icerisine 0.5 ml/L % 0.5’lik sodyum
tiyostilfat eklenmistir [11, 33, 42, 43]. Havuz sularma ait serbest klor, sicaklik ve pH

degerleri 6rneklerin alinmasi sirasinda dlgiilerek kaydedilmistir [7].

Ayni yiizme havuzlarina ait biyofilm érnekleri havuz cidarmm 10 cm®lik alanmndan
steril ekiivyon yardimiyla alinmistir. Bu ekiivyon, igerisinde 10 ml steril ¢esme suyu

bulunan santrifiij tiipii igerisine koyularak laboratuvara getirilmistir.
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Alman orneklerin mikrobiyolojik analizi toplam aerobik heterotrofik bakteriler i¢in
kiiltlir yontemine, diger mikroorganizmalar i¢cin hem kiiltiir hem de FISH yontemine
gore yapilmistir. Ayrica havuz bilgi formu olusturularak 6rnekleme yapilan havuzlara

ait olan ve Tablo 3.1°de goriilen baz1 6zellikleri yetkililere sorularak kaydedilmistir.

Tablo 3.1: Havuz bilgi formu

HAVUZ BILGI FORMU

Havuz Adi/Kodu

Ornekleme Tarihi

Tlgili Kisi
Adi/Telefonu

Havuz Yasi

Havuz i¢ Malzemesi

Kullanim Ozelligi
(Acik-Kapali)

Kullanim Siklig1
(kisi/giin)

Dezenfeksiyon
Yontemi

Sicaklik (°C)

pH

Serbest klor (mg/L)
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3.2. MiKROBIiYOLOJIK ANALIZ

3.2.1. Orneklerin Kiiltiir Yontemine Gore incelenmesi

3.2.1.1 Yiizme Havuz Sularindan Toplam Aerobik Heterotrofik Bakterilerin Analizi
Havuz suyu Orneklerinden toplam aerobik heterotrofik bakterilerin analizi i¢gin Water
Plate Count Agar (Water PCA) besiyeri kullanilmistir. Bu amagla 100 ml su 6rnegi
olas1 bakterilerin yogunlastirilmasi icin 0.45 pum por capl steril membran filtre
kullanilarak ¢elik filtre sisteminden gegirilmistir (Sekil 3.1). Daha sonra bu filtre Water
PCA iceren Petri kutusuna yerlestirilmistir. Ayrica 6rneklerin 10" ve 107 sulandirim
tiipleri de hazirlanmistir. Bu amagcla filtre sisteminden gecirilen su Orneklerine ait
membran filtre 10 ml steril ¢esme suyu igeren naylon posete koyulmus ve 2 dk
stomacher (IUL Instruments 120 sn/50 hz) cihazinda tutulmustur. Posetin i¢inden alinan
ornekle hazirlanan sulandirim tiiplerinden 0.1 ml 6rnek Water PCA igeren Petri
kutularina yayma yontemiyle ekilmistir. Tiim ekimler 3 tekrarli olarak g¢alisilmistir.
Ekim yapilan tim Petri kutular1 22°C’de 72 saat ve 37°C’de 48 saat inkiibasyona
brrakilmistir [44, 45, 46, 47, 48]. Siire sonunda Petri kutularinda iiremis olan bakteri
kolonileri sayilip kaydedilmistir.

3.2.1.2 Yiizme Havuz Sularindan Ozgiir Yasayan Amiplerin Analizi

Havuz suyu orneklerinden 6zgiir yasayan amiplerin analizi i¢cin 100’er ml su 6rnegi 0.45
um por capl steril seliiloz nitrat membran filtreler kullanilarak ¢elik filtre sisteminden
stizilmiistlir (Sekil 3.1). Filtrasyon sonrasinda sistemden steril sartlarda alinan filtreler,
onceden 200 pl cansiz Escherichia coli (E.coli) siispansiyonu yayilmis olan besleyici
degeri olmayan Non-nutrient Agar (NNA) iceren Petri kutularina ters olarak
yerlestirilerek 28°C’de bekletilmistir [49]. Ayrica 28°C’de lireyen Ozgiir yasayan
amiplerin termotolerant aktivitelerinin arastirilmasi i¢in taze NNA besiyerlerine
pasajlar1 yapilarak 44°C’de inkiibe edilmistir [50, 51]. Tiim ekimler 3 tekrarli olarak
calisilmustir. Inkiibasyondan itibaren 3-10 giin siireyle dzgiir yasayan amiplerin trofozoit
ve kist sekilleri giinliik olarak i1sik mikroskobu altinda 100x biiyiitmede incelenmis

sonuclar kaydedilmistir.
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Sekil 3.1: Membran filtrasyon cihazi

3.2.1.3. Yiizme Havuz Sularindan Legionella Cinsi Bakterilerin Analizi

Havuzlardan alinan 3000 ml su 6rnegi Legionella cinsi bakterilerin yogunlastirilmasi
amaciyla 142 mm capli, 0.2 um por ¢apli naylon membran filtreler (Sartorius-Sartolon)
kullanilarak peristaltik pompa araciligiyla celik filtre sisteminden siiziilmiistiir (Sekil
3.2). Daha sonra filtre, icerisinde 20 ml steril cesme suyu bulunan steril naylon posete
koyulmus ve filtre ylizeyindeki bakterilerin suya ge¢mesi i¢in 2 dk stomacher (IUL
Instruments 120 sn/50 hz) cihazinda tutulmustur. Siire sonunda bu posetten direkt ekim
icin alman 0.1 ml 6rnek Legionella Buffer Chorcoal Yeast Extract (BCYE) agara yayma
yontemiyle ekilmistir [52, 53, 54, 55]. Posette kalan sivinin bir kism1 Legionella cinsi
bakteriler disindaki diger bakterileri elimine etmek amaciyla asit ile ve diger kismu
sicaklikla muamele edilmistir [56]. Asit ile muamele i¢in posetten alman 10 ml sivi
6000 g’de 20 dakika santrifiij edilmis ve 5 ml’lik {ist stv1 atilmigtir. Tiipiin tizerine HCI -
KCl asit karistmindan 5 ml eklenerek 5 dk beklenmistir. Stire sonunda Petri kutusundaki
Legionella BCYE agara 0.1 ml yayma metoduyla ekim yapilmistir. Sicaklikla muamele
i¢in posetten alinan 2 ml 6rnek 50°C’de 30 dakika bekletilmis ve siire sonunda Petri
kutusundaki Legionella BCYE agara 0.1 ml yayma metoduyla ekim yapilmistir [11].
Ayrica 6rneklerin 10 ' ve 10 ? sulandirimlar1 da hazirlanarak ayni miktarlarda ayni
besiyerlerine ekimleri yapilmistir. Tim Petriler 37°C’de 14 giin inkiibasyona
brrakilmistir [57, 58]. Siire sonunda gozlenen siipheli kolonilerden Gram boyama

yapilmis ve Gram negatif comak oldugu tespit edilen kolonilerin Tryptone Soya
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Agar’da (TSA) iireme 6zelliklerine bakilmistir. Ureme gdzlenmemesi halinde bakterinin
Legionella latex agliitinasyon kitiyle (OXOID) agliitinasyon o6zelliklerine bakilmistir
[57]. Tim mikrobiyolojik ekimler 3 tekrarli olarak galigilmigtir.

Sekil 3.2: Peristaltik pompaya sahip filtre sistemi

3.2.1.4 Yiizme Havuzlarindan Alinan Biyofilm Orneklerinden Toplam Aerobik
Heterotrofik Bakterilerin Analizi

Laboratuvar ortamina getirilen biyofilm Ornekleri 10 ml steril gesme suyu igeren
stomacher posetine aktarilarak ekiivyon lizerindeki mikroorganizmalarin suya gegmesi
icin 2 dk. stomacher cihazinda tutulmustur. Siire sonunda 0.1 ml 6rnek toplam aerobik
heterotrofik bakterilerin (TAHB) analizi icin Water PCA besiyeri iceren Petri kutularina
yayma metoduyla ekilmistir. Yogun ve sayillamayacak kadar ¢ok koloni tireme ihtimali
diisiiniilerek 10" ve 107 sulandirim tiipleri hazirlanmis ve bu tiiplerden de ekimler
yapilmustir. Tiim Petriler 22°C’de 72 saat ve 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmustir.
Tim ekimler 3 tekrarli olarak calisilmistir. Siire sonunda Petri kutularinda iireyen

bakteri kolonileri sayilarak kaydedilmistir [9, 47, 59].

Yukarida belirtildigi gibi stomacher cihazinda tutulan sivinin kalan miktar1 6zgiir

yasayan amipler (OYA) ve Legionella cinsi bakterilerin analizi i¢in kullanilmustir.



22

3.2.1.5 Yiizme Havuzlarindan Alinan Biyofilm Orneklerinden Ozgiir Yasayan Amiplerin
Analizi

Yukarida belirtildigi gibi 2 dk. stomacher cihazinda tutulmus olan sivinin i¢inden alinan
1 ml 6rnek, 200 pl cansiz E.coli siispansiyonu yayilmis olan besleyici degeri olmayan
NNA besiyerlerine koyulup 28°C’de 10 giine kadar inkiibasyona birakilmustir [27]. Tim
ekimler 3 tekrarli olarak calisilmistir. Tim Petri kutular1 6zgiir yasayan amiplerin
trofozoit ve kist sekilleri agisindan giinliik olarak 151k mikroskobu altinda 100x
biiylitmede incelenmistir. 28°C’de iireyen 6zgilir yasayan amiplerin termotolerant
aktivitelerinin gozlenmesi igin taze NNA besiyerlerine pasajlar1 yapilarak 44°C’de

kiiltiire edilmistir [50].

3.2.1.6 Yiizme Havuzlarindan Alinan Biyofilm Orneklerinden Legionella Cinsi
Bakterilerin Analizi

Yukarida belirtildigi gibi 2 dk. stomacher cihazinda tutulmus olan sividan Legionella
cinsi bakterilerin analizi i¢in Legionella BCYE agar igeren Petri kutularina direk ekim
yapilmasmm yam sira, sicaklik ve asit uygulamasindan sonra ve 10 ' ve 10 2
sulandirim yapilarak 0.1 ml ekim yapilmistir. Petriler 37°C’de 14 giin inkiibasyona
birakilmistir. Tiim ekimler 3 tekrarh olarak ¢alisilmustir. Inkiibasyon siiresi sonunda
siipheli kolonilerden Gram boyama yapilmis ve Gram negatif comak oldugu tespit
edilen kolonilerin TSA’da iireme oOzelliklerine bakilmistir. Bu besiyerinde iireme
gozlenmemesi halinde bakterinin Legionella latex agliitinasyon kitiyle (OXOID)
agliitinasyon 6zelliklerine bakilmistir [57, 60, 61].

3.2.2. Orneklerin Floresan in Situ Hibridizasyon (FISH) Yontemine Gore

Incelenmesi

3.2.2.1. Yiizme Havuz Sularindan Ozgiir Yasayan Amiplerin Analizi

Yiizme havuzlarina ait su O6rneklerinin floresan in situ hibridizasyon yontemine gore
incelenmesi amaciyla havuzlardan alman 3000 ml su 6rnegi 142 mm capli, 0.2 pm por
capli naylon membran filtreden (Sartorius-Sartolon) gegirilerek 20 ml steril cesme suyu
iceren naylon poset icerisine koyulmustur. Poset igerisinden alinan 3 ml 6rnek iizerine

1/1 oraninda % 50 etanol eklenmistir.

FISH analizi i¢in hazirlanan su 6rnekleri 6000 g’de 15-20 dakika santrifiij edildikten

sonra st sivilart atilarak steril 1 ml 1x fosfat tamponu (PBS) eklenmis ve pipetaj
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yapilmistir. Santriftij tiiplerindeki stvi 1.5 ml’lik tiipe alinarak 8800 rpm (devir/dk)’de
30 dakika santriftij edilmistir. Santrifiij sonucu iist sivi uzaklastirilarak 200 pul 1xPBS
eklenmistir. %2 paraformaldehit (PFA) eklenerek +4°C’de 24 saat inkiibasyona
brrakilmistir. Siire sonunda 3 defa 1xPBS ile yikama yapilmis, st sivi atilarak dipten
alman 10’ar ul oOrnek, teflon lamm her bir kuyucuguna koyularak kurumaya
brrakilmistir (Sekil 3.3). Kuruyan lam sirasiyla %50, %80 ve %96 alkolde 3’er dakika
tutulmustur. Kuyucuklara 10’ar pl hibridizasyon tamponu koyulduktan sonra {izerlerine
her bir kuyucugu ayr1 ayr1 olmak tiizere 2’ser ul Acanthamoeba cinsi amipler igin
spesifik olan ACANTHA, Hartmanella cinsi amipler i¢in spesifik olan HART 498 ve
Okaryotlar i¢in spesifik olan EUK 516 probu ilave edilmistir (Tablo 3.2). Daha sonra
teflon lam, igerisinde nemli ortam saglanan santrifiij tiipiine yerlestirilerek 48°C’de 1
gece hibridizasyona birakilmistir. Ertesi giin etiivden ¢ikarilan lamin her bir kuyucugu
iizerine 2 pl 4’-6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) eklenerek 15 dakika bekletilmistir.
Siire sonunda lamlar dnceden hazirlanan yikama tamponu igerisine koyularak 48°C’de
20 dakika bekletilmistir. Reaksiyonun sonlanmasi i¢in lamlar soguk distile su ile
yikanarak kurumaya birakilmistir. Kuruyan lamlar epifluoresan mikroskop altinda
incelenmis ve sonuglar1 kaydedilmistir [62, 63]. Ayrica pozitif kontrol amaciyla diger
bir lamm kuyucuklarma Acanthamoeba castellani (ATCC 50373) susu ve iizerine
ACANTHA probu, Hartmanella vermiformis (ATCC 30966) susu ve iizerine HART
498 probu koyularak tiim iglemler tekrar edilmistir. Negatif kontrol amaciyla amip
suslar1 yerine steril 1xPBS ve yukarida belirtilen spesifik problar kullanilarak tiim

islemler tekrar edilmistir.

Sekil 3.3: 6 kuyucuklu teflon lam

3.2.2.2. Yiizme Havuz Sularindan Legionella Cinsi Bakterilerin Analizi

Yiizme havuzlarina ait su Orneklerinin FISH yontemine gore incelenmesi amaciyla
havuzlardan alinan 3000 ml su 6rnegi 142 mm capli, 0.2 um por ¢apli naylon membran
filtreden (Sartorius-Sartolon) gecirilerek 20 ml steril ¢esme suyu iceren naylon poset
icerisine koyulmustur. Poset igcerisinden aliman 3 ml 6rnek iizerine 1/1 oraninda % 50

etanol eklenmistir.
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FISH analizi i¢in hazirlanan su 6rnekleri 6000 g’de 15-20 dakika santrifiij edildikten
sonra st stvilar1 atilarak steril 1 ml 1xPBS eklenmis ve pipetaj yapilmistir. Santrifiij
tiiplerindeki sivi ependorfa almarak 13000 rpm’de 2 dakika santriftij edilmistir.
Santrifiij sonucu iist sivi uzaklastirilarak 200 pl 1xPBS eklenmistir. %4 PFA eklenerek
+4°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda 6rnekler 3 defa 1xPBS ile
yikama yapilmis, iist sivi atilarak dipten alinan 10’ar pl 6rnek, teflon lamin her bir
kuyucuguna koyularak kurumaya birakilmistir (Sekil 3.3). Kuruyan lam sirasiyla %50,
%80 ve %96 alkolde 3’er dakika tutulmustur. Kuyucuklara 10’ar ul hibridizasyon
tamponu koyulduktan sonra lizerlerine her bir kuyucugu ayr1 ayr1 olmak tizere 2’ser pl
L. pneumophila serogrup 1 i¢in spesifik olan Leg PNE1, Legionella tiirleri i¢in spesifik
olan Leg705 problar: ilave edilmistir (Tablo 3.2). Daha sonra teflon lam, icerisinde
nemli ortam saglanan santrifiij tiipli icerisine yerlestirilerek 48°C’de 1 gece
hibridizasyona birakilmistir. Ertesi giin etiivden c¢ikarilan lamin her bir kuyucugu
iizerine 2 ul DAPI eklenerek 15 dakika bekletilmistir. Siire sonunda lamlar onceden
hazirlanan yikama tamponu igerisine koyularak 48°C’de 20 dakika bekletilmistir.
Reaksiyonun sonlanmasi i¢in lamlar soguk distile su ile yikanarak kurumaya
birakilmistir. Kuruyan lamlar epifluoresan mikroskop altinda incelenmis ve sonuglari
kaydedilmistir [62, 64, 65, 66]. Ayrica pozitif kontrol amaciyla diger bir lamin
kuyucuklarma Legionella pneumophila serogrup 1 (ATCC 33152) ve Legionella
pneumophila serogrup 3 (ATCC 33155) suslari ile sirasiyla Leg PNE 1 ve LEG 705
problar1 koyularak tiim islemler tekrar edilmistir. Negatif kontrol amaciyla bakteri
suslar1 yerine steril 1xPBS ve yukarida belirtilen spesifik problar kullanilarak tiim

islemler tekrar edilmistir.

3.2.2.3 Yiizme Havuzlarindan Alinan Biyofilm Orneklerinden Ozgiir Yasayan Amiplerin
Analizi

Yiizme havuzlarina ait biyofilm Orneklerinin FISH yOntemine gore incelenmesi
amaciyla havuzlarin yan yiizeyinden steril ekiivyon ile alinan siirtintii 6rnekleri 10 ml
steril ¢esme suyu iceren santrifiij tlipii icerisine koyularak laboratuvara getirilmistir.
Ornekler, igerisinde 10 ml steril gesme suyu bulunan naylon posete koyulmus ve 2
dakika stomacher cihazinda calkalanmistir. Bu islemden sonra posetin iginden alinan

ornek tizerine 1/1 oraninda % 50 etanol eklenmistir.
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FISH analizi i¢in bu sekilde hazirlanan biyofilm o6rnekleri 6000g’de 15-20 dakika
santrifiij edildikten sonra {ist sivilar1 atilarak dipte ¢dken kismin iizerine steril 1 ml
1xPBS eklenmis ve pipetaj yapilmistir. Santrifiij tiiplerindeki stvi 1,5 ml’lik kiiciik steril
tiiplere alinarak 8800 rpm’de 30 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonucu st sivi
uzaklastirilarak 200 pl 1xPBS eklenmistir. %2 PFA eklenerek +4°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda 3 defa 1xPBS ile yikama yapilmis, iist sivi
atilarak dipten alman 10’ar pl Ornek, teflon lamm her bir kuyucuguna koyularak
kurumaya birakilmistir (Sekil 3.3). Kuruyan lam sirasiyla %50, %80 ve %96 alkolde
3’er dakika tutulmustur. Kuyucuklara 10’ar pl hibridizasyon tamponu koyulduktan
sonra lizerlerine her bir kuyucugu ayri ayr1 olmak tizere 2’ser ul Acanthamoeba cinsi
amipler i¢in spesifik olan ACANTHA, Hartmanella cinsi amipler igin spesifik olan
HART 498 ve okaryotlar i¢cin spesifik olan EUK 516 probu ilave edilmistir (Tablo 3.2).
Daha sonra teflon lam, igerisinde nemli ortam saglanan santrifiij tiipiine yerlestirilerek
48°C’de 1 gece hibridizasyona birakilmustir. Ertesi giin etiivden ¢ikarilan lamm her bir
kuyucugu tiizerine 2 pl DAPI eklenerek 15 dakika bekletilmistir. Siire sonunda lamlar
onceden hazirlanan yikama tamponu icerisine koyularak 48°C’de 20 dakika
bekletilmistir. Reaksiyonun sonlanmasi i¢in lamlar soguk distile su ile yikanarak
kurumaya brrakilmigtir. Kuruyan lamlar epifluoresan mikroskop altinda incelenmis ve
sonuglar1 kaydedilmistir [62, 63]. Ayrica pozitif kontrol amaciyla diger bir lamin
kuyucuklarma Acanthamoeba castellani (ATCC 50373) susu ve iizerine ACANTHA
probu, Hartmanella vermiformis (ATCC 30966) susu ve iizerine HART 498 probu
koyularak tiim islemler tekrar edilmistir. Negatif kontrol amaciyla amip suslar1 yerine
steril 1xPBS ve yukarida belirtilen spesifik problar kullanilarak tiim islemler tekrar
edilmistir.

3.2.2.4 Yiizme Havuzlarindan Alinan Biyofilm Orneklerinden Legionella Cinsi
Bakterilerin Analizi

Yiizme havuzlarina ait biyofilm Orneklerinin FISH yontemine gore incelenmesi
amaciyla havuzlarin yan yiizeyinden steril ekiivyon ile alinan siirtintii 6rnekleri 10 ml
steril ¢esme suyu iceren santrifiij tlipii icerisine koyularak laboratuvara getirilmistir.
Ornekler, igerisinde 10 ml steril gesme suyu bulunan naylon posete koyulmus ve 2
dakika stomacher cihazinda calkalanmistir. Bu islemden sonra posetin iginden alinan

ornek tizerine 1/1 oraninda % 50 etanol eklenmistir.
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FISH analizi i¢in bu sekilde hazirlanan biyofilm 6rnekleri 6000g’de 15-20 dakika
santrifiij edildikten sonra iist sivilar1 atilarak dipte kalan ¢oken kisim {izerine steril 1 ml
1xPBS eklenmis ve pipetaj yapilmistir. Santrifiij tiiplerindeki stvi 1,5 ml’lik kiiciik steril
tiiplere alinarak 13000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonucu {ist sivi
uzaklastirilarak 200 pl 1xPBS eklenmistir. %4 PFA eklenerek +4°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda 3 defa 1xPBS ile yikama yapilmis, iist sivi
atilarak dipten alman 10’ar pl Ornek, teflon lamm her bir kuyucuguna koyularak
kurumaya birakilmistir (Sekil 3.3). Kuruyan lam sirasiyla %50, %80 ve %96 alkolde
3’er dakika tutulmustur. Kuyucuklara 10’ar pl hibridizasyon tamponu koyulduktan
sonra Uzerlerine her bir kuyucugu ayr1 ayr1 olmak tlizere 2’ser pl Legionella
pneumophila serogrup 1 icin spesifik olan LegPNEI1, Legionella tiirleri i¢in spesifik
olan Leg705 problar: ilave edilmistir (Tablo 3.2). Daha sonra teflon lam, icerisinde
nemli ortam saglanan santrifiij tiipli icerisine yerlestirilerek 48°C’de 1 gece
hibridizasyona birakilmistir. Ertesi giin etiivden c¢ikarilan lamin her bir kuyucugu
iizerine 2 ul DAPI eklenerek 15 dakika bekletilmistir. Siire sonunda lamlar onceden
hazirlanan yikama tamponu igerisine koyularak 48°C’de 20 dakika bekletilmistir.
Reaksiyonun sonlanmasi i¢in lamlar soguk distile su ile yikanarak kurumaya
birakilmistir. Kuruyan lamlar epifluoresan mikroskop altinda incelenmis ve sonuglari
kaydedilmistir [62, 64, 65, 66]. Ayrica pozitif kontrol amaciyla diger bir lamin
kuyucuklarma Legionella pneumophila serogrup 1 (ATCC 33152) ve Legionella
pneumophila serogrup 3 (ATCC 33155) suslari ile sirasiyla Leg PNE 1 ve LEG 705
problar1 koyularak tiim islemler tekrar edilmistir. Negatif kontrol amaciyla bakteri
suslar1 yerine steril 1xPBS ve yukarida belirtilen spesifik problar kullanilarak tiim

islemler tekrar edilmistir.

Tablo 3.2: FISH deneyinde kullanilan problar

PROB ADI PROB DIZILIMI

Leg PNE1 5-ATC-TGA-CCG-TCC-CAG-GTT-3 CY3

Leg 705 5-CTG-GTG-TTC-CTT-CCG-ATC-3 FAM
ACANTHA 5-TTC-ACG-GTA-AAC-GAT-CTG-GGC-C-3 FAM
HART 498 5-TCG-CGG-AGA-GGT-GTC-GGT-3 FAM

EUK 516 5-ACC-AGA-CTT-GCC-CTC-C-3 CY3

FAM: Carboxyfluorescein
CY3: Cyanin 3
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3.3. FIZIKSEL VE KiMYASAL ANALIZ

3.3.1 Ekstraselliilar Polimerik Matriks (EPS) Eldesi ve Toplam Karbonhidrat

Miktarinin Tayini

Yizme havuzlarindan alinan biyofilm Orneklerinden ilk o6nce EPS eldesi
gerceklestirilmis ve elde edilen EPS Orneginden daha sonra fenol siilfirik asit

yontemiyle karbonhidrat tayini yapilmistir [67, 68].
EPS eldesi 4 asamada gergeklestirilmistir:

1. Yikama: Havuz yan ylizeyinin 10 cm’ lik alanindan steril ekiivyon yardimai ile 10
ml steril ¢cesme suyu iceren santrifiij tiipiine alinan biyofilm 6rnekleri 20 ml
steril distile su igerisine koyularak 6000 g (8800 rpm) de 10 dakika santrifiij
edilmis ve iist s1v1 baska bir tiipe alinarak oda sicakliginda saklanmistir.

2. Ayirma: Yikama islemi sonucunda dipte kalan pellet kismi tizerine 25 ml % 8.5
NaCl ve % 0.22 formaldehit karigimi koyularak 1 dakika en yiliksek devirde
(2.500 rpm) vorteks yapilmistir. Daha sonra birinci ve ikinci basamaktaki
ornekler birlestirilmistir.

3. Ekstraksiyon: Birlestirilen 6rnekler 11227 g’de 30 dakika santrifiij edilmistir.

4. Filtrasyon ve Toplama: Ekstraksiyon ile ayrilan 6rneklerin iist kismi 0.22 pm
por capli membran filtreden gegirilerek steril edilmistir. Hazirlanan o6rnek

karbonhidrat tayininde kullanilmistir.

Havuz biyofilminden karbonhidrat tayini i¢in kullanilan fenolsiilfiirik asit yontemine
gore [67], once 1’er ml 6rnegin lizerine polisakkaritleri monomerlerine ayirmak amaci
ile 1 ml %5’lik fenol ve hemen ardindan 5 ml %96’lik H,SO,4 eklenerek 10 dakika
reaksiyon olusmasi i¢in beklenmis ve turuncu renk olusumu gézlenmistir. Siire sonunda
ornekler vortekslenerek karistirilmig ve reaksiyonun durmasi i¢in 10-20 dakika 25-30
°C’lik su banyosunda bekletilmistir. Deney sonucunda olusan sari-portakal rengin
koyulugu 490 nm dalga boyunda spektrofotometre cihazi (Shimadzu UV 150-02) ile
Olciilmiistiir. Karbonhidrat miktari, spektrofotometredeki Ol¢ciim sonucu elde edilen
absorbans degerinin standart glukoz ¢ozeltilerinden hazirlanmig egriye ait denklemde
yerine koyularak hesaplanmistir. Olgiimler 4 tekrarli olarak ¢alisilmistir. Standart egriyi
olusturmak i¢in 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 pg/ml konsantrasyonlarda
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standart glukoz ¢ozeltileri hazirlanmis ve fenol siilfiirik asit yontemi uygulanarak elde

edilen absorbans degerleri ile grafik ¢izilmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4: Fenol siilfiirik asit yontemiyle glukoz konsantrasyonlarindan hazirlanan standart egri

3.3.2. Serbest Klor ve pH

Havuz sularmin serbest klor degerleri 6rneklerinin alinmasi sirasinda klor 6lgiim kitiyle

(Aquarosa), pH degerleri ise pH 6l¢tim kitiyle yapilmistir (Aquarosa).

3.3.3. Sicakhk

Havuz suyunun sicakligi Orneklerin alinmasi srrasinda termometre kullanilarak

Olctilmiistiir.

3.3.4. Alkalinite

Havuz suyundaki alkalinite miktarinin 6l¢iimii i¢in 2 basamakli asit titrasyon deneyi
uygulanmistir [69]. Bu deneyde ilk basamakta fenolftalein alkalinitesi, ikinci basamakta
toplam alkalinite Ol¢tilmiistiir. Su 6rnegi alkalinite dlgclimiinden once sudaki asili halde
bulunan maddeleri uzaklastirmak i¢cin 0.45 pm por ¢apli membran filtreden (Sartorius)

stizilmiistiir. Daha sonra 100 ml 6rnege 2-3 damla fenolftalein indikator cozeltisi
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damlatilarak pembe renk olusumu gdzlenmistir. Bu basamakta gdzlenen pembe renk
fenolftalein alkalinitesinin varligini gostermektedir. Ardindan renk kaybolana kadar 0.1
N hidroklorik asit (HC]) ile titrasyon yapilmis ve harcanan HCI miktar1 kaydedilmistir.
Ikinci basamakta toplam alkaliniteyi dlgmek icin ayni drnegin iizerine 4-8 damla metil
oranj indikatorii damlatilmis ve sar1 renk olusumu goézlenmistir. Sar1 renk turuncuya
donene kadar 0.1 N HCl ile titrasyon yapilmig ve harcanan HCI miktar1 kaydedilmistir.

Toplam alkalinite miktar1 asagidaki formiilden hesaplanmaistir.

Toplam alkalinite (mg/L) = (S).(N).(50).(1000)

Ornek hacmi (ml)

S: Ornegin titrasyonu sirasinda metil oranj noktasina kadar harcanan HC1 miktar1 (ml)

N: HCI normalitesi

3.3.5. Toplam Coziinmiis Kati Madde Miktar1 (TCM)

Havuz suyunun toplam ¢6ziinmiis kati madde (TCM) miktar1 WTW LF-95
kondiiktivitemetre cihazi kullanilarak &lgiilmiistiir. Olgiim swrasinda su &rneginin
sicakhiginin 25°C’de olmasi saglanmustir. Ayrica kullanilan cihaz her kullanimdan dnce

25 °C’de 0.01 M potasyum kloriir (KCl) ile kalibre edilmistir [70].

3.4. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Degerlerin normal dagilim gosterip gostermediklerinin ve aralarindaki istatistiksel
iligskilerin belirlenmesi i¢cin SPSS 16.0 programi kullanilmigtir. Bakteri sayilari,
karbonhidrat miktari, suyun fiziksel ve kimyasal parametreleri arasindaki iligki Sperman
korelasyon katsayilar testi ile gosterilmistir. Anlamlilik degeri p < 0.05 olarak kabul

edilmistir.
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3.5. ARASTIRMADA KULLANILAN BESIYERLERI VE KIMYASAL
MADDELER

3.5.1. Charcoal Yeast Ekstract (CYE) Agar

Aktif komiir 20¢g
Maya oziitu 100 g
Agar 130¢g
Distile su 1000 ml

121°C’de 20 dk. steril edilir. 45-50 °C’ ye sogumasi beklenir. Ardindan BCYE besiyeri

katki maddesi ilave edilir.

3.5.2. BCYE Besiyeri Katkisi

ACES 50¢g
Ferrik pirofosfat 0.125 ¢
L-sistein 020¢g
a-ketoglutarat 0.50 g
Distile su 100 ml

Su banyosunda 10 dakika kaynatilir. 30-40°C’ye soguduktan sonra 10 M KOH ile pH
6.9’a ayarlanir. 0.22 pm por caph filtreden gegirilerek steril edilir ve CYE Agara

eklenir.

3.5.3. Water Plate Count Agar

Tripton 60¢g
Maya oziitu 30g
Agar 150¢g
Distile su 1000 ml

pH: 7.2+ 0.2 121 °C’de 15 dk steril edilir.

3.5.4. Non-nutrient Agar

Bakteriyolojik agar I5¢g
Distile su 1000 ml
121°C’de 15 dk steril edilir.
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3.5.5. Page Saline

NaCl 120.0 mg
MgS04.7H,0 4.0 mg
CaCl,.2H,0 4.0 mg
Na,HPO4 142.0 mg
KH,PO4 136.0 mg
Distile su 1000 ml

pH: 6.8+0.1 121 °C’de 15 dk steril edilir.

3.5.6. Escherichia coli Siispansiyonu

Nutrient Agar besiyerinde iiretilen 24 saatlik E.coli kiiltiiri Page Saline igerisine
eklenerek yogun bir bulaniklik elde edilir. Bu karisim 121 °C’de 20 dk bekletilerek
E.coli bakterilerinin 6lmesi saglanir. Elde edilen siispansiyon 6zgiir yasayan amiplere

besin kaynag1 olarak kullanilir.

3.5.7. %0.5’lik Sodyum Tiyosiilfat

Sodyum tiyosiilfat 25¢g
Distile su 500 ml

3.5.8. HCI-KCI Asit

HCI1 105 ml
KCl 149 ¢
Distile su 21t

1 1t distile su tizerine 105 ml saf HCI ilavesiyle 1.2 mol/L HCI, 1 It distile su i¢ine 14.9
gr KCl eritilerek 0.2 mol/L KCI stok soliisyonu hazirlanir. Stok HCI soliisyonundan 3.9
ml, stok KCI soliisyonundan 25 ml almarak karistirilir. Bu asit karigimmin pH’s1 1

mol/L KOH ile 2.2 + 0.2 ye ayarlandiktan sonra karanlikta cam sisede saklanir ve taze

olarak kullanilir [11].

3.5.9. 3x Fosfat Tamponu (PBS)

KH,PO, 049 g
NaCl 23¢g
Distile su 100 ml
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NaCl ile pH 7.2’ye ayarlanir.

3.5.10. 1x PBS
3xPBS 33 ml

Distile su 100 mI’ye tamamlanir.

3.5.11. 5 M Sodyum Kloriir

NaCl 2925¢
Distile su 1000 ml
0.22 um por capl filtreden gegirilir.

3.5.12. 1 M Sodyum Hidroksit

Distile su 100 mI’ye tamamlanir.

0.22 um por capl filtreden gegcirilir.

3.5.13. 10 M Sodyum Hidroksit

NaOH 10g
Distile su 25 ml’ye tamamlanir.

0.22 um por capl filtreden gegirilir.

3.5.14. 1 M Hidrojen Kloriir

HCl 0.015¢
Distile su 25 ml

3.5.15. %10 Sodyumdodecylsulfate (SDS)

SDS 2g
Distile su 20 ml’ye tamamlanir.

0.22 um por capl filtreden gegirilir.

3.5.16. 1 M Tris HCI

Tris 6.05¢g
Distile su 25 ml
HCl ile pH 8’e ayarlanur.
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Distile su ile toplam hacim 50 ml’ye tamamlanir.

0.22 um por capl filtreden gegirilir.

3.5.17. 0.5 M EDTA

EDTA 9.05¢g
Distile su 40 ml
10 M NaOH ile pH 8.0 ayarlanr.

Distile su ile toplam hacim 50 ml’ye tamamlanir.

0.22 um por capl filtreden gegirilir.

3.5.18. Tris EDTA

1 M Tris HCI I ml
0.5 M EDTA 200 pl
Distile su 100 mI’ye tamamlanir.

pH: 8 0.22 um por ¢apl filtreden gegirilir.

3.5.19. Paraformaldehit (PFA)

1xPBS 6.5 ml
Paraformaldehit 04¢g

1 M NaOH 1 damla
3xPBS 3.3 ml

1 M HCI 1 damla

pH 7.2. 0.22 pm por capl filtreden gegirilir.

3.5.20. Hibridizasyon Tamponu

5 M Na(Cl 360 pl

Im Tris/HCI (pH 8.0) 40 pl

Formamid:
Legionella tirleri i¢in 400 pl
Ozgiir yasayan amipler i¢in 600ul

Bidistile su:
Legionella tiirleri i¢in 12001
Ozgiir yasayan amipler i¢in 1000l
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%10 SDS 4l

3.5.21. Yikama Tamponu

Tris/HCI (pH 8.0) Iml
5M NaCl:
Legionella tiirleri i¢in 2250ul
Ozgiir yasayan amipler i¢in 1120pul
0.5M EDTA:
Legionella tiirleri i¢in 500ul
Ozgiir yasayan amipler i¢in 500ul

Santrifiij tiipii 50 ml’ye kadar bidistile su ile doldurulur.
%10 SDS 50 pl

3.5.22. 4’-6-Diamidino-2-Phenylindole (DAPI)

I mg/ml stok i¢cin 50 mg DAPI, 50 ml filtre edilmis bidistile su i¢inde ¢oziiliir ve
bidistile su ile 50 kat sulandirilarak 20 mg/L’lik ¢alisma silispansiyonu elde edilir. Elde

edilen siispansiyon Eppendorf tiiplerine boliiniip -20 °C” de saklanur.

3.5.23. Fenolftalein indikator Cozeltisi

Fenolftalein 05¢g
%95°lik etil alkol 50 ml
Distile su 5 ml

3.5.24. Metil Oranj indikator Cozeltisi
Metil oranj 005¢g
Distile su 100 ml
3.5.25. NaCl-Formaldehit Cozeltisi

NaCl 85¢g
%37’lik formaldehit 0.22 ml
Distile su 100ml
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3.5.26. % 5’lik Fenol Cozeltisi

Fenol 5 ml

Distile su 100 ml

3.5.27. 0.1 N Hidroklorik Asit Cozeltisi

%37’lik HCI 8.28 ml

Distile su 1000 ml’ye tamamlanir.
3.5.28. 0.01 M Potasyum Kloriir

KCI 0.745 g

Distile su 1000 ml

3.5.29. 10 M Potasyum Hidroksit

KOH 56¢g

Distile su 10 ml’ye tamamlanir.
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4. BULGULAR

Calismamizda Istanbul genelinde bulunan 25 adet yiizme havuzuna ait su ve biyofilm
ornekleri kiiltiir ve FISH yontemi kullanilarak mikrobiyolojik agidan incelenmis, 6rnek

alman havuz sularinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri arastirilmistir.

Yiizme havuzlarma ait su 6rneklerinin kiiltiir yontemine gore incelenmesinde havuzlarin
23’linde (%92) toplam aerobik heterotrofik bakteriler, 4’tinde (%16) O0zgilir yasayan
amipler saptanmis, fakat havuzlarmn hicbirinde Legionella cinsi bakterilere
rastlanmamistir. Ayni havuzlara ait biyofilm 6rneklerinin kiiltiir yontemiyle incelenmesi
sonucunda havuzlarin 21’inde (%84) toplam aerobik heterotrofik bakteriler, 2’sinde
(%8) Ozgiir yasayan amipler, 1’inde (%4) Legionella cinsi bakteriler goriilmiistiir (Tablo
4.1).

Su orneklerindeki Ozgiir yasayan amipler ve Legionella cinsi bakterilerin FISH
yontemine gore incelenmesi sonucunda yiizme havuzlarmin 7’sinde (%28) ozglir
yasayan amiplere, 6’sinda (%24) Legionella cinsi bakterilere rastlanmistir. Havuzlara
ait biyofilm Orneklerinin FISH yontemine gore incelenmesi sonucunda havuzlarin
6’sinda (%?24) oOzgiir yasayan amipler, 7’sinde (%28) Legionella cinsi bakteriler
goriilmiistiir (Tablo 4.2).
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Tablo 4.1: Incelenen havuzlarda kiiltiir yontemine gore saptanan mikroorganizmalarin dagilimi

Ornekler Su Biyofilm
Mikroorganizmalar Sayt | % Say %
Toplam Heterotrofik Bakteriler 23 | 92 21 84
Ozgiir Yasayan Amipler 4 16 2 8
Legionella Cinsi Bakteriler 0 0 1

Tablo 4.2: Incelenen havuzlarda FISH yontemine gore saptanan mikroorganizmalarin dagilim

Ornekler Su | Biyofilm
Mikroorganizmalar Sayt | % | Sayt | %
Ozgiir Yasayan Amipler 7 281 6 24
Legionella Cinsi Bakteriler 6 |24 7 |28

4.1. KULTUR YONTEMINE GORE SONUCLAR

4.1.1. Yiizme Havuzlarinda Kiiltiir Yontemine Gore Saptanan Toplam Aerobik

Heterotrofik Bakteriler

Yiizme havuzlarindan alinan su ve biyofilm Orneklerinde kiiltiir yontemine gore
saptanan toplam aerobik heterotrofik bakteriler Tablo 4.3 ve Sekil 4.1°de goriilmektedir.
22°C’de kiiltiire edilen su 6rneklerinin 5’inde (%20) (1, 2, 10, 14, 25), 37°C’de kiiltiire
edilen Orneklerin 5’inde (%20) (1, 2, 10, 14, 25) ml’ de iireyen toplam aerobik
heterotrofik bakteri sayismin 200’ astigi saptanmistir (>200 kob/ml). Ayn1 havuzlara
ait biyofilm orneklerinin incelenmesi sonucu 22°C’de inkiibe edilen drneklerin 4’iiniin
(2, 8, 10, 25), 37°C’de inkiibe edilen drneklerin 3 iiniin (8, 10, 25) >200 kob/ml oldugu

goriilmiistiir.
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Tablo 4.3: Yiizme havuzlarinda toplam aerobik heterotrofik bakterilerin dagilimi

Havuz No | Su (kob/ml) | Biyofilm (kob/cmz)

22°C | 37°C | 22°C 37°C

1 345 280 128 80

2 240 | 397 218 157

3 57 66 1.3 0

4 0 0 15 59

5 0 0

6 3 0 0

7 166 5 5.3 1

8 30 0 256 275

9 102 16 38 0

10 460 | 685 525 465

11 163 86 1 0

12 28 13 0 15

13 60 135 85 14

14 202 345 101 27

15 116 53 0 0

16 48 78 36

17 45 33

18 84 64 0

19 130 149 77 89

20 117 40 40 56

21 30 26

22 24 24

23 24 22

24 22 19 7 5

25 560 | 370 236 230

kob: koloni olugturan birim

Sekil 4.1: Water PCA besiyerinde iireyen toplam aerobik heterotrofik bakteriler
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4.1.2. Yiizme Havuzlarinda Kiiltiir Yontemine Gore Saptanan Ozgiir Yasayan

Amipler

Incelenen yiizme havuzlarindan alman su ve biyofilm &rneklerinde kiiltiir yontemine
gore Ozgiir yasayan amiplerin lireme durumu Tablo 4.4’te goriilmektedir. Bu
mikroorganizmalara havuz suyu Orneklerinin 4’tinde (2, 13, 14, 20), biyofilm
orneklerinin 2’sinde (10, 20) rastlanmistir. NNA besiyerinde iiremis olan 6zgiir yasayan
amiplerin 151k mikroskobundaki gorintiileri Sekil 4.2°de goriilmektedir. 20 nolu
havuzun biyofilm 6rneginde 37°C’de ilireme gosteren 6zgiir yasayan amiplerin 44°C’de

de iireme gosterdigi saptanmustir.

Tablo 4.4: Yiizme havuzlarinda 6zgiir yasayan amiplerin dagilimi

Havuz No | Su | Biyofilm
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* :37°C ve 44°C de tireme goriilmiistiir.
+: lireme var
- tireme yok
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Sekil 4.2: NNA besiyerinde iliremis 6zgiir yasayan amiplerin 151k mikroskobundaki goriintiisii
(100x) a) Trofozoit, b) Kist
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4.1.3. Yiizme Havuzlarinda Kiiltiir Yontemine Gore Saptanan Legionella Cinsi

Bakteriler

Incelenen yiizme havuzlarindan alman su ve biyofilm &rneklerinde kiiltiir yontemine
gore saptanan Legionella cinsi bakteriler Tablo 4.5’te, bu bakterilerin BCYE agardaki
kolonileri ve 151k mikroskobundaki goriintiileri Sekil 4.3’te goriilmektedir. Legionella
cinsi bakterilere havuz suyu Orneklerinde rastlanmadigi halde biyofilm Orneklerinin

I’inde (1 nolu havuz) rastlanmistir.

Tablo 4.5: Yiizme havuzlarinda Legionella cinsi bakterilerin dagilimi

Havuz No | Su (kob/ml) | Biyofilm (kob/cm®)
0 200

(=)

(=] (=] f) [o] fo) [o) fo) [l [o) [l [o) fw] fo) [w] fo) [o] fo) [a) [a) [l fa) Fa {a) ]
(=] =] f) [w] fo) [o) fo) [) [o) [al [o) (o] fo) [w] fo) [o] fo) [o) fa) fal fa) Fa o)

(NSRS NS NG I NS I NG e e e e e ey e N Y )
M-PWI\)HO\DOO\]ONM-PWI\)HO\DOO\]ONM-PWI\)»—a

Sekil 4.3: Legionella cinsi bakteriler a) BCYE agar Petrisinde b) Gram boyama (1000x)
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4.2. FISH YONTEMINE GORE SONUCLAR

4.2.1. Yiizme Havuzlarinda FISH Yontemine Gore Saptanan Ozgiir Yasayan

Amipler

Yiizme havuzlarindan alman su ve biyofilm Orneklerinde FISH yOntemine goére
saptanan 0zgiir yasayan amipler Tablo 4.6, Sekil 4.4 ve Sekil 4.5’te goriilmektedir. Bu
yonteme gore incelenen su Orneklerinin 7’sinde, biyofilm Orneklerinin 6’sinda 6zgiir
yasayan amipler bulunmustur. Su orneklerinin 7’sinde (1, 2, 4, 10, 13, 14, 20)
Acanthamoeba cinsi amiplere rastlanmis, Hartmanella cinsi amiplere rastlanmamaistir.
Incelenen biyofilm &rneklerinin 5’inde (1, 10, 13, 14, 20) Acanthamoeba cinsi amipler,

I’inde (2 nolu havuz) Hartmanella cinsi amipler gérilmiistiir.

Tablo 4.6: FISH yontemine gore saptanan 6zgiir yasayan amipler

Havuz No Su (hiicre/ml) Biyofilm (hiicre/cm”)
AC. HART. AC. HART
1 32.1x10° 0 0.36 x10° 0
2 3.56 x10° 0 0 0.36 x10°
3 0 0 0 0
4 14.3 x10° 0 0 0
5 0 0 0 0
6 0 0 0 0
7 0 0 0 0
8 0 0 0 0
9 0 0 0 0
10 14.3 x10° 0 0.36 x10° 0
11 0 0 0 0
12 0 0 0 0
13 7.13 x10° 0 0.36 x10° 0
14 10.7 x10° 0 0.71 x10° 0
15 0 0 0 0
16 0 0 0 0
17 0 0 0 0
18 0 0 0 0
19 0 0 0 0
20 32.1x10° 0 0.71 x10° 0
21 0 0 0 0
22 0 0 0 0
23 0 0 0 0
24 0 0 0 0
25 0 0 0 0

AC: Acanthamoeba
HART: Hartmanella



43

Yiizme havuzlarinda FISH yontemine gore saptanan Acanthamoeba cinsi amiplerin epifloresan

mikroskoptaki goriintiisii Sekil 4.4’te goriilmektedir.

Sekil 4.4: Acanthamoeba’ nin epifloresan mikroskoptaki goriintiileri a) EUK516-CY3 (500x)
b) ACANTHA-FAM (500x) ¢c) ACANTHA-DAPI (500x) d) ACANTHA-FAM (500%)
e) ACANTHA-DAPI (1000x) f) ACANTHA-FAM (1000x)
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Yiizme havuzlarinda FISH yontemine gore saptanan Hartmanella cinsi amiplerin epifloresan

mikroskoptaki goriintiisii Sekil 4.5°te goriilmektedir.

Sekil 4.5: Hartmanella’ nin epifloresan mikroskoptaki goriintiileri
a) HART 498-DAPI (500x) b) HART 498-FAM (500x)
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4.2.2. Yiizme Havuzlarinda FISH Yontemine Gore Saptanan Legionella Cinsi

Bakteriler

Yiizme havuzlarindan alinan su ve biyofilm 6rneklerinin gerek Leg PNE 1 gerek Leg
705 problar1 kullanilarak FISH yontemine gore incelenmesi sonucunda su orneklerinin
6’sinda (%24), biyofilm Orneklerinin 7’sinde (%28) Legionella cinsi bakterilere
rastlanmistir (Tablo 4.7). Leg PNE1 probunun kullanimi sonucu su 6rneklerinin 1’inde
(14 nolu havuz), biyofilm 6rneklerinin 4’tinde (12, 14, 21, 22) L. pneumophila serogrup

1 saptanmustur.

Tablo 4.7: FISH yontemine gore saptanan Legionella cinsi bakteriler

Havuz Su (hiicre/ml) Biyofilm (hiicre/cm?)

No LPSI LEG. LPSI LEG.

1 0 0 0 0.36 x10°
2 0 17.8x10° 0 11x10°
3 0 0.36 x10° 0 0

4 0 0 0 0

5 0 0 0 0

6 0 0 0 0

7 0 0 0 0

8 0 0 0 0

9 0 0 0 0

10 0 0.59x10° 0 0.36 x10°
11 0 0 0 0

12 0 0 0.36 x10° 0.36 x10°
13 0 0.48 x10° 0 0

14 3.65x10° 8.32 x10° 4.6 x10° 8.9x10°
15 0 0 0 0

16 0 0 0 0

17 0 0 0 0

18 0 0 0 0

19 0 0 0 0

20 0 0 0 0

21 0 0.12 x10° 0.36 x10° 0

22 0 0 0.71 x10° 1.8x10°
23 0 0 0 0

24 0 0 0 0

25 0 0 0 0

LPS1: Legionella pnumophila serogrup 1
LEG: Legionellaceae
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Yiizme havuzlarinda FISH yOntemine gore saptanan Legionella cinsi bakterilerin

mikroskobik goriintiisii Sekil 4.6’da goriilmektedir.

Sekil 4.6: Legionella cinsi bakterilerin epifloresan mikroskoptaki goriintiileri
a,c) Leg 705-DAPI (500x) b, d) Leg 705-FAM (500x%)
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Yiizme havuzlarinda FISH yontemine gore saptanan Legionella pneumophila serogrup

I’in mikroskobik goriiniimii Sekil 4.7°de goriilmektedir.

Sekil 4.7: Legionella pneumophila serogrup 1’in epifloresan mikroskoptaki goriintiisii

a, ¢) Leg PNE 1- DAPI (1000x) b, d) Leg PNEI-CY3 (1000x)

43. ANKET SONUCLARINA GORE YUZME HAVUZLARININ
OZELLIKLERI

Yapilan anket sonuglarina gore ylizme havuzlarmin 6’smin (%24) agik, 19’unun (%76)
kapali olarak faaliyet gosterdigi, kapali havuzlardan 1’inin termal havuz olarak
isletildigi goriilmiistiir. Havuzlarin 21°inin 10 yildan az, 4’linlin 10 yildan fazla stiredir
faaliyet gosterdigi dgrenilmistir. Incelenen yiizme havuzlarinm 17’sinde (%68) yalnizca
klorla dezenfeksiyon yonteminin kullanildigi, 3 havuzda (%12) klorla dezenfeksiyona
ek olarak iyonizasyon ve ozonlama, 3 havuzda (%12) yalniz bromla dezenfeksiyon, 1

havuzda (%4) yalniz ozonlama, 1 havuzda (%4) yalniz iyonizasyon yonteminin
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kullanildig1 6grenilmistir. Havuzlari kullanan giinliik kisi sayisinin 21 havuzda 10-60, 5
havuzda 120-300 arasinda oldugu, havuz i¢i malzemesinin 18 havuzda fayans, 4

havuzda betebe, 3 havuzda pable oldugu 6grenilmistir (Tablo 4.8).

Tablo 4.8: Anket sonuglarina gore yiizme havuzlarmin 6zellikleri

HAVUZ OZELLIKLERI
H?\IVSZ I&;/;Z hl/;leiil\;lelrznleii Iéuzlé?lr: 1gr:1 Kul(llilgir/r;:;hgl Dezenfeksiyon Yontemi

1 4 Fayans Agik 50 Klor

2 4 Fayans Agik 10 Klor

3 6 Fayans Kapali 30 Klor, iyonizasyon
4 2 Fayans Kapali 150 Klor

5 6 Pable Kapali 300 Klor, iyonizasyon,ozon
6 2 Pable Kapali 30 Klor

7 2 Fayans Kapali 150 Klor, ozon

8 3 Fayans Kapali 200 Klor

9 12 Fayans Kapali 60 Klor

10 10 Fayans Kapali 60 Klor

11 5 Betebe Acik 30 Klor

12 5 Betebe Acik 10 Klor

13 6 Betebe Kapali 10 Brom

14 6 Betebe Acik 20 Brom

15 4 Fayans Kapali 30 Klor

16 6 Fayans Kapali 20 Klor

17 15 Fayans Agik 10 Klor

18 7 Fayans Kapali 30 Klor

19 3 Fayans Kapali 15 Klor
20 2 Pable Kapali(termal) 10 Brom
21 3 Fayans Kapali 55 Klor
22 2 Fayans Kapali 10 Ozon
23 18 Fayans Kapali 30 Klor
24 8 Fayans Kapali 25 Klor
25 3 Fayans Kapali 120 Iyonizasyon
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4.4. YUZME HAVUZLARININ FiZiKSEL VE KiIMYASAL OZELLIKLERI

Ornek alman yiizme havuzlarmin mikrobiyolojik 6zelliklerinin yaninda arastirilan EPS,
serbest klor, pH, sicaklik, alkalinite, TCM, iletkenlik gibi fiziksel ve kimyasal degerleri
Tablo 4.9°da goriilmektedir. Serbest klor degeri, klorla dezenfekte edilen 5 agik
havuzdan 2’sinde (%40) 1-3 mg/L aralifinda, 15 kapali havuzdan 6’sinda (%40) 1-1.5
mg/L araliginda bulunmustur. Incelenen tiim yiizme havuz sularmm pH degerlerinin
6.5-7.8 arasinda oldugu saptanmustir. 6 agik havuzun tiimiiniin su sicaklig1 8-18°C, 19
kapali havuzun 10’unun (%53) sicakligi 26-28°C olarak olgiilmiistiir. Havuzlarin
tiimiiniin alkalinitesinin 30-180 mg/L arasinda oldugu, TCM degerlerinin <2500 mg/L

oldugu saptanmastir.

Tablo 4.9: Incelenen yiizme havuzlarma ait fiziksel ve kimyasal degerler

Serbest Klor Sicaklik Alkalinite
Havuz No (mg/L) pH ) (mg/L) TCM
1* 0.15 6.8 8 70 768
2% 0.15 6.8 8 75 796
3 4 7.2 30 70 885
4 3 6.8 28 75 1109
5 4 6.8 28 80 480
6 3 6.8 27 50 626
7 4 7.4 29 70 760
8 1.5 6.8 28 85 732
9 1.5 6.8 28 45 1163
10 0.6 6.8 24 110 680
11# 3 6.8 18 100 600
12+ 4 7.4 9 60 1535
13 1.5 6.8 30 75 405
14+ 1 7.2 8 82 1030
15 0.30 7.4 27 90 1988
16 1 7.4 29 105 655
17+ 1 6.8 8 70 1300
18 1 7.2 28 95 1250
19 0.40 7.4 28 100 690
20 0.15 7.4 38 75 755
21 1.5 7.4 28 75 528
22 1.5 7.2 33 80 897
23 3 6.8 20 75 775
24 1.5 7.2 27 90 445
25 0.60 6.5 29 110 1923

*: Agik ylizme havuzlar
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Incelenen havuzlara ait biyofilm tabakasinda saptanan toplam aerobik heterotrofik
bakteri sayilar1 ile EPS’den elde edilen glukoz konsantrasyonlar1 Tablo 4.10°da
goriilmektedir. Yapilan Spearman's korelasyon testine gore bu bakterilerin sayilari ile

glukoz konsantrasyonlar1 arasinda anlaml bir iligki bulunmamastir.

Tablo 4.10: Biyofilm 6rneklerindeki toplam aerobik heterotrofik bakteriler ve EPS glukoz

konsantrasyonlar1
Havuz | TAHB sayilart | Glukoz konsantrasyonlari (ug/ml)
No | 22°C | 37°C
1 128 80 2
2 218 157 0.9
3 1.3 0 0.5
4 15 59 3.7
5 0 0 4.4
6 0 1 2.6
7 5.3 1 1.1
8 256 275 7.1
9 38 0 3.1
10 525 465 0.9
11 1 0 4.5
12 0 15 1.9
13 85 14 0.6
14 101 27 1.3
15 0 0 5.2
16 36 1 0.9
17 1 0 0.5
18 0 0 1.8
19 77 89 7.5
20 40 56 5.6
21 1 0 1.2
22 0 0 1.5
23 2 0.7
24 7 5 1.4
25 236 230 7.9
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Calismamizda arastirilan mikroorganizmalar ile havuz sularmin fiziksel ve kimyasal
ozellikleri arasindaki iligkiler Tablo 4.11, 4.12, 4.13” te gosterilmistir. Buna gore serbest
klor degeri normal bulunan 9 yiizme havuzunun 8’inde (8, 9, 11, 16, 17, 18, 21, 24)
TAHB sayisinin <200 kob/ml oldugu bulunmustur. Serbest klor degeri diisiik bulunan 6
ylizme havuz suyundan 3’iinde (1, 2, 10), serbest klor degeri yliksek bulunan 10
havuzun 1’inde (14) TAHB sayis1t yiiksek (>200 kob/ml) bulunmustur. Yapilan
Spearman's korelasyon analizine gore 22°C ve 37°C’deki TAHB ile havuz sularina
uygulanan serbest klor degerleri arasinda negatif yonde giiclii bir iliski saptanmistir
(p<0.01). Incelenen yiizme havuz sularmin tiimiiniin pH, alkalinite ve TCM degerlerinin
normal sinirlar i¢inde oldugu saptanmistir. Su sicakligit normal aralikta bulunan 10
havuzun TAHB sayilar1 da normal degerlerde goriilmiistiir. Su sicakliginin diisiik
oldugu 8 havuzun 4’iinde (1, 2, 10, 14), yiiksek oldugu 7 havuzun 1’inde (25) TAHB

say1s1 >200 kob/ml bulunmustur.

Tablo 4.11: Havuzlara ait toplam aerobik heterotrofik bakteriler (TAHB) ile fiziksel ve
kimyasal degerler

Havuz | Su(kob/ml) | Biyofilm(kob/cm’) | Serbest klor (mg/L) Stcaklik | Alkalinite (mg/L)

No [22°C [37°C| 22°C | 37°C PH (o) TeM
1% | 345 | 280 | 128 80 0.15 68| 8 70 768
2% | 240 | 397 | 218 157 0.15 68| 8 75 796
3 57 | 66 13 0 4 72| 30 70 885
4 0 0 15 59 3 68| 28 75 1109
5 0 0 0 0 4 68| 28 80 480
6 3 0 0 1 3 68| 27 50 626
7 166 | 5 53 1 4 74| 29 70 760
8 30 | 0 256 275 15 68| 28 85 732
9 102 | 16 38 0 15 68| 28 45 1163
10 | 460 | 685 | 525 465 0.6 68| 24 110 680
11* | 163 | 86 1 0 3 68| 18 100 600
12¢ | 28 | 13 0 15 4 74| 9 60 1535
13 | 60 | 135 85 14 15 68| 30 75 405
14% | 202 | 345 | 101 27 1 72| 8 82 1030
15 | 116 | 53 0 0 0.30 74| 27 90 1988
16 | 48 | 78 36 1 1 74| 29 105 655
17% | 45 | 33 1 0 1 68| 8 70 1300
18 | 84 | o4 0 0 1 72| 28 95 1250
19 | 130 | 149 | 77 89 0.40 74| 28 100 690
20 | 117 | 40 40 56 0.15 74| 38 75 755
21 30 | 26 1 0 15 74| 28 75 528
2 | 24 | 24 0 0 15 72| 33 80 897
23 | 24 | 22 2 1 3 68| 20 75 775
24 | 22 | 19 7 5 15 72| 27 90 445
25 | 560 | 370 | 236 230 0.60 65| 29 110 1923

*: Agik ylizme havuzlari
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Serbest klor degeri normal bulunan 9 havuzda (8, 9, 11, 16, 17, 18, 21, 24, 25) ozgiir
yasayan amiplere rastlanmamistir. Serbest klor degeri diisiik bulunan 6 havuzun 4’iinde
(1, 2, 10, 20), serbest klor degeri yiiksek bulunan 10 havuzun 3’iinde (4, 13, 14) 6zgiir
yasayan amiplere rastlanmistir. Yapilan Spearman's korelasyon analizine gore 6zgiir
yasayan amipler ve serbest klor miktarlar1 arasinda negatif yonde zayif bir iliski
bulunmustur (p<0.05). Yiizme havuzlarmin timiiniin pH, alkalinite ve TCM
degerlerinin normal sinirlar iginde oldugu saptanmistir. Ozgiir yasayan amiplere su
sicakliginin normal goriildiigii havuzlarin 1’inde (4), diisiik gorildigii havuzlarin

4’iinde (1, 2, 10, 14) ve yiiksek goriildiigli havuzlarin 2’sinde (13, 20) rastlanmistir.

Tablo 4.12: Havuzlara ait 6zgiir yasayan amipler ile fiziksel ve kimyasal degerler

Havuz | Su(hiicre/ml) | Biyofilm(hiicre/cm®) | Serbest Klor (mg/L) Sicaklik | Alkalinite (mg/L)
No AC. AC. HART. pH O TeM
1* 32.1x10* | 0.36x10° 0 0.15 6.8 8 70 768
2% 3.56 x10° 0 0.36x10° 0.15 6.8 8 75 796
3 0 0 0 4 72 30 70 885
4 14.3 x107 0 0 3 6.8 28 75 1109
5 0 0 0 4 6.8 28 80 480
6 0 0 0 3 6.8 27 50 626
7 0 0 0 4 74 29 70 760
8 0 0 0 5 6.8 28 85 732
9 0 0 0 1.5 6.8 28 45 1163
10 143 x10* | 0.36x10° 0 0.6 6.8 24 110 680
11% 0 0 0 6.8 18 100 600
12% 0 0 0 4 74 9 60 1535
13 7.13x10° | 0.36x10° 0 15 6.8 30 75 405
14% 10.7x10*> | 0.71x10° 0 1 72 8 82 1030
15 0 0 0 0.30 74 27 90 1988
16 0 0 0 1 74 29 105 655
17% 0 0 0 1 6.8 8 70 1300
18 0 0 0 1 72 28 95 1250
19 0 0 0 0.40 74 28 100 690
20 32.1x10*> | 0.71x10° 0 0.15 74 38 75 755
21 0 0 0 1.5 74 28 75 528
22 0 0 0 1.5 72 33 80 897
23 0 0 0 3 6.8 20 75 775
24 0 0 0 1.5 72 27 90 445
25 0 0 0 0.60 6.5 29 110 1923

*: Agik ylizme havuzlari
AC: Acanthamoeba
HART: Hartmanella
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Serbest klor degeri normal bulunan 9 havuzun (8, 9, 11, 16, 17, 18, 21, 24, 25) 1’inde
(21) Legionella cinsi bakteriler saptanmistir. Serbest klor degeri diisiik bulunan 6
havuzun 3’linde (1, 2, 10), serbest klor degeri yiliksek bulunan 10 havuzun 5’inde (3, 12,
13, 14, 22) Legionella cinsi bakterilere rastlanmistir. Yiizme havuzlarinin tiimiiniin pH,
alkalinite ve TCM degerlerinin normal smirlar i¢inde oldugu saptanmistir. Legionella
cinsi bakterilere su sicakliginin normal oldugu havuzlarin 1’inde (21), diisiik oldugu
havuzlarin 5’inde (1, 2, 10, 12, 14), yiksek oldugu havuzlarin 3’tinde (3, 13, 22)

rastlanmistir.

Tablo 4.13: Havuzlara ait Legionella cinsi bakteriler ile fiziksel ve kimyasal degerler

Havuz Su (hiicre/ml) Biyofilm(hiicre/cm?®) | Serbest Sicaklik | Alkalinite (mg/L) —
No LPSI LEG LPSI LEG | mgL) | pH | (°C) ¢
1* 0 0 0 0.36x10° | 0.15 | 6.8 8 70 768
2% 0 17.8x107 0 11x10° | 0.15 |68 8 75 796
3 0 0.36x107 0 0 4 72 30 70 885
4 0 0 0 0 3 6.8 28 75 1109
5 0 0 0 0 4 6.8 28 80 480
6 0 0 0 0 3 6.8 27 50 626
7 0 0 0 0 4 74 29 70 760
8 0 0 0 0 15 |68 28 85 732
9 0 0 0 0 15 |68 28 45 1163
10 0 0.59x107 0 0.36x10° | 0.6 |68 24 110 630
11% 0 0 0 0 3 6.8 18 100 600
12% 0 0 0.36x10° | 0.36x10° 4 74 9 60 1535
13 0 0.48x107 0 0 15 |68 30 75 405
14* | 3.65x10° | 8.32x10° | 4.6x10° | 8.9x10° 1 72 8 82 1030
15 0 0 0 0 030 |74 27 90 1988
16 0 0 0 0 1 74 29 105 655
17% 0 0 0 0 1 6.8 8 70 1300
18 0 0 0 0 1 72 28 95 1250
19 0 0 0 0 040 | 7.4 28 100 690
20 0 0 0 0 0.15 |74 38 75 755
21 0 0.12x10% | 0.36 x10° 0 15 |74 28 75 528
22 0 0 0.71x10° | 1.8x10° 15 |72 33 80 897
23 0 0 0 0 3 6.8 20 75 775
24 0 0 0 0 15 |72 27 90 445
25 0 0 0 0 0.60 |65 29 110 1923

*: A¢ik ylizme havuzlari
LPS1: Legionella pnumophila serogrup 1
LEG: Legionellaceae
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5. TARTISMA VE SONUC

Cesitli tilkelerde ylizme havuzlarinin mikrobiyolojik, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri
i¢in kabul edilen standart degerler arasinda farkliliklar bulunmaktadir. 22°C’de kiiltiire
edilen toplam aerobik heterotrofik bakteri sayis1 Almanya standartlarma gore <100
kob/ml, 37°C’de kiiltiire edilen toplam aerobik heterotrofik bakteri sayisi Italya
standartlarma gdre <200 kob/ml, Almanya standartlarma gére <100 kob/ml, Ingiltere
standartlarina gére <10 kob/ml ve Avustralya standartlarma gore <100 kob/ml olarak
belirlenmistir [71]. Ulkemizde T.C. Saglik Bakanlig1 tarafindan 2008 ve 2010 yillarinda
yayinlanan yonetmeliklere gore ylizme havuzlarinda olmasi gereken toplam aerobik
heterotrofik bakteri sayis1 22°C’de 72 saatte <100 kob/ml ve 37 °C’de 48 saatte <100
kob/ml olarak belirtilmistir [47]. Calismamizin ortalarindayken 2011°de yayinlanan son
genelgede ise 37°C’de 24 saat inkiibasyon sonucu toplam aerobik heterotrofik bakteri

sayisiin <200 kob/ml olmasi gerektigi belirtilmistir [7].

Calismamizda 22°C’de kiiltiire edilen havuz suyu Orneklerinin 5’inde (%20), 37°C’de
inkiibe edilen 6rneklerin 5’inde (%20) ml’de iireyen toplam aerobik heterotrofik bakteri
sayisinin 200’1 astig1 saptanmistir. Biyofilm 6rneklerine ait standart degerler konusunda
herhangi bir yonetmelik olmamasina ragmen, calismamizda ayni havuzlardan alinan
biyofilm 6rneklerinin incelenmesinden elde edilen sonuglara gore 22°C°de inkiibe
edilen 6rneklerin 4’{iniin (%16), 37°C’de inkiibe edilen 6rneklerin 3’{iniin (% 12) 200
kob/ml smirmi astigir bulunmustur. Calismamiza benzer olarak Esterman ve dig. [72]
Giliney Avustralya’da inceledikleri 100 havuzun 13’iinde 20°C’deki toplam bakteri
sayisimin, 11°’inde 35°C’deki toplam bakteri sayisimin Avustralya standartlarinca
belirlenen 100 kob/ml limitini astigimi belirtmistir. Leoni ve dig. [71] tarafindan yapilan
calismada ise Italya’nmn Bologna sehrindeki 12 yiizme havuzu incelenmis ve su
orneklerinin %21.1’inde 36°C’de iireyen toplam aerobik heterotrofik bakteri sayisinin

mililitrede 200°den fazla oldugu saptanmistir.
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Calismamizda 9 ylizme havuzuna ait 6rneklerin alinmasmna (15, 16, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24) Bakirkdy Belediyesi Cevre Koruma ve Kontrol Birimi gorevlileri ile birlikte
gidilmistir. Bu havuzlar toplam aerobik heterotrofik bakteriler acisindan T.C. Saglhk
Bakanlig1 tarafindan belirtilen standartlara uygun bulunmustur. Bu da belediye
kontrollerinin toplam aerobik heterotrofik bakteriler agisindan basarili oldugunu
gostermektedir. Buna karsin Keswick ve dig. [73] yaptiklar1 ¢aligmada inceledikleri
belediye havuzlarma ait Orneklerin %36’sinda toplam aerobik heterotrofik bakteri

sayismi yliksek (>200) gérmiislerdir.

Yiizme havuzlarinin toplam aerobik heterotrofik bakteriler acisindan kirliligi konusunda
yapilan literatiir arastirmasinda bu havuzlardan sadece su 6rneklerinin alinip incelendigi
goriilmiistiir. Oysa calismamizda kirlili§i arastirilan yiizme havuzlarmin hem su
ornekleri hem biyofilm Ornekleri alinarak incelenmistir. 200 kob/ml sinirin1 asan 3
havuza ait biyofilm 6rneklerinde de bu bakteriler yogun olarak tretilmistir. Ayrica 1
havuzun su 6rneginde toplam aerobik heterotrofik bakteriler liremedigi halde, biyofilm
orneklerinde iireme goriilmiistiir (Tablo 4.3). Havuzlarda olusmus biyofilm
tabakasindan kopan mikroorganizmalarin zamanla suya gectigi bilindiginden [1],
biyofilm temizligi yapilmadigi takdirde bu havuzlarin sularindaki kirliliginin artmasi
kacmilmaz olacaktir. Calismamizda yapilan Spearman's korelasyon analizine gore su ve
biyofilm orneklerindeki toplam aerobik heterotrofik bakteri sayilar1 arasinda pozitif
yonde giiclii bir iliski saptanmistir (p<0.01). Buna gore biyofilm 6rneklerindeki toplam
aerobik heterotrofik bakteri sayisi arttikca suda bulunan toplam aerobik heterotrofik
bakteri sayis1 da artmaktadir. Bu nedenle havuz sularmmin kirliliginin arastiriimasi
amaciyla yapilan tiim calismalarda hem su hem biyofilm Orneklerinin alinmasi ve

incelenmesinin gerektigini diisiinmekteyiz.

Ozgiir yasayan amipler pek ¢ok su ortaminda yasayabildigi gibi yiizme havuzlarinda da
yasaylp cogalarak saglik icin tehlike olusturabilirler. Yiizme aktivitesi sirasinda
yiiziiciilerle karsilasan ve agiz, burun gibi yollarla viicuda girebilen bu amipler merkezi
sinir sistemi ve korneada olumsuz etkilere neden olabilirler. Ayrica 0zgiir yasayan
amipler, Legionella cinsi bakteriler gibi firsat¢1 patojen mikroorganizmalara ev sahipligi
yaparak bu organizmalarin uygun olmayan cevresel kosullardan korunmasina ve

ortamda yayilmasina destek olurlar [22]. Esterman ve dig. [72] Giiney Avustralya’daki
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100 yiizme havuzunun 34’tinde Ozgiir yasayan amipleri izole etmisler; 14’{inii
Naegleria spp., 4Unii Acanthamoeba spp. olarak identifiye etmislerdir. Calismamizda
kiiltiir yontemine gore havuz suyu orneklerinin 4’tinde (%16), biyofilm 6rneklerinin
2’sinde (%8) Ozglr yasayan amipler gOrilmiistiir. Ancak bu mikroorganizmalarin
sadece morfolojik 6zelliklerine bakilarak isimlendirmeleri yapilmamistir. Bu ¢alismada
izole edilen bu Ozgiir yasayan amiplerin patojen olup olmadiklari, yani saglik riski
olusturup olusturmadiklar: bilinmemektedir. Ozgiir yasayan amiplerin potansiyel
patojenliginin belirlenmesinde kullanilan kriterler arasinda yiiksek sicaklikta cogalma
(termotolerant 0Ozellik), PCR ile spesifik gen bolgesinin arastirilmasi, farelerde
enfeksiyon olusturma gibi yontemler bulunmaktadir [50, 74]. Calismamizda izole edilen
Ozgiir yagsayan amiplerin termotolerant aktivitelerinin belirlenmesi i¢in 44°C’de lireme
ozellikleri incelenmis, bunun sonucunda yalniz 1 havuzun biyofilm Orneginde
termotolerant 6zellik gosteren amiplere rastlanmistir (Tablo 4.4). Nitekim bu havuz
termal Ozellikte faaliyet gostermekte olup, 6rnekleme sirasinda diger havuz sularinda su
sicaklig1 20-33°C arasinda ol¢iiliirken, bu havuzda 38°C olarak 6l¢lilmiistiir. Gornik ve
Kuzna-Grygiel [75] Polonya’nin Szczecin sehrindeki acik ve kapali ylizme havuzlarinda
virulent 6zellikteki amiplerin varligini1 arastirmayi amacladigi ¢aligmalarinda termofil
ozelik gdsteren amiplere %37.2 oraninda rastlamiglardir. Ayrica hayvan deneyleri ile bu
amiplerin %31.25’inin viriilent 6zellikte oldugunu saptamiglardir. Wannasan ve dig.
[50] Tayland’m Chiang Mai sehrindeki dogal su kaynaklariyla ilgili yaptiklari
calismada 9%28.6 oraninda termotolerant ozellik gosteren Ozgilir yasayan amiplere
rastlamiglardir. Bunlarm %37.5’inin Naegleria spp., %18.8’inin Acanthamoeba spp.
oldugu ve incelenen su kaynaklarmin yerel halk i¢in tehlike olusturdugu belirtilmistir.
Edagawa ve dig. [76] Japonya’nin Osaka sehrindeki su aritma tesisleri ve gollerdeki
Ozgiir yasayan amiplerin dagilimim1 amacladiklar1 c¢alismalarinda Grneklerin
%68.7’sinden 6zglir yasayan amipleri izole etmisler, bu drneklerin %86.9’unun 42°C’de
iireme gosterdigi ve PCR yontemiyle inceleme sonucu %33.9’unun Vahlkampfiidae
ailesinden, %7.2’sinin Acanthamoebidae ailesinden oldugunu saptamislardir. Bu
bilgiler 1s1831nda calismamizda havuz suyundan izole ettigimiz termotolerant susun
patojenitesini tam olarak ortaya ¢ikarabilmek amaciyla hayvan deneylerinin ve PCR
yonteminin kullanilacagi calismalarin yapilmasi planlanmaktadir. Ayrica izole edilen
her bir amibin PCR yontemiyle identifikasyonlarinin yapilmas: ileriki ¢aligmalarla

miumkiin olacaktir.
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25 havuza ait 6rnekler kiiltiir yontemine gore incelendiginde 6zgiir yasayan amipler 4 su
(%16), 2 biyofilm (%8) oOrneginde saptanmistir (Tablo 4.4). Kiiltiir yonteminde
gbzlenen morfolojinin idendifikasyon konusunda yeterli olmamasi nedeniyle 6zgiir
yasayan amiplerin cins diizeyinde identifikasyonlarmin ve sayilarinin gergeklestirilmesi
icin FISH yOntemi kullanilmistir. Ayn1 su ve biyofilm 6rneklerinin FISH yontemine
gore incelenmesi sonucu 7 su (%28), 6 biyofilm (%24) 6rneginde farkli cinslere ait
Ozgiir yasayan amipler tespit edilmistir (Tablo 4.6). Bu sonuglara bakildiginda FISH
yonteminin gerek say1 gerekse identifikasyon kolaylig1 agisindan kiiltlir yontemine gore
daha avantajli oldugu distiniilmektedir. Ayrica kiiltiir yontemine gore daha kisa siirede
sonu¢ vermesi ve organizmalarin dogal ortamlarinda incelenmesinin saglanmasi bu
yontemi daha da istiin kilmaktadir. Ancak bu mikroorganizmalarin elde edilmesi,
patojenitesinin ve PCR yontemiyle ileri identifikasyonlarinin yapilabilmesi icin mutlaka

kiiltlir yontemine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Legionella cinsi bakteriler su sicakligi, pH degeri, besleyici madde miktar1 gibi
faktorlerin uygun olmasi durumunda yiizme havuzlarinda bulunmasi miimkiin olan
bakterilerdir. Ayni ortamda 0zgiir yasayan amiplerin bulunmasi Legionella tiirlerinin bu
ortamda kolonize olmasini uygun kilmaktadir. Bu sistemde aerosoller yoluyla yayilan
bu bakteri, havuzlar1 kullanan kisilerde cesitli hastaliklara neden olmaktadir [1, 17].
Calismamizda ylizme havuzlarmin Legionella cinsi bakteriler acisindan kiltiir
yontemine gOre incelenmesi sonucunda su Orneklerinin  hi¢ birinde bu
mikroorganizmaya rastlanmazken ayni1 havuzlara ait biyofilm 6rneklerinin 1’inde (%4)
rastlanmistir (Tablo 4.5). Buna benzer olarak Fields ve dig. [77] tarafindan yapilan bir
calismada Legionella tirleri havuz suyu Orneklerinde saptanmadigi halde havuz
filtresinde (150 kob/ml) saptanmistir. Calismamizda ayn1 havuzlardan alinan 6rneklerin
FISH yOntemine gore incelenmesi sonucunda su orneklerinin 6’sinda (%24), biyofilm
orneklerinin 7’sinde (%28) Legionella cinsi bakterilere rastlanmistir. Su Orneklerinin
I’inden (%4), biyofilm Orneklerinin 4’tinden (%16) izole edilen bu bakterilerin
L.pneumophila serogrup 1 oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.7). Benin ve dig. (2002)
ABD’de otellerin ylizme havuzlariyla ilgili yaptiklar1 caligmada 1 spa havuzunun
biyofilm 6rneginde L. pneumophila serogrup 6’ya rastlamiglardir. Leoni ve dig. [55]

Italya’nin Bologna sehrindeki yiizme havuz ve dus sularinda Legionella cinsi
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bakterilerin varligini arastirmayr amacladiklari c¢alismalarinda swrasiyla %4.2, %56
oraninda Legionella tiirlerini (L. micdadei 15 kob/L, L. bozemanii 10 kob/L) izole
etmigler ve dus kullanicilarinin yliziiciilerden daha fazla risk altinda bulunduklarini
belirtmislerdir. Buna benzer bir sonu¢ Kalker ve Hentschel [78] tarafindan yapilan bir
calismada goriilmiis, Legionella tiirlerine dus sularinda havuz sularma gore daha fazla
sayida rastlanmistir. Ayrica Fields ve dig. [77] yaptiklar1 bir ¢alismada Legionella
tiirlerine rastladiklar1 havuzlarda toplam heterotrofik bakteri sayisint da yiiksek
bulmuslardir. Nitekim calismamizda da sudaki toplam aerobik heterotrofik bakteri
sayilar1 ile Legionella cinsi bakteriler arasinda yapilan istatiksel analize gore giiclii bir

iligki oldugu saptanmustir (p<<0.01).

Calismamizda Legionella tiirlerine kiiltiir yontemine gore 1 havuzda (200 kob/ml),
FISH yontemine gore 9 havuzda rastlanmistir. Bu sonuglara bakildiginda FISH
yonteminin Legionella cinsi bakterileri saptama konusunda gerek say1 gerekse
identifikasyon ag¢isindan kiiltiir yonteminden daha {istiin oldugu sdylenebilir. Ayrica bu
bakteriler diisiik miktarda besin, pH, tuzluluk gibi ¢esitli faktorler nedeniyle canli fakat
kiiltiire edilemeyen (VBNC) faza girebilmektedir. Bu fazda canhidirlar, metabolik
aktivitelerini devam ettirirler fakat normalde tretildikleri besiyerlerinde iiretilemezler.
FISH metodu Legionella cinsi bakterilerin bu fazda da goriilmesini saglamaktadir.
Nitekim Steinert ve dig. [79] L. pneumophila Philadelphia I JR 32 susunu steril musluk
suyuna ekerek bakteri sayisindaki azalmayi kiiltiir ve FISH metoduyla Leg 705 probu
kullanarak inceledikleri calismalarinda durgun su i¢inde, oda sicakliginda, karanlik
ortamda 125 giin inkiibasyondan sonra kiiltiir metoduyla bu bakteriyi tiretemedikleri
halde, FISH ydntemiyle inceleme sonucunda saptamuslardir. Ote yandan tipki dzgiir
yasayan amiplerde oldugu gibi Legionella cinsi bakterilerin de elde edilmesi ve ileriki

calismalarda kullanilabilmesi i¢in kiiltiir yonteminin kullanilmasi sarttir.

Ozgiir yasayan amipler ve Legionella cinsi bakterilerin ayn1 su ortaminda birlikte
bulunmasi insan sagligi i¢in tehlike olusturmaktadir. Ciinkii Legionella cinsi bakteriler
Ozgir yasayan amip Kkistleri icerisinde yerleserek suyun yiiksek sicakligi, pH
dalgalanmalari, suya uygulanan dezenfeksiyon islemleri gibi olumsuz kosullardan
korunabilirler. Ozgiir yasayan amipleri replikasyon araci olarak kullanan Legionella

tiirleri olumsuz sartlarin ortadan kalkmasi sonucu sistemde yeniden ¢ogalabilmektedir.
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Hatta Legionella cinsi bakteriler amipler igerisindeki replikasyonlar1 sonucu farklilagir;
kisa kalin comak seklini alir, solunum sayis1 ve metabolik aktivitesini azaltarak daha
dayanikli hale gelir [80, 81, 82]. Nitekim ¢alismamizda 3 su, 2 biyofilm Orneginde
Legionella cinsi bakteriler goriilmezken 6zgiir yasayan amipler saptanmistir (Tablo 4.6;
4.7). Bu nedenle bu orneklerde Legionella cinsi bakterilerin 0zgiir yasayan amipler
icerisine sakli olma ihtimali diisiiniilmektedir. Benzer bir sonu¢ Rose ve dig. [83]
tarafindan yapilan calismada goriilmiis, Legionella cinsi amiplere rastlanmazken, kiiclik
Hartmanellid kistleri saptanmistir. Ote yandan Sanden ve dig., [84] Legionella cinsi
bakterilere daha ¢ok 6zgiir yasayan amiplerin bulundugu o6rneklerde rastlamistir. Bu
nedenle Ozgiir yasayan amiplerin i¢lerinde muhtemelen sakli halde bulunan bu
bakterilerin varligiin gosterilmesi ve bu amipler icerisinden ¢ikartilip tiretilmesi yeni
calismalar ile miimkiin olacak ve konunun aydinliga kavusmasi saglanacaktir. Bu
baglamda, havuz suyu ve biyofilm 6rneklerinde Legionella cinsi bakterilerin varlig
arastirilirken, ayni zamanda Ozgiir yasayan amiplerinde arastirilmasi o ortamdaki
Legionella cinsi bakterilerinin gercek sayisini vermesi agisindan anlamli bir ¢alisma

olacaktir.

Bilindigi gibi havuz sularmin dezenfeksiyonu i¢in uygulanmakta olan bir¢ok
dezenfeksiyon yontemi vardwr. Bunlardan en yaygm kullanilant klorla yapilan
dezenfeksiyondur. Bunun nedeni, ekonomik olmasi, uygulamasinin kolay olmasi, toksik
olmamas1 ve mikrop oldiiriiciiliigiiniin giiclii olmasidir [85]. Ulkemizde T.C. Saglk
Bakanlig1 tarafindan yiizme havuzlarmin denetimi konusunda yaymlanan son
yonetmeligine gore serbest klor degeri kapali havuzlarda 1-1,5 mg/L, acik havuzlarda 1-
3 mg/L, ozon, UV gibi diger dezenfeksiyon yontemlerinin de kullanildig1r havuzlarda
0.3-0.6 mg/L araliginda olmalidir. Calismamizda serbest klor degeri, klorla dezenfekte
edilen 5 acik havuzdan 2’sinde (%40), 15 kapali havuzdan 6’sinda (%40) ve diger
dezenfeksiyon yontemlerinin de kullanildigi 5 havuzdan 1’inde (%20) istenen aralikta
bulunmustur (Tablo 4.8; 4.9). Buna ek olarak 10 havuzda (%40) serbest klor degeri
yiiksek, 6 havuzda (%24) ise disiik bulunmustur (Tablo 4.9). Calismamiza benzer
olarak yapilan arastirmalarda Esterman ve dig. [72] Giliney Avustralya’da inceledikleri
havuzlarm %41’inde, Leoni ve dig. [71] Italya’da inceledikleri havuzlarin %44.7’sinde

serbest klor degerinin standart degerlerden diisiik oldugunu saptamislardir.
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Calismamizda serbest klor degeri normal aralikta bulunan havuzlardaki toplam aerobik
heterotrofik bakteri miktarmin genellikle T.C. Saghk Bakanlhigi’nin belirledigi
miktarlarda oldugu goriilmiistiir (Tablo 4.11). Bu durum T.C. Saghk Bakanligi’nca
belirlenen serbest klor miktarinin sehrimizdeki havuzlarda toplam aerobik heterotrofik
bakteri sayisimin kontroliinde yeterli oldugunu gostermektedir. Nitekim serbest klor
degerinin normalden diisiik oldugu havuzlarda toplam aerobik heterotrofik bakteri
sayisinin standart deger olan 200 kob/ml’den yiiksek oldugu goriilmiistiir (Tablo 4.11).
Calismamiz kapsaminda yapilan Spearman's korelasyon analizine gore toplam aerobik
heterotrofik bakteri sayis1 ve serbest klor miktarlar1 arasinda negatif yonde gii¢lii bir
iliski saptanmistir (p<<0.01). Buna gore sulara uygulanan serbest klor miktar1 arttikca
havuz sularindaki toplam aerobik heterotrofik bakteri sayis1 azalmaktadir. Buna benzer
olarak Leoni ve dig. [71] ve Black ve dig. [86] yaptiklar1 calismalarda, kirliligin yiiksek
oldugu havuzlarda klor miktarin1 diisiik miktarlarda saptamiglardir. Buna karsin Fields
ve dig. [77] havuzlarda yiiksek dezenfektan diizeyine ragmen fazla sayida toplam

aerobik heterotrofik bakterilere rastlamiglardir.

Calismamizda 6zgiir yasayan amiplere serbest klor degerinin normal oldugu havuzlarda
rastlanmamistir (Tablo 4.12). Bu da sehrimizde havuzlara uygulanan dezenfektan
miktarmin 6zglir yasayan amiplerin kontrolii agisindan yeterli oldugu fikrini akla
getirmektedir. Ote yandan daha yiiksek serbest klor (3 mg/L) saptanan havuz suyu
orneklerinde Acanthamoeba cinsi amiplere rastlanmasi ilgi ¢ekicidir. Calismamiz
kapsaminda yapilan Spearman's korelasyon analizine gore Ozgiir yasayan amipler ve
serbest klor miktarlar1 arasinda negatif yonde zayif bir iliski saptanmistir (p<0.05).
Nitekim Rivera ve dig. [87] Meksika’daki yiizme havuzlarinda yaptiklar1 ¢alismada
havuzlardaki serbest klor degerlerinin 0.50-1.5 mg/L arasinda oldugunu ve bu
miktarlarin  havuzlardaki 0zgiir yasayan amiplerin uzaklastirilmasi igin yeterli
olmadigini belirtmislerdir. Esterman ve dig. [72] ise 1 mg/L serbest klorun 06zgiir
yasayan amip tiirlerini kontrol altina alabilecegini belirtmislerdir. Jonckheere ve Voorde
[88] Acanthamoeba’nin serbest klora yiiksek direng gdsterdigini 4 mg/L serbest klorun
Acanthamoeba tiirlerini 3 saat muamele sonucu yok etmedigini belirtmislerdir. Dawson
ve Brown [85] Acanthamoeba cinsi amiplerin Naegleria cinsine gore klor ve klor

dioksite kars1 daha dayanikli oldugunu belirtmislerdir.
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Calismamizda Legionella cinsi bakteriler serbest klor degerinin normal oldugu
havuzlarda %11, diisiik oldugu havuzlarda ise %50 oraninda goriilmiistiir (Tablo 4.13).
Nitekim Leoni dig. [55] Legionella cinsi bakterilerin bulundugu havuzlarda serbest klor

miktarmi Italya standartlarina gére diisiik bulmuslardir.

Calismamizda incelenen havuzlarda yaygin olarak klorla dezenfeksiyon ydnteminin
kullanildig1 ve genellikle kirliligin kontroliinde yeterli oldugu goriilmistiir. Klorla
dezenfeksiyon ile birlikte iyonizasyon ve ozonlama yontemlerinin de kullanildigi 5
numarali havuzda hi¢bir mikroorganizmaya rastlanmamistir. Bu durum birden fazla
dezenfeksiyon yonteminin birlikte kullaniminin kirlilik kontroliinde oldukg¢a etkili
oldugunu diistindiirmektedir. Yalniz ozonlama ile dezenfekte edilen 1 havuzda 6zgiir
yasayan amiplere rastlanmamig fakat biyofilm 6rneginde L. pneumophila serogrup 1’°e
rastlanmigtir. Calismamizda bromla dezenfeksiyon yapilan havuzlarda 6zgiir yasayan
amiplere rastlanmamas1 (Tablo 4.8, 4.12), iyonizasyon uygulanan havuzda 0zgiir
yasayan amipler ve Legionella cinsi bakterilerin olmayip toplam aerobik heterotrofik
bakterilerin saptanmasi dezenfeksiyon yoOntemleri ile bu c¢alismada arastirilan
mikroorganizmalarin  eliminasyonu arasinda bir ilisgkinin oldugu fikrini akla
getirmektedir. Bu konunun agikliga kavusturulmasi i¢in 6rnek sayisinin arttirilarak yeni
calismalarin yapilmasi gerekmektedir. Nitekim Thomas ve dig. [81] tarafindan yapilan
bir caligmada ¢esitli dezenfeksiyon yOntemlerinin mikroorganizmalar iizerine etkisi
arastirilmig, klor ve klor dioksit en etkili dezenfektan olarak saptanmistir. Toplam
aerobik heterotrofik bakteri sayisinin klor ve elekro-klorlama ile tamamen yok edildigi,
klor dioksit ve ozonlama ile de dnemli derecede azaldig1 goriilmiistiir. Monokloramin
ve bakir-giimiis iyonizasyon tekniginin toplam aerobik heterotrofik bakteriler iizerinde
etkisi goriilmemistir. Ozon, klor, elekro-klor, klor dioksit suda bulunan amipleri
azaltirken bu yontemlerden higbirinin tamamen yok edemedigi belirtilmistir. Biyofilm
icindeki amiplerin ise hi¢bir dezenfeksiyon yonteminden etkilenmedigi gorilmiis,
amiplerin bu yoniiyle L.pneumophila’nin dezenfektanlardan korunmasinda gorev
alabilecegi bir kez daha belirtilmistir. L.pneumophila igeren mikrobiyal floranin
azaltilmasinda ise klor dioksit ve klor etkili goriilmiis, bakir-giimiis iyonizasyonu
boyunca, Legionella’'nin azaldiktan sonra tekrar c¢ogaldigi gozlenmistir. Ayrica

Kilvington ve Price [89] tarafindan Acanthamoeba polyphaga’nin 0-100 mg/L
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arasindaki serbest klorla muamelesi boyunca L. pneumophila’nin kist i¢indeki
canliligin1 arastrmak amaciyla yaptiklar1 c¢alismaya gore L. pneumophila’nin
Acanthamoeba polyphaga kistleri igerisinde 50 mg/L serbest klora kadar canliligmi

korudugu gosterilmistir.

Calismamizda incelenen 25 ylizme havuzunun tiimiiniin pH degerinin T.C. Saglik
Bakanlig1 tarafindan belirlenen 6.5-7.8 arasinda oldugu saptanmistir. Oysa Esterman ve
dig. [72] Giiney Avustralya’da inceledikleri yiizme havuzlarinin %37’sinde pH
degerinin ideal olarak belirtilen 7.0-7.6 araliginin disinda oldugunu, Black ve dig. [86]
inceledikleri ylizme havuzlarinin %51 inin belirlenen pH araligi olan 7.2-8.2 disinda
oldugunu, Leoni ve dig. (1999) Italya’da inceledikleri havuzlarm %7.9’unda pH

degerinin standart degerler olan 6.5-8.5’tan daha diisiik oldugunu saptamiglardir.

Calismamizda incelenen 19 kapali havuzun 10’unun su sicakligmin T.C. Saglik
Bakanligi’nca belirlenen deger olan 26-28°C arasinda oldugu, 2’sinin bu degerin
altinda, 7’sinin ise iizerinde oldugu saptanmistir (Tablo 4.9). Incelenen agik havuzlarin
timiniin su sicakligi T.C. Saglk Bakanligi’nca belirlenen deger olan 26-38°C’nin
altinda gorilmistiir. Ag¢ik havuzlarin o6rneklemesinin Subat-Nisan aylar1 arasinda
yapilmis olmasinin buna etken olacag: diisiiniilmektedir. Leoni ve dig. [71] inceledikleri
havuzlarin  %47.4inde su sicakliklarmin beklenen degerin (22-28°C) disinda
bulmustur. Orneklerin %13.6’smin 30°C’yi astif1 ve bu sicakligin 6zgiir yasayan
amiplerin {liremelerini destekleyebilecegini belirtmislerdir. Gornik ve Kuzna-Grygiel
[75] Polonya’da yaptiklar1 calismada 10 kapali ve 3 acik havuzu inceledikleri
caligmalarinda, su sicakligini kapali havuzlarda 27-33°C, agik havuzlarda 27-30°C

arasinda Slgmiislerdir.

Calismamizda incelenen havuzlara ait su Orneklerindeki alkalinite ve TCM degerleri
T.C. Saglik Bakanligi tarafindan belirtilen kriterlere uygun bulunmustur. Ayni
havuzlara ait biyofilm oOrneklerinde saptanan EPS miktarlar1 ile toplam aerobik
heterotrofik  bakteri sayilar1 arasinda istatistiksel ac¢idan anlamli  bir iligki
saptanmamustir. Nitekim Hoca [70] ve Ilhan-Sungur [90] yaptiklar1 ¢alismalarda su

sicaklig1 ve zamana bagh olarak biyofilmdeki karbonhidrat miktarinin anlamli sekilde
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azaldig1 belirtmis, bakterinin bu sartlarda kendi iirettikleri EPS’yi kullanma ihtimali

iizerinde durmuslardir.

Calismamiza gore elde edilen sonuglar soyledir;

Bir havuz suyunun yiiziiciilerin sagligi acisindan tehlikeli olup olmadigini
anlamak i¢in su Orneklerinin yani sira biyofilm Orneklerinin de incelenmesi
gerekmektedir.

Yizme havuzlarin1 kullanan kisilerin  saghgr T.C. Saghk Bakanligi
yonetmeliginde belirtilen toplam aerobik heterotrofik bakterilerin yani sira bu
yonetmelikte yer almayan 6zgiir yasayan amipler ve Legionella cinsi bakteriler
acisindan da tehdit altinda bulunmaktadir.

Yukarida adi gegen mikroorganizmalarin arastirilmasi i¢cin kiiltiir yonteminin
yani sira FISH yonteminin de kullanilmas1 gerekmektedir.

Istanbul’daki 6zellikle belediyelerin  kontrolii altinda bulunan yiizme

havuzlarinin saglik kriterlerine uygun oldugu goriilmiistiir.
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