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Hemodiyaliz, akut bobrek hasar1 veya son donem bobrek yetmezligi olan hastalarda en
yaygin kullanilan renal replasman tedavi yontemidir. Hemodiyaliz islemi sirasinda
kullanilan diyalizat sollisyonunun hazirlanmasinda sehir suyundan yararlanilir.
Hemodiyaliz hastalarinin diyalizat hazirlanan sudaki zararli maddelere maruz
kalmamalar1 i¢in, suyun belirli oranlarda aritilmasi gereklidir. Su aritma sisteminde
uretilen saf suda maksimum mikrobiyal kontaminasyon <100 KOB/mL, bakteriyel
endotoksin dizeyi ise <0,25 IU/mL olmalidir. Bu ¢alismada bir devlet hastanesi
hemodiyaliz iinitesi su aritma sisteminde dezenfeksiyon Oncesinde ve sonrasinda 3
noktadan (sehir sebeke suyu, karbon filtre sonrasi ve revers osmoz sonrasi ¢ikis suyu)
su ornekleri alinmistir. Sularda bulunan mikroorganizmalarin izolasyonunda membran
filtrasyon yontemi kullanilmustir. Izolatlarin tanimlanmasinda biyokimyasal testler, API
20NE test kiti ve molekiiler tan1 yontemi (16S rRNA PZR ve 16S rRNA gen bolgesi
DNA dizi analizi) kullanilmistir. Ayrica elde edilen izolatlarin antibiyotik duyarliliklar
incelenmistir.  Sonu¢ olarak diyaliz {niteleri su sistemlerinde mikrobiyal
kontaminasyonu Onlemek i¢in kullanilan filtreler diizenli olarak degistirilmelidir.
Ozellikle karbon filtreler bakteri iiremesi acisinda elverisli ortam oldugu icin 18-24
ayda bir ya da sistemde kloramin goriildiigiinde aktif karbonun degismesi
gerekmektedir. Ayrica su sisteminin dezenfeksiyonu periyodik olarak yapilmali, revers
osmoz ¢ikis suyunun kimyasal ve endotoksin kontrolii 6 ayda bir, bakteriyolojik
kontroller 3 ayda bir yapilmalidir.

Anahtar Kelimeler: Diyaliz suyu, mikrobiyal kontaminasyon, su aritma sistemi
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Hemodialysis is the most common method of renal replacement therapy for patients
with either acute kidney injury or end stage kidney failure. City water is used to prepare
the dialysate solution used during the hemodialysis process. In order for hemodialysis
patients not to be exposed to the harmful substances in the prepared dialysate, it is
necessary to treat the water at certain rates. The maximum microbial contamination in
pure water produced in the water treatment system should be <100 KOB/mL and the
bacterial endotoxin level should be <0.25 IU/mL. In this study, water samples were
taken from three points before and after disinfection in a state hospital hemodialysis unit
water treatment system (municipal water, carbon filter and outlet water after reverse
osmosis). Membrane filtration method has been used for the isolation of
microorganisms found in the waters. Biochemical tests, rapid diagnostic test kit and
molecular diagnostic method (16S rRNA PZR and 16S rRNA gene region DNA
sequence analysis) were used to identify isolates. In addition, the antibiotic
susceptibilities of the obtained isolates were examined. As a result, filters used to
prevent microbial contamination in dialysis units water systems should be changed
regularly. Particularly, since carbon filters are a favorable environment for bacterial
growth, active carbon must be changed every 18-24 months or. chloramine is detected
in the system. In addition, disinfection of water system should be done periodically.
Chemical and endotoxin control of reverse osmosis effluent should be done every 6
months; bacteriological controls should be done every 3 months.

Keywords: Dialysis water, microbial contamination, water treatment system
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1. GIRIS

Kronik bobrek yetmezligi glomeriiler filtrasyon degerinde azalmanin sonucu bobregin
stvi-solit dengesini ayarlama ve metabolik-endokrin fonksiyonlarinda kronik ve
ilerleyici bozulma hali olarak tanimlanabilir. Kronik Bobrek Yetmezligi (KBY) tanisi
konulan hastalarda glomertiler filtrasyon hizi 15 mL/dk’nin altina diismeye basladiginda
son donem bobrek yetmezligi tablosu olusur (Vural, 2002). Son dénem bobrek
yetmezligi gelisen hastalarin yasamini siirdiirebilmesi i¢in Renal Replasman Tedavisi
(RRT) olarak adlandirilan hemodiyaliz, periton diyalizi veya bobrek transplantasyonu
tedavilerinden bir tanesinin uygulanmasi gerekir. Son donem bobrek yetmezliginin ideal
tedavisi, bobregin tiim fonksiyonlarinin diizeldigi bobrek naklidir. Ancak, bobrek
nakillerinde yasanan zorluklar nedeniyle, hastalarin biiyiik bir kismi1 diyaliz ile yagamini
slrdiirmek zorundadir. Diinyada RRT alan 2 milyonu askin hastanin %25’den azi
bobrek nakillidir. Periton diyalizi tedavisinde ise hasta merkezli bir tedavi olmasi,
hekimlerin PD ile ugrasmak istememeleri, Nefroloji uzmanlarimin PD hakkindaki
uygulama eksikligi gibi nedenler daha az tercih edilmektedir. Ulkeler arasinda bazi
farkliliklar olmakla beraber, tiim diinyada en ¢ok tercih edilen RRT tedavi yontemi
yaklasik %9011k oran ile hemodiyalizdir (TC Saglik Bakanligi, 2014).

Hemodiyaliz, yar1 gegirgen bir membran araciligi ile hastanin kani ve uygun diyaliz
soliisyonu arasinda sivi ve soliitlerin (elektrolit ve atik maddeler) degisimini temel alan
bir tedavi seklidir. Bu yontem ile viicut sivilarindaki istenmeyen maddeler yar1 gegirgen
zar araciligl ile viicuttan uzaklastirilmaktadir (Akdemir ve Birol, 2005). Hemodiyaliz
tedavisi hastanelerin diyaliz tinitesinde hastanin klinik durumuna gore haftada 2-3 kez

uygulanmaktadir. Her seans yaklasik 4-5 saat sirmektedir.

Hemodiyaliz hastalarinda 6lim nedenlerine baktigimiz zaman kardiyovaskiiler
hastaliklardan sonra enfeksiyonlar %14’liikk oranla ikinci sirada yer almaktadir.
Enfeksiyonlarin yol agtigi mortalitenin ise en onemli sebebi sepsistir. Sepsis diyaliz
hastalarinda mortalitenin yaklagik %11’inden sorumludur. Hemodiyaliz hastalarinda
ekzojen yolla bakteriyel patojenlerin bulagmasi ile iligkili birgok salgin tanimlanmuistir.
Bu salgimlarin ¢gogu kontamine diyaliz sivilar1 veya ekipmanlar, birden fazla kullanilma
sans1 olan (reuse) diyalizerlerde yetersiz dezenfeksiyon ya da diyalizde kullanilan saf

sularin istenen standartlarda aritilmamasindan kaynaklanmaktadir.
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Hemodiyaliz tedavisi alan hastalar normal popiilasyonla karsilastirildiginda yagamlari
siresince daha fazla miktarlarda su ile karsilasmaktadirlar. Bobrek yetmezligi olan
hastalarin kanlar1 diyaliz sirasinda haftada yaklasik 360-400 litre su ile islem gorirken,
saglikli bir insan vicuduna haftada yalnizca 14-15 litre su alinmaktadir. Buna gore
diyaliz hastalar1 yillik olarak 18,000 -36,000 litre arasinda suya maruz kalmaktadir
(Basar1 ve Uyanik, 2012). Igcme suyunda izin verilen kimyasal maddelerin birgogu,
diyaliz hastalar i¢in potansiyel olarak tehlikelidir (Ward, 2007). Hemodiyaliz islemi
esnasinda hasta kani yar1 gegirgen bir membranla baglanti halindedir. Bu nedenle
diyaliz sivisinin bilesenleri ve igerigi diyalize bagli gelisebilecek komplikasyonlarda
onemli bir rol oynamaktadir. Suda bulunan endotoksin, ekzotoksin ve bakteri kaynakli
DNA pargalar1 gibi disiik agirlikli maddeler diyaliz yoluyla dogrudan hastalarin kan
dolagimina gecebilmektedir (Montanari, 2009). Diyaliz islemi sirasinda kullanilan
diyalizat soliisyonunun hazirlanmasinda sehir suyundan yararlanilir. Hemodiyaliz
hastalarinin diyalizat hazirlanan sudaki zararli maddelere maruz kalmamalari igin,

suyun belirli oranlarda aritilmasi gereklidir (Sezen, 2014).

Hemodiyaliz Gnitelerinde bulunan su sisteminde on aritma sisteminde sirasiyla kaba
partikiil filtresi, yumusatici, karbon filtre ve mikrofiltreler bulunmaktadir. On aritma
sisteminden sonra ise su revers ozmoz membranlarindan gegerek icereside bulunan;
sodyum, potasyum, bikarbonatlar, aliminyum, ¢inko, bakir, floriir, bakteri, viriis ve

pirojenlerden %99,8 oraninda temizlenmektedir.

Ulkemizde Saghk Bakanhig: tarafindan yayinlanan ydnetmelige gore hemodiyaliz
tedavisinde kullanilan sularla ilgili olarak; hemodiyaliz ¢ozeltilerinin seyreltilmesinde
kullanilan saf suyun kimyasal ve bakteriyolojik kontrolinde Avrupa Birligi
farmakopesinde bildirilen smir degerler goz Oniine alinmaktadir. Buna gore su
sisteminde uUretilen saf sularda maksimum mikrobiyal kontaminasyon < 100 KOB/mL,
bakteriyel endotoksin diizeyi ise < 0,25 IU/mL olmalidir. Bakteri ve endotoksin
filtrasyon sistemi bulunan merkezlerde saf su deposu her ay, maksimum 3 ayda bir
dezenfekte edilmelidir. Ancak bu sureler Jdretici firma Onerilerine gore
degisebilmektedir (Saglik Bakanligi, Su Aritma Sistemi YOnergesi, 28.10.2011).



Hemodiyalizde kullanilan suyun, bakteriyel kontaminasyonunu etkileyebilecek birgok
faktor bulunmaktadir. Bunlar; su aritma yonteminin 6zelligi, diyalizat dagitim sistemi,
diyaliz makinesinin tipi ve uygulanan dezenfeksiyon yontemine gore degismektedir.
Gram negatif bakteriler (Acinetobacter spp, Pseudomonas spp, Serratia spp, vb.)
hemodiyaliz i¢in kullanilan kaynaklarda bulunur. Bu mikroorganizmalar hemodiyaliz
ekipmanlariyla ilgili sulu ¢evrelerde yasayip ¢ogalarak endotoksemi yoluyla hastalarda

pirojenik reaksiyonlara ve bakteremiye neden olabilir (Parlar, 2008).

Birgok calisma hemodiyaliz sularini tagima borularinda biyofilm olustugunu ve
biyolfilmin biyositlere yiliksek diren¢ gosterdigini bildirmistir. Bu bakteriel biyofilm
hemodiyalize giren hastalarda kronk inflamasyona sebep olan toksinlerin kana
tekrarlayan difizyonuna neden olabilir. Literatirde biyofilm olusturabilen bircok
bakteri (Pseudomonas spp., Burkholderia spp. ve Mycobacteria) tanimlanmistir. Diger
birgok bakteri tiiriine kiyasla, mikobakteriler, klor gibi kimyasal dezenfektanlara
olduk¢a dayaniklidir (Montanari, 2009). Bununla birlikte, Arvanitidou ve arkadaslar
(1998), hemodiyaliz tinitesi ile iliskili suyun ana kirletici maddeleri olarak Gram negatif

bakterileri isaret etmektedir.

Hemodiyaliz hastalari, diyaliz tedavisi alma surecinde bir¢ok antibiyotige direncli
suslarin bulasmasi acisindan risk altindadirlar. Bu hastalarin sik hastaneye yatmalari,
Ozellikle uzun sireli antibiyotik kullanimi ve cerrahi girisimler bunun nedeni
olmaktadir. Hemodiyaliz hastalarinda sik vankomisin kullanilmasi nedeniyle diyaliz
hastalar1 vankomisine direng¢li enterokok (VRE) yoniinden artmis risk altindadir ve
VRE epidemileri gozlenmektedir. Metisiline direncli S. aureus (MRSA), metisilin
direncli koagiilaz negatif stafilokoklar (KNS), hatta vankomisin direngli stafilokoklar ve
cok ilaca direngli gram negatif basiller de diger dnemli direncgli bakterilerdir (Parlar,

2008).

Arastirmamizin amact; diyaliz {initesi su sisteminin mikrobiyolojik etkinliginin
belirlenmesi ve hastalarin kullandiklar1 antibiyotikler ile izolatlarin bu antibiyotiklere
direncliliklerinin belirlenmesidir. Bu ¢alismanin 6nemi; iilkemizde hemodiyaliz
unitelerinde sularin mikrobiyolojik incelenmesi, su sistemini en sik kontamine eden
etkenlerin izolasyonu ve antibiyotik direngliliklerinin incelenmesi konusunda

bakteriyolojik ve molekiiler tekniklerin kullanildigi ilk ¢alismalardan biri olmasidir.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Bobregin Yapisi ve Gorevleri

Bobrekler, 11. torasik vertebra ile 3. lumbal vertebra arasinda retroperitoneal bolgeye
yerlesmis bir ¢ift organdir (Sekil 2.1 a). Yetiskin bir bireyde her bir bobrek yaklagik 12
cm uzunlugunda ve erkeklerde 150 g, kadinlarda 135 g agirhigindadir (Lote, 1994).

Bobrekler, insan vicudunun en o6nemli ve hayati organlarindandir. Vicudumuza
disaridan  aldigimiz veya viicudumuzda metabolizma sonucu olusan atiklarin
temizlenmesinden bobreklerimiz sorumludur. Vicut sivilarinin hacim ve bilesenleri ile
elektrolitlerin diizenlenmesi gibi bir¢ok 6nemli gorevleri bulunmaktadir. Bobreklerimiz,
kanin osmotik basmcini sabit tutmak i¢in uygun miktarda elektrolit atilmasini
saglayarak sivi-elektrolit dengesini diizenler. Ayrica metabolizma sonucu meydana
gelen atik maddelerin (Ure, kreatinin, Orik asit, bilurubin vb.) idrar yoluyla vicuttan
uzaklagtirllmasini saglar. Ayni zamanda viicut i¢in gerekli olan maddelerin geri
emilimini saglayarak da (glikoz, aminoasit gibi) madde kaybini 6nler (DOnmez, 2012;
Ozyurt, 200). Bébreklerin diger gorevleri;

e Arteryel basincin diizenlenmesi

e Asit baz dengesinin diizenlenmesi

e Eritrosit yapiminin diizenlenmesi (eritropoetin hormonu salgilayarak)
e 1,25-dihidroksi vitamin D3 yapiminin diizenlenmesi

e Bazi hormonlarin salgilanmasi, metabolize edilmesi ve atilmasi

e (Glikoneogenez (uzun siireli aglik esnasinda aminoasitlerden glikoz sentezler)

(Kaysi, 2007)

Bobrek fonksiyonlari, bobregin en kiigiik birimi olan nefronlara dayanmaktadir. Her bir
bobrek yaklagik olarak bir milyon nefrona sahiptir. Nefronlar, glomeril ve uzun
tiibiillerden olusur (Sekil 2.1 b). Glomertil, epitel hiicreleri ile ortiilii ve disindan da
Bowman kapsiilii ile ¢evrelenmis zengin kapiller damar yumagidir. Tiibiiller ise filtre

edilen s1vinin idrara doniistigii kanallardir (Guyton ve Hall, 2007).



Her bir nefron kendi basina idrar olusturabilme yetenegindedir. Bobregin fonksiyonlari
biitiin nefronlarin fonksiyonlariin toplamidir. Her iki bobrekte ne kadar saglam nefron
varsa, bobrek fonksiyonlari o kadar iyidir. Ancak nefronlarin kendilerini yenileme
yetenekleri yoktur. Bobrek hasari, hastalik ve yaslanma olaylar1 ile nefron sayisinda

azalma goralur (Késem, 2017).

Bobrek arterinden
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Sekil 2.1. Bobrekler ve nefronun yapis1 (Campbell, 2013)
(a): Bobreklerin anatomik poizsyonu ve bobregin yapisi
(b): Nefronun yapisi

Saglikli bir insanda, her iki bobrekten toplam olarak; 120 mL/dk kan stzilir. Buna
glomeriiler filtrasyon hizi (GFH) denir. Glomerillerden tiibiillere dogru siizillen bu
sliziintiiye ultrafiltrat denir. Bu ultrafiltratin biiyiik bir kism1 bobrek tlibuluslarindan geri
emilir. Viicut i¢in 6nemi kalmayan kismi ise idrar yolu ile disariya atilir. Ultrafiltrat
yaniz su degildir, i¢inde elektrolitler ve metabolik artiklar da bulunur. Kan ile ultrafiltrat
arasindaki en biiyiik fark; kanda protein ve elektrolitler bulunurken, ultrafiltrat iginde
bulunmamasidir. Bir giinde olusan ultrafiltrat miktar1 120 L olmasina karsin, giinliik
idrar miktar1 ortalama 1200-1500 mL arasindadir. Metabolik atik maddelerin vicuttan
atilabilmesi i¢in glinliik idrar miktarmin en az 400 mL olmas1 gerekir. Buna zorunlu
idrar denilir (Akpolat, 1999). insanda ortalama plazma hacmi yaklasik 3 litredir.
Glomeriiler filtrasyon hizinin yiliksek olmasi; viicut sivilarinin hergiin defalarca filtre

olmasina ve bobrekler tarafindan isleme tabi tutulmasina olanak saglar (Kdsem, 2017).



Hastalik ve saglik durumlarinda bobrek fonksiyonlarinin en iyi gostergesi olarak GFH
kabul edilmistir. Bobrek fonksiyonlar1 GFH’na, nefronun toksik maddeleri atma
kapasitesine ve suyun tibdllerde geri emilme kapasitesine baglidir. Glomeriler
filtrasyon hizinin klinik gostergesi olarak siklikla kreatinin klirens testi kullanilmaktadir
(Sezen, 2013).

2.2. Bobrek Yetmezligi ve Tedavisi

Bobrek yetmezligi, bobreklerin viicudun metabolik artiklarini atamadigi, sivi-elektrolit
dengesini diizenleme yetenegini kaybettigi durumlarda gelisir. Bu durumda
vicudumuzda idrar ile atilmasi gereken maddeler birikir ve sonugta endokrin, metabolik
fonksiyonlar bozuldugu gibi, sivi-elektrolit ve asit-baz dengeside bozulur. Bobrek
yetmezligi sistemik bir hastaliktir ve genellikle g¢esitli bobrek hastaliklarinin sonunda
gelindigi son noktadir (Akdemir ve Birol, 2011). Bobrek yetmezliginde bobregin temel
fonksiyonlarinda bozulmalar olur ve degisik adaptif sistemler devreye girer (Bilge,
2010). Bobrek yetmnezligi ¢ok kisa siire iginde gelisen “Akut Bobrek Yetmezligi” ve
tedaviye ragmen hastaligin ilerledigi, bobrek fonksiyonlarmin geri doniissiiz olarak

bozuldugu “Kronik Bobrek Yetmezligi” olarak iki gruba ayrilir.

2.2.1. Akut Bobrek Yetmezligi (ABY)

Bobrek fonksiyonlarinin akut kaybi olarak tanimlanan akut bobrek yetmezligi;
glomeriiler filtrasyon hizinda saatler, giinler i¢inde hizli diisme ile karakterize bir
durumdur. Cesitli nedenlere bagl olarak bobrek hasar1 nedeni ile idrar miktarinin
azalmasi, Ure, kreatinin gibi toksik maddelerin viicuttan atilamamasi, sivi-elektrolit
dengesinin korunamamasi ve asit-baz bozuklugu gibi belirtilerle bir¢ok organ ve sistemi
etkileyen bir hastaliktir (Akdemir ve Birol, 2011). Akut Bobrek Yetmezligi (ABY) renal
fonksiyonda hizli bir azalmayla karakterize ve yiiksek mortalite oranina sahip 6nemli
bir klinik sendromdur (Horoz, 2004). Glomeriiler filtrasyon hizindaki diisiisiin aylar
hatta yillar icerisinde gelistigi kronik bdbrek yetmezliginin aksine, akut bdbrek
yetmezligindeki GFH diisiisli daha hizlidir ve giinler ile haftalar icerisinde gelisir.



Akut Bobrek Yetmezligi, nadiren toplumsal kdkenli bir hastalik olup, hastanede yatan
hastalarin %3-7’sinde ve yogun bakim iinitelerinde yatan hastalarin %25-30’unda akut
bobrek yetmezligi gelismektedir. ileri yas, erkek cinsiyet, eslik eden diger hastaliklar,
sepsis, gecirilmis biiylik cerrahi, kardiyojenik sok, nefrotoksik ilaglara ve maddelere
maruz kalma, ¢oklu organ islev bozuklugu akut bobrek yetmezligi gelisimi igin risk
faktorleridir (Tas ve ark., 2011). Genellikle hastaliga ait semptomlar ¢ogu zaman
gortlmez iken hastanede yatan hastalarin kan degerlerinde iire ve kreatinin diizeylerinde

yeni ortaya ¢ikan bir artis durumunda tan1 konulur.

Akut Bobrek Yetmezligi, siklikla geri doniisiimlii bir bdbrek hastaligi olarak
degerlendirilmektedir. Bununla Dbirlikte eslik eden hastaliklara bagli olarak
komplikasyon gelisme riski yiiksektir (Clarkson ve ark., 2008). Akut Bobrek Yetmezligi
gelisen hastalarin mortalite orani altta yatan klinik duruma gore %88’e kadar cikabilir.
2007 yili Tirk Nefroloji Dernegi kayitlarina gore akut bobrek yetmezliginde en sik
mortalite nedenleri kardiyovaskiiler hastaliklar, enfeksiyon, solunum yetmezligi ve
serebrovaskiiler olaylardir (Tas ve ark., 2011). ABY nin etiyolojik nedenleri, bobrek
hasarlanmasiin kaynagina gore; prerenal, renal ve postrenal sorunlara bagli olarak

geligir.

Akut Bobrek Yetmezligi tedavisinde ilk yapilmasi gereken altta yatan neden biran Once
duzeltmektir. Prerenal ABY uygun sivi destegi, postrenal ABY ise obstriiksiyonun
giderilmesi ile diizeltilir. Renal ABY’de ise, konservatif tedaviler ve diyaliz tedavisi
uygulanmaktadir. Akut Bobrek Yetmezliginde mortalite orani, son yillarda yogun
bakim {initeleri ve renal replasman tedavisindeki gelismelere ragmen yiiksek kalmaya

(%20-40) devam etmektedir (Ympa, 2005).

2.2.2. Kronik Bobrek Yetmezligi (KBY)

Kronik bobrek yetmezligi (KBY) genel anlamda ¢esitli hastaliklara bagli olarak gelisen
hastanin bobrek fonksiyonlarinda kronik, ilerleyici ve geri doniisiimii olmayan bir
bozulma hali olarak tanimlanabilir. Klinik agidan baktigimizda; glomeruler filtrasyon
hizinda giderek azalma sonucunda bobregin sivi-solut dengesini diizenleme, metabolik-
endokrin fonksiyonlarinin biyokimyasal, kronik ve ilerleyici bicimde bozuldugu ve

tiremik sendrom ile sonuglanan, geriye donilisiimii olmayan bir durumdur (Tanriverdi ve
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ark., 2010). Bobreklerde ii¢ aydan daha uzun siiren, geri doniisiimsiiz ve ilerleyici islev
bozuklugu, KBY olarak degerlendirilir. Nefron sayisinda ve isleyisinde uygunsuz bir
sekilde azalmanin goriildiigii, birgok etiyolojinin rol aldig1 patofizyolojik bir durumdur.
Bu 6zellikler disindaki klinik ve laboratuvar verileri, hastalarda farkliliklar gosterebilir.
Kronik bobrek yetmezligi, hastalarin hem mortalite ve morbidite oranini arttiran hem de
hastaneye yatis oranlarin1 yukselten, fiziksel fonksiyon, bagimsiz yasam, is hayat1 ve
yasam Kkalitesi lizerinede onemli bir etkisi olan kompleks kronik bir hastaliktir (Tas ve
ark., 2017).

Kronik bobrek yetmezligi, sikligi giderek artan, prognozu kotii, tedavi maliyetinin
yiiksek olmasi nedeniyle iilkemizde ve diinya genelinde 6nemli bir halk sagligi sorunu
olmaya devam etmektedir. Kronik bobrek yetmezligi bir¢ok nedene bagli olarak
gelisebilir. Etiyolojisinde genellikle diyabet, hipertansiyon ve glomeriiler hastaliklar yer
almaktadir (Nadir ve ark., 2002; Serdengecti ve ark., 2010).

Kronik bobrek yetmezliginin tanimi genel bir tanim olup, hastaligin derecesini bize tam
olarak anlatamaz (Kdsem, 2017). Glomeriiler filtrasyon hizi, bobrek yetmezliginin
derecesini hesaplamada en yaygin ve objektif 6lglim yontemidir. National Kidney
Foundation-Kidney Disease Outcomes Quality Initiative (NKF-KDOQI) tarafindan
hazirlanan 2002 yili Kronik Bobrek Hastaligi Degerlendirme ve Siniflama Kilavuzuna

gore KBY;

1. Glomeriiler Filtrasyon Hizinda (GFH) azalma olsun veya olmasin, bobrekte 3 ay
veya daha uzun slre devam eden yapisal veya fonksiyonel anormallikler olmasi,
2. Bobrek hasart olsun ya da olmasin GFH’nin 3 ay veya daha uzun siiredir 60

mL/dk/1,73 m?’den daha diisiik olmasi olarak tanimlanmuistir.

Kronik bobrek yetmezliginin tanimi ve evrelerine iliskin kilavuz 2002 yilinda National
Kidney Foundation (NKF-K/DOQI) tarafindan yaymlamistir. 2012 yilinda da Kidney
Disease Improving Global Outcome (KDIGO) Uzlasma Konferansinda KBY ’nin tanimi
ve evreleri yeniden diizenlenmistir. Kidney Disease Outcomes Quality Initiative
(K/DOQI) kilavuzlarinda agiklandigr sekliyle KBY nin GFH’na gore belirlenen evreleri
Cizelge 2.1°de belirtilmistir.



Cizelge 2.1. K/DOQI kilavuzuna gore kronik bobrek hastaliginin evreleri (National Kidney
Foundation, 2002)

Evre | Tanim GFH (mL/dk/1,73 m?)
1 Normal veya artmis GFH ile birlikte bobrek hasari >90
2 Hafif GFH azalmasi ile birlikte bobrek hasart 60 — 89
3 Orta derecede bobrek yetmezligi 30-59
4 Siddetli bobrek yetmezligi 15-29
5 Son Dénem Bobrek Yetmezligi (SDBY) <15

Kronik bobrek yetmezliginde, erken evrede hastalarda genellikle belirti gérilmezken
ileri evrelerde hastalikla iliskili belirtiler goriilmeye baslar. Klinik belirti ve bulgular,
bobrek yetmezliginin patolojisi ve glomeruler filtrasyon hizi ile yakindan iliskilidir.
Glomertiler filtrasyon hizi, 35-50 mL/dk’nin altina inmedikce hastalar KBY ile iliskili
belirtiler goérulmez. GFH, 20-25 mL/dk olunca hastada Uremik semptomlar ortaya
cikmaya baglar. GFH degeri 15 mL/dk’nin altina inince de son donem bdbrek
yetmezliginden (SDBY) bahsedilir (Gokustin, 2014). Tedavisinde ise bdbrek
yetmezliginin derecesine gore; tamiya dayali 0Ozgiil tedavi, eslik eden hastalik
durumlarmin degerlendirilmesi ve kontrol altina alinmasi (6r: Diabetes Mellitus ve
hipertansiyon) gerekir. Bobrek islev kaybini 6nlemeye yonelik; kan basinci kontrolii,
sigaranin biraktirilmasi, egzersiz, lipit kontrolii ve nefrotoksik ajanlardan kagiilmasi
gibi saglikli yasam stilinin gelistirilmesi Onerilmektedir (Topbas, 2015). Bobrek
fonksiyonlarmin geriye doniisiimsiiz kaybi ile karakterize olan son donem bobrek
yetmezligi tanisi alan hastalarda ise hayati tehdit eden, Gremiden korumak icin renal
replasman tedavileri olan periton diyalizi (PD), hemodiyaliz (HD) ve renal

transplantasyon segenekleri degerlendirilmelidir.

2.2.3. Renal Replasman Tedavileri (RRT)

Bobrek fonksiyonlarini yerine koyma tedavisi olan Renal Replasman Tedavileri, ilk kez
1960 yilinda diyaliz uygulamalari ile ortaya ¢ikan bir kavramdir. GlUnlmizde RRT;
bobrek fonksiyonlart bozulmus, glomeriiler filtrasyon hiz degeri 15 mL/dk’nin altinan
inen ve SDBY tanisi alan hastalarda yasamin siirdiiriilmesi i¢in kullanilan tedavi
yontemleri olarak anlasilmaktadir. Bu asamada bulunan bir hastaya uygun bir renal

replasman tedavisi baslanmaz ise, tiremi tablosu ortaya ¢ikar.



Renal Replasman Tedavileri i¢inde yer alan tedavi yontemleri baglica 4 ana baslikta
toplanabilir; beslenme ve tibbi tedavi (konservatif tedavi), periton diyalizi (PD),
hemodiyaliz (HD) ve transplantasyon (organ nakli) (Mir, 1994). Son dénem bobrek
yetmezligi bulunan hastalar zaman icerisinde bu tedavilerin hepsinde yararlanmak
zorunda kalabilirler. Hastalarda dogru tedavi zamanini belirlemek en 6nemli konudur.
KBY’nin erken evrelerinde hastalar RRT konusunda bilgilendirilmeli ve RRT’ye
gecisin oldukga “yumusak™ olmasi saglanmalidir. Eger hastanin yakinmasi yok ise,
RRT’ye baslamak i¢in acele edilmemelidir. Ancak iireminin komplikasyonlarmin
gelisimini Onleyecek kadar da erken donemde baslatilmalidir. Hastalar ve yakinlari,
RRT hakkinda, tedavinin baglayacag: siire, tedavi segenegine gore uygun hazirliklarin

yapilmasi gibi konularda egitim programlarina alinmahidir (Tombak, 2008).

Hastalarda KBY teshisinden hemen sonra tedavi plani baslatilmaktadir. Son dénem
bobrek yetmezligi asamasina heniiz gelmemis KBY hastalarina oncelikle koruyucu
tedavi secenekleri uygulanmaktadir. Bdylece hastaligin SDBY’ne ilerlemesini
yavaglatarak ortaya ¢ikan tiremik komplikasyonlar 6nlenmektedir (Akdemir ve Birol,
2011). Bu dénemde komplikasyonlar belirlenip ilag ve diyet tedavisine baglanmaktadir.
Ancak bobrekler timiiyle islevini yapamaz duruma geldiginde hemodiyaliz, periton
diyalizi ve organ nakli (transplantasyon) tedavilerinden biri uygulanmaktadir (Tombak,
2008). Tedavinin asil hedefi, hastalarin yasam siiresini uzatmak olmakla birlikte, ayni
zamanda yasam kalitesinin en iyi diizeyde tutulmasi da amaglanmaktadir. (Ersoy, 2005).
Son donem bdbrek yetmezliginin ideal tedavisi, bdbregin tiim fonksiyonlarinin
diizeldigi bobrek transplantasyonudur. Ancak, transplantasyon olanagindaki kisitliliklar
nedeniyle, hastalarin biiyiik kismi diyaliz ile yasamini siirdiirmek zorundadir. Renal
Replasman Tedavi segeneklerinin tercihi {ilkeden iilkeye biiyik farkliliklar
go6stermektedir. Diinyada RRT altindaki 2 milyonu asgkin hastanin %25’den az1 bobrek
nakillidir. Ulkeler arasinda bazi farkliliklar olmakla beraber, tiim diinyada hemodiyaliz
tedavisi daha yaygindir (Suleymanlar ve ark., 2013).

Ulkemizde, Tiirk Nefroloji Dernegi’nin verilerine gére, 2016 yil1 sonu itibariyle kronik
HD/PD programinda veya fonksiyonel greftle izlenmekte olan tiim hastalarin (gocuk
hastalar dahil) sayisinin 74.475 oldugu tespit edilmistir (Cizelge 2.2). En sik uygulanan
RRT tipi hemodiyaliz (%76,12) olup, bunu transplantasyon (%19,17) takip etmektedir.
Periton diyalizi (%4,71) ise Uglncl yer almaktadir (Suleymanlar ve ark., 2017).
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Tiirkiye’de 2016 yilinda RRT gerektiren son donem bobrek hastaligi nokta prevalansi

milyon niifus bagina 933 olarak saptanmistir (bu sayiya ¢ocuk hastalar dahildir).

Cizelge 2.2. 2016 yil1 sonu itibariyla RRT tipine gore dagilim (Stuleymanlar ve ark., 2017)

Renal replasman tedavi tipi | Hasta sayisi Oran (%)
Hemodiyaliz 56.687 76.12
Periton diyalizi 3.508 4.71
Transplantasyon * 14.280 19.17
Toplam 74.475 100.00
Genel prevalans 933.1 mnb **

*: Yaklagik say1 ~ **: Milyon nufus bagina

2016 yilinda Tiirkiye’de RRT insidansi, ¢gocuk hastalar dahil milyon niifus basina 140
olarak hesaplanmistir. Prevalansin yillar i¢inde kararli bir artis trendi i¢inde oldugu
goriilmiis olsa da, son yillardaki veriler bir plato olusumunun basladigini

diisiindiirmektedir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Tiirkiye’de RRT gerektiren SDBY insidansi ve prevalansi (Stileymanlar ve ark.,
2017)

2.3. Hemodiyaliz Tedavisi

Hemodiyaliz (HD), diinyada ve iilkemizde, son donem bobrek yetmezligi gelisen
hastalarda en yaygin renal replasman tedavi yontemlerinden biridir (Sekil 2.3). Insanda
ilk HD uygulamas1 1946 yilindan Willem Johan Kolff tarafindan akut bobrek yetmezligi
tedavisinde uygulanmis ve basarili olmustur. 1960’l1 yillardan itibaren SDBY olan

hastalarin tedavisinde kulanilmaya baglanmistir (Fesci, 1996). Hemodiyaliz isleminin
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gerceklestirilmesi igin hastalarda 200-600 mL/dk hizinda yeterli kan akimi saglanmali
bunun i¢in de kalici veya gecici damar erisim yolu gerekmektedir. 1960 yilinda
Brescia’nin internal arterio-vendz fistiilii gelistirmesi ile diyaliz tedavisinde kanama,
pihtilasma ve enfeksiyon sorunlari en aza indirilmis ve bu alanda ¢alismalar giderek

ilerlemistir (Akpolat ve Utas, 2001).

Sekil 2.3. Hemodiyaliz uygulamasi (Anonim, 2016)

Ulkemizde ilk hemodiyaliz uygulamasi 1963 yilinda Diinya Saglik Orgiitii’niin,
ulkemize 3 hemodiyaliz makinesini hibe etmesi ile baslamistir. Bu makinelar o dénem
Giilhane Askeri Tip Akademisi’ne, Hacettepe Tip Fakiiltesi'ne ve Ankara Universitesi
Hastanesi’ne verilmistir. Bu tarihlerde genellikle Universitelerdeki dahiliye kliniklerinde
hemodiyaliz uygulamalari1 yapiliyordu. Ulkemizde siirekli hemodiyaliz programina ise
1974 yilinda gecilmistir. 1990 yillarindan sonra diyaliz tedavisi alan hasta sayisinin ve
diyaliz {initelerinin sayisinin giderek artmustir. Ilk hemodiyaliz merkezleri hakkinda
yonetmelik 1993 yilinda yayinlanmisgtir. Hemodiyaliz tedavisi, gelisen teknoloji ile
beraber 2000’li yillara biiyilk mesafeler alarak girmistir. Artan merkez sayilart ile
birlikte diyaliz uygulamalar1 da gesitlenmistir. Gece uzun siireli diyaliz uygulamalari
2004 yilinda yapilmaya baslamistir, fakat glnimiize kadar devam ettirilememistir
(Kosem, 2017). Ulkemizde ev hemodiyalizi uygulanmasina 2006 yilinda baslanmuistir.
2016 yili verilerine gore iilkemizde 364 hastaya ev hemodiyalizi tedavisi
uygulanmaktadir (Stileymanlar ve ark., 2017). Ulkemizde diyaliz uygulamalari ile ilgili
konularda suan gecerli ve yiirlirliikte olan yasal diizenlemelere baktigimizda yillar
igerisinde ihtiyaglar dogrultusunda Saglik Bakanligi tarafindan giiniin ihtiyaglarina gore

mevcut yonetmeliklere ek maddeler eklenmis ya da tamamen yenilenmistir.
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Bu giine kadar sirasiyla 1993, 1998, 2005 ve 2010 yillarinda diyaliz merkezleri
hakkindaki yonetmelikler yeniden diizenlenerek yayinlanmistir. Mevcut yonetmelik
2010 yilindan sonra tekrar revize edilmistir ve “Diyaliz Merkezleri Hakkinda
Yonetmelik'te Degisiklik Yapilmasina Dair Yo6netmelik” 14.02.2012 tarih ve 28204
sayili Resmi Gazetede yayimlanarak yiirtirliige girmistir (Sezen, 2017). Ayrica Saglik
Bakanligi tarafindan hemodiyaliz merkezlerinde diyaliz isleminde gerekli olan
hemodiyaliz ¢6zeltisinin diliisyonunda kullanilan saf suyun Gretimi icin su sisteminin
kurulmasi, bakimi, takibi ve kontrollini amaclayan ve daha kaliteli hemodiyaliz
tedavisinin sunulmasina yonelik olusturulan “Su Aritma Sistemi Yonergesi” 28.10.2011

tarih ve 44047 sayili makam onayi ile glincellenerek yiirtirlige girmistir.

2.3.1. Hemodiyaliz Islemi

Bir hastaya hemodiyaliz tedavisi karari verildiginde, hastanin klinik durumu, eslik eden
hastaliklari, rezidiiel renal fonksiyonlar1 ve kreatin klirensine gore haftada iki veya iig
kez 4 saat boyunca diyaliz merkezinde diyaliz tedavisi uygulanir (Sezen, 2014). Bu

tedaviye merkezde standart hemodiyaliz tedavisi denilmektedir.

Hemodiyaliz islemi bazi sistem ve ekipmanlari kullanarak temel fizik kurallarinin pratik
ve organize bir sekilde uygulanmasidir. Sehir sebekesinden diyaliz Unitesine gelen su,
once su sisteminde bir dizi islemden gectikten sonra saf su olarak, diyaliz solisyonu
hazirlamak {izere hemodiyaliz cihazlarina kapali bir boru sistemi ile iletilir.
Hemodiyaliz cihazi bir yandan su sisteminden gelen saf su ile hasta i¢in uygun diyaliz
solisyonunu hazirlarken, bir yandan da hastadan arter ignesi veya kateterden alinan
kani, arter setleri ile diyaliz membrani (diyalizer) ulastirilir (Sekil 2.4). Hazirlanan
diyaliz solusyonu (diyalizat) ile diyalizerde ters yonde karsilastirilan bu kanin, iginde
bulunan kii¢iik molekiil agirlikli toksinler uzaklastirilirken difiizyon ve ultrafiltrasyon
olaylar1 ile sivi ve elektrolit dengesi de saglanir. Sonug olarak diyalizerden ven seti
aracilig1 ile ¢ikan temiz kan, hastaya ven ignesi veya kateter iizerinden verilir (Kdsem,

2017)
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Sekil 2.4. Hemodiyaliz tedavisi bilesenleri (Degistirilmis, Anonim, 2015)

Hemodiyaliz uygulamasinda iki devre soz konusudur. Bunlar kan ve diyalizat
devreleridir. Kan devresi hasta, uygun damar yolu, diyaliz seti (arter ve ven setleri),
diyaliz membran1 ve hemodiyaliz cihazindan olusur. Buna ekstrakorporeal devre de
denilmektedir. Dalizat devresi hemodiyaliz cihazi iginde islenmis su ile karisan
konsantre diyalizattan olusur. Hastanin kani diyalizerde bulunan yari gegirgen zardan
gegirilirken, zarin diger tarafindan da uygun bir diyaliz soliisyonu ters yonde hareket
ederek sivi elektrolit degerleri normale getirilmeye caligilir (Sezen, 2014). Yar1 gegirgen
membranin porlar1 su ve kiiciik molekiillerin geg¢isine izin verirken, proteinler ve kan

hiicreleri gibi daha biiyiik yapilarin gegisine izin vermez (Daugirdas, 2003).

Hemodiyaliz islemi igin gerekli olan ekipman ve sistemler sunlardir; hemodiyaliz
cihazi, arter-ven setleri ve igneleri, diyalizat, diyalizer (diyaliz membrani) ve su aritma

sistemi.

Hemodiyaliz cihazlari, diyalizerdeki kan ve diyalizat akimlarini kontrol ederek, hastanin
giivenli bir sekilde diyaliz tedavisi almasini saglar. Teknolojinin ilerlemesi ile birlikte
diyaliz cihazlari, diyaliz tedavisi sirasinda olas1 komplikasyonlar1 6nleyen, haber veren
gosterge ve alarm sistemleri sayesinde mimkin olan en ist diizeyde islem giivenligini
saglamaktadir. Modern hemodiyaliz makineleri genel olarak kan hatti, diyalizat hatti ve

kontrol panellerinden olusur (Kosem, 2017).

Hemodiyaliz tedavisinde hasta kan1 viicut disinada kapali bir devrede (ekstrakorporeal
devre) gecirilerek diyalizere ulastirilir. Hemodiyaliz cihazina yeterli hizda kan akimin
(300-400 mL/dk) saglamak igin uygun bir damar erisim yolu saglanir. Hastanin damar
erisim yolu olarak kullanilan arteriovendz fistil (AVF) ya da arteriovendz greft ile

baglanti saglayan; arter-ven igneleridir. Kateterli hastalarda ise arter ve ven
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ldmenleridir. Arter ignesi veya arter limeni ile hastadan kan uygun bir hizda cekilir.
Cekilen kan arter seti ile diyalizere gotiiriiliir. Ven seti de, ven ignesine veya ven

limenine takilarak diyalizerden gelen kan hastaya aymi hizda geri verilir (Tuglular,
2016).

Diyalizer (diyaliz membrani), hemodiyaliz isleminin gergeklestigi yar1 gegirgen
membrandir. Diyalizerin i¢inde bulunan borucuklardan kan gegerken, borucuklarin
disindan da ters yonde diyalizat gecer ve hemodiyaliz islemi gergeklesir (Kdsem, 2017).
Diyalizér dort girisli bir kutu veya tiipe benzetilebilir. Iki giris kan bolmesi, diger ikisi
ise diyalizat bolmesi ile baglantilidir. Yar1 gegirgen membran iki ortami birbirinden
ayirir. Diyalizerde kan ile diyalizat kesinlikle birbirine karismaz (Akpolat, 2010).
Diyaliz membranlar1 bir politiretan silindir ve iginde yer alan hollow fiber (i¢i bos kilcal

fiberler) halindeki liflerin toplamidir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Hemodiyaliz mebrani (diyalizer) (Tuglular, 2016)

Diyaliz membranlart membran tipine, kan hacmi, yilizey alanima, ultrafiltrasyon
katsayisina, klirens kapasitesine, yeniden kullanim 6zelliginin olup olmamasina ve
sterilizasyon teknigine gore siniflandirilabilirler. Hollow fiber diyaliz membranlar
giinimiizde en ¢ok kullanilan membranlardir. Poliliretan bir silendir igerisine, insan
kapiller damarlarinda oldugu gibi, binlerce dikey lif yerlestirilmistir. Hemodiyalizde
kullanilan membranlar, yapilarinda i¢erdikleri maddelere gore seliloz, modifiye seliiloz,
sentetik seliiloz veya tamamen sentetik yapida olabilir. Diyaliz membranin (diyalizer)
lifleri i¢inden hastanin kani, kapillerin dis ¢eperinden ise diyalizat hemodiyaliz cihazi
tarafindan ters yonlerde gecirilir (Daugirdas, 1994). ideal bir membran (diyalizer) su
ozelliklerde olmalidir:

e Hem diisiik molekiil, hem de orta-yiiksek molekiil agirlikli tiremik toksinleri yiiksek

diizeyde temizleyebilmeli
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e Yeterli ultrafiltrasyon saglamali

e Protein ve aminoasitler i¢in diisiik diizeyde kayip olmali

¢ Biyolojik uyumlu olup, sitokin salinimini ve trombojeniteyi ¢ok az, ideali hi¢ aktive
etmemeli

e Dolus kan hacmi diisiik olmali

¢ Diisiik maliyetli olmali

e Tekrar kullanimda bu 6zellikleri korumalidir (Packet, 2005).

Hemodiyaliz membranlar1 por boyutlarina gore “diisiik gecirgenlikli veya diisiik akimli
membranlar” ve “yiiksek gecirgenlikli veya yiiksek akimli membranlar” olarak
kategorize edilir. Beta-2-mikroglobiilin gibi baz1 biiyikk molekiiller diisiikk gegirgenlikli
hemodiyaliz membranlar1 ile yeterli oranda viicuttan uzaklastirllamamaktadir. Son
zamanlarda, “yiiksek gecirgenlikli” membran kullanimi yoéniinde bir egilim soz
konusudur. Ancak “yiiksek gecirgenlikli” membranlar kullanilirken sivi uzaklastirma
hizint uygun sekilde kontrol edebilmek ve diyaliz soliisyonunda olabilecek kirli
materyallerin membran araciligi ile hastaya gecisini 6nleyebilmek i¢in yeni hemodiyaliz
makineleri ve yiiksek kalitede diyaliz soliisyonlarinin kullanilmasi gerekmektedir.
Yiiksek akimli membranlarin porlart bakterilerin gegisi icin ¢ok kiigliktiir, fakat

pirojenik bakteriyel iirtinlerin gegisine izin verebilirler (Cheung ve ark., 2006).

Bircok arastirmada bakteriyel iiriinlerin hem diisiik akimli hem de yiiksek akimli
membranlardan gecip mononukleer hiicreleri uyararak, bu hicrelere tnf-a, 1L-6 ve IL-1
gibi sitokinleri salgilattigi gosterilmistir (Eyileten ve ark., 2010). Bu mikrobiyolojik
kontaminantlar febril reaksiyona yol agmazlar, ancak vicutta sitokin Gretimini uyararak

diyaliz hastalarinda siklikla goriilen kronik enflamasyonun patogenezinde rol alirlar.

Diyalizat, sehir sebeke suyu revers 0zmoz yontemiyle aritildiktan sonra, hemodiyaliz
cihazlarinda son kontrolleri yapilarak, konsantre asit ve baz sollisyonlarinin belirli
oranlarda homojen olarak karistirilmas: ile elde edilen solisyondur. Hemodiyaliz
tedavisinin odak noktasini diyalizer ve diyalizat olusturur. Haftada 3 kez 4 saat diyalize
giren bir hasta, bir haftalik siire igerisinde yaklasik 360-400 litre diyalizat ile karsilasir.
Bu nedenle diyalizat; hemodiyaliz hastalariin erken ve ge¢ donem prognozunu
etkileyen en temel faktorlerden birisidir (Késem, 2017). Su sisteminin amaci ise;

hemodiyaliz isleminde kullanilacak olan diyalizati hazirlamak i¢in, diyaliz amagh saf
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suyu hazirlamaktir. Sebekeden ya da kuyudan gelen su belirli islemlerden gegerek
diyalizat amagli saf su haline getirilir. Hemodiyaliz merkezlerinde ya da dort
hemodiyaliz cihazindan fazla cihaz olan yerlerde klasik su sistemi kullanilir. Eger evde
hemodiyaliz ya da yogun bakimda hemodiyaliz yapilacak ise tasinabilir su sistemleri
kullanilir. Her iki su sisteminde de suya renk, koku, tat veren maddeler suzilirken,
suyun sertligi, igerdigi biyokimyasal ve mikrobiyolojik yikler istenilen standartlara
uygun hale getirilir (Sezen, 2014).

2.3.2. Hemodiyalizin Fizyolojik Prensipleri

Hemodiyaliz tedavisinde hasta kani ve diyaliz sivisi, diyalizerde bulunan yari gecirgen
zar ile kars1 karsiya gelmektedir. Diyalizerde bulunan porlar su, sodyum, potasyum, tre
gibi kiiclik molekiillii maddelerin bir taraftan diger tarafa gecmesine engel olmazken
daha buyik molekilli protein gibi maddeler, kan hiicreleri, ¢aplar1 porlardan daha
biiyiikk oldugundan diyalizata gecemezler. Porlardan gecebilen kiicik molekiller ise
membranin iki tarafindaki konsantrasyonlari esitlenene kadar yiiksek konsantrasyonlu
olarak bulunduklari taraftan diger tarafa dogru yer degistireceklerdir. Ayrica diyaliz
stvisinda bulunmayan {ire, kreatinin, fosfor ve daha bircok dremik toksin membrandan
diyaliz sivisina geger, bu sivinin uzaklastirilmas: ile de viicuttan atilmis olurlar.
Hemodiyaliz sirasinda hastanin kanindan uzaklagsmasini istemedigimiz iyonize
kalsiyum, sodyum, potasyum, magnezyum gibi maddelerin kan konsantrasyonlarinin az
etkilenmesi i¢in yapilmasi gereken sey ise bu maddeleri diyaliz sivisi i¢inde kan
konsantrasyonlarina esit miktarlarda bulundurmaktir (Davison, 1996). Membranin
porlarindan gegebilen soliitler ve sivi, iki farkli mekanizma ile taginirlar; difiizyon ve
ultrafiltrasyon (konveksiyon) (Sekil 2.6). Diflizyon, konsantrasyon farkina bagl olarak
soliitlerin yer degistirmesi, ultrafiltrasyon (konveksiyon) ise hidrostatik basing ile
birlikte suyun ve suyu takiben soliitlerin membranin diger tarafina hareketidir (Akpolat,
2002).

000000

ooooo

Difiizyon Konveksiyon

Sekil 2.6. Diflizyon ve konveksiyonun sematik gosterimi (Karakog, 2007)
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Diflizyon membranin iki yanindaki konsantrasyon farki nedeniyle soliitiin
konsantrasyonu yiiksek olan taraftan diisiik olan tarafa hareketidir. Diyaliz sirasinda
diyaliz membrani igerisinde kan 300-500 mL/dk ve diyalizat 500-800 mL/dk hizla zit
yonlii olarak hareket eder. Zit yonli akim konsantrasyon farkinin maksimumda
tutulmasin1 ve diyaliz etkinliginin arttirllmasin1 saglar. Difiizyon hizin1 ve yoniinii
etkileyen bagslica ii¢ faktdr vardir:

e Konsantrasyon gradienti; iki taraf arasindaki konsantrasyon farki arttikga madde
aligverisi hizlanacaktir.

e Solitlerin molekiil agirligr ve hizi; porlardan gegen maddelerin molekdlleri ne kadar
biiyiik ise membrandan gecen madde miktar1 ve gegis hizi o kadar azalir.

e Membran direnci; diyalizer membraninin kalinliginin artmasi, por ¢aplarinin
kiigiilmesi veya por sayisinin azalmasi membranlarin madde alisverisine karst direncini

arttirir.

Ultrafiltrasyon ise suyun ve suyu takiben soliitlerin membranin diger tarafina gegisidir
(Akpolat, 2001). Bir membrandan su gegisi iki nedenle olur. Bunlar hidrostatik basing
ve osmotik basingtir. Hidrostatik basing yolu ile ultrafiltrasyonun arttirilabilmesi
Ozelligi hemodiyalizde kullanilan her cins membran i¢in ayni degildir (Sezen, 2014).
Bazi membranlar por ve kalinlik 6zellikleri nedeni ile suyu daha fazla gegirirler
(Daugirdas, 1994).

2.3.3. Hemodiyaliz Hastalarinda Sik Goriilen Komplikasyonlar

Renal replasman tedavilerinin giindeme gelmesi ve teknolojik ilerlemelerin katkisiyla
KBY hastalarinda yasam siireleri uzamaya baslamis ve 6zellikle de RRT alan hastalarin
yasam kalitelerinin degerlendirilmesine ve artirilmasina yonelik arastirmalar hiz
kazanmistir (Ozgiiriimez, 2003). Birgok arastirma SDBY hastalarinda yasam kalitesinin,
muhtemelen hastaligin getirdigi kisithliklar ve diyaliz tedavisinin gerekleri gibi
etkenlerden dolayi, genel popiilasyona gore daha diisilk olduguna isaret etmektedir
(Balaban ve ark., 2017). Hemodiyaliz tedavisi alan hastalarda yasam kalitesini
etkileyecek bazi komplikasyonlar vardir. Bu komplikasyonlar hem diyaliz tedavisine
hem de hastada gelisen tiremik komplikasyonlara bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir

(Parlar, 2008). Hemodiyaliz tedavisi ile birlikte asagidaki komplikasyonlar gelisebilir;
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e Metabolik komplikasyonlar: Karbonhidrat-yag metabolizmasi bozukluklari, protein
enerji malndtrisyonu

o Enfeksiydz komplikasyonlar: Bakteriyel, tliberkiloz, hepatit

o Kardiyovaskiiler komplikasyonlar: Hipertansiyon, arterioskleroz, aritmi, hipoksi,
vaskiiler yol infeksiyonlar1 ve tromboz, hava embolisi

e Uremik komplikasyonlar: Periferik noropati, metabolik kemik hastalig1, metastatik
kalsifikasyon, anemi, kasinti, uykusuzluk ve kronik yorgunluk, iiremik ensefalopati,
renal osteodistrofi, aliminyum intoksikasyonu

¢ Non-uremik komplikasyonlar: Hepatit, serozit (perikardit, hemodiyaliz asiti), buyime

ve gelismede gerilik, malniitrisyon, edinsel kistik hastalik (Utas, 2005; Akpolat, 2007).

Hemodiyaliz hastalarindaki en sik rastlanan 6liim nedeni kardiyovaskiiler hastaliklardir.
Bu durum renal ve kardiyovaskiiler patolojiler arasindaki iligkinin bir sonucu olarak
kabul edilebilir. Bunu enfeksiyonlar, serebrovaskiiler hastaliklar ve kanserler
izlemektedir. Ulkemizde de benzer sekilde diyaliz hastalarmin 6liim sebeplerinde ilk
sirada kardiyovaskiiler hastaliklar yer almaktadir. Cizelge 2.3’°de 2016 yilina ait

ulkemizde hemodiyaliz hastalarinin 6liim nedenleri verilmistir.

Cizelge 2.3. 2016 yilinda olen prevalan HD hastalarinin 6liim nedenlerine gore dagilimi
(Suleymanlar ve ark., 2017)

Olum nedenleri Oran (%) Hasta sayisi
Kardiyovaskiiler hastaliklar 51,44 482
Serebrovaskiiler hastahklar 12,06 113
Malignite 10,14 95
Enfeksiyon 9,93 93
Akciger yetmezligi 3,84 36
Gastrointestinal kanama 1,60 15
Karaciger yetmezligi 0,85 8
Diyalize girmeyi reddetme 0,43 4
Diger 9.71 91
Toplam 100,00 937
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Hemodiyaliz hastalarinda bakteriyemi sikligi normal popUllasyona gore oldukca
yuksektir. Hastalarda varolan diyabet, malniitrisyon ve iiremi enfeksiyon gelismesini
kolaylastirict faktorlerdir (Caydam ve ark., 2016). Ayrica son donem bobrek yetmezligi
olan hastalarda immun sistemdeki 6nemli bozukluklar enfeksiyonlara yatkinligi
arttirmaktadir. Kronik hemodiyaliz hastalarinda enfeksiyon riskinin yiiksek olmasinin
nedenleri; hemodiyalizin vaskiiler girisim gerektirmesi, ¢ok sayida hastanin ayni
ortamda diyaliz tedavisi almasi sonucu dogrudan ve dolayli yollarla (kontamine aletler,
ekipmanlar, c¢evresel vyiizeyler, personelin elleri araciligi ile gecis gibi)

mikroorganizmanlarin bulagmasi ve hastalarin bagisiklik sistemlerinin baskilanmasidir

(Vanholder, 2000).

Hemodiyaliz hastalarindaki enfeksiyoz komplikasyonlar: kan yoluyla bulasan viral
enfeksiyonlar: HBV, HCV, HDV ve HIV enfeksiyonlari, bakteriyel enfeksiyonlar:
vaskiiler girisim bolgesi enfeksiyonlari, diyalizat ve diyalizer kontaminasyonu ile iliskili
enfeksiyonlar olarak siniflandirilabilir (Martin, 1997). Enfeksiyonlarin yol agtigi
mortalitenin en dnemli sebebi sepsistir. Hemodiyaliz hastalarinda bakteriyeminin en sik
nedeni damar girisimlerdir. Bakteriyel etkenler ekzojen veya endojen yollarla
enfeksiyona yol acar. Hemodiyaliz hastalarinda ekzojen yolla bakteriyel patojenlerin
bulagmasi ile iliskili bir¢ok salgin tanimlanmistir. Bu salginlarin ¢ogu kontamine diyaliz
stvilar1 veya ekipmanlar, tekrar kullanilabilen (reusable) diyalizerlerde yetersiz
dezenfeksiyon ya da diyalizde kullanilan sularin yeterince aritilamamasidan

kaynaklanir (Parlar, 2008).

2.4. Hemodiyaliz Unitesi Su Sistemi

Diyaliz islemi sirasinda kullanilan diyalizat soliisyonunun hazirlanmasinda sehir
suyundan yararlanilir. Hemodiyaliz hastalarmin diyalizat hazirlanan sudaki zararl
maddelere maruz kalmamalari i¢in, suyun belirli oranlarda aritilmasi gerekmektedir.
Hemodiyaliz tedavisi sirasinda kullanilan aritilmis  suyun, dolayisiyla diyaliz

soliisyonunun kimyasal ve mikrobiyolojik safligi cok 6nemlidir (Sezen, 2014).

Antilmis suyun kimyasal ve mikrobiyolojik kontaminant dizeylerindeki yukseklik
hastalarda kronik enflamatuvar yanit: uyarmakta ve diyaliz yeterliligini olumsuz yonde
etkilemektedir (Y1ldiz, 2011). Yerel su kaynaginin siirekli olarak istenen standartta suyu
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temin edecegine giivenilemediginden, hemodiyaliz merkezinde su sisteminin bulunmasi
gerekir. Hemodiyaliz su sistemi, diyaliz hastalarina zararli oldugu bilinen suyun
icerigindeki cesitli maddeleri istenen miktarin altina diisiirerek diyaliz sirasinda uygun

kalitede suyun saglanmasi islemini yapan tlnitedir (G6kdogan, 2015).

Bobrek fonksiyonlari normal simirlarda olan bir insanda; suda bulunan kirleticiler
bobreklerimiz tarafindan temizlenmekte ve atik maddeler viicudumuzdan atilmaktadir.
Gunde 2 litre su tiiketen bir insan bir haftada toplam 14 litre su tuketir. Hemodiyaliz
hastalarinin kani ise her diyaliz seansinda yaklasik 120 litre su ile islem gormektedir.
Haftada 3 kez 4 saat hemodiyalize giren bir hastada hemodiyaliz isleminde 360 litre su
kullanilir. Bu hesaplamalara gore diyaliz hastalari yillik olarak 18,000-36,000 litre
arasida suya maruz kalmaktadir (Heidarieh, 2016). Sudaki =zararli maddeler

membranlardan dogrudan hastanin kanina gegebilir.

2.4.1. Hemodiyaliz Unitelerinde Su Sistemi Ile Iliskin Sorunlar

Diyaliz hastalarinin zarar gormesini engellemek icin diyaliz soliisyonunun kimyasal ve
mikrobiyolojik safligt c¢ok Onemlidir. Diyaliz soliisyonu, saf su (iiriin su) ve
konsantreden hazirlanir; konsantre, recetelendirilen igerikte bir diyaliz soliisyonu
hazirlayabilmek i¢in gerekli olan elektrolitleri icerir. Konsantrelerin cogu ticari

kaynaklardan elde edilir ve safliklar1 yonergelerin gozetimi altindadir (Daugirdas,
2010).

Diyaliz soliisyonu hazirlamak veya diyaliz tinitesinde tozdan konsantre olusturmak igin
kullanilan suyun saflik diizeyi diyaliz tinitesinin sorumlulugundadir. Halk saglig:
acisindan sehir sebeke suyuna ilave edilen baz1 maddeler, kullanilan konsantrasyonlarda
saglikli bireyler icin tehlike olusturmaz; ancak bu maddelerin diyaliz i¢in kullanilan
suda kalmasia izin verilecek olursa bunlar bobrek yetersizligi olan hastalara zarar
verebilir. Bu nedenle tiim sehir sebeke sularinin diyaliz hastalar1 i¢in zararli maddeler
icerdigi kabul edilmelidir ve tiim diyaliz iinitelerinin diyaliz soliisyonunu hazirlamadan
once sehir suyunu saflagtiracak bir sisteme gereksinimleri vardir. Sehir sebeke suyunda

bulunabilecek baslica zararlit maddeler, canlilar ve neden olduklar1 sorunlar;

e Aliiminyum: Sehir suyu aritilmasinda yabanci maddeleri c¢oktiiriicii olarak

aliminyum hidroksit kullanilir. Viicutta asir1 aliminyum birikimi, diyaliz ensefalopatisi
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denilen beyin ve sinir dokusu harabiyetine yol agabildigi gibi, kemik dokusunda
birikerek de kemik sorunlarina neden olmaktadir.

e Kalsiyum ve Magnezyum: “Sert Su Sendromu” denilen diyaliz sonrasi bulanti,
kusma, kas gii¢siizliigi, ciltte kizariklik, hipertansiyon ve hipotansiyon promblemlerine
yol agabilir. Sehir sularinda izin verilen miktar; Kalsiyum: 100 mg/L, Magnezyum: 30
mo/L.

e Kloraminler: Kloramin, sehir sularinda bakterisit amaci ile kullanilir. Kloramine
maruziyet durumunda hemolitik anemi, methemoglobinemi gibi kan problemlerine

sebep olur.

Flor: Asir1 flora bikrimi osteomalazi, osteoporoz ve diger kemik sorunlarina yol acar.

Nitrat: Siyanoz, methemoglobinemi, hipotansiyon, bulanti yapabilir. Sehir suyunda

izin verilen maksimum miktar; 50 mg/L NHO:z.

Cinko: Su borularinda suya karisabilir. Bulanti, kusma ve anemi nedeni olabilir.

Asellus Aquaticus: Su sistemlerinde yasayan, sularda organik kirlenmeye neden olan,
suya pis bir koku veren bir eklem bacaklidir. Bu bdcegin su sisteminde varligi

hastalarda pirojenik reaksiyonlara neden olur (Ersoy, 2010).

Hemodiyaliz tedavisinde kullanilan malzemelerin biyolojik uyumu yiiksek olmalidir.
Hemodiyaliz esnasinda kanin yabanci yiizeyle temasi bir kisim reaksiyonlar: baslatir.
Bunlar arasinda; kompleman aktivasyonu, koagiilasyon ve kinin sisteminin aktivasyonu
ve kan hiicrelerinin aktivasyonu sayilabilir (Sezen, 2014). Hemodiyalizde biyolojik
uyumsuzluk; kullanilan membranin yapisi, kan setlerinin ve diyalizerin
sterilizasyon yontemi, diyalizat (suyun kalitesi ve bakteriyel kontaminasyon) ile
iliskilidir. Kan elemanlarina bagli gelisebilecek komplikasyonlar Sekil 2.7’de

gosterilmistir.
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Sekil 2.7. Diyalizattaki bakteri kontaminasyonu ve enflamatuar tepkiler (Fresenius Medical
Care, 2011).

Mast hiicrelerinde; Histamin salinimi damar gegirgenliginin arttirir ve akut membran
reaksiyonlarina neden olur. Bazofilden; Lokotrien salinimi diiz kaslarin kasilmasina
bagli pulmoner fonksiyon bozuklugu, periferik 6dem ve hipoksemi ortaya cikar.
Notrofillerden; Lokotrien salinimi 82 mikroglobulin agiga ¢ikmasina, proteazlar doku
hasarma sebep olur. Trombositlerden; Tromboksan salinimi ve prostoglandinler
trombositopeni ve pihtilasmaya neden olur. Monosit ve makrofajlardan; Interlokin
salinim1 hipotansiyon, hizli ateroskleroz, kemik ve eklem hastaligi, kas kaybi,
hipoalbiinemi olusturabilir. Kompleman aktivasyonu: klinik olarak anaflaksi, pulmoner
fonksiyon bozuklugu, hemodinamik degisiklikler, l0kopeni ortaya ¢ikabilir (Sezen,
2014; Fresenius Medical Care, 2011).

Saf su ile hazirlanan diyalizat ¢Ozeltisi ve bikarbonat konsantresi mikrobiyolojik olarak
kontamine olabilir. Diyalizat i¢indeki endotoksinler ve diger bakteri kokenli sitokin
uyarict maddeler, hemodiyaliz sirasindaki sitokin salintmimin énemli nedenlerindendir.
Diyalizattaki bakteriyel kontaminasyon kaynakl kii¢lik molekiiler agirlikli pirojenlerin,
hem diisiik akimli hem de yiiksek akimli diyalizorlerden geriye kagabildiklerine (back-
filtrasyon) goOsteren bir¢ok c¢alisma vardir (Schiff, 2002). Bu endo-ekzotoksinler
kompleman aktivasyonuna neden olmadan bile dolasan mononiikleer hiicrelerin sitokin
tiretimini artirabilirler (Lonnemann, 2000). Pseudomonas aeroginosa gibi diyalizatta
siklikla bulunan bakterilerden koken alan sitokin uyarma etkisine sahip maddelerin
%20-50’s1, endotoksin ve lipit A igeren endotoksin parcaciklarindan farkli oldugundan,

bakteri tiriinlerinin tiimiine birden “sitokin uyaran maddeler” adi verilmektedir. Genelde
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polisiilfon ve poliamid kokenli membranlar, emilim o6zelliklerinden dolay1 sitokin
uyaran maddelere karsi etkin bir engel teskil ederler. Buna karsin seliilloz kokenli
membranlar daha zayif bir bariyer olusturur. GlnlUmizde diyalizat mikrobiyolojik
kalitesinin, kronik enflamatuvar durumda diizelme disinda hedef hemoglobin
degerlerine ulasmak i¢in gerekli eritropoetin dozu, beslenmeye iligskin gostergeler ve
karpal tlinel sendromu ve diyaliz amiloidozu gibi uzun dénem komplikasyonlar tzerine

olan olumlu etkileri vardir (Eyileten ve ark., 2010).

2.4.2. Diyaliz Soliisyonlarinin Kalite Gereksinimleri

Diyaliz sularimin kabul edilebilir mikrobiyolojik ve kimyasal limitlerine yonelik
standartlar 1960’11 yillarda olusturulmustur. Sonraki yillarda iilke, bolge ve uluslararasi
alanlarda diyaliz sularinin mikrobiyolojik ve kimyasal parametrelerinin alt ve (st
limitlerini belirlemeye yonelik ¢esitli standartlar yayinlanmigtir (Ward, 2009).
Gliniimiizde diyaliz soliisyonlarinin kalite gereksinimlerine yonelik standartlar Tibbi
Cihazlar1 Gelistirme Dernegi (the Association for the Advancement of Medical
Instrumentation [AAMI]) ve Avrupa Farmakopesi tarafindan hazirlanmistir. Ulkeler
kendileri icin uygun gordikleri standartlardan bir tanesini kabul edip diyaliz sular1 i¢in
belirlenen onerilere uymaktadirlar. AAMI, diyaliz soliisyonu i¢in kullanilacak suyun
safligr ile ilgili minimum standartlar1 belirlemistir; ayrica olusturulan nihai diyaliz
solisyonunun safligi hakkinda da Onerilerde bulunmustur. Avrupa Farmakopesi

mikrobiyolojik kirleticiler agisindan daha siki oneriler getirmistir.

Bu standartlar ve oOnerilerde, hemodiyaliz hastalar1 i¢in toksik oldugu bilinen
kimyasallarin, genel popiilasyon i¢in kimyasallarin ve bakterilerle onlarin
endotoksinlerinin maksimum duzeyleri bildirilmektedir (Daugirdas, 2010). Yeni AAMI
onerileri, diyaliz soliisyonu hazirlamak i¢in kullanilacak {iriin suyun bakteri sayisinin <
200 KOB/mL ve endotoksin miktarinin < 2,0 EU/mL olmas1 gerektigi seklindedir.
Avrupa farmakopesi tarafindan onerilen iiriin su degerleri ise, sirastyla < 100 KOB/mL
ve 0,25 EU/mL’dir. Diyaliz soliisyonundaki bakteri ve endotoksin diizeyleri bu
limitlerin altinda oldugunda pirojenik reaksiyon olusmaz (Daugirdas, 2010). Son
zamanlarda, endotoksin ve endotoksin pargalarinin diyaliz soliisyonundaki diisiik

diizeylerinin, pirojenik reaksiyonlara yol agmamasina ragmen diyaliz hastalarinin uzun
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katkida
bulunabildigi ortaya ¢ikmistir (Eyileten ve ark., 2010). G6zlemsel ¢alismalarda, ¢ok saf

dénem morbiditesine neden olabilen kronik enflamatuar bir cevaba
diyaliz soliisyonu kullanimimnin plazma C-reaktif protein ve IL-6 duzeylerini azalttigi,
aneminin eritropoietin tedavisine yanitini diizelttigi, plazma albumin degeri, tahmin
edilen kuru viicut agirligi, orta kol kas ¢evresi ve lire azotu ortaya cikis hizi
parametrelerinde saptanan artiglarla kanitlandigi gibi daha iyi bir beslenme durumunu
uyardigi, plazma B2-mikroglobulin diizeylerini diisiirdiigii, rezidiiel renal fonksiyon
kaybini

yavaslattigt ve kardiyovaskiiler

(Daugirdas, 2010; Eyileten ve ark., 2010).

morbiditeyi  diisiirdiigli  gosterilmistir

Ulkemizde su aritma sisteminin  kontroliinde, hemodiyaliz ~ ¢dzeltilerinin

seyreltilmesinde kullanilan suyun kimyasal ve bakteriyolojik kontroliinde Cizelge
2.4°de verilen Avrupa Birligi farmakopesinde bildirilen sinirlar géz 6niine alinmaktadir
(TC Saglik Bakanligi, 2011).

Cizelge 2.4. Avrupa Farmakopesine gore saf suyun maksimum kontaminasyon duizeyleri (TC
Saglik Bakanligi, 2011)

Parametre Yontem Maksimum Duizey
Asitlik — Alkalilik Kimyasal Teste uygunluk
Okside olabilen .
maddeler Kimyasal Teste uygunluk
Toplam mevcut Klor Kimyasal 0,1 ppm
Klorur Kimyasal 50 ppm
Florlr Potansiyometrik 0,2 ppm
Nitrat Kimyasal 2 ppm
Silfat Kimyasal 50 ppm
Alaminyum Floresar_1 spektrofotometri — Atomik 10 g/l
absorpsiyon

Amonyum Kimyasal 0,2 ppm
Kalsiyum Atomik absorpsiyon spektrometri 2 ppm
Magnezyum Atomik absorpsiyon spektrometri 2 ppm
Civa Atomik absorbsiyon spektrometri - ICP-MS | 0,001 ppm
Potasyum Alev fotometri 2 ppm
Sodyum Alev fotometri 50 ppm
Cinko Atomik absorpsiyon spektrometri 0,1 ppm

. Atomik absorpsiyon spektrometri —
Agir metaller (kursun) Kimyasal yontem 0.1 ppm
Mikrobiyal Plak dokme 100 KOB/mL
kontaminasyon
Bakteriyel endotoksin LAL 0,25 EU/mL (Ultra saf

diyaliz suyu i¢in 0,03)
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2.4.3. Hemodiyaliz Unitesi Su Aritma Sistemi

Higbir yerel su kaynagi istenen standartda suyu temin edemeyecegi i¢in tiim
hemodiyaliz merkezlerinde su sisteminin bulunmasi zorunludur. Diyaliz igin
kullanilacak suyun saflastirilmasi i¢in kullanilan sistemler ii¢ kisimdan olugsmaktadir: 6n

aritma, asil saflastirma ve kullanim noktalarina dagitim (Sekil 2.8).

uv

ki Aktifkarbon Revers ozmoz Saf su tanki Endotoksin

Hamsu tanki  Hidrofor ~ Kum filtre Yumusat:

Sekil 2.8. Hemodiyaliz Unitesi su sistemi (Sezen, 2014)

Su Sistemi Odasi

Diyaliz iinitelerinde su aritimi i¢in tasarlanmis ve sadece bu amag ile kullanilan su
sistemi odast bulunmalidir. Su sistemi odasi; kullanilan su sisteminin kapasitesine
uygun biiyiiklikte olmali, en az bir adet yer gideri ve havalandirmasi olmalidir. Eger su
sisteminde dis mekana agilan pencereler var ise camlar kaplanmalidir (Sezen, 2014). Su
sistemi odas1 medikal cihaz ¢alisma ortamlari, Giriinlerin tireticisi tarafindan belirlenmis
asgari ¢alisma kosullarina uygun olarak belirtilen nem, sicaklik vb. parametrelerin
limitleri altinda olacak sekilde tasarimlanmalidir. Yumusatma i¢in ihtiya¢ duyulan tuz

paketleri yere temas etmemelidir (TC Saglik Bakanligi, 2011).

Hemodiyaliz {initesi su sistemini olusturan elemanlar:
1. Kaba partikdl filtresi
2. Ham su tanki
3. Hidrofor (dengeleme tanki)
4. On aritma sistemi
e Kum filtre

e  Yumusatici
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e Aktif karbon filtresi
e Mikropartikul tutucu
5. Revers Ozmoz (RO) sistemi

6. Sterilizasyon amacli ultraviyole

7. Endotoksin filtresi

Kaba Partikiil Filtresi (Celik Filtre-On Filtre)

Ham su deposundan o6nce yerlestirilen 70-100 mikrometre ¢apinda filtrelerdir. Sebeke
suyunda bulunan kaba partikilleri tutmaya yarar. Filtre, polyester ve polietilen bir
makara lizerine iplik ve pamuk olarak sarilmis ¢ok kiigiik gbzeneklerden olusur. Sabit
bir degistirme zaman1 yoktur. Sebeke suyunun kalitesine gére dolma (kirlenme) zamani
degisir. Filtre kirlendikce renk degistirir. Renk degisikligi arttikca filtre degistirilir. Geri

yikamali modelleri de mevcuttur (Sezen, 2014).

Ham Su Tanki

Su aritma sisteminin ilk iinitesi olan ham su deposu sisteme verilecek olan sebeke
suyunu depolamaya yarar. Ham su deposu polyester, polietilen, paslanmaz celik
malzemeden Uretilmelidir. Drenaj hatt1 olmali ve tabaninda olmalidir. Ham su tankinin
kapag1 kapali olmali, hidrofobik hava filtresi ile havalandirilmalidir. Direkt giin 15181
almamalidir (Tuglular, 2015).

Diyaliz merkezinin makine sayisi, sebeke suyunun siirekliligine bagli olarak depo
kapasitesi degismekle birlikte, diyaliz merkezinin bir gunlik su ihtiyacini
karsilayabilmelidir. Ornegin 20 adet diyaliz cihazi olan ve ii¢ saat calisan bir merkeze
10 tonluk ham su deposu idealdir. Ayrica diyaliz merkezinin bulundugu boélgedeki su
kesintileri de dikkate alinarak ham su tankinin hacmi belirlenmelidir (Sezen,
2014). Ham su tanki ne kadar biiyiise, tank duvarlar {izerindeki 1slak yiizeyde o kadar
genis olur. Islak yiizeyin genisligi suda bulunan bakterilerin tireme riskini ve tank
yiizeyindeki 1slak alanlarda biofilm olusum riskini arttirir. Bu sebeple ham su tankinin
kontrol ve temizliginin titizlikle yapilmasi sarttir. Depo temizligi alti ayda bir hipoklorit
ile yikanarak yapilir. Hipoklorit kalmayacak sekilde durulanir. Temizlik sonunda klor

testi yapilmalidir (Tuglular, 2016).
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Hidrofor (Dengeleme Tanki)

Su sisteminde degisken olan su basincini sabit hale getirmek ve sabit bir su akist
saglayarak oOniindeki hatlarda biofilm tabakasi olusumunu Onlemek icin kullanilir.
Standart su sisteminde On aritmadan 6nce hidrofor kullanilabilir. Amag sisteme giren
suyun basincini sabitleyerek revers ozmozun verimli ¢alismasini saglamaktir. Online
RO su sisteminde ise 6n aritmadan 6nceki pompanin dniinde veya RO sonrasi pompanin
onilinde hidrofor bulunur. Amag¢ saf su hattindaki basing ve akim hizin1 (2 mL/sn)

sabitleyerek biofilm tabakasini engellemektir (Akpolat, 2010).

Pompalar

Pompalar, iiriin su hattindaki su akis hizin1 (1 mL/sn) surdirmek icin, RO cihazinin giris
suyu basincint korumak i¢in ve diger su sistemi ekipmanlarina yeterli derecede yiiksek
basing saglamak i¢in kullanilirlar. Normalde standart su aritma sistemi i¢in 6n aritimda
pompa gereklidir. Ham su tankindan sonra, 6n aritma sisteminden &nce bulunur. Uriin
(saf su) hattinda kullanilmak zorunda degildir. Saf su hattinda istenilen akis hizi, RO
tarafindan ana hattin ¢apinin uygun biiyiikliikte segilmesiyle siirdiiriilebilir (Tarhan,
2009).

On Aritma Sistemi

On aritma béliimii genellikle sicak ve soguk suyu belirli bir 1s1ya kadar karistirmak
tizere bir valf, bir ¢esit On filtrasyon, yumusatict ve aktif karbonla adsorpsiyon
pacalarin1 igerir. Tiim bunlar, suyu, asil saflastirma isleminin optimum diizeyde
gerceklesmesi i¢cin hazirlamak tiizere dizayn edilmistir. Bazen karbon adsorpsiyon
yataklarmin ve RO membraninin fonksiyonunu engelleyebilen asir1 alkaliligi

diizeltebilmek i¢in pH’nin diizeltilmesi gerekir (Daugirdas, 2010).

Kum Filtre

Kendinden sonra gelen ekipmanlarin performansini etkilememek icin, partikil
biiyiikliigii 50-500u olan partikiillerin uzaklastirilmasinda kullanilir. Genelde gorinimi
bulanik ve dibinde ¢dkelti birakan sular, tortulu olarak degerlendirilir. Tortu, suyun

kullanim amac1 ne olursa olsun, tolere edilmesi pek miimkiin olmayan bir parametredir
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(Tarhan, 2009). Tortu ile renk parametrelerini birbiriyle karigtirmamak gerekir. Renk,
genelde sularda ¢6ziinmiis organik madde veya agir metallerin varliginin gostergesidir.
Tortunun ¢esitli sekillerde giderilmesi mimkiindir. Kum ve antrasit filtrelerde
filtrasyon sadece, siizme etkisiyle degil adsorpsiyon etkisi ile de gergeklesir (Sezen,
2014).

Otomatik Su Yumusatma Filtresi

Suyun sertligi, evsel, ticari ve endiistriyel kullanimlarda en ¢ok karsilasilan problemdir.
Suda ¢o6ziinmiis olarak bulunan kalsiyum ve magnezyum iyonlar1 suya sertlik verir.
Otomatik su yumusatma filtresi, sistemin en hassas noktasidir. Suya sertlik veren ve
erimis halde bulunan Ca*? ve Mg*? bilesiklerinin tutulmasini saglar. Islem suya sertlik
veren maddelerin sodyum (Na®) iyonu ile yer degistirilmesi esasina dayanir. Suyu
yumusatmak i¢in iyon degistirici re¢ineler kullanilir. Sert su, recine i¢inden gecerken
suya sertlik veren iyonlar (Ca*?> ve Mg*?) recineye bagli olan Na* ile yer degistirir,
recineye Ca*? ve Mg*? baglanir. Bu iyon degisim islemi regine tamamen Ca*? ve Mg*?
ile doyana kadar devam eder. Doymus olan recine rejenere edilmezse sert su kagaklari

baslar (Tuglular, 2016; Tarhan, 2009).

Rejenerasyon islemi, i¢in tuz kullanilir. Kullanilan tuz tabletleri rafine edilmis, %99
NaCl igerir. Yumusatici filtresinin hemen yaninda konumlandirilan tuz tankindan
saglanir (Sekil 2.9). Rejenerasyon amaciyla kullanilan tuz, sofralik yemek tuzu
ozelligindeki tabletler halindedir. Kaya tuzu saf degildir. Saf olmadig1 icinde sistemde
tikanikliklara ve tortu olusumuna sebep olur. Tuz tankindaki seviye azaldik¢a tuz
eklenir. Harcanan tuz miktar1 sebeke suyunun barindirdigi Ca*? ve Mg*? miktariyla

alakalidir (Sezen, 2014).
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OTOMATIK KONTROL VALFI

7 YUMUSATILMIS SU CIKISI

SERT SU GIiRISI

DRENAJ=> r

TUZ TABLETLERI
= 33—

KATYONIK REGINE w3

5-8 mm KUARTZ

TUZ TANKI

Sekil 2.9. Otomatik Su Yumusatma Filtresi (Anonim, 2015)

Yumusatma filtresinden sonra alinan su numunesinde sertlik olmamalidir. Sertlik sifir
olmalidir. Sertlik varsa tekrar rejenerasyona alinmalidir. Sert su membranlarda
tikanmalara ve kapasite disiisiine neden olur. Bu nedenle sistemde ikili olarak
tasarlanmigtir. Biri sisteme su gonderilirken digeri kendini yikar. Revers Ozmoz

cihazina asla sert su gitmemesi i¢in Ciftli galismas1 gerekmektedir (Akpolat, 2010).

Otomatik Aktif Karbon Filtresi

Aktif karbon kdmiiriimsii ancak ¢ok genis yiizey alanma (1000-1500 m?/g) sahip bir
malzemedir. Organik kirliligin oldugu sularda ve klor giderme amaciyla yaygin olarak
kullanilmaktadir (Tuglular, 2016). Revers ozmozla uzaklastirilamayan ve RO
membranlarina zarar verebilen klor ve kloraminleri temizlemek i¢in aktif karbonla
adsorpsiyon yontemi kullanilir. Kloraminler hemolitik anemiye neden olabilir. Karbonla
adsorpsiyon, suda bulunan diger kiigiik organik bilesikleride uzaklastirir (Daugirdas,
2010).

Hemodiyalizde kloramin entoksikasyonunu 6nlemek i¢in ¢ift ve seri bagl aktif karbon
tanklar1 kullanilmaktadir. Aktif karbon tanklar1 RO cihazindan 6nce kurulmalidir. Aktif
karbon filtrelerinin gorevi; suya renk, koku, tat veren biitiin diisiik molekiil agirlikli
¢Oziinmiis organik maddeleri, ayn1 zamanda serbest kloru ve hemodiyaliz tedavisi i¢in
O6nemli olan kloramini adsorplamaktir. Hemodiyaliz merkezlerinde kloramin
entoksikasyonunu Onlemek igin c¢ift ve seri bagh aktif karbon filtresinin kullanilmasi

onerilmektedir (Sezen, 2014). Filtre peryodik olarak tzerinde bulunan otomatik kontrol
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valfi vasitastyla yikama islemini gerceklestirmektedir. Tankin dis govdesi lifli polyester
olup, i¢i polietilen kaplidir. Karbon tanklari tanecikli aktif komur ile doldurulur. Aktif
komiir farkli organik maddelerden olusabilir. Genellikle bu amag icin hindistan cevizi
kabugu 1500°C’de komiirlestirilir. Daha sonra karbondaki kiilii uzaklastirmak i¢in asitle
yikanir. Asitle yikama islemi aktif karbona mikro goézenekli bir yapr kazandirir.
Saglanan gdzenekli yapt aktif karbona yiiksek absorblama kapasitesi saglar.
Taneciklerin yiizey alanimin biliylik olmasi hizli adsorplama islemini kolaylastirilir
(Tarhan, 2009). Aktif karbona rejenerasyon (yenilenme) islemi yapilmadigi durumda en
ge¢ 18-24 ay arasinda ya da sistemde kloramin goriildiigiinde aktif karbonun degismesi
gerekmektedir. Organik kirliligin oldugu sularda ve kloru uzaklastirmak amaciyla
yaygin olarak kullanilmaktadir (Sezen, 2014). Aktif karbon filtreler, bakterilerin
uremesi i¢in uygun bir ortamdir. Cunki aktif karbon organik maddeyi tutar ve eger suda
bakteri varsa, bakteri bu organik maddeyi besin olarak kullanarak treyebilir. Bu gibi
durumlarda sisteme bakteri kacagi miimkiin olur. Bu sebeple aktif karbonun dncesinde

ve sonrasinda suyun dezenfekte edilmesi gerekmektedir (Daugirdas, 2010).

Mikropartikiil Tutucu Filtre (Kartus Filtreler)

On Arntim sisteminde, Su icerisinde farkli biiytlikliiklerde askida kati maddeler
bulunmaktadir. Bu askidaki maddelerin RO sisteminin ve 6n aritim sisteminin verimli
calismasini engellememesi i¢in sudan uzaklastirilmasi gerekmektedir. Bu amacla kartus
filtreler kullanilir. Kartus Filtrelerin farkli uzunluklarda ve farkli filtrasyon
hassasiyetine sahip tipleri bulunmaktadir (Tuglular, 2016). Kartus filtre se¢iminde
planlanan su aritma sisteminin debisine gore filtre ebatlar1 secilir. Revers osmoz
cihazindan 6nce, 6n aritimda duvara gruplar halinde monte edilen filtrelerdir. 20p, 10p
ve Su biyiikliigiindeki partikiilleri tutmaya yarayan bu filtreler sikistirilmis polietilen,
kagit, dokuma tel, kumas vb. malzemeden iiretilmis olabilirler. Bakteri Uremesini
engellemek i¢in mikron filtrelerin dis ylizeyi saydam olmalidir. Mikron filtreler giris ve
cikis basinci arasinda 1 bar fark oldugunda veya kirlendiklerinde mutlaka

degistirilmeleri gerekmektedir (Sezen, 2014).
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Revers Ozmoz (Ters Ozmoz) Cihazi

Revers ozmoz, bir membran teknolojisi olup, ozmotik basing kullanilarak, mineralce
zengin olan suyun, yari gecirgen bir membranin diger tarafina mineralleri azaltilmis
olarak gecirilmesi islemidir (Yasa, 2009). Konsantrasyonu fazla olan sivi1 tarafindan bir
basing uygulanarak, saglanacak ters akisla, yogunlugu fazla olan siv1 i¢erisinde bulunan
mineraller, tuzlar ve organik maddeler, membranin bir tarafinda birakilarak diger tarafa,
yogunlugu daha az, tuzlar ve minerallerden arindirilmig bir sivi olarak gegirilir (Tarhan,
2009). Reverse ozmoz sistemlerinde yiiksek basing pompalari kullanilir. YUksek
basincin etkisi ile su, 0Uzerinde 5 angstrom boyutunda gbdzenekler bulunan
membranlardan gegirilerek saflastirilir. Atik hattindan ¢ikan yogun su ise drenaja
verilir. Sistem %50-70 verim ile g¢alisir. Membranlarin giris ve ¢ikisinda bulunan
manometreler vasitasiyla membranda kirlenme olup olmadigi anlasilir. Membrandan
yalniz su molekiilleri gecebilmekte, diger yiiksek ve diisiik molekiil agirlikli bilesikler,
tuzlar, glikoz ve aminoasitler gecememektedir (Sezen, 2014). Periyodik olarak yapilan
kontrollerde membran giris ve ¢ikis basinci, iirlin su ve atik su debisi, giris suyu sertligi,
iletkenligi, sicakligi, iiriin su sicaklik ve iletkenligi kontrol edilir. Membranlara giren
suda sertlik olmamali, aksi takdirde membranlarda tikanmalar olacaktir. Giris suyunun
iletkenligi ne kadar diisiikse elde edilen suyun iletkenligi de daha diistik olur. Giris suyu
sicakligina bagl olarak membranlarin kapasitesi degismektedir (Tuglular, 2016).
Kapasite genellikle 25°C giris suyu sicakligina gore verilmekte, ancak kis aylarinda
sicakligi diismesinden dolay1 kapasitede diismesinden dolayr kapasite de disiis

gorulmektedir.

Revers 0zmoz membranlar1 vasitasiyla: Suyun igerisinde bulunan tiim c¢oziinmiis
mineral tuzlar1 (Na, K, HCO3) %98 oraninda, Tiim agir metal tuzlari (Al, Zn, Cu) %99
oraninda, virlsleri, bakterileri, pirojenleri temizler (Akpolat, 2001). Tek RO gegisli
sistemde su standartlarini karsilanarak saf su iretilir. Cift RO gecisli sistemlerde en
yiiksek su standardina ulasilarak ultra saf su dretilir. Rutin online hemodiyafiltrasyon

uygulanan diyaliz merkezlerinde ¢ift RO su sistemleri bulunur (Sezen, 2014).
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Ultraviyole Sterilizatorii

Giines elektromanyetik spektrum diye bilinen bir dizi enerji yayar. Elektromanyetik
enerji dagilimi birgok farkli radyasyon tipini igerir: Gamma, X-1smn, ultraviyole
(mordtesi), goriintir bolge, kizildtesi ve radyo. Ultraviyole (UV) radyasyon, giinesten
gelen 1s1k enerjisinin bir seklidir. Enerjinin degisik sekilleri, dalga boylarina goére
smiflandirilir. En kisa dalga boylu radyasyon en fazla enerjik olandir (Bogazigi, 2000).
Bu 1sinlar goriiniir 1sindan kisa, X i1sinindan uzun dalga boyuna sahiptirler. Dalga
boylar1 goriinlir 1s1ktan daha kiiciik oldugu ve gozlerimizdeki mercek UV 1simlan
slzdiigli i¢in normalde insan gozii ile bu 1sinlar1 géremiyoruz. Ultraviyole isinlarin
dalga boylart 10 nm ile 380 nm arasinda degismektedir (Mutlu ve ark., 2003). UV
1sinlari, uzak-UV (extreme-UV, 10-200 nm) ve yakin-UV (near-UV, 200-380) olmak
Uzere iki ana bolgeye ayrilmaktadir. Yakin-UV insan sagligina ve gevreye etkileri goz
Ontine alinarak UV-A (uzun-UV, siyah 1s1k; 315-400 nm), UV-B (orta-UV, 280-315
nm) ve UV-C (kisa-UV, germisidal-UV; 200-280 nm) olarak u¢ bolimde
incelenmektedir (Oztiirk, 2007).

UV-A Isin1; Dalga boyu 315-400 nm arasindadir. UV 1sinlari iginde dalga boyu en fazla
ve enerjisi en az olan 1smlardir. Gilines kaynakli UV-A 1sinlart atmosfer tarafindan
tutulmamakta, camdan gegebilmektedir. Derinin daha alt kisimlarina kadar etki yaparak
cildin koyulagsmasina neden olur. Ayrica erken yaslanmaya ve deride kirisikliklara, deri
kanserinin ilerlemesine de yol ac¢maktadir. Endiistride genellikle 1siklandirma

sistemlerinde kullanilmaktadir (Mural,1999).

UV-B Isini; Dalga boyu 280-315 nm arasinda olan ve hem enerji hem de dalga boyu
acisindan UV bandinin ortasinda yer alan 1sinlardir. UV-A’dan yaklasik 1000 kez daha
gi¢liidiir. Bu 1smlarin viicutta D3 vitamininin sentezlenmesinde 6nemli rolii vardir.
Biyolojik olarak zararli olan UV-B radyasyonu stratosferik ozonun konsantrasyonuna
bagli olarak yer ylizeyine ulagsmaktadir (Peringek, 2007). UV isinlarinin biiyiik bir kismi
da bulutlar tarafindan absorbe edilmektedir. Atmosferik kirlilik, UV 1sinlarina maruz
kalmay1 yerel ve kiiresel olarak etkileyebilmektedir. Uzun siireli maruz kaldiginda tiim
canlilar1 etkilemektedir. Bagisiklik sistemini zayiflatmasi, gegici korliik, korneanin
zedelenmesi, ileri yaslarda katarak ve deri kanserine sebep olur. Endiistride 1s1klandirma

sistemlerinde ve solaryum lambalarinda kullanilmaktadir (Tevini, 1994).
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UV-C Ismi; Dalga boyu 200-280 nm arasinda UV’nin C bandinda, dalga boyu en kisa,
enerjisi en yiiksek olan 1sinlardir. Deri veya goz ile temasi sonucunda kansere yol
acmaktadir. Hiicrelerde ciddi tahribat yaparak canlinin 6liimii ile sonug¢lanabilen etkilere
sahiptir. Koruyucu oOnlemler alinmadan hicbir sekilde UV-C radyasyonuna maruz
kalinmamalidir. Giines kaynakli UV-C 1sinlar1 ozon tabakasi tarafindan filtre edilir ya
da atmosferdeki gazlar tarafindan tutulmaktadir. Bu nedenle UV-C 1sin1 mikrobiyolojik
caligmalarda, akvaryumlarda, ameliyathanelerde sterilizasyon amacl kullanilmaktadir
(Peringek, 2007). Sekil 2.10 a’daki hiicre 6liim egrisinde goriildiigii gibi, 240 ila 280 nm
araligindaki UV-C 1sinlar1 mikroorganizmalarin DNA’s1 {lizerinde en fazla tahribata yol
acan UV isinlaridir. Egrinin pik noktasinda yaklagik 253 - 256 nm dalga boylu 1sinlar

icin etki en Ust diizeye ulasir.

UV-C isinlart mikroorganizmalarin hiicre zar1t ve DNA da bulunan timin bazlar
tarafindan absorbe edilmektedir. Bu enerji transferi sonucunda DNA zinciri bir¢ok
noktasindan tahrip olmaktadir (Oztlrk, 2009). UV radyasyon enerjisi hiicresel DNA
tarafindan absorbe edilerek, yan yana bulunan timin bazlar1 arasinda kimyasal kovalent
baglar olusturarak, timin dimerleri meydana getirmektedir (Sekil 2.10 b). Olusan bu
timin dimerleri hiicresel UV hasarinin baslica mekanizmasini olusturmaktadir. Bu hasar
DNA’nin dogal sarmal yapisini bozarak DNA iplikgiklerinde katlanmalara neden
olmaktadir. Bu durum hiicre boliinme oOncesi kromozom replikasyonunu
giiclestirmektedir. Bu duruma ragmen kromozom replikasyonu gergeklesen hiicreler
iireyemeyen mutant hiicrelere doniismektedir. Timin dimerlerinin yasamsal fonksiyonu
olan genlerde meydana gelmesi Sliimciil olmaktadir. UV 1sinlarinin dozunun artmasi
durumunda timin dimerleri yan1 sira, sitozin dimerlerinin de olusumu goézlenmektedir
DNA yapist bozulan canlinin basta ireme olmak tizere tum hicre faaliyetleri durmakta

ve hiicre 6limii ger¢ceklesmektedir (Kanat, 2009).
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Sekil 2.10. Ultraviyole 1sinlar hiicre 6liim egrisi ve UV-C 1sinlarinin DNA iizerine etkisi
(a): UV Isinlar1 Dezenfektan Etkisi (Kanat, 2009)
(b): Ultraviyole radyasyonla germisidal inaktivasyon (Ozkitiik, 2007)

Ultraviyole isinlar1 yeterli dozda tiim bakteri, mantar, kiif sporlari, viriisleri %99,9
oldiirebilen ¢ok kisa dalga boyuna sahip isinlardir. Mikroorganizmalar bu 1s18a maruz
kaldiklarinda hiicre zarindan igeriye niifuz eden bu enerji, hiicrenin DNA yapisini
bozarak, bakteri faaliyetlerini durdurur ve ¢ogalmasini énler (Oztiirk, 2009). UV 1sinlar
giinlimiizde su aritma tesislerinde yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. UV 1sinimin
gecebildigi ince quartz tiipler icinden veya merkezdeki UV lambanin etrafindan gecen
filtre edilmis suyun sterilizasyonunu saglar. Bu amagla kullanilan UV lambalar “civa
buharli” tiptedir. Dayanikli kuvarstan Uretilen cam tiip seklindeki UV lambanin i¢inde
ozel inert bir gaz ve kati formda civa mevcuttur. Oncelikle inert gaz isitilir, civanin
buharlagmasi ve iyonlasarak tiip i¢ine dagilmasi saglanir. Ardindan elektrotlar elektron
yaymaya baslar. Iki elektrot arasindaki potansiyel farki (volt) ile elektronlar tiip i¢inde
bir elektrottan digerine ve akis yoni stirekli degistirilerek yiiksek hiz ve yogunlukta
hareket etmeye baglar. Elektronlar civa iyonlar1 ile g¢arpisarak enerji seviyelerini
yiikseltir. Civa iyonlar1 aldiklar1 enerjiyi 254 nm dalgaboylu UV-C isinlan yayarak
desarj ederler. BoOylece suya herhangi bir kimyasal madde eklenmeden ve tadi

degismeden islemden gegirilebilmektedir (Sezen, 2014; Tuglular, 2016).

Endotoksin Filtresi

Endotoksinler gram negatif bakterilerin dis membraninda yer alan alan, bakteri seklinin
organizasyonu ve stabilitesinden sorumlu, lipopolisakkarit (LPS) olarak bilinen
molekdllerdir (Joiner ve ark., 2002). Lipopolisakkarit, gram negatif bakteri igin
yasamsal Onemi olan integral bir hiicre duvari bilesenidir. Giiniimiizde yapist ve

katildig1 biyolojik mekanizmalar ¢ok iyi tanimlanmis olan LPS, gram negatif bakteri
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oldiigli veya boliindiigi sirada agiga ¢ikmaktadir (Marsh, 1996). Endotoksinlerin yapisi
esas olarak lic immiinokimyasal bdliimden olugsmaktadir. Bunlar biyolojik olarak etkin
bir lipid A, O-polisakkarit yan zincir ve R-kor oligosakkaritdir. O-polisakkarit yan
zincir genellikle tekrarlayan oligosakkarit Gnite polimerlerinden meydana gelir. Bu
yapmin diger bir 06zelligi de, endotoksine serotip denilen bakteriyel koken ve
karakteristik ozellikleri vermesidir (Bone, 1996). Aym1 zamanda O-polisakkarit yan
zincir bakteriyel virulans etkenidir. O-polisakkarit yan zincir birimine gére daha az
yapisal farklilik gosteren i¢ ve dis kor olarak iki alt birimden meydana gelir (Sekil
2.11).

O-polisakkarit
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o
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Sekil 2.11. Gram negatif bakteri hiicre duvari ve lipopolisakkarit yapisi (Bogaerts, 2014)

Endotoksinlerin molekiil agirligi yaklagik 10 kDa - 1.000 kDa arasindadir (Bui, 202).
Yiiksek sicakliklara dayaniklidirlar. Interleukin-1 ve diger mediyatdrlerin salinmasiyla
konakta pirojenik reaksiyonlar gelisir (Bates ve ark., 1998). Intravenéz olarak
uygulanan biyolojik ve farmasotik Oriinlerde, uygulama sirasinda organizmanin
alabilecegi maksimum endotoksin seviyesi tiim farmakopilerde 5 endotoksin Unitesi
EU/kg/saat olarak belirlenmistir. Buradaki EU terimi, bir endotoksinin biyolojik
aktivitesini gostermektedir (Berthold ve Walter, 1994).

Endotoksinlerin olusturdugu doku hasari, sok ve o6lum gibi fizyopatolojik etkiler
oldukca farklidir (Ogikubo ve ark., 2004). Endotoksinler hiicre ve organlar (zerine
dogrudan etki etmezler, bunun yerine monosit ve makrofajlar basta olmak {izere immun
sistemin aktive edilmesiyle etki gosterirler. Aktive edilen immun sistem hiicrelerinden

Ozellikle tumor nekroz faktor, birgok interlokinler, prostoglandinler, koloni sitimile
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edici faktdrler, trombosit aktivite edici faktorler ve serbest radikaller gibi mediyatorlerin
salinmasia neden olur (Magalhdes ve ark., 2007). Bu mediyatorler gigcli biyolojik
aktiviteye sahiptir ve endotoksinlerin olusturdugu yan etkilerden sorumludur. Organ ve
hiicrelerin yap1 ve fonksiyonlarinda meydana getirdigi degisiklikler arasinda metabolik
fonksiyonlarda degisiklikler, viicut 1sisinda artma, pihtilasma aktivitesinde bozulma,

hemodinamiklerin degisimi ve sok sayilabilir.

Bakteriyel proliferasyonu baskilamak i¢in sehir suyuna ilave edilen maddeler diyaliz
linitesinin su aritma sistemi tarafindan uzaklastirildigr i¢in, hem diyaliz soliisyonunu
hazirlamak icin kullanilan su, hem de nihai diyaliz soliisyonu bakteriler ve onlarin
endotoksinleri ile mikrobiyolojik kontaminasyona agiktir. Endotoksinler, endotoksin
parcalar1 ve bazilar1 1,250 dalton kadar kiiciik olabilen kisa bakteri DNA fragmanlari
gibi diger bakteriyel {iriinler diyalizer membranlardan gecebilir ve pirojenik
reaksiyonlar1 ve diger istenmeyen etklileri olusturmak {izere kana girebilir. UV
sterilizasyonundan sonra bol miktarda endotoksin ortaya c¢ikar. Bu nedenle UV

lambasindan sonra birde endotoksin filtresinin olmas1 gerekir (Daugirdas, 2010).

Arnitilmis Su Deposu

Revers 0zmoz cihazindan elde edilen saf suyun depolanmasinda kullanilir. Aritilmis su
deposu polyetilen veya paslanmaz c¢elik malzemeden yapilmalidir. Saf su korozif
oldugundan saf su deposundan sonra suyun temas ettigi tiim boru ve baglantilar
paslanmaz celik veya plastik olmalidir. Depo, su kesintisi veya ariza durumunda diyaliz
seansini tamamlayacak kapasitede su igcermelidir veya deposuz (online) sistem de
kullanilabilir (Sezen, 2014). Deponun kapagi kapali tutulmali ve hava girisini saglamak
icin 0,2y biiyiikliiginde hava filtresi bulunmalidir. Direk giin 15181 almamali ve kolay
yikanabilmesi i¢in konik tabanli olmalidir. Bakteri ve endotoksin filtrasyon sistemi
bulunan merkezlerde saf su deposu her ay, maksimum ¢ ayda bir dezenfekte
edilmelidir. Gida maddeleri tiiziigiine gore polietilen yapidaki tanklar veya 316 L kalite
paslanmaz celikten imal edilmis su depolari kullanilmalidir. (TC Saglik Bakanligi,
2012). Avrupa farmakopesi, saf su tanklarimin kullanimindan kaginilmasini ve RO
tinitesinin tretmis oldugu saf suyun on-line olarak yani bekletilmeden dogrudan diyaliz

hattina verilmesini tavsiye etmektedir.
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Suyun Makinelere Dagitimini Saglayan Boru Sistemi (Dagitim Sistemi)

Diyaliz soliisyonu hazirlamak amaciyla saflagtirilmis olan su, kirletici icermeyen diyaliz
solisyonu olusturmak iizere diyaliz makinelerine dagitilmalidir. Kimyasal
kirleticilerden saflagtirilmis su ve diyaliz soliisyonu ile temas eden tiim komponentler
icin plastikler gibi inert materyaller kullanilarak kagmilir. Mikrobiyolojik
kontaminasyondan ise uygun bir sekilde tasarlanip yapilandirilmis boru sistemleri
(diizenli dezenfeksiyonla birlikte) kullanilarak kaginilir. Su dagitim sistemleri ¢ok
sayida dallanmalar1 ve oOli uglar1 olmayan bir “lup” seklinde sekillendirilir. Eger
dagitim sistemi bir depolama tanki igerirse (ideal olarak, depolama tanki kullanimindan
kaginilmalidir), tank gerekli olan minimum boyutta olup, sikica kapanan bir kapagi

bulunur ve kolay dezenfekte edilecek bir sekilde dizayn edilmistir (Daugirdas, 2010).

Su depolama ve dagitim sistemleri sistemin bakteriyel kolonizasyonunu 6nlemek ve
olustuktan sonra temizlenmesi ¢ok gii¢ olan biyofilm olusumunu en aza indirmek igin
diizenli bir sekilde dezenfekte edilir. Kimyasal germisidler kullanildiginda da
dezenfeksiyon genellikle en az ayda bir kez yapilir. Giiniimiizde sicak suyla dezenfekte
edilebilen dagitim sistemleri vardir. Bu sistemler daha sik dezenfeksiyona uygundur,
cunki  reziduel germisid icermeyen sistemin durulanmasmna gerek yoktur.
Dezenfeksiyon yeterliligini gostermek icin su ve diyaliz soliisyonu Kkiiltiirleri ve

endotoksin testleri yapilir (Daugirdas, 2010).

Su Antma Sisteminin Bakimi ve Kontroli

Su sisteminde yer alan filtrelerin periyodik bakimlar iireticinin tavsiye ettigi araliklarla
yaptlmalidir. Mikrobiyal kontaminasyonun onlenmesi ve sistem performansinin
olumsuz etkilememesi amaciyla 6n aritmada kullanilan karbon, re¢ine ve multimedia
filtreler, yapilan giinliik testlerin sonuglarma gore ihtiya¢ duyuldugunda ve {iretici
tavsiyeleri dikkate alinarak degistirilmeli ve degisimler kayit altina alinmalidir. Su
unitelerinin bakim onarimlarindan sonra mutlaka dezenfeksiyon yapilmalidir (TC

Saglik Bakanligi, 2011). Su aritma sisteminde giinliik yapilan testler;

e Saf su iletkenligi

e Su sertligi (yumusatici kontrolii)
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e Klor miktari

o A:sitlik-alkalilik (ham su, saf su) (TC Saglik Bakanligi, 2011).

Ulkemizde hemodiyaliz ¢ozeltilerinin seyreltilmesinde kullanilan suyun kimyasal ve
bakteriyolojik kontroliinde Avrupa Birligi Farmakopesinde belirlenen smirlar esas
alinmaktadir. Uretilen saf suyun kimyasal ve endotoksin kontrolii 6 ay, bakteriyolojik

kontrolleri 3 ay aralarla yapilmaktadir.

Saf suyu diyaliz cihazlarina tasiyan borular poly vinyl chloride (PVC) olmalidir. Saf su
dagitim hatlarinda stirekli devir daim etmeli ve kullanilmayan saf su, aritilmis su
tankina veya RO Unitesine geri donmelidir (TC Saglik Bakanligi, 2011). Diyaliz
sistemlerinin  dezenfeksiyonunda amag¢ diyaliz sivisinin  dolastigi  yerlerde
mikroorganizmalarin liremesini  Onlemektir. Filtreler i¢ine gegen bakterilerin
uzaklastirilmasi giictlir. Bu kritik bolgelerde mikrobiyal cogalmanin mutlaka 6nlenmesi
gerekir. Hemodiyaliz cihazlarimin dezenfeksiyonu 1s1 ile ve kimyasallar yontemler ile
yapilir. Cihazlarin dezenfeksiyon programlarina gore sitrik asit, hipoklorik asit (camagir
suyu) ve formaldehit kullanimi tercih edilebilir. Is1 ile dezenfeksiyon i¢in 80°C

Uzerindeki siv1 tiim sistemden gegirilir.

Su aritma sistemine uygun dezenfektanlar1 periyodik olarak katarak veya bazi
durumlarda bakteriyolojik filtreler kullanarak sudaki bakateri sayist 100 KOB/mL'nin
altinda tutulmalidir. Alinan 6rneklerde 200 KOB/mL den fazla koloni iireme saptanmasi
halinde tekrar 6rnek alinmali ve dezenfeksiyon islemi sonrasi bakteriyolojik islem

tekrarlanmalidir. En az {i¢ ayda bir dezenfekte edilmelidir (G6kdogan, 2015).

2.5. Sularin Mikrobiyolojik Kirlenmesi ve Mikrobiyolojik Kalite Standartlar:

Gelismis tilkelerde oldugu gibi iilkemizde de halkin igme ve kullanma suyu gereksinimi
yerel yonetimlerce karsilanmaktadir. Sularda insan sagligini tehdit eden hicbir unsur
icermemesi igin yasal duzenlemeler uygulamaya koyulmustur. Giinliik hayatimizda
kullandigimiz musluk suyunun hastaneler de dahil tiim bina su sistemlerinde saglik
acisindan giivenli ve igilebilir nitelikte olmalidir. Suyun aritilmasi ve dezenfeksiyonu
oldukga karmasik ve teknik bir siirectir. Sular dogasina ve kaynagina gore bazi
asamalardan gecirilerek aritilmaktadir. Ancak mikroorganizmalarin sudan timii ile

uzaklastirilmasi pratik olarak miimkiin olamadigr i¢in indikatdér mikroorganizmalarin
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sudan uzaklastirilmas1 esas almmustir (Akbas, 1998). Saglik Bakanligmin insani
Tiiketim Amagli Sular Hakkinda Yonetmelik esaslarina gore igme ve igme-kullanma

sularinda aranan mikrobiyolojik parametreler Cizelge 2.5°te verilmistir.

Cizelge 2.5. Insani Tiiketim Amacli Sular Hakkinda Y6netmelik” Esaslarina Gére igme ve
Igme-Kullanma Sularinda Aranan Mikrobiyolojik Parametreler (Saglik Bakanligi, 2013)

Parametre Paremetrik deger say1/100mL
Escherichia coli 0

Enterokok 0
Koliform bakteri 0

2.6. Su Dagitim Sistemlerinde Mikrobiyal Biyofilm Tabakasi

Mikroorganizmalar ¢ogu zaman bir yiizeye tutunmus bakteriyel hiicre yiginlart ve
hiicreler tarafindan salinmis yapiskan polisakkarit ile c¢evrelenmis yapilar olan
biyofilmlerle kaplanmis yiizeylerde gelisirler (Madigan ve Martinko, 2012). Biyofilm;
mikroorganizmalarin, bir yilizeye, bir ara yiizeye veya birbirine baglanabilen kendi
tirettikleri hiicre dig1 polimerik yapida olusturdugu jele benzeyen bir matrise gomuli
olarak yasadiklar: tapluluktur (Unal ve Tayfur, 2017). Bu jelsi tabaka, bakteri hiicreleri
tarafindan iretilen polisakkarit yapida bir kafestir. Bu kafese EPS (extracellular
polymeric substances, exopolysaccharides) (Turetgen, 2006). Biyofilm tabakasinin
yapisini yiizey, mikroorganizma ve EPS olusturmaktadir. Biyofilm yapisinin %97 gibi
biiylik bir kismint su olusturur. Matriks icindeki diger bilesenler ise; %1-2 EPS, %1-2
globuler glikoproteinler ve diger proteinler, %1-2 nukleik asit, lipit, fosfolipitlerdir
(Unal ve Tayfur, 2017). Ancak bu yapisal yiizde paylari mikroorganizmalarin cesidine,
fizyolojik ozelliklerine, gelisme ortamina, akiskanin tipine, genel fiziksel ozelliklere
gore degisebilmektedir (Allison, 2003). Mikroorganizmalar, besin varligi agisindan
zay1f bir ortamda bulunduklarinda, yasamak ve ¢ogalmak i¢in daha uygun bir ortam
olusturmak amaciyla, yiizeye tutunmak ve Dbiyofilm olusturmak egilimine
girmektedirler. Tamimlanmis olan bakterilerin  %99’u biyofilm tabakasi iginde
yasayabilmektedir (TUretgen, 2006). Biyofilm olusumunun ilk asamasi; bakterilerin
uygun bir yiizeye tutunmalaridir. Dogal suslar, ¢cevresel kosullarda hayatta kalabilmeleri
ve kendilerini koruyabilmeleri i¢in biyofilm olustururlar. Biyofilm olusturacak olan
bakteriler yilizeye tutunmadan ©nce yilzey boyunca hareket ederler. Yuzeyle

etkilesimden sonrasi ayni tiire dahil bakteriler bir araya gelip tek tabakali hiicre hatlari
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olusturarak mikrokoloniler meydana getirirler. Biyofilmler, ayni tiirden bakterilerin bir
araya gelmeleriyle olusabilecegi gibi, farkli tiirden bakterilerin bir araya gelmesi ile de
olusabilirler (Costerton, 1999). Bakterilerin geri dondsiimli  bir bigimde
baglanmalarinin ardindan bakteriyel hiicreler cogalir ve EPS uretirler (Kumar ve Anand
1998). Biyofilmler, elastiki davranig sergileyen yiiksek derecede esnek yapilardir
(Stoodley ve ark., 2002). Biyofilmler siklikla mantar benzeri yapilar sergilerler. Bu
yapinin bas kisiminda hiicresel yogunluk sap kismina oranla daha fazladir (Costerton,
1999). Olgun biyofilmlerin ii¢ boyutlu yapilarinda bakteriyel kiimeler arasinda su dolu
kanallar bulunmaktadir, bu su dolu kanallar metabolik siire¢lerde iiretilen toksik
maddelerin atilmasinda ve besinsel 6gelerin alinmasinda gorev yapar. Biyofilmlerin
ilerleyen sathalarinda biyofilmden kopmalar goriilebilir. Biyofilm hiicre toplulugundan
koken alan yavru hicreler, hayatta kalabilmek ve yeniden kolonize olabilmek icin

biyofilmden ayrilabilirler (Aparna ve Yadav, 2008).

Tutunma Kolonilesme Gelisme
(Birkag hiicrenin (Hiicreler aras1 (Da.ha fazla
uygun bir kat1 iletisim, gelisme gelisme ve daha
yiizeye ve polisakkarit fazla )
olusumu) polisakkarit)

yapismasi)

Yiizey

Sekil 2.12. Biyofilm olusumu (Madigan ve Martinko, 2012)

Su dagitim sebekelerinde bulunan borularda gelisen biyofilm sularin giivenligini
tehlikeye atmaktadir. Suyun boru igindeki akis hizinin azalmasi ya da durmasiyla
biyofilm olusu daha hizli gergeklesir. Su aritma sistemlerinde yer alan borularda suyun
uygun debide gelmemesi ve yeterli akis hizinin saglanamamasi gibi durumlarda bakteri
ve endotoksin birikimleri olusmaya baslar (Tiretgen, 2006). Biyofilm tabakasi
bakterilerin yiizeye tutunmasi ile baslar ve zamanla borularin i¢ kisimlarii kaplar.
Bakteriler, besin varlig1 agisindan zayif bir ortamda olan sebeke sularinda yasamak ve

¢ogalmak i¢in her zaman daha avantajli bir ortam ararlar. (Costerton ve ark., 2005).
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Biyofilm tabakasinin olusumu sicaklik, su akis hizi, suyun kimyasal ve mikrobiyolojik
parametreleri, dezenfektan maddeler ya da kalintilarina bagl oldugu gibi depo ve boru
malzemelerinin tipine de baglidir. Biyofilm iginde yer alan bakteriler basta klor olmak
Uzere dezenfektanlardan, pH dalgalanmalarindan, kurakliktan, besinsizlikten,
toksinlerden ve virtslerden korunurlar. Ozellikle rutin temizligi ve dezenfeksiyonu
ihmal edilen su tanklar1 ve depolarda biyofilm tabakasi bakterilerin yerlesmesi i¢in ideal

bir ortam haline gelir (Tiretgen, 2006).

Su sistemlerinde meydana gelen biyofilm tabakasindaki bakteriler, bircok dezenfektan
maddeye direng gosterebililer. Biyofilm tabakasinin olusumunu 6nlemek i¢in tek bir
strateji vardir, o da biyofilm olugsmadan once diizenli olarak dezenfeksiyon islemlerini
yapmaktir. Ciinkli sebeke suyuna, kaynaginda ne kadar temiz olursa olsun, tasindigi
boru ve depolarda mikroorganizmalar karigacaktir. Uygulanan dezenfeksiyon siirecinin

de takibinin yapilmasi sarttir (TUretgen, 2004).

2.7. Suyun Mikrobiyolojik Analizi

Su i¢in ¢ok farkli mikrobiyolojik analiz teknikleri uygulanir. Su mikrobiyolojisinde
analizlerin biiylik ¢ogunlugu mikroorganizma arama ya da sayma seklindedir. Bunlari,
tanimlamaya yonelik testler izler. En ¢ok uygulanan yontemler ise mikroorganizmalarin

tanimlanmasina yonelik olan ¢oklu tiip yontemi ve membran filtrasyon teknikleridir.

2.7.1. Coklu Tiip Yontemi (En Muhtemel Say1)

Ozellikle Escherichia coli’nin tanimlanmasindan sonra sularda koliform grubu
bakterilerin sayimida bu yontem daha ¢ok tercih edilmektedir. Coklu tiip yénteminde
hazirlanan 6rnegin diliisyonlari igerisinden ardisik bes diliisyondan {iger adet Lauril
Silfat Triptoz Broth (LST) besiyerine birer mL ekimler yapilarak inkiibe (37°C’de 24
saat) edilir. Inkiibasyon sonras1 lireme ve gaz olusturma agisindan tiipler degerlendirilir.
Gaz olusan tipler daha sonra koliformlar igin 6zel bir besiyerine (Brilliant Green Bile
Broth (BGBB)) tekrar ekilir. Tekrar gaz olustururlarsa suda koliform grup bakteri var
demektir. Ancak bunun fekal koliform oldugunu dogrulamak i¢in 44°C’de tekrar inkiibe
edilir. 44°C’de gaz olustururlarsa fekal koliform varhigina karar verilir. Bakteri

sayiminda suyun kantitatif ekimine gore hazirlanan tablolardan yararlanilir (Topgu,
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1996). Coklu tiip yontemi kullanilarak igme sulari, igme suyu kalitesinin digindaki sular,
tuzlu veya aci sular, camurlu sular ve hatta sedimentelerdeki E. coli miktri tespit

edilebilmektedir.

2.7.2. Membran Filtrasyon Yontemi

Coklu tip yonteminin kisitliliklart ve yanlis negatif sonug verebilme olasiliginin
nedeniyle 1950 yillarda sudaki mikroorganizmalarin izolasyonunda "Membran
Filtrasyon Yontemi" olarak adlandirilan yeni bir analiz yontemini gelistirilmistir (Hasde
ve ark., 2002). Membran filtrasyon yontemi; genel olarak igme sularinda ve diger sivi
orneklerde mikrobiyolojik yiikiin belirlenmesi i¢in kullanilir. Yiiksek hacimli 6rneklerle
calismaya ve sayim yapmaya elverisli olmasinin yani sira klasik analizlere gore daha
hizli ve giivenilir sonuglar vermektedir (Kamanlican, 2011). Suyun mikrobiyolojik
analizlerinde gelistirilen yontemlerden birisi olan membran filtrasyon tekniginde, 1-2
mL yerine ¢ok daha biiylik hacimlerde numune analizi yapilabilmektedir. Boylece
numunenin ¢ok az sayida mikroorganizma igcermesi halinde bile, bunun belirlenmesi
mimkun olur. Bu teknik analizi yapilacak 6rneklerin igerdigi mikroorganizmadan daha
kiigiik por genisligine sahip membran filtre iizerinden 6rnegin vakumla filtre edilmesi,
filtrasyon islemi tamamlandiktan sonra filtre {izerinde tutulmus olan
mikroorganizmalarin tiirline 6zgii besi yeri tlizerinde ve uygun 1s1 derecesinde inkiibe
edilmesi ile inkiibasyon sonunda olusan kolonilerin sayilmasi esasina dayanir. Membran
filtrasyonun yonteminingenel olarak uygulanisi asagidaki gibidir:

e Oncelikle islem esnasinda su 6rnegi ile temas edecek biitlin malzemeler steril edilir.
Sterilizasyon iglemi, ekipmanin 6zelligine gore otoklav ile yapilabildigi gibi alkol
kullanarak kimyasal sterilizasyonda yapilabilir. Ancak alkol ile sterilizayon
isleminde dezenfektanin kolaylikla sistemden uzaklagtirilmas: gerekmektedir.
Gunkul sistemde kalan dezenfektan, analizi yapilacak mikroorganizma igin yanlis
sonuglar verebilir. Bunun igin alkol uzaklastirildiktan sonra kalan kisminin
yakilarak giderilmesine ek olarak, analiz 6ncesinde 50 mL kadar steril aritilmis
suyun  filtre = edilmesi, sistemde  kalabilen = dezenfektanin = tamamen
uzaklastirilmasinda etkili bir uygulamadir.

e Aseptik kosullara dikkat ederek membran filtrenin yerlestirilecegi taban steril su ile
wslatilir ve filtre buraya yerlestirilir. Koruyucu plastik kilif kendiliginden kalkar, bu

kisim filtreden ayrilir. Sonra siizme haznesi yerine yerlestirilerek sabitlenir.
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e Beklenen ya da hedef sayiya uygun miktarda su hazneye aktarilir, pompa galistirilir
ve su 6rnegi membran filtreden gecirilerek siiziiliir.

e Siizme islemi tamamlandiktan sonra haznenin kenarlarinda kalmis olmasi muhtemel
mikroorganizmalarin da alinmasi i¢in 10-20 mL kadar steril su ilave edilerek
stizular.

e Aseptik kosullara uyularak filtre, mikroorganizmalarin tutulmus oldugu yiizeyi istte
kalacak sekilde petri kutusundaki besiyerine yerlestirilir. Petri kutulari, tabanlar alta
gelecek sekilde inkiibasyona birakilir.

e Besiyeri olarak ped tlizerine emdirilmis hazir besiyeri kullaniliyor ise {iretici
firmanin talimati dogrultusunda steril su ilave edilerek besiyeri aktiflestirilir.

e Mikroorganizma sayimi i¢in membran filtreden slzilen su miktar: esas alinarak
sonucglar KOB/mL ya da KOB/g olarak verilir (Halkman, 2005).

2.8. Antibiyotikler ve Etki Mekanizmalari

Antimikrobiyal ilaglar, mikroorganizmalarin tiremesini engelleyen veya onlar1 6ldiren
kimyasal maddelerdir. Insanlarda bakteriler, mantar, virtsler ve parazitler gibi degisik
mikroorganizmalarin hastalik etkeni olabilmesi nedeni ile bunlara yonelik olarak
antibakteriyel, antifungal, antiviral ve antiparaziter ilaglar gelistirilmistir. Bu ilaglarin
molekiiler ve hiicresel hedefleri ile hiicreye giris mekanizmalar1 birbirinden farkl
oldugu i¢in, tim mikroorganizmalar {iizerinde etkili olan ve sistemik tedavide

kullanilabilen bir ajan yoktur (Brooks ve ark., 2001).

Enfeksiyon hastaliklarinin tedavi edilmesinde ya da dnlenmesinde kullanilan, kimyasal
yapilar1 belli olan veya yapay olarak elde edilen ajanlara kemoterapotik madde denir.
Dogal kaynakli olanlarina antibiyotik denilse de, giiniimiizde kullanilan antibiyotiklerin
cogunun sentetik ya da yarisentetik yontemlerle elde edilebildiginden, antibiyotik
deyimi tedavide kullanilan kemoterapotik ve antibiyotik niteligindeki maddeler icin
genel bir ad olarak kullanilmaktadir (Usta, 2012). Molekiiler agirliklar1 150-5000 dalton
arasinda degisen antibiyotikler, prokaryotik ve Okaryotik organizmalarin belli
bolgelerine olumlu ya da olumsuz yonde etki gosterebilen, sekonder metabolitlerdir
(Oskay ve Tamer, 2009). Antibiyotik ve kemoterapdtikleri cesitli kriterlere gore
siniflandirmak miimkiindiir. Ancak en fazla kullanilan smiflandirma, bu ilaglarin etki

gliclerine ve etki mekanizmalarina gore yapilanlaridir (Alkan, 1997).
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2.8.1. Antibiyotiklerin Etki Derecelerine Gore Siniflandirilmalari

Antibiyotikler, viicut sivilarinda olusturduklar1 konsantrasyonlarda, mikroorganizmalar

tizerindeki etki derecelerine gore iki gruba ayrilir.

Bakteriyostatikler

Bakteriyostatikler, bakteri hiicrelerinin gelismesini veya tiremesini onlerler. Gelismesi
ve iiremesi duran bakteriler, viicudun savunma mekanizmalar tarafindan kolaylikla yok
edilirler. Bakteriyostatik etki guictiniin gostergesi Minimum Inhibitér Konsantrasyon
(MIK)’dur. Bakteriyostatik ila¢ verilirken dikkat edilmesi gereken faktor yeterli ve
stirekli oranda kanda bulunmalarini saglamaktir (Kayaalp, 1998). Bakteriyostatik etkili
bazi  ajanlar;  Eritromisinler,  Sulfonamidler,  Tetrasiklinler,  Kloramfenikol,

Oksitetrasiklin, Klortetrasiklinler ve Streptomisinlerdir.

Bakterisidler

Hiicre duvarmi ve bakteriyel niikleik asit sentezini bozan antibiyotikler dogrudan
mikroorganizmayi tahrip ederler ve bakterisit etki gosteririler. Bakterisidal etki, bakteri
hlcresinin direkt olarak oldirtlip yok edilmesidir. Bakterisid antibiyotikler her zaman
daha etkilidirler ve etkileri daha kisa siirede ortaya c¢ikar. Bu nedenle antibiyotik
tedavisinde bakteridler, bakteriyostatiklere gore daha ¢ok tercih edilirler (Kayaalp,
1998). Bakterisid etki gucuniin gostergesi, Minimum Bakterisid Konsantrasyon
(MBK)’dur. Bakterisid etkili bazi ajanlar; tim penisilinler, sefolosporinler,
metronidazol,  klindamisin ~ (yuksek  dozda), linkomisin,  vankomisi  ve

aminoglikozitlerdir.
2.8.2. Antibiyotiklerin Etki Mekanizmalarina Goére Siniflandirilmalar

Antibiyotikler, etki mekanizmalarina gore Sekil 2.13’deki gibi bes gruba ayrilmaktadir.

Bakteri hiicre duvar sentezini inhibe edenler
Sitoplazma membran permeabilitesini bozanlar
Protein sentezini engelleyenler

Nukleik asit sentezini engelleyenler

o B~ w0 D

Antimetabolik etki gosterenler (Aygun, 1997).
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Sekil 2.13. Bazi antibiyotikler ve bakteri hiicresinde hedef aldiklar1 bolgeler (Bbosa ve ark.,
2014)

Bakteri Hiicre Duvar Sentezini inhibe Edenler

Hiicre duvari, bakterinin biitiinliiglinii koruyan, bdliinme ve ¢ogalmasini saglayan
kismuidir. Bakteri hiicre duvart murein denilen bir polimer bilesikten olusmaktadir. Bu
madde bir mukopolisakkarit olan lineer peptidoglikan zincirlerinin yan dallarla birbirine
baglanmasi sonucu olusur. Bu tabaka Gram-pozitif bakterilerde kalin olup 50-100
peptidoglikan molekul tabakasindan olusur (Tunail, 2009). Gram-negatif bakterilerde
peptidoglikan tabaka daha ince ve esnek olup 1-2 molekil tabakasindan yapilidir ve
bunun disinda da bir lipopolisakkarit-lipoprotein yapili ikinci bir tabaka bulunmaktadir.
Bakteri hiicre duvari, bakterinin butlnliginid koruyarak parcalanmasina engel olur
(Gulay, 2003). B-laktam antibiyotikler (penisilinler, sefalosporinler), glikopeptitler
(vankomisin, teikoplanin), novobiosin, basitrasin, sikloserin gibi antimikrobiyal
maddeler bakteri hiicre duvarinin sentezlenmesinde, hiicre ¢eperindeki temel madde
olan peptidoglikan olusumunda rol oynayan transpeptidaz ve Kkarboksipeptidaz
enzimlerinin islevlerini bloke ederek biyokimyasal yapiy1 bozar ve bakteri hiicresinin

6lmesine neden olur (Oztiirk, 1997).
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Sitoplazma Membran Permeabilitesini Bozanlar

Hiicre zart mikroorganizmalar ic¢in gerekli olan maddelerin dis ortamdan membran
icerisine pasif diflizyon ve aktif tasima ile alarak osmotik bir bariyer gorevi
gobrmektedir. Stoplazma membranina etkili antimikrobik maddeler zarin gegirgenligini
artirtp sitoplazma i¢indeki aminoasitler, nikleotitler, potasyum gibi genellikle ufak
molekiillii bilesiklerin digsar1 ¢ikmasina saglayarak mikroorganizmanin oliimiine Yyol
acarlar (Oztiirk, 1997). Memeli hiicresi ile bakteri hiicresi sitoplazma zarlarmin
fonksiyonu benzer oldugundan ilaglarin segici toksik etkileri fazla degildir. Bu yiizden
organizma icin oldukca toksik maddelerdir (Kiraz, 2006). Polimiksinler, gramisidin,
nistatin, amfoterisin B, imidazoller gibi antibiyotikler sitoplazma membraninin
gecirgenligini artirip sitoplazma igerisinde bulunan ve yasamsal énemi olan aminoasit,
niikleotit ve potasyum gibi maddelerin hiicre disina ¢ikmasini saglayarak

mikroorganizmanin 6lmesine neden olmaktadirlar (Cingi ve Erol, 1996).

Protein Sentezini Engelleyenler

Ribozomlar protein sentezinin gergeklestigi yerlerdir. Bakterilerin ribozomlart 70S
ribozomudur ve insanlardaki 80S ribozomuna goére antibiyotiklere duyarliligi daha
fazladir. 70S ribozomunda 23S, 16S ve 5S proteinleri bulunur ve 70S protein sentezi
sirasinda 30S ve 50S alt birimlerine ayrilir. Protein sentezi yapilmiyorken bu alt
birimler ayridirlar ve sentez baslayacagi zaman birlesirler (Kohanski, 2010). Bu grup
antimikrobikler bakteri ribozomlarinda protein sentezini inhibe ederek islev goriirler.
Memeli hiicrelerindeki ribozomlar (80S) bakterilerindekinden (30S ve 50S) farkli
oldugundan bu antimikrobikler memeli hiicrelerindeki protein sentezini bozmazlar.
Ribozomun 30S dnitesinin fonksiyonunu bozan antibiyotikler; aminoglikozidler ve
tetrasiklinlerdir. Ribozomun 50S (nitesinin fonksiyonunu bozan antibiyotikler;
kloramfenikol, tiamfenikol, eritromisin, azitromisin, spiramisin, Kklaritromisin,
klindamisin ve linkomisindir (Ozttrk, 1997).
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Nikleik asit sentezini engelleyenler

Bu grup antimikrobikler mikroorganizmanin DNA sentezini veya mRNA sentezini
bozarak etki gosterirler. Ayrica memeli hiicresinin ¢ekirdegini etkileyen sitotoksik
ilaclar bu grupta yer alir. Bu ilaglar kanser tedavisinde kullanilirlar (antineoplastikler-
mitomisin, aktinomisin, doksorubisin). Memeli hiicreleri Gizerinde fazla toksik olmayan
rifamisinler ve kinolonlar antimikrobiyal olarak kullanilirlar (Oztiirk, 1997). Kinolonlar
bu islemi DNA replikasyonunu 6nleyerek yaparken, rifampin transkripsiyonu onleyerek
yapmaktadir. NUKleik asit sentezini engelleyen antibiyotikler bakteriyostatik 6zellik

gosterirler (Durupinar, 2001).

Antimetabolik etki gosterenler

Bu grupta paraamino salisilik asit, ethambutol, sulfonamidler, dihidrofolat rediiktaz
inhibitorleri (trimethoprim, primetamin), izoniazit ve 5-fluorositozin bulunmaktadir
(Oztiirk, 1997). Bunlar bakterinin metabolizmasi i¢in gerekli bazi maddelerin sentezini
bozmaktadirlar. Bakterilerin ¢cogu p—aminobenzoik asit, pteridin ve glutamik asit gibi
bilesenlerden dihidrofolik asit sentezleme yetenegine sahiptir. Dihidrofolatin kendisi
bakteri metabolizmasinda onemli bir rol oynamaz fakat dihidrofolat, dihidrofolat
rediiktaz enzimi ile tetrahidrofolik aside pargalanir, tetrahidrofolik asit, metionin,
purinlerin, timin ve niikleik asit bilesenlerinin sentezinde 6nemli rol oynar. Trimetoprim
ve Sulfonamidler tetrahidrofolik asit {iretimi i¢in gerceklesen reaksiyonlarda gorev alan
enzimlerin inhibitérleridir. Bu antibiyotikler bakteristatik etki gosterirler (Salyers,
2005).

2.9. Mikroorganizmalarin Tamilanmasinda Molekuler Ydntemler

Belirli genler ve proteinler evrimsel kronometreler olup evrimsel degisimi olgerler.
Diger bir deyisle islevsel olarak benzer (homolog) makromolekdllerin nukleotit ve
aminoasit dizisindeki farkliliklar, evrimsel uzakliklarmmin bir sonucudur. Molekiiler
dizileme ile evrimsel uzakliklarin 6l¢iilmesi amaciyla yapilacak dizileme c¢aligsmalarinda
dogru molekiillerin secilmesi sarttir (Madigan ve Martinko, 2012). Organizmalar
arasindaki evrimsel iliskilere filogeni adi verilir. Filogenetik siniflandirma, canlilarin
oncellikle DNA benzerligi olmak (zere hiicre yapist benzerligi, enzim benzerligi,
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protein benzerligi, anatomik benzerlik, embriyolojik benzerlik, homolog organ
(kokenleri ayni, gorevlerinden otlirii sekilleri farkli organlar) benzerligi gibi
Ozelliklerine gore yapilir. Pek cok gen ve proteinin molekiiler kronometreler oldugu
ileri stiriilmektedir. Ancak bunlar arasinda en yaygin kullanilan1 ribozomal RNA
(rRNA)’lardir (Madigan ve Martinko, 2012). Ribozomun yapisini olusturan rRNA,
ribozomun protein senteziyle iliskili katalitik fonksiyonundan sorumludur. Hucre
sitoplazmasinda bulunan RNA’nin %80°1 rRNA’dan olusur (Ac¢ikalin ve Miistak, 2016).

Prokaryotlarda ribozom, 70S biiyiikliiglinde olup 50S ve 30S olmak {izere iki alt birime
sahiptir. “S”, Swedberg’i simgeler ve bir partikilun santrifiij edildiginde ¢cokmesini esas
alan bir kutle 6lgustdir. 50S’lik buyulk alt birim 5S rRNA ve 23S rRNA ile yaklasik 31
protein icerirken, 30S’lik kiiciik alt birim 16S rRNA ile yaklasik 21 protein icerir (Sekil
2.14). rRNA (5S, 16S ve 23S); bakteri tlrleri arasinda yiiksek oranda korunurken, ayni
zamanda filogenetik sinyaller igeren farkli bdlgelere de sahiptir. Bu sayede rRNA
molekiilii bakterilerin filogenetik identifikasyonu i¢in iyi bir ¢aligma laboratuvart olma

ozelligindedir.

RNA biiyiikliigii (baz sayisy) Protein sayisi Alt birimler Tiim biiviikliik

% + Top: 31 —_—

235 (2900) 55 (120)

168 (1500)

308

Sekil 2.14. Prokaryot Hiicrelerde Ribozamlarin Alt Uniteleri (Siborova, 2014)

Uc rRNA geni icerisinde 16S rRNA gen dizisi dokuz yiiksek oranda korunan (conserve)
bolge ile ayrilan dokuz degisken (variable) bolgeden olusur. Bu bolge, ayni cins ve tir
icinde yiiksek oranda korunmustur. Farkli cins ve tiirlerde ise farkli diziler icermektedir.
16S rRNA geni tan1 amaglh en ¢ok kullanilan bolge olmustur. Cinkl polimeraz zincir
reaksiyonu primerleri i¢in en uygun kombinasyonlarin olusturulabilecegi korunmus
bolgeler tasimasi, evrimsel kronometre gibi rol oynayan degisken bolgeler icermesi

ayrica pek ¢ok mikroorganizmanin 16S rRNA geninin dizi analizi bilgilerini iceren ve
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giinden giine genisleyen bir veri bankasinin bulunmasi, filogenetik identifikasyon igin
diger iki rRNA genine kiyasla daha ¢ok tercih edilmektedir (Giirsoy ve Otlu, 2017). 16S
rRNA geni, yaklasik 1550 baz ¢ifti (b¢) uzunlugundadir. Polimeraz zincir reaksiyon
deneylerinde kullanilan tiniversal primerler, genellikle korunmus olan bdlgelere
tamamlayic1 (komplementer) olarak segilir. Tan1 amaciyla yapilan DNA dizi analizinde
cogunlukla ilk 500 bg¢’lik kisim incelenir. Ancak yeni tiir belirlenmesi ve tiirler arasi
farkliliklarin saptanmasi icin tiim bolgenin arastirilmasi gerekmektedir. 16S rRNA
sekanslamasinda %97 veya daha fazla dizi benzerligi gosteren suslar ayni cins kabul
edilirken %99 ve Uzerindeki dizi benzerlikleri ayni tiire ait oldugunu gosterir
(Ozkuyumcu, 2009).

16S rRNA’y1 olusturan bolgelerden biri olan ve yiiksek degiskenlige sahip V4 bolgesi
(Sekil 2.15), mikrobiyal komiinitenin karsilastirilmast ve arastirilmas: ile ilgili
calismalarda kullanilmaya baslanmistir (Caporaso ve ark., 2011; Kozich ve ark., 2013).
Ayn1 zamanda dizinin yaklasik olarak 250 bg¢ uzunlugunda olmasi yeni nesil dizilemeye
uyarlanmasint miimkiin kilmistir. Global mikrobiyom projesi olan Earth Microbiome
Project (EMP) calismalarinda ise 16S rRNA’nin V4 bdlgesi, tanimlayic1 bolge olarak
protokolde yer almaktadir ve giiniimiizde bakteri-arke filogenetik ¢alismalarinda sikg¢a

tercih edilen bolge konumuna gelmistir (Kozich ve ark., 2013).

£ V3 Blgesi
=1 V4 Bolgesi
£ V3/V4 Boleesi

Sekil 2.15.16S rRNA Yapisi ve V4 Gen Bolgesi (Cannone, 2002)
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2.9.1. PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), rekombinant DNA teknolojisiyle birlikte gelisen,
molekiiler biyoloji ve genetik dallarinda siklikla kullanilan bir tekniktir (Karatas, 2012).
Sentetik DNA ve DNA dizi analiziyle ilgi gelismeler sayesinde, DNA’nin in vitro
ortamda cogaltilmas1 iizerine polimeraz zincir reaksiyonu adinda yeni bir metot
gelistirilmistir (Madigan ve Martinko, 2012). 1985 yilinda ABD’de bulunan Cetus
sitketine bagli olarak calisan Henry A. Erlich, Kary Mullis ve Randall K. Saiki
tarafindan gelistirilen yontem niikleik asitlerin canli organizma i¢inde bulunmadan
uygun kosullar saglanarak ¢ogaltilmasina dayanmaktadir. Hem arastirma hem de klinik
laboratuvar tanisinda kullanilmak iizere PZR yontemini gelistiren K. Mullis 1993 Nobel
Kimya Odiili’'nii almaya hak kazanmistir. Ardindan temel molekiler biyolojik
arastirmalarda ve birgok hastaligin teshisi i¢in klinik tipta kullanilmaya baslanmistir
(Saiki, 1985). Polimeraz zincir reaksiyonu, spesifik bir DNA par¢asinin in vitro
kosullarda DNA polimeraz enzimi ile uygun iki primer tarafindan sentezlenmesini
saglayan bir yontemdir (Saiki, 1985). Bu yontemin Polimeraz zincir reaksiyonu olarak
adlandirilmasinin  sebebi, dongiliniin anahtar elemanlarindan biri olan DNA
polimerazdan tlretilmesidir. DNA polimeraz, in vitro enzimatik replikasyon ile
DNA’nin bir pargasini ¢ogaltmak igin kullanilir (Esmael, 2010). Polimeraz zincir
reaksiyonunun sirri, bir primer uzatmanin Uriinlerinin bir sonraki dongiide kalip olarak
is gormesidir (Sekil 2.16.a). Gergekte, PZR tekniginin giizelligi her dongiiniin orijinal
hedef DNA muhteviyatinin iki katina ¢ikmasidir. Pratikte, genellikle 20-30 dongi
yapilarak hedef dizinin 10°-10° kat iretilmesi saglanir (Sekil 2.16 b) (Madigan ve

Martinko, 2012).
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Sekil 2.16. PZR iiriinlerinin aritmetik olarak kopyalanmas1 (Madigan ve Martinko, 2012)
(a): PZR donguleri sonucu olusan iiriin sayisi
(b): Toplam iiriin sayis1 grafigi

Polimeraz zincir reaksiyonu ¢ift iplikli bir DNA molekiline hedef dizilere iki
oligoniikleotid primerin (18-20 baz uzunlugunda) baglanmasi ve bu primerin uzamasi
esasina dayanir. Kalip DNA molekiilleri yiiksek sicakliklarda denatlire edildikten
sonra, amplimer olarak da adlandirilan oligoniikletid primerler tek iplikli DNA
molekiilleri iizerinde kendilerine tamamlayict olan bdlgelerle diisiik sicakliklarda
birlesir (Devrim ve Kaya, 2004). DNA polimeraz enzimi, dort ¢esit deoksiniikleozid
trifosfat (ANTP) ve uygun tampon varliginda primerin 3" hidroksil ucundan uzamasini
saglar. Boylece kalip DNA ipligine tamamlayici olan yeni DNA molekiilii sentezlenmis
olur. Polimerazin ¢aligmasi i¢in uygun pH ve iyon kosullarin1 (Mg*?) saglayan tampon

karigimi ile enzimatik olarak sentezlenmesine dayanir (Akar, 1999).

Polimeraz zincir reaksiyonu ile DNA nin kiigiik bir bélgesini DNA polimeraz enziminin
de kullanimi ile milyonlarca defa kopyalamak miimkiindiir. Ancak bu reaksiyonun
gerceklesebilmesi i¢in hedef DNA bdlgesinin her iki ucunun nikleotid dizisi
bilinmelidir. Bunun i¢in ¢alisilacak olan DNA parcasinin her iki ucu ig¢in primer
tasariminin yapilmasi gerekmektedir. Primerler olusturulduktan sonra iki u¢ arasindaki
bolge PZR kullanilarak ¢ogaltilabilir. Amplifikasyon genellikle DNA polimeraz |
enzimi ile gergeklesir. Bu enzim sicak kaplica sularinda yasayan Thermus aquaticus
isimli bakteriden izole edilir. Taq polimeraz adiyla kullanilan bu enzim yiiksek

sicakliklarda istikrarli kalmasinin yami sira reaksiyonun son basamagi olan DNA
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amplifikasyon isleminin yiiksek sicakliklarda (72°C) olmasini saglayarak primerlerin
0zgun olmayan baglanmalarint da engellemektedir. PZR isleminde kullanilan diger
bilesenler; Mg*, dNTP (A,T,C,G) karisimi ve PZR tamponudur (Karatas, 2012).
Polimeraz ~ zincir  reaksiyonu  thermocycler adi  verilen cihazlar1 ile
gerceklestirilmektedir. Bu cihazlarda her bir siklus esnasindaki 1sitma ve sogutma
islemleri yazilim programlart ile uygulanir. Glnlimuzde farkli firmalar tarafindan siklus
sayisi, inkiibasyon siiresi ve sicaklikligin programlanabildigi thermocycler cihazlari

gelistirilmistir (Erol ve ark., 1990).

2.9.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Ana Islem Basamaklar

PZR’nin prensibi; Amplifiye edilecek DNA’nin yiiksek sicaklikta denatiirasyonu,
primerin hedef DNA’ya baglanmasi ve primerin uzamasindan olusan 3 basamaga

dayanmaktadir (Sekil 2.17).

Polimeraz zincir reaksiyonu

| 3 adim, 30-40 kere tekrar eder |
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Sekil 2.17. PZR Siklusunun basamaklar1 (Vierstraete, 1999).
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Denattrasyon

Denatiirasyon agamasinda kalip DNA parcast gerekli sicakliga ulagtiktan sonra agilarak
tek zincirli hale gelir. DNA cift zinciri genellikle 94-97°C araliginda acilir. Yuksek
sicakligin etkisi ile hidrojen baglar1 kirilir (Watson, 1992). Bir hidrojen bagimi kirmak
icin gerekli olan enerji 436 kj/mol’diir. Guanin ve sitozinden (G+C) zengin diziler,
sahip olduklari ii¢lii hidrojen baglar1 nedeniyle denatiirasyon sicakligi yuksektir. PZR’n
gercelesebilmesi i¢in  denatiirasyonun tam olmasi gerekmektedir. Bu nedenle
denatiirasyon sicakliginin dikkatli se¢ilmelidir. Her PZR reaksiyonunda tim genomik
DNA’nin yeterince agilabilmesi i¢cin dongiisel basamaklardan once 5-10 dakikalik ve

tek adimlik bir denatiirasyon asamasi uygulanmalidir (Klug ve ark., 2009).

Primer yapismasi (Anneling)

Denatiirasyon agamasindan sonra Sicaklik 50-70°C’ye diisiiriilerek ortamda bulunan iki
oligoniikleotid primer tek zincirli DNA dizisine baglanir. Primerlerin hedef DNA
uzerindeki spesifik bolgelere baglanabilmesi igin, programlanan thermocycler sicakligi
37-65°C’ye indirmektedir. Primerlerden birinin kendine ait olan 5' ucu, hedef
DNA'’lardan birinin 3' ucuyla, diger primer de ikinci tek iplikgik DNA’nin anti paralel
olan diger ucunda bulunan 3' ucuna DNA polimerazin ¢alisma yoniine uygun olarak
(5' — 3') baglanirlar. Bu iglemler yaklasik 0,5-1 dakika surmektedir (Klug ve ark.,
2009).

Zincirin uzamasi (Extension):

Primerler hedef DNA pargasina baglandiktan sonra ortamdaki Mg*? ve Taq Polimeraz
enzimi sayesinde dNTP’ler primerin ardina 5'-3' yoniinde eklenirler. Yeni olusan DNA
zincirinin baz dizilimini belirleyen, kalip DNA’daki baz sirasidir. Yeni sentezlenen
DNA’nin uzama hizi 35-100 niikleotid/saniyedir. Uzama zamani hedef dizideki baz
derigsimi, dizinin uzunlugu ve ortam 1sisina baglidir. Tercih edilen en uygun sicaklik
72°C’de 1 dakikadir. Dongiiler genellikle 30-40 kez gerceklestirilir (VanGuilder ve ark.,
2008).
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2.9.3. PZR’nin Temel Bilesenleri

Kalip DNA

Polimeraz zincir reaksiyonunda c¢ogaltilmak istenen diziyi igeren DNA’dir. PZR
oldukga etkili bir teknik oldugu igin ¢ok kiigiik DNA miktarlar1 bile yeterli olmaktadir.
Genellikle 50 pL reaksiyon karigimi igin 0.1-1 pg genomik DNA kullanilir (Birben,
2006).

Primerler

Reaksiyonda g¢ogaltilmak istenen bdlgenin sinir dizilerine tamamlayici tek iplikli kisa
DNA pargalaridir. Primerler genel olarak %50-60 G+C bilesimine sahiptir ve 12-30
niikleotidden olusurlar. Primer tasarimi yapilirken, hedef DNA dizisinin iki ucundaki
dizisi bilinen kisimlar dikkate alinir. Bu bolgelere tamamlayici olan primerler tasarlanir.
Ayrica kullanilacak primerler yalnizca hedef DNA bdlgesine spesifik olmalidir.
Konsantrasyonlari 0.1-0.5 mM arasinda degisebilir. YUlksek konsantrasyona sahip

primerler hatal1 dizilimlere sebep olabilir (Devrim ve Kaya, 2006).

Deoksiriboniikleozid Trifosfat Molekiilleri (dNTPs)

Deoksiribonikleozid trifosfatlar (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) polimerizasyon
basamaginda gorev alirlar. Yiiksek saflikta ve ticari olarak elde edilirler. Ayr1 ayr1 ya da
karisim halinde kullanilabilirler. Sentezlenecek olan hedef DNA’nin uzunlugu, sayisi,
dongiiniin ka¢ kez tekrarlanacagi dogrudan dogruya dNTP’lerin miktar: ile yakindan
ilgilidir. Ayrica reaksiyondaki fosfat grubunun da esas kaynagini olusturmaktadirlar.

(Turkyilmaz ve Esendal, 2002).

Tag DNA Polimeraz

Thermus aquaticus’tan elde edilen 1siya dayanikli bir enzimdir. Bu enzim 5- 3'
ekzonlkleaz aktivitesine sahiptir. Dolayisiyla sentezin yonii 5' ugtan 3' uca dogrudur.
Boylece primerin serbest 3' hidroksil ucuna fosfodiester baglarinin katalizi ve yeni

DNA ipliginin polimerizasyonu saglanir. Bu enzimin reaksiyondaki miktarida

55



6nemlidir. Cunki yuksek konsantrasyon, spesifik olmayan iiriinlerin olugsmasina, diisiik

konsantrasyon ise yetersiz Uriin olusmasina neden olabilir (Devrim ve Kaya, 2006).
Mg*? derisimi:

PCR’nin 6zgiilliigii ve iiriin verimi iizerinde ¢ok dnemli bir etkisi vardir. Mg*? iyonlar
dNTP’ler ile cozlnebilir bilesikler olustururlar, polimeraz aktivitesini uyarirlar ve
primer-kalip DNA hibridizasyonunu saglarlar. MgCI2’tin reaksiyon karisimindaki
konsantrasyonu 0,5-5 mM’lik degerler arasinda olmalidir. Diistik Mg*? konsantrasyonu,
{irin  olusumunda azalmaya, yiiksek Mg konsantrasyonu ise spesifik olmayan

urtinlerin birikimine neden olur (Devrim ve Kaya, 2006).

PZR tamponu

PZR igin enzime (DNA polimeraz) 6zgii tamponlar kullanilir. Cogunlukla satin alinan
enzimle birlikte 10X konsantrasyonda saglanabilmektedir. Genellikle 10-50 mM
arasinda Tris- HCI (pH= 8,3-8,8) tampon ¢6zeltisi kullanilir (Birben, 2006).

2.9.4. Elektroforez Calismalari

Elektroforez, ilk kez 1930 yilinda, Isvegli kimyaci Tiselius tarafindan
kesfedilmistir. Elektriksel yiik tasiyan molekiillerin, bir elektriksel alan icinde
birbirinden ayrilmasint saglayan bir analitik yontemdir. Elektroforez islemi
proteinlerin, aminoasitlerin, niikleotid ve niikleik asitlerin elektrik akimi ve uygun
pH'daki tampon soliisyonlarinda net elektrik yiikiine, molekiil biiyiikliiklerine ve
sekillerine gore ayristirilmasinda kullanilir (Shaw ve Prasad, 1970). Elektroforez
tekniginin kullanim alanlari; saflagtirma, saflik kontrolii, molekiil agirligi saptama,
kalitsal veya kalitsal olmayan hastalik saptama, enzim izozimlerinin saptanmasi (tanisal
amagcli, populasyon g¢alismasi igin, adli tipta), immiinolojik ve molekiiler biyolojidir

(Ozkan, 2005).

Elektroforez, yuklu molekullerin elektriksel bir alanda vyiiriitiillmesi islemidir.
Yiiriimenin orani, molekiildeki yiik ve molekiiliin sekil ve biiyiikliigiiyle belirlenir
(Madigan ve Martinko, 2012). Bu teknikte DNA veya RNA molekilleri uzunluklarina

gore jelde ayrilirlar ve biiytikligii bilinen markor ile karsilastirma yapilarak, her bir
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DNA veya RNA pargasinin bityiikligii saptanmaktadir. DNA veya RNA molekullerinin
yap1 taginda fosfat baglar1 bulundugundan negatif yiikliidiir. Elektrik akimi uygulandigi
zaman, negatif ylklii niikleik asitler pozitif elektrota yani anota dogru ilerler (Karatas,
2012). Elektroforez esnasinda molekiiller biiyiikliiklerine ve yapilarina gére farkli
sekillerde hareket edebilirler. Blyuk molekiller kigcik molekillerden daha yavas
hareket etmektedir (Williams, 2000). Cok cesitli elektroforez tiirli olmasina ragmen
farkli amaglar i¢in farkli yontemler vardir. Bunlardan bir kag1 agaroz jel, poliakrilamid

jel, nisasta jel ve seliiloz asetat jel elektroforezidir.

Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz, kirmizi bir alg tiirii olan Agar agar’dan izole edilen, ortalama molekiil agirlig
12000 olan dogrusal bir polisakkarittir. Birbiri ardina gelen galaktoz ve 3,6-
anhidrogalaktoz birimleri agarobiyozu (agarobiose), agarobiyoz da agarozu olusturur.
Yiiksek sicakliklarda suda ¢oziinebilmesi ve sogutuldugunda bu polimerde g¢apraz
baglarin olugmasi ile jel yapisi olusur. Agaroz, orta biylklikte ve biuyuk DNA

molekiillerini elektroforezle ayirmak kullanilmaktadir (Yildirim ve ark., 2007).

Nukleik asitlerin fosfat gruplar1 negatif yiik tagidigindan, bu niikleik asitlerin hepsi bir
elektriksel alanda pozitif kutba dogru ilerler. Niikleik asitler hareket ettikce, sik
diizenlenmis agar lifleri, kisa olanlara gore birbirinden ayirir. Boylece jel elektroforezi
DNA molekiillerinin karisimini bantlar seklinde birbirinden ayirir. Her bir bant ayni
uzunlukta binlerce DNA nolekiiliinden olusur (Madigan ve Martinko, 2012). Hazirlanan
agaroz jel, elektroforez tankina yerlestirilir. Her bir ucunda elektrotlar1 olan bu tankin
icerisine s1vi tampon ¢ozelti eklenir. DNA molekiillerinin bir karisimindan olusan her
bir 6rnek, agaroz jel bulunan bir kuyucuga yuklenir (Sekil 2.18 a). Akim agildiginda
negatif yiikklii DNA molekiilleri pozitif elektroda dogru hareket eder. Kisa molekiiller
uzun olanlardan daha hizli ilerler (Sekil 2.18 b).
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Sekil 2.18. Temel bir elektroforez seti (Madigan ve Martinko, 2012)
(a): DNA molekullerinin jel Gzerindeki kuyucuklara yiklenmesi

(b): Elektroforez igsleminde yiiriitiilen DNA molekiilleri

Bir DNA molekilinin agaroz jelde gérinir hale gelmesi icin Etidyum Bromiriin DNA
baglar1 arasina baglanarak 300 veya 360 nm’deki UV 15181n1 absorblamasi sonucu
floresan etki gostermesi ile olur. Bu etki DNA konsantrasyonuna bagli olarak az veya
kuvvetli olabilir (Temizkan ve Arda 2004). Agaroz jelin konsantrasyonu %0,3-2,0
arasinda degistirilerek jelin por capi ayarlanabilir. Boylece diisiik DNA fragmentleri
icin yiiksek, biiyiik DNA fragmentleri icin diisiik konsantrasyonlar hazirlanarak
DNA’nin jelde en iyi sekilde tasinmasi saglanabilir. Cizelge, 2.6’ da ayristirilacak
molekiillerin biiyiikliigiine bagl olarak kullanilacak olan agaroz konsantrasyonlari

verilmistir (Olgun ve Topal, 1999).

Cizelge 2.6. DNA molekiiliiniin bityiikliigiine gore agaroz konsantrasyonlari (Klug, 2009)

Agaroz Konsantrasyonu Dogrusal DNA Molekiiliiniin
(% agirhik/hacim) Biiyiikliigii (kb)
0,3 5,0-60,0
0,6 1,0-20,0
0,7 0,8-10,0
0,9 0,5-7,0
1,2 0,4-6,0
15 0,2-3,0
2,0 0,1-2,0
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

Bu calismada kullanilan materyaller ve sarf malzemeler Sigma-Aldrich (Almanya),
Merck (Almanya), Biomerieux (Fransa) ve Thermo Fisher Scientific sirketlerinden
temin edilmistir. Besiyelerinin, kimyasallarin ve hazirlanmasina ait bilgiler Ek 1 ve Ek

2’de, APl 20NE identifikasyon kitinin kullanilmasina ait bilgiler ise Ek 3’de verilmistir.

3.2. Metot

Calisma Akisi

1. Hemodiyaliz Unitesi su sisteminde bulunan 3 farkli noktadan (Sekil 3.1) alinan su
orneklerinin aynit giin icinde mikrobiyoloji laboratuvarina getirilerek membran
filtrasyon yontemi ile mikrobiyolojik ekimlerinin yapilmasi

2. Segici besiyerlerinde lireme olan plaklarda mikroorganizmalarin izole edilmesi

3. Izole edilen suslarda tanimlama testlerinin yapilmas: (gram boyama, katalaz testi,
oksidaz testi)

4. Izolatlarm tlr diizeyinde tamimlanmast icin API 20NE test kitinin kullanilmas:

5. lzolatlarm antibiyotik duyarliliklarmin belirlenmesi

6. Molekiiler tan1 amaciyla; 16S rRNA PZR ve 16S rRNA gen bolgesi DNA dizi
analizi yapilmasi

7. Sonuglarin yorumlanmasi
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SU ARITMA SISTEMI AKIS SEMASI
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Sekil 3.1. Su numunelerini alma noktalar1 (Anonim, 2013)

3.2.1. Su Numunelerinin Alinmasi ve Taginmasi

Sularin mikrobiyolojik incelenmesinde en 6nemli boliim, su numunesi alma basamagi
olusturmaktadir. Diyaliz kliniklerinin su aritma sisteminde, tim sistemi temsil eden
noktalar secilmistir. Ayrica disardan kaynaklanabilecek herhangi bir mikroorganizma
bulasmasinin olmamasina dikkat edilmistir. Numune hangi noktadan alinirsa alinsin

mutlaka etiketleme yapilmistir.

Su numunesini almak icin steril, tek kullanimlik, plastik siseler kullanilmistir. Su
ornekleri dogrudan musluktan alinmigtir. Mikrobiyolojik bulasma riskine karsi
numunenin alinacagl vana veya musluga bagli herhangi bir hortum veya uzatma

olmamasina, dikkat edilmistir.

Numune alinmadan 6nce musluk sonuna kadar agilarak 5 dakika boyunca hizli bir
sekilde bosa akitilmistir. Boylece muslugun i¢ kisimlarinda kaynaklanabilecek
kirleticilerin uzaklastirilmasi saglanmistir. Daha sonra musluk, alkol emdirilmis ve
yakilmig bir pamuk tamponla yakarak bir dakika siireyle sterilize edilmistir.
Mikrobiyolojik bulagmalara kars1 sisenin agzina el veya bagka bir sey degdirilmeden ve
numunenin i¢ine herhangi bir kirleticinin diigmesine izin vermeden sise hizli bir sekilde
kapatilmigtir (Sekil 3.3). Alinan numuneler hemen su numune tasima cantasina
konularak laboratuvara 5+3°C’da soguk zincirde taginmistir. Numuneler laboratuvara

ulasir ulasmaz mikrobiyolojik ¢calismalara baglanmistir.
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MUSLUK VEYA POMPA CIKISINDAN NUMUNE ALMA

Wy

Bir ¢akmak, gazli bir ocak veya alkol em-
dirilmis ve yakilmis bir pamuk tamponla
yakarak musluk bir dakika sureyle sterili-
ze edilir.

M\

Musluk dikkatle acilip, 3-5 dakika suyun
ortalama bir hizla akmasi beklenir. Bir kez
ayarladiktan sonra muslugu tekrar ayarla-

mayin.

R
T

Kapak ve koruyucu bashgi asag dogru tu-
tarak (numuneyi kirletebilecek toz girisini
énlemek igin), sise hemen akan suyun
altina tutulup ve doldurulur.

Steril bir sise alinir ve kapagini dikkatle
acilip veya tipasini ¢ikartilir.

)

Analiz éncesinde calkalamayr kolaylas-

tirmak icin, sisede hava dolu kiguk bir
hacim birakilmalidir.

Tipay yerlestirip veya kapagl kapatip so-
guk zincire alinir.

Sekil 3.2. Su numunelerinin alinmast (Anonim, 2014).

3.2.2. Membran Filtrasyon Yontemi ve Kullanilan Besiyerleri

Su siteminde belirlenen 3 noktadan alinan su ornekleri secici besiyerine her birinde
paralel olmak Uzere membran filtrasyon yontemi ile ekim yapilmigtir. 100 mL su
Ornegi, membran filtrasyon cihazi iizerine yerlestirilen steril membran filtreden (por
biyiikligi 0,2 um) siiziilmistir. Bu islemde su igerisinde mevcut olan bakterilerin
membran filtrede tutulmasi saglanmigtir. Daha sonra membran filtre, analizi istenilen
besi yerlerine taginarak, uygun sicaklik ve siirede inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.4).

Bu siire sonunda besiyeri lizerindeki membran filtre yiizeyinde gelisen koloniler
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degerlendirilmistir. Membran filtrasyon yontemi kullanilan her ¢alismada membran
filtrasyon haznesi alevden geciridikten sonra membran filtreden 100 mL steril distile su
stiziilerek petri plagina yerlestirilmistir. Boylece herhangi bir lireme olup olmadigi

kontrol edilmistir.

10 11 12

Sekil 3.3. Membran filtrasyon yontemi ile su analizi (Kamanli, 2011)

Toplam Mezofilik Aerobik Bakteri (TMAB) izolasyonu

Su orneklerinden toplam aerobik mezofilik mikroorganizmalarin izolasyonu icin Plate
Count Agar (PCA) kullanilmistir. Petriler 32°C’de 24 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda gelisen tiim koloniler nutrient agar besiyerinde izole edilmistir.
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Toplam Koliform Bakteri Izolasyonu

Koliform bakteri izolasyonu i¢in Levin EMB besiyeri kullanilmistir. Petriler 32°C’de 24
saat inkiibe edilmistir. Inkilbasyon sonunda saydam ve amber renkli koloniler
Salmonella ve Shigella gibi laktoz ve sakkaroz negatif bakterileri; menekse renkli,
yanstyan 1sikta yesilimsi metalik parlak goriilen koloniler E. coli‘yi; pembe- menekse
renkli ve gri kahverengi merkezli koloniler diger koliform bakteriler olarak

degerlendirildi. Gelisen tim koloniler nutrient agar besiyerinde izole edilmistir.

Staphylococcus aureus izolasyonu

Staphylococcus aureus izolasyonu icin Baird-Parker agar kullanilmistir. Petriler
32°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda 1-1,5 mm capinda siyah, parlak
konveks koloniler S. aureus olarak degerlendirildi. Gelisen tiim koloniler nutrient agar

besiyerinde izole edilmistir.

Enterococcus spp. izolasyonu

Enterococcus spp. izolasyonu i¢in Slanetz Bartley Agar kullanilmistir. Petriler 32°C’de
24 saat inkilbe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kirmizi renkli koloniler Enterekoklar

olarak degerlendirildi. Gelisen tiim koloniler nutrient agar besiyerinde izole edilmistir.

Pseudomonas aeruginosa Izolasyonu

Pseudomonas aeruginosa izolasyonu icin Pseudomonas Selective Agar Base
kullanilistir. Petriler 32°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda beyaz, sar1
ve yesil pigment veren koloniler Pseudomonas spp. olarak degerlendirildi. Gelisen tiim

koloniler nutrient agar besiyerinde izole edilmistir.

Salmonella ve Shigella spp. izolasyonu

Salmonella ve Shigella spp. izolasyonu icin Salmonella- Shigella agar (SS agar)
kullanilistir. Petriler 32°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda gelisen tiim

koloniler nutrient agar besiyerinde izole edilmistir.
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Candida izolasyonu

Candida izolasyonu icin Sabouraud %2 Dextrose Agar kullanilistir. Petriler 32°C’de 24
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda gelisen tiim koloniler nutrient agar

besiyerinde izole edilmistir.

3.2.3. Gram Boyama

32°C’de 24 saat nutrient agar besiyerinde gelisen kolonilerden preparat hazirlanmistir.
Oncelikle incelenecek olan kiiltiirden bir 6ze dolusu lam iizerine aktarilmistir ve lammn
Uzerine ince bir film tabakasi halinde yayilmistir. Havada iyice kurumasinin ardindan,
bakteriler bunzen beki alevinden gecirilerek lam Uzerine tespiti yapilmistir. Preparat
tespit edildikten sonra kristal viyole ile boyanarak 1 dakika bekletilmistir. Ardindan lam
su ile iyice yikandiktan sonra lugol solusyonu uygulanarak 1 dakika beklenmistir.
Lugol, su ile giderildikten sonra preparatin {izerine %95°lik etanol uygulanarak 10-15
saniye beklenmistir ve ardindan su ile yitkanmistir. Son olarak preparat karsit boya olan
safranin soliisyonu ile 30 saniye boyanip su ile yikanmistir. Lam, kurutma kagidiyla
kurutulduktan sonra 151k mikroskopunun 100X objektifinde immersiyon yagi
damlatilarak incelenmistir. Mor renkte goriilen bakteriler gram pozitif, pembe renkte

gorilenler gram negatif olarak degerlendirilmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Gram boyama (Anonim, 2015).
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3.2.4. Katalaz Testi

32°C’de 24-48 saat nutrient agarda gelisen taze koloniler bir 6ze ile alinarak temiz bir
lam {izerine aktarilmistir. Daha sonra lam (zerine birka¢c damla %3’liik hidrojen
peroksit damlatilmistir. Hava kabarcigi gorllen izolatlar katalaz enzimine sahip
olduklar1 i¢cin pozitif olarak degerlendirilmislerdir. Pozitif kontrol olarak

Staphylococcus aureus kullanilmistir.

3.2.5. Oksidaz Testi

Bir parca filtre kagidi, Tetrametil-p-fenilendiamin-dikloriir’iin (Sigma Chemical co.)
%71°1ik soliisyonunun birkag damlasi ile 1slatilmistir. 32°C’de 24-48 saat nutrient agarda
gelisen taze koloniden bir 6ze dolusu alinarak filtre kdgidinin {izerine yayilmistir. 10
saniye icerisinde filtre kagidinda mavi-menekse renk olusumu pozitif sonug olarak

degerlendirilmistir. Pozitif kontrol olarak Pseudomonas aeruginosa kullanilmistir.

3.2.6. Api 20NE Hizh Tam Kitinin Kullanimi

Izolatlarin tiir diizeyinde tiplendirilmeleri, enterik olmayan gram negatif basiller igin
spesifik olan biyokimyasal test kiti (APl 20NE) ile yapilmistir. Bu amagla nutrient broth
besiyerinden saf kiiltiirler nutrient agar besiyerine ekilerek aktif hale getirilmiglerdir. Bu
petrilerden 6ze kullanilarak 1-4 koloni daha 6nceden kullanima hazirlanmis 2 mL’lik
%0,85’lik steril serum fizyolojik tiiplerine inokiile edilmis ve steril mikropipetler
kullanilarak 0,5 McFarland bulanikliliginda homojen bir siispansiyon hazirlanmistir. Bu
siispansiyondan ayni pipetle NOs testinden PNPG testine kadar hava kabarcigi
kalmayacak sekilde sadece tlip kisimlarma inokiilasyon yapilmistir. Daha sonra bu
siispansiyondan 200 pL AUX Medium’a eklenerek hava kabarcigi olusturmayacak
sekilde karisim saglanmistir ve bu karisim kalan GLU testinden PAC testine kadar hem
tip hem de kuyu kisimlar1 dolacak sekilde inokiile edilmistir. Kuyu kisimlarinin
konveks ya da konkav olmamasi, diiz bir sekil almasi saglanmistir. Daha sonra GLU,
ADH ve URE testleri igin anaerobik ortam saglamak amaciyla mikrotlplerin kuyu

kisimlar1 konveks meniskiis seklinde mineral yag ile doldurulmustur.
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Bir tabla ve bir kapaktan olusan inkiibasyon kaplarinda nemli bir ortam saglamak
amaciyla 5 mL distile su petekli yapidaki tablaya dagitilmistir. Mikrotiiplerden olusan
stripler bu tablalara yerlestirilerek kapaklari kapatilmistir. Sus numaralari inkiibasyon
kutularina yazilarak suslarin karigmasi onlenmis ve 30+0,1°C’de 24 ve 48 saat inkiibe

edilmistir.

Inkiibasyon sonunda GLU, ADH, URE, ESC, GEL ve PNPG test sonuglari
kaydedilmistir. NO3 testi i¢cin ise Oonce NIT 1 hemen ardindan NIT 2 ayiraglari
damlatilarak 5 dk beklenmis, eger sonug¢ negatif ise 2-3 mg Zn tozu eklenerek 5dk
sonra tekrar sonu¢ alinmistir. TRP testi i¢in kuyucuga bir damla James ayiraci
damlatilarak reaksiyon sonucu hemen kaydedilmistir. Asimilasyon testlerinde ise kuyu
kisminda opak renk goriilmesi bakteriyel gelismenin pozitif oldugunun gostergesidir. 24
saatlik inkiibasyon sonunda yapilan bu islemlerin ardindan ayirag eklenen test tiipleri
mineral yag ile kapatilarak 24 saat daha inkiibe edilmis ve 48 saat sonunda sonuglar
tekrar kaydedilmistir. Reaksiyon sonuglar1 EK 3’te verilen gizelgeye gore okunmus ve

sonuclar sonug cizelgelerine kaydedilmistir.

Sonug cizelgelerinde testler 3 testlik gruplar halinde ayrilmislar ve gruptaki testler 1, 2
ve 4 sayilarin1 kodlayacak sekilde numaralandirilmistir. 21. test oksidaz testi olup 4
sayist ile kodlanmistir. Her grup igindeki sonuglara bagli olarak ortaya 7 haneli bir say1
ortaya ¢ikmaktadir. Elde edilen 7 haneli sayilara karsilik gelen bakteri suslarinin adlar

bilgisayar programu ile belirlenmistir.

3.2.7. lizolatlarin Antibiyotik Duyarhliklar

Arastirmamizda Su oOrneklerinden izole edilen mikroorganizmalarin antibiyotik
duyarliliklar1 Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI-2012) kurallarina

uygun olarak disk difiizyon testi ile tespit edilmistir.

Inokiilum siispansiyonu hazirlamak iizere bakterinin secici olmayan besiyerindekil 6-24
saatlik taze kiltiirii kullanildi. Bakterinin benzer morfoloji gosteren kolonilerinden
birka¢ tanesi steril 6ze yardimiyla alinarak ve steril tuzlu su (%0,9 NaCl) iginde
siispanse edildi. Siispansiyonun yogunlugu, McFarland 0,5 standard: ile esit olacak
sekilde ayarlandi. Yogunluk oOl¢limiinde spektrofotometre cihazi kullanildi. Steril

pamuklu ekiivyon ¢ubugu, inokiilum siispansiyonu i¢ine daldirildi ve pamuktaki fazla
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stvi, ¢ubugun pamuklu kismini tiip cidarma bastirip dondiirerek atildi. Pamuktaki
inokiilum agar yiizeyinin her tarafina esit olacak sekilde ii¢ yonde ¢ubuk yardimiyla
yayildi. Antibiyotik iceren diskler Kirby-Bauer disk difuzyon yontemi uygulanarak 3
cm ara ile yerlestirildi. 35°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra diskler etrafinda
meydana gelen inhibisyon zonlart mm cinsinden 6lgiilmiistiir. Antibiyotik duyarliliklari;
Klinik ve Laboratuvar Standartlari Enstitiisii (Clinical and Laboratory Standards
Institute, CLSI) 2012 kriterleri dogrultusunda disk difiizyon yontemi ile belirlenmistir
(CLSI, 2012).

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan antibiyotik diskleri, konsantrasyonlar1 ve CLSI
standartlarlarina gére duyarlilik kategorileri

Disk diftizyon yontemi (CLSI)
Antimikrobik Madde | Sembol | Konsantrasyon Zon ¢ap1 (mm)
Duyarh | Orta Direncli
Amikasin AK 30 mcg >17 15-16 <14
Sefepim FEP 30 mcg >18 15-17 <14
Seftazidim CAZ 30 mcg >18 15-17 <14
Siprofloksasin CIp 5 mcg >31 21-30 <20
Imipenem IPM 10 mcg >19 16-18 <15
Tetrasiklin TE 30 mcg >15 12-14 <11
Tikarsilin TIC 75 mcg >20 15-19 <14
Tobramisin TOB 10 mcg >15 13-14 <12

3.2.8. lizolatlarin Molekiiler Olarak Tamimlanmasi

Arastirmada izole edilen bakteri izolatlarin1 molekiiler olarak da tanimlanmak amaciyla
koloni PZR uygulandi. Koloni PZR’de ¢ogaltilan 16S rRNA’nin V4 bélgesi i¢in
universal primerler (515F-Y ve 806R-B) kullanilmistir. Belirtilen sartlarda negatif
kontrol ile beraber kurularak gerceklestirilen reaksiyonlar sonrasinda c¢ogaltilan
DNA’larin uygun bant boyu verdigi agaroz jel elektroforezinde tespit edilmistir.

PZR’den ¢ikarilan tiipler -20°C’de muhafaza edilmistir.

Reaksiyonun (Master mix’in) Hazirlanmasi

PZR’1 yapilacak her bir ornek igin son hacim 50 pl olacak sekilde PZR ortami

hazirlanmistir (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.2. PZR karigim protokolii

PZR Icerigi Miktar (ul)
Steril distile su 34,25 uL
10X PZR buffer | 5 ul

dNTP (2mM) 5ul
Forward Primer | 0,25 uL
Reverse Primer 0,25 uL
MgCl> (25 uM) | 4 ul

Tag Polimeraz 0,25 pL
Template 1 koloni
Toplam 50 ul

PZR islemi i¢in termal dongli cihazinda gerceklestirilen optimizasyon c¢alismalari

sonucunda uygun dongii kosullar1 saptanmis ve PZR ortami kurulmustur (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Calismada kullanilan primerler ve PZR protokolleri

Hedef Bolge V4

Primer Ciftleri 515f-Y & 806 R-B

Primer Dizileri F: GTGYCAGCMGCCGCGGTAA
R: GGACTACNVGGGTWTCTAAT
Cogaltilan Kisim | ~ 250 Baz Cifti

PZR Protokoli 94°C de 3dk ilk denatlirasyon
--------------------------- --1x
94°C de 45 sn denattirasyon
50°C de 60 sn baglanma
72°C de 90 sn uzama
------------------------------------------------------------------ 35X
72°C de 10 dk son uzama
----------------------------- ---1X
4°C de bekleme

[zolatlarin Agaroz Jelde Elektroforezi

PCR {Urdnlerinin elektroforezi, %3’liik agaroz jelde uygulanmistir. Bunun igin 1,5 g
agaroz hassas terazide tartildi. Uzerine 50 mL 0,5X TBE c¢6zeltisi eklendi. Mikrodalga
firm kullanilarak kaynatildi. Agarozun homojen bir sekilde erimesinden ve sicaklik
60°C’ ye dustikten sonra 3 pl etidyum bromir eklendi. Elektroforez jel tanki
hazirlanarak igerisine kuyucuk olusturmak {izere taraklar yerlestirilmistir. Halen sivi

halde olan karisim, jel tankinin i¢ine yavasca, kabarcik birakmayacak sekilde
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dokaldikten sonra jel katilasana kadar (30 dk-1 saat arasi) beklenmistir. Daha sonra
katilasan jelden taraklar dikkatlice g¢ikarilmistir. Hazirlanmis olan jel elektroforez
tankina yerlestirilip tankin igerisine 0,5X TBE tamponu jelin {izerini 1-2 mm gececek
sekilde eklenmistir. -20°C’den ¢ikartilan PZR 6rneklerinden 3 pL alinarak temiz bir
parafilm Gzerinde 1 pL boya cozeltisi (6x Loading Dye Solution) ile karistirilmis ve
mikropipet aracilifi ile jel kuyucuklarina yiiklenmistir. DNA’nin biiyiikliigiini
belirlemek amaciyla jelin bir kuyucuguna da 4 puL marker (Gene Ruler 25 bp DNA
Ladder) yiiklenmistir. Gene Ruler 25 bp DNA Laddera ait cetvel Sekil 3,5te
verilmigitir. Yiikleme islemi bittikten sonra tank kapatilarak giic kaynagina
baglanmistir. Elektroforez, 90 voltta da 60 dakika siire ile yapilmistir. 1 saatlik
elektroforez zamaninin ardindan jel elektroforez tankindan dikkatlice alinarak
bilgisayara bagli durumdaki transilluminatér cihazindaki uygun odaciga yerlestirilerek

ultraviyole 15181 altinda fotograflanip, degerlendirilmistir.

bp ng/0.5p9 %

700 30 6
500 325 65
400 35 7
300 90 18
35 7
35 7
90 18
375 15

0.5 pg/lane, 8 cm length gel
1XTBE,5V/cm, 1 h

Sekil 3.5. 25 bp DNA Ladder’a ait cetvel (Thermo Scientific)

16S rDNA ’nin baz sirasinin belirlenmesi ve BLAST Tarama

BLAST (Basic Alingment Search Tool), aranan dizi sirasini (niikleotid) veri tabaninda
bulunan mikroorganizmalara ait baz dizileri ile karsilastirarak ayni1 veya en yakin olan
dizi swrasinin ait oldugu mikroorganizmayi, % yaklagimla veren bir bilgisayar
programidir. BLAST, molekiiler biyoloji ile bilgileri bir kaynakta toplamay1 ve genom
verilerinin bilgisayar ortaminda analiz edilmesi i¢in bilgisayar programlar1 gelistirmeyi
amaclayarak, 1988 yilinda kurulan National Center for Biotechnological Information

adli kurulus tarafindan gelistirilmis bir veri tabanidir. Baz siras1 belirlendikten sonra, bu
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sira (http://www.ncbi.nlm.nih.gov./BLAST/) adli internet sayfasinda bulunan program
kullanilarak veri tabani ile karsilagtirilmistir. Tarama sonucu, aranan dizi sirasinin hangi

mikroorganizmaya ait olabilecegi, benzerlik yiizdesi ile birlikte belirlenmistir.

3.2.9. Bakterilerin Stoklanmasi

Bakterilerin c¢alismalar sirasinda ve sonrasinda bozulmadan uzun siire saklanmasi
amaciyla yapilan bu uygulama su sekilde yapilmistir: saklanacak kiiltiirler LB broth
besiyerinde 37°C’de etiivde 24 saat inkiibe edilerek aktiflestirilmistir. Bakterilerin
stoklanacagi eppendorf tiiplerin igerisine 0,3 mL gliserol konularak, 121°C’de 15
dakika otoklavda steril edilmistir. Aktiflestirilen kiiltiirlerden 0,6 mL alinarak gliserol
iceren steril eppendorflara aktarilarak -80°C’de muhafaza edilmistir. Muhafazaya alinan

stoklar iki ayda bir yenilenmistir.
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4. BULGULAR

Bu calisma kesitsel tipte bir durum saptama ¢aligmasidir. Arastirmamizda 20.04.2017-
02.08.2017 tarihleri arasinda bir devlet hastanesi hemodiyaliz Unitesi su sisteminden
aliman sularin mikrobiyolojik analizleri yapilmistir. Calismanin yapildig1 diyaliz
unitesinde su sistemlerinin dezenfeksiyonu 3 ayda bir yapilmaktadir. Su numunelerini
alma tarihleri ve su sisteminin dezenfeksiyon yapildigi tarihler Cizelge 4.1°de

verilmistir.

Cizelge 4.1. Su numunelerini alma tarihleri ve su sisteminin dezenfeksiyon tarihleri

Su Numunelerini | Su sisteminin Dezenfeksiyon
Alma Tarihi Tarihi

20.04.2017 20.04.2017

22.04.2017

27.05.2017

28.06.2017 20.07.2017

02.08.2017

Diyaliz kliniklerindeki su sistemlerinin performansini ve tedavi i¢in kullanilan suyun
kalitesini gozlemleyebilmek icin 3 noktadan su numuneleri alinarak mikrobiyolojik
analizleri yapilmistir. Su numunelerinin alindig1 noktalar ve gerekgeleri asagida

verilmistir.

1. Ham su giris noktast; sehir sebeke suyunda kontaminasyon varligini arastirmak i¢in

su 0rnegi alinmigtir.

2. RO su sistemi ¢ikis noktasi; RO membranlarinin performansini 6lgmek ve diyaliz

i¢cin uygun kalitede suyun tretilip tiretilmedigini anlamak i¢in Su 6rnegi alinmistir.

3. Karbon filtre ¢ikis noktasi; bakteri liremesi i¢in elverigli bir ortam olan karbon
filtrelerde bir kontaminasyon ya da biyofilm olusumunun varligini1 anlayabilmek

icin su 6rnegi alinmistir.

4.1. Izolatlarin Morfolojik ve Biyokimyasal Tanilamalari

Calismamizda alinan su Orneklerinde mikroorganizma izolasyonunda membran

filtrasyon yonteminden yararlanilmistir. Membran filtrasyon yontemi ve segici
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besiyerleri kullanilarak; toplam mezofilik aerobik bakteri, Staphylococcus aureus,
Enterococcus spp., Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp., Shigella spp. ve
Candida izolasyonlar1 olmak Uzere toplam yedi parametre c¢alisilmistir. Belirlenen 3
noktadan alinan su 6rnekleri vakumlu filtrasyon cihazi yardimi ile 0,22 pm por ¢apinda
membran filtreden gegirilerek siiziilmistiir. Daha sonra elde edilen filtreler segici
besiyerlerinin her birine paralel olmak (zere uygulanmistir. Uygun inkiibasyon stresi
sonunda besiyerleri degerlendirilmistir. Ek 4°te her lic noktadan alinan su 6rneklerinin
secici besiyerlerinde Ureme gorintmleri, koloni gesitliligi, koloni morfolojileri, renk,
koku, pigmentasyonu, gram reaksiyonlari, katalaz, oksidaz test sonuglar1 verilmistir. Bu
calismanin sonunda secici besiyerlerinde morfolojik 6zellikleri ve biyokimyasal test
sonuclar1 farkli goriilen 29 izolatin antibiyotik duyarliligi, API 20NE hizli tanilama test
kiti reaksiyonlar1 ve 16S rRNA gen bolgesi DNA dizi analizi incelenmistir.

Sehir sebeke suyu ¢ikis noktasinda 28.06.2017 ve 02.08.2017 tarihlerinde alinan su
orneklerinin ekim sonrasinda segici besiyerlerinin bazilarinda (PCA, Levin EMB ve
SDA) iireme olmustur (Ek 4). Besiyerlerinde morfolojik olarak farkli goriinen koloniler
icin tanimlama testleri yapilmistir. Buna gore toplam 6 farkli koloni izole edilmistir. Bu

izolatlara ait biyokimyasal test sonuclar1 Cizelge 4.2°de verilmistir.

Calisma boyunca karbon filtre ¢ikis noktasindan alinan su 6rneklerinin ekimlerinde
PCA, Pseudomonas CFN/CN, Levin EMB, SDA ve SS Agar segici besiyerlerinde
tireme olmustur (EK 4). Besiyerlerinde morfolojik olarak farkli gériinen koloniler igin
tanimlama testleri yapilmistir. Buna gore 10 farkli koloni izole edilmistir. Bu izolatlara

ait bilgiler Cizelge 4.3’te verilmistir.

Revers ozmoz ¢ikis noktasindan 27.05.2017 ve 28.06.2017 tarihlerinde alinan su
orneklerinin ekimi sonrasinda PCA, Pseudomonas CFN/CN, Levin EMB, SDA
besiyerlerinde lireme olmustur (Ek 4). Tanilama testleri sonucunda 13 farkli bakteri

tespit edilerek izole edilmistir. Bu izolatlara ait bilgiler Cizelge 4.4’te verilmistir.
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Cizelge 4.2. Sehir sebeke suyu ¢ikis noktasindan alinan su 6rneklerinde {ireme sonuglart

Sira | Izolat No | Ornek Alma Tarihi | Besiyeri Adi Oksidaz | Katalaz | Gram Boyama

1 41 28.06.2017 Plate Count Agar Pozitif |Pozitif | Gram pozitif basil
2 42 28.06.2017 Plate Count Agar Negatif |Pozitif | Gram pozitif basil
3 43 28.06.2017 Sabouraud %2 Dextrose Agar | Negatif | Pozitif | Gram pozitif basil
4 45 28.06.2017 Levin EMB Pozitif | Pozitif | Gram negatif basil
5 71 02.08.2017 Sabouraud %2 Dextrose Agar | Negatif |Pozitif | Gram pozitif basil
6 77 02.08.2017 Sabouraud %2 Dextrose Agar | Negatif |Pozitif | Gram pozitif basil

Cizelge 4.3. Karbon filtre ¢ikis noktasindan alinan su 6rneklerinde tireme sonuglart

Sira | izolat No | Ornek Alma Tarihi | Besiyeri Ad Oksidaz | Katalaz | Gram Boyama

1 26 20.04.2017 Levin EMB Negatif |Pozitif | Gram negatif basil
2 37 20.04.2017 Sabouraud %2 Dextrose Agar | Pozitif | Pozitif | Gram negatif basil
3 38 20.04.2017 Sabouraud %2 Dextrose Agar | Negatif | Pozitif | Gram negatif basil
4 39 20.04.2017 Levin EMB Negatif |Pozitif | Gram negatif basil
5 15 22.04.2017 Pseudomonas CFN/CN Pozitif | Pozitif | Gram negatif basil
6 20 22.04.2017 Levin EMB Pozitif | Pozitif | Gram negatif basil
7 21 22.04.2017 Sabouraud %2 Dextrose Agar | Negatif | Pozitif | Gram negatif basil
8 8 27.05.2017 Levin EMB Negatif |Pozitif | Gram negatif basil
9 9 27.05.2017 Levin EMB Pozitif | Pozitif | Gram negatif basil
10 |23 27.05.2017 Plate Count Agar Negatif |Pozitif | Gram negatif basil
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Cizelge 4.4. Revers ozmoz ¢ikis noktasindan alinan su 6rneklerinde tireme sonuglari

Sira | izolat No | Ornek Alma Tarihi | Besiyeri Ad Oksidaz |Katalaz | Gram Boyama

1 3 27.05.2017 Sabouraud %2 Dextrose Agar | Pozitif | Pozitif | Gram negatif basil
2 4 27.05.2017 Sabouraud %2 Dextrose Agar | Pozitif | Pozitif | Gram pozitif basil
3 5 27.05.2017 Pseudomonas CFN/CN Negatif |Pozitif | Gram pozitif basil
4 6 27.05.2017 Plate Count Agar Negatif |Pozitif | Gram pozitif basil
5 11 27.05.2017 Levin EMB Pozitif | Pozitif | Gram negatif basil
6 12 27.05.2017 Levin EMB Negatif |Pozitif | Gram pozitif basil
7 62 27.05.2017 Sabouraud %2 Dextrose Agar | Pozitif | Negatif | Gram negatif basil
8 63 28.06.2017 Plate Count Agar Pozitif | Negatif | Gram negatif basil
9 64 28.06.2017 Plate Count Agar Negatif |Pozitif | Gram pozitif basil
10 |65 28.06.2017 Levin EMB Pozitif | Negatif |Gram negatif basil
11 |66 28.06.2017 Levin EMB Negatif |Pozitif | Gram pozitif basil
12 |67 28.06.2017 Pseudomonas CFN/CN Pozitif | Pozitif | Gram pozitif basil
13 |68 28.06.2017 Sabouraud %2 Dextrose Agar | Pozitif | Pozitif | Gram pozitif basil
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4.2. Hizh Test Kitleri ile yapilan Tamimlama Sonuglari

Arastirmamizda secici besiyerlerinden izole edilen ve gram negatif basil oldugu tespit edilen izolatlar APl 20NE test kiti kullanilarak
muhtemel tanimlamalar1 yapilmustir. Incelenen izolatlar Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas Maltophilia, Bosea massiliensis ve
Wautersia paucula olarak tanimlanmistir (Cizelge 4.5). APl 20NE test kitleri ile muhtemel tanilamalari yapilan izolatlara ait sonug panel

gorintdleri Ek 5°te verilmistir.

Cizelge 4.5. Izolatlarin API 20NE test sonuglari

izolat No | Ornek Alma Tarihi Besiyeri Ad1 API 20NE Identifikasyon Sonucu | Identifikasyon (%)

14 20.04.2017 Pseudomonas CFN/CN Pseudomonas aeruginosa %99,9
19 20.04.2017 SS Agar Pseudomonas aeruginosa %99,9
24 20.04.2017 Levin EMB Pseudomonas aeruginosa %99,9
26 20.04.2017 Levin EMB Stenotrophomonas maltophilia %99,9
35 20.04.2017 PCA Besiyeri Pseudomonas aeruginosa %99,9
36 20.04.2017 SDA Pseudomonas aeruginosa %99,9
20 20.04.2017 SDA Bosea massiliensis %99

38 20.04.2017 SDA Stenotrophomonas maltophilia %99,9
37 22.04.2017 SDA Bosea massiliensis %99

15 22.04.2017 Pseudomonas CFN/CN Pseudomonas aeruginosa %99,9
16 22.04.2017 SS Agar Pseudomonas aeruginosa %99,9
17 22.04.2017 PCA Besiyeri Pseudomonas aeruginosa %99,9
21 22.04.2017 SDA Stenotrophomonas maltophilia %90,8
40 22.04.2017 Levin EMB Pseudomonas aeruginosa %99,9
1 27.05.2017 Pseudomonas CFN/CN Pseudomonas aeruginosa %99,9
8 27.05.2017 Levin EMB Stenotrophomonas maltophilia %99,9
3 27.05.2017 SDA Wautersia paucula %99,6
29 27.05.2017 PCA Besiyeri Pseudomonas aeruginosa %99,9
11 27.05.2017 Levin EMB Wautersia paucula %99,6
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4.3. Tzolatlarin Antibiyotik Duyarhhklarinin Belirlenmesi

Calismamizda elde edilen izolatlardan tireme goriinlimii ve biyokimyasal test sonuglari
farkl1 izlenen izolatlarin antibiyotiklere karsi géstermis olduklar1 inhibisyon zon ¢aplari
Cizelge 4.6’da verilmistir. Elde edilen zon ¢aplarina gore suslarin antibiyotiklere karsi

duyarlilik ve direnglilik durumlar1 Cizelge 4.7°de gosterilmistir.

Cizelge 4.6. Izole Edilen Suslarin Antibiyotiklere Kars1 Gosterdikleri inhibisyon Zon Caplari
(mm)

ANTIBIYOTIK
(@] D (@]
o | E o 2 Lo < S
- Lo o E o o | S Q
| = ¥ 18 |c |2z &
Ornek Alma Noktasi Izolat No E (ﬁ) é E ‘E’ g > E,_J/
Zd L & = e
g | = E E < S| & =
= =]
512 |3 |2 |5 |85 |%
S1E |5 |8 |2 |E|E |B
ElE | & |& |5 |<| E | B
3 23 | >40 | 28 | >40 | 32 |20 | >40 | 32
4 22 | 28 20 23 28 | 23| 35 21
5 17 - - - 34 | 28| 24 24
RO ¢ikis noktasindan
6 18 - - - 32 | 22| 27 26
elde edilen izolatlar
11 25 | >40 | 30 | 40 | 37 |17 | >40 | 30
65 24 | >40 | 24 | >40 | 32 |18 | 25 34
66 - - - - - - - -
9 22 | 23 25 27 33 |22 23 15
Karbon filtre ¢ikis
23 15 | 23 25 20 24 | 15 - 25
noktasindan elde
o 37 - | >40 | 22 32 35 - | >40 | 32
edilen izolatlar
39 13 | 25 28 22 36 | 15 - 30
41 27 - - - 10 | 23| 25 -
Sehir sebeke 43 25 - - - 12 | 20| 24 -
suyundan elde edilen 45 28| 8 - - - - - -
izolatlar 71 25 | 26 24 25 30 | 25| 35 22
77 22 | 16 - - 28 | 27| 32 18

(-): Antibiyotik disk etrafinda inhibisyon zonu yoktur.
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Cizelge 4.7. Suslarin inhibisyon zon ¢aplarina gore antibiyotiklere olan direnglilik ve
duyarliliklar

ANTIBIYOTIK
(@) [@)] D
Elg |E| x|E| 28 |®
o IS o| 2| w| €| E e
— o o E —~ o o o
—~ N~ — o & ™ D (90}
y , Q| ~ g » | ol |la |~
Ornek Alma Noktasi Izolat No ,C_) E 3] E ‘E’ ié( > LLE,
gl |E|L| €2 |=
= =} S = 7 Q —
1t 8|5 5|&lg |%
S| 8 |£|&|5|E|2 |&
EIE | 3| S| 5| <|E |8
3 S S S |S S S S S
4 S S | S S S S S
5 S |R R IR |S |S |S S
RO ¢ikis noktasindan
o 6 S |R R IR |S |S |S S
elde edilen izolatlar
11 S |S S |S|S|S |S S
65 S |S S |S|S|S |S S
66 R R R | R R |R R S
9 S | S |S|S|S |S S
Karbon filtre ¢ikis
23 S | S |S|S|S |R S
noktasindan elde
o 37 R |S S |S|S|R|S S
edilen izolatlar
39 | S S |S|S|S |R S
41 S R R | R R |S S R
Sehir sebeke 43 S R R|IR |R |[S |S R
suyundan elde edilen 45 S |R R IR |R |R |R R
izolatlar 71 S S S |S|S |S |S S
77 S | R |R |S S S S

(R): Direncli, (I): Orta derecede duyarl, (S): Duyarli

Cizelge 4.7° de goriildiigi gibi RO ¢ikis noktasindan elde edilen izolatlardan 3, 4, 11 ve
65 numarali izolatlarin antibiyotik direnglilikleri g0zlenmezken 5 ve 6 numarali
izolatlarin iiclincli ve dordiincti kusak sefalosporinlere ve tikarsiline direngli oldugu
goriilmistiir. 66 numarali 1zolat ise sadece tetrasikline duyarli iken diger antibiyotiklere
direnglidir. Karbon filtre ¢ikis noktasinda elde edilen 4 farkli izolatin ise imipenem,
amikasin ve tobramisine direngli olduklari gozlenmistir. Sehir sebeke suyundan elde
edilen izolatlardan 41 ve 43 numarali izolatlarda benzer antibiyogram ozellikleri

goriilmistiir. Bu izolatlar tikarsilin, tetrasiklin, sefepim, seftazidim ve siprofloksasine
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direnclidirler. 45 numarali izolat sadece tobramisine karsi duyarli iken kullanilan diger
antibiyotiklere direngli oldugu goriilmiistiir. 71 numarali izolat kullanilan
antibiyotiklerin hepsine duyarli, 77 numarali izolat ise 3. ve 4. Kusak sefalosporinlere

direnclidir.

4.4. izolatlarin Molekiiler Tanimlanmalar:

Calismamizdan morfolojik olarak farkli oldugunu belirledigimiz 29 izolatin molekuler
yontemlerle belirlenmesi amaciyla koloni PZR yapilmistir. Oncelikle her bir izolat igin
Nutrient Agar besiyerine ekimi yapilan 24 saatlik taze, saf bakteri kiiltiirii elde
edilmistir. Taze besiyeri i¢cinden dogrudan alinan koloniler PZR ortamina konularak
koloni PZR teknigi kullanilmigtir. Uygun Universal primerler (515F ve 806R)
kullanilarak 16S rRNA’ya ait V4 degisken bolgesinde bulunan DNA parcasi amplifiye
edilmistir. Amplifikasyon sonunda koloni PZR’nin dogrulugunu gdstermek amaciyla
agaroz jel elektroforezi yapilmistir. Koloni PZR’de elde edilen iiriinlere ait bantlarin
agaroz jeldeki goruntuleri izolatlara verilen numaralara gore Sekil 4.1°de verilmistir.
Goriintillerden de anlasilacagi gibi  koloni PZR islemi basarili bir sekilde
gerceklestirilmis ve jelde, ¢ogaltilan DNA Orneklerinin goriintiileri rahatlikla
gozlenebilmektedir. Agaroz jelde kullamilan 25 bp DNA ladder’a gore
degerlendirildiginde DNA boyutlarinin yaklasik 300 bp oldugu izlenmistir.

bp

700
500
400
300
200
150
100
75

50
25

Sekil 4.1. Koloni PZR sonrasi izolatlara ait agaroz jel elektroforezinde bant goriintiisii
(izolatlara verilen numara sirasina gore jele yiikleme yapilmistir)
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Amplifike olmus Urtinler sekanslama sonrasinda Bioedit programi kullanilarak
degerlendirilmistir. Bioedit programi internet ortaminda bulunan Gen Bankasi’nin
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi web sayfasinda, niikleotid dizilerinin
kiyaslanarak benzerliklerin icelenmesi ile yapilmistir. Her bir izolata ait sekans dizisi ve

Gen Bankasi’ndan elde edilen sonuglar sirastyla verilmistir.

fontek firmasina gonderilen iiriinler yaklasik 250 bp uzunluktadir. Bu uzunlukta iiriiniin
1 primer seti (forward ve reverse) kullanilarak okunmasi durumunda yontem kaynakli
olarak arada okunmamis bolgeler olugsmaktadir. Reverse primerle elde edilen sekansin
bir kisminin forward primer ile okunan sekansla eslestirilmesi ¢alismanin giivenirliligi
acisindan ¢ok 6nemlidir. Bu nedenle PZR Grininin mimkin olan en uzun sekans
dizisinin elde edilmesi amaci ile dizi analizleri iki farkli primer (515Fve 806R)
kullanilarak yaptirilmustir. {ontek firmasi tarafindan deneme sonuglari internet araciligi
ile gonderilmistir. Gonderilen sekans sonuglart sekans cihazindan ¢ikan ve herhangi bir
isleme ugramamis verileri icermektedir. Her izolat i¢in 2 primer tarafindan belirlenen
iki sonu¢ gonderilmistir. Bioedit programinda bu 2 farkli sonug birlestirilerek her strain
icin tek bir sekans dizisi olusturulmustur. Bu islem yapilirken ayn1 zamanda primerlerin
ortak belirledigi sekanslar da eslestirilerek kontrolii saglanmistir. Sekans sonuglarinin
basinda verilen kod numaralari calismamizda elde ettigimiz sekans dizilerinin
birlestirilmesi islemi sirasinda ¢ikan bizim sekansimizla en yiiksek benzerlige sahip Gen
Bankasina kayitli olan sekansin accession (kayit) numarasidir. Sekans dizilerindeki
““N”” harfi o noktadaki bazin okunmadigin1 géstermektedir ve bu kullanilan cihazdan
kaynaklanan bir durumdur. izolatlara ait 16S rRNA’nin kismi sekans dizisinin gen
bankasi niikleotid blast sonuglar1 Sekil 4.2-4.9°da verilmistir. Izolat 12, 64 ve 66 blast

analizinde ise anlaml1 bir sonug ¢ikmamustir.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi

Mycobacterium abscessus 16S ribosomal RNA, partial sequence
Sequence ID: NR_074427.1 Length: 1504 Number of Matches: 2

Range 1: 518 to 951 GenBank Graphics ¥ Naxt Match
Score Expect Identities Gaps Strand
769 bits(416) 0.0 429/435(99%) 2/435(0%) Plus/Plus

Query 13  GTCACGGAATTACTGGGCGT-AAGAGCTCGTAGGTGGTTTGTCGCGTTGTTCETGAAAAC 71
||| LILLTLLLLLILLLL |||||||||||||||||||||||||||||\II||||II|

Sbjct 518 C-COGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGTGETTTGTCGCGTTGTTCGTGAARAC 576

Query 72 TCACAGCTTAACTGTGGGCGTGCGGGCGATACGGGCAGACTAGAGTACTGCAGGGGAGAC 131

) CELLLCLLLEL L LELLL L L ELLL L LT
Sbjct 577 TCACAGCTTAACTGTGEECETECGGECEATACGGGCAGAC TAGAGTACTGCAGGEGAGAC 636

Query 132 TGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGG 191

) COLLLLLLCLLL LU LD L L CLL L LE L LT
Sbjct 637 TGGAATTCCTGGTGTAGCGETGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGETEGLGAAGG 695

Query 192 CGGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGTAGCGAACAGGATTAG 251

I|||||H|\|\II|||| [LLLEELL L LLLL UL LEL L LT
ACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGEGTAGCGAACAGGATTAG 756

[l
Sbjct 697 CGGGETCTCTGGGCAGTAACTG
s wn it niimntnthintmiie
Sbjct 757 ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGTACTAGGTGTGGGTTTCCTTCCTTGGEA 816

Query 312 TCCGTGCCGTAGCTAACGCJlTTAAGﬁ\Cll:CCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTAAAA 371

i COLLLCLCLLLLLEELEL L L LELLLLLLE LT
Sbjct 817 TCCGTGCCGTAGCTAACGLATTAAGTACCCCGCCTGEGGAGTACGGTCGCAAGACTARAA 876

AL 431

Query 372 ATCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGLACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATT Y
AR

i
Sbjct 877 CTCAAAGGAATTGACGGGGGECCCGLACAAGCGLLGGAGCATGTGLATTAATT

il
CGATGC 936

e BRI

Sbjct 937 CGCGAAGAACCTTAC 951

Sekil 4.2. izolat 41, 42 ve 43'e ait 16S rRNA’min kismi sekans dizisinin blast sonucu

Izolat 41, 42 ve 43 siras1 ile %99, %98, %99 oraninda Mycobacterium abscessus
NRO074427.1 accession numarali straini ile benzerlik gosterdigi icin bu U¢ izolat

Mycobacterium abscessus olarak isimlendirilmistir.

Sphingomonas paucimobilis strain DSM 30198 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: NR_104893 1 Length: 1462 Number of Matches: 2

Range 1: 431 to 684 GenBank Graphics ¥ Naxt Match
Score Expect Identities Gaps Strand
429 bits(232) 7e-120 247/254(97%) 1/254(0%) Plus/Minus
Query 284 TTTCG-ACATCAGCGTCAGTACCAGTCCAGTGAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCG 342
corer csa. TR ML AT AT A <
Query 343 AATATCTACGAATTTCACCTCTACACTCGGAATTCCACTCACCTCTCCTGGATTCAAGCG 402
omengy iyt ki v ey i
Query 483 ATGCAGTCTCAAAGGCAGTTCTGGAGTTGAGCTCCAGGCTTTCACCTCTGACTTACAAAG 462
eyttt
Query 463 CCGCCTACGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGAACAACGCTAGCTCCCTCCGTATTACC 522
cover son LA TN T
Query 523 GCGGCTGCTGACAC 536

Sojet sss SUMHHGE ann

Sekil 4.3. izolat 45'¢ ait 16S rRNA’nin kismi sekans dizisinin blast sonucu
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Izolat 45, %97 oraninda NR104893.1 accession numarali Sphingomonas paucimobilis
strain DSM 30198 ile benzerlik gosterdigi i¢in, Sphingomonas paucimobilis olarak

tanimlanmustir.

Bacillus nakamurai strain NRRL B-41091 16S ribosomal RNA, partial sequence
Sequence ID: NR_ 151897 .1 Length: 1508 Number of Matches: 1

Range 1: 516 to 767 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
285 bits(154) 9e-77 223/256(87%) 6/256(2%) Plus/Minus

Query 35  TTCGC-GCTTAGCGTCAGTTACGGACCACAAAGCTGCATTTCGACATTGGTGTTCCTCCA 93

LOUUE L FELEEEELEEE e e L L L LT
Sbjct 767 TTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGC-CTTCGCCACTGGTGTTCCTCCA 709

Query 94 CATCTCTACGCATTTCACAGCTACGCGTGGAATTCCACATCTTCTCATCAGCACTCAAGT 153
ey ittt il isis i
Query 154 TCCCCAGTTTCCAATGACCATCCACGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTAAAGAA 213
coee sao WAL CHTR I -
Query 214 ACGGCCTGCCAGCCTTTTACGCCCAATAATTCGCGGAARACGCTTACCACCAACGTGATT 273
gy i i i
Query 274 G-CGCGGCCGCTGACA 288

Sbjct 531 ACCGCGGCTGCTGGCA 516

Sekil 4.4. izolat 4, 68 ve 71'e ait 16S rRNA’ni kismi sekans dizisinin blast sonucu

Izolat 4, 68 ve 71 sirasi ile %98, %100, %87 oraninda NR151897.1 accession numarali
Bacillus nakamurai strain NRRL B-41091 ile benzerlik gosterdigi icin, Bacillus
nakamurai olarak tanimlanmustir.

Bacillus wiedmannii strain FSL W8-0169 16S ribosomal RNA, partial sequence
Sequence ID: NR_152692.1 Length: 1540 Number of Matches: 2

Range 1: 548 to 799 GenBank Graphics ¥ Next Match
Score Expect Identities Gaps Strand
435 bits(235) 2e-121 248/254(98%) 3/254(1%) Plus/Plus

Query 280 AAGCGTTATTCCGGAA-TATTGGGGCGTAAAGCGCGCGCANGTAGGTTCTTAAGTCTGAT 338
FECLLLLE DLLEEEE L LELLLLLELEELLEEEE] T L LLLLEE L]

Shbjct 548 AAGCGTTA-TCCGGAATTATT-GGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGAT 685

Query 339 GTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAA 398

) FLLUCCEEE LU EELET L ELL L L ELLL L LL L LT
Sbjct 606 GTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAA 665

Query 399 GAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGT 458
CECLELLLLLLUL L LELL L L L]

Sbjct 666 GAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGT 725
Query 459 GGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAMAC 518
Tt .
ey 515 seaTTATS 552

Sbhjct 786 AGGATTAGATACCC 799

Sekil 4.5. izolat 5, 6, 67 ve 77'ye ait 16S rRNA’nin kismi sekans dizisinin blast sonucu
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Izolat 5, 6, 67 ve 77 sirasi ile %99, %99, %97, %98 oraninda NR152692.1 accession
numarali Bacillus wiedmannii strain FSL W8-0169 ile benzerlik gosterdigi igin,
Bacillus wiedmannii olarak tanimlanmustir.

Stenotrophomonas maltophilia strain ATCC 13637 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: NR_112030.1 Length: 1467 Number of Matches: 1

Range 1: 488 to 744 GenBank Graphic

Score Expect Identities Gaps Strand
448 bits(242) le-125 253/258(98%) 1/258(0%) Plus/Minus
s tifiintitntitdhintinininnimnigs
Sbjct 744 CGC-TTTCGTGCCTCAGTGTCAGTGTTGGTCCAGGTAGCTGCCTTCGCCATGRATGTTCC 686
L O
Sbjct 685 TCCTGATCTCTACGCATTTCACTGCTACACCAGGAATTCCGCTACCCTCTACCACACTCT 6B26
Query 131 AGTCGTCCAGTTTCCACTGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCAGGGCTTTCACAACAGACT 198

Sbjct 625 AGTCGTCCAGTATCCACTGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCAGGGCTTTCACAACGGACTTAA 566
Query 191 ACGACCACCTACGCACGCTTTACGC

cc
FLCLLLLLLLLLLELL LT L]
CCA

?GTﬂATTCCGﬂGTAﬂCGETTGCﬂC
Sbjct 565 ACGACCACCTACGCACGCTTTACGC

cC
LCLEELLLLLLEEL LT
GCACCC

| TTCGT&T 258
GTAATTCCGAGTAACGCTT

TTCGTAT 506
Query 251 TACCGCGGCTGCTGACAC 268

Sbjct 505 TACCGCGGCTGCTGGCAC 4388

Sekil 4.6. Izolat 8, 21, 23, 26, 38 ve 39'a ait 16S rRNA’nin kismi sekans dizisinin blast sonucu

Izolat 8, 21, 23, 26, 38 ve 39 sirasi ile %90, %98, %99, %98, %92, %96 oraninda
Stenotrophomonas maltophilia strain ATCC 13637 benzerlik gosterdigi i¢in bu alti

izolat Stenotrophomonas maltophilia olarak isimlendirilmistir.
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Bosea massiliensis strain 63287 163 ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: NR 0251181 Length: 1431 Number of Matches: 2

Range 1: 489 to 916 GenBank Graphics ¥ MNext Match
Score Expect Identities Gaps Strand
505 bits(273) 2e-142 383/435(88%) 11/435(2%) Plus/Plus
Query 12  GGAATCACTGTGGCGTATAGGGCGCGTAGGCGGACTATTAAGTCGGGGGTGAAAGCCC 71

Sbjct 489 GGAATCACTG-GGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGACTCTTAAGTCGGGGGETGAAAGCCCAG 547

Query 72  GGCTCAACCCTGGAATTGCCTTCGATACTGAGAGTCTTGAGTTCGGAAGAGGTTGGTGGA 131
ey it tthatiahnnnditinitimtiding.
Query 132 ACTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGEC 191
oy it
Query 192 CAACTGGTCCGATACTGACGCTGAGGCGCGAAA GGGGAGCAAACAGGATTA 251
oy i ity
Query 252 CCTGGTAGTCCACTGGC- TAAACGATGCGT-CTTGTATCTCGGGGGCCTTTTGAAAAGCA 389
Sbjct 728 éé*éé%&é*é&&é éCéG%AAAééA%é&A*G%CﬁéCCGT%Gé&éTGCA———TGCACTTC& 783
Query 318 GTATCGAAGCTACCCCGTTAAT--TTCGCCCCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAMAC 367
e 730 Ll cn be ALASLELUCLLITE
Query 368 TCAAAGGATTTGAGGGGGGCCCGCCCAACCGTTGGAGTAGGTGTTTTAATTCAATCCAAC 427
e WU SIS AEL e
Query 428 GCGAAGAACCTTACC 442

oy 1171

Sekil 4.7. izolat 20 ve 37'ye ait 16S rRNA’nin kismi sekans dizisinin blast sonucu

[zolat 20 ve 37, siras1 ile %98, %88 oraninda NR025118.1 accession numarali Bosea
massiliensis strain 63287 ile benzerlik gosterdigi i¢in, bu iki izolat Bosea massiliensis
olarak tanimlanmustir.

Cupriavidus necator strain N-1 16S ribosomal RNA, partial sequence
Sequence ID: NR_102851.1 Length: 1520 Number of Matches: 2

Range 1: 502 to 755 GenBank Graphics W Next Match
Score Expect Identities Gaps Strand
446 bits(241) 7e-125 250/254(98%) 1/254(0%) Plus/Minus
et
Sbjct 755 TTTCGTGCATGAGCGTCAGTGACGTCCCAGGGGGCTGCCTTCGCCATCGGTATTCCTCCA 696
e T L
Shjct 695 CATCTCTACGCATTTCACTGCTACACGTGGAATTCTACCCCCCTCTGACATACTCTAGCC 636
Query 404 TTGCAGTCACAAGCGCCATTCCCAAGTTGAGCTCGGGGATTTCACGCCTGTCTTAC 463
. I||||II||\||II||||II|||||II||||II|||||II|\||II||||\II||||II|
Sbjct 635 TTGCAGTCACAAGCGCCATTCCCAAGTTGAGCTCGGGGATTTCACGCCTGTCTTACAALA 576
e T
Sbjct 575 CCGCCTGCGCACGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTCGCACCCTACGTATTACC 516
Query 524 GCGCC]I'?CTGACAC 537

1]
Sbjct 515 GCGGCTGCTGGLAC 502

Sekil 4.8. izolat 3, 11, 62, 63 ve 65’¢ ait 16S rRNA’nim kismi sekans dizisinin blast sonucu
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Izolat 3,11, 62, 63 ve 65 sirasi ile %98, %96, %99, %98, %98 oraninda

NR102851.1

accession numarali Cupriavidus necator strain N-1 ile benzerlik gosterdigi igin, bu

izolatlar Cupriavidus necator olarak tanimlanmustir.

Pseudomonas aeruginosa strain DSM 50071 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: NR 117678 1 Length: 1527 Number of Matches: 2

Range 1: 511 to 753 GenBank Graphic

Score

431 bits{233) 2e-120 240/243(99%) 1/243(0%) Plus/Minus

Query 295
Sbjct 753
Query 354
Shjct 693
Query 414
Sbjct 633
Query 474
Shjct 573
Query 534
Sbjct 513

Sekil 4.9. izolat 9 ve 15'e ait 16S rRNA’nin kismi sekans dizisinin blast sonucu

[zolat 9 ve 15 %99 oraninda NR117678.1 accession numarali

¥ Next Match

Expect Identities Gaps Strand

TTTCGACCCTCAGTG- CﬂGTATCﬂGTECﬂGGTGGTCGCETTCGC[ﬂCTGGT|ITCC

T

L
TTTCGCACCTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTALTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTT
G

I

cC
[l
cC

.
I
!

TATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCGTACTCTA

C
LELLLLLLLL L L LT L LT L] ]
TATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCGTACTCTAGE

] il

AGTTTTGGATGCAGTTCCCAGGTTGA ||?T
TGAA

TC

G GGGGATTTCACATCCAACTTG

| LLLLELLLLLLLEELT L]
GG CTTEC

GCC
LELLLULELE L LLLLLL L]
GCCCGGGGATTTCACATCCAA

ik
CAGTAGTTTTGGATGCAGTTCCCAGGTTGA
C

|

CTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTTCGTATTACC

A
A
CA
| ACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTTCGTATTALCC

C
| |
cc

GCG 536
6CG 511

353
694
413
634
473
574
533
514

Pseudomonas

aeruginosa strain DSM 50071 ile benzerlik gosterdigi i¢in, bu izolatlar Pseudomonas

aeruginosa olarak tanimlanmustir.

Hemodiyaliz unitesi su sisteminden ii¢ noktadan alinan su orneklerinde yapilan

bakteriyolojik ve molekdler testler sonucunda 9 fakli etken (4 gram negatif ve 5 gram

pozitif bakteri) tespit edilmistir. Cizelge 4.8’de 6rnek alma noktalari, tarihleri ve

etkenler verilmistir.
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Cizelge 4.8. Su sisteminde tespit edilen etkenler (Nisan-Agustos)

Ornek Ornek
Alma Alma
Tarihleri Noktalar1

Mycobacterium abscessus
Sphingomonas paucimobilis
Bacillus nakamurai

Bacillus wiedmannii
Cupriavidus necator
Stenotrophomonas maltophilia
Bosea massiliensis
Pseudomonas aeruginosa

Diger

S.S.Suyu :
20.04.2017 | KF Cikis S. | - -

RO Cikig S. | - - - - -

S.S.Suyu - - - - - - - - -
22.04.2017 |KF Cikis S. | - - = - - + |+ | + -

ROCkisS. | = | = | - [ - [ -] -|-]-]"+

S.S.Suyu - = - - - = - - -
27.05.2017 | KF Cikis S. | - - = - - + - + -

RO Cikig S. | - - + |+ | + = - - +
S.S.Suyu + + + + - - B _ _
28.06.2017 | KF Cikis S. | - - 2 - - + - + -
ROCikis S. | - S I I T - - |+
S.S.Suyu - = + + - - - - .
02.08.2017 |KF Cikis S. | - - - - - + - + -

RO Cikis S. | - - - - - - - - -
S.S.Suyu: Sehir sebeke suyu  KF Cikis S.: Karbon filtre ¢ikis suyu
RO Cikis S.: Revers ozmoz ¢ikis suyu

1
1
1
+
+
1

Sehir sebeke suyu c¢ikis noktasindan Haziran ve Agustos aylarinda alinan su
numunelerinde Mycobacterium abscessus, Sphingomonas paucimobilis, Bacillus

wiedmannii, ve Bacillus nakamurai etkenleri izole edilmistir.

Karbon filtre ¢ikis noktasindan ¢alisma boyunca alinan su numunelerinde yapilan
bakteriyolojik ve biyokimyasal testler sonucunda (¢ farkli gram negatif basil izole
edilmisitir. API 20NE test kitinden alinan sonuglara gére bu izolatlar Pseudomonas
aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia ve Bosea massiliensis olarak
tanimlanmistir. Bu sonuglar 16S rRNA sekans analizinde aldigimiz sonuglar ile uyumlu

oldugu goriilmiistiir.

Revers ozmoz ¢ikis noktasindan aliman saf su Orneklerinde ise; Mayis ve Haziran

aylarinda bakteri iiremeleri oldu tespit edilmistir. Mikrobiyolojik incelemeler sonunda

Cupriavidus necator, Bacillus wiedmannii, Bacillus nakamurai ve gram pozitif bir basil
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su aritma sisteminde iretilen saf suda tespit edilmisitr. Haziran ve Agustos aylarinda
sehir sebeke suyundan alinan ornekler ile karsilastirdigimizda Bacillus wiedmannii ve

Bacillus nakamurai etkenlerinin RO ¢ikis suyunda da tespit edilmisitr.

Revers ozmoz ¢ikis noktasindan tespit edilen 3 ve 11 numarali izolatlar APl 20NE test
kitinde g0Ozlenen reaksiyon sonucunda Wautersia paucula (%99,6) olarak
tamimlanmistir. Bu izolatlar 16S rRNA sekans analizinde ise > %97 Cupriavidus

necator oldugu tespit edilmistir.

Cupriavidus pauculus, ilk olarak 1999 yilinda “Centers for Disease Control and
Prevention (CDC)” tarafindan Ralstonia paucula olarak, daha sonra da Wautersia
paucula olarak isimlendirilmis; Vandamme ve Coenye, bu bakterileri 2004 yilinda
Cupriavidus olarak siniflandirmiglardir (Vandamme ve Coenye, 2004). Buna gore API
20NE test kiti ve 16S rRNA sekans sonucuna arasinda bir iliski oldugu

distiniilmektedir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Su, hig siipesiz insan viicudunun ve yasayan tiim organizmalarin ana bilesenidir. Fakat
suda bulunan ¢esitli mikroorganizmalar insanlarda toksijenik ve parazitik siireclere yol
acan hastaliklara sebep olabilir (Gueguim, 2016). Sularin mikrobiyolojik analizinde
patojen mikroorganizmalarin bulunmamasi sularin kullanima uygun oldugunun bir
gostergesi olarak kabul edilir. Ancak, hastanelerde; bagisiklik sistemi zayif veya
baskilanmis hastalarin bulunmasi ve bu hastalarin firsat¢1 enfeksiyonlara egilimli olmasi
dolayis1 1ile sularin incelenmesinde patojen mikroorganizmalar disinda kalan

mikroorganizmalar da dikkate alinmalidir (Hapgioglu ve ark., 2004).

Hemodiyaliz tedavisi son donem bdbrek yetmezligi olan hastalarinin sagligini
slirdiirmesini saglayan umut verici bir tedavi yontemidir. Hemodiyaliz tedavisinde hasta
kanindaki toksik maddeler difiizyon ile yar1 gecirgen (semipermeable) membranin diger
tarafina tasinmaktadir. Standart bir hemodiyaliz hastasi haftada {i¢ glin dort saat
boyunca merkezde bu tedaviyi alir. Hemodiyaliz tedavisinde gerekli olan diyaliz
sollisyonunun hazirlamak i¢in saf suya gereksinim vardir. Ciinkii hemodiyaliz
tedavisinin tek bir seansinda bile hastalar yaklasik 120 L suya maruz kalmaktadirlar.
Dolayisi ile suda bulunan kirleticiler, mikroorganizmalar, kimyasal maddeleri vb. ile
maruziyet oranlar1 normal popiilasyona gore ¢ok daha yiiksektir. Hemodiyaliz tedavisi
sirasinda diyalizat soliisyonunu hastanin kanindan ayiran sadece yari gecirgen bir zar
(membran) oldugu i¢in sudaki mikrobiyolojik veya kimyasal kirleticilerin varligi
potansiyel olarak olumsuz sonuglara yol agmaktadir. Bu yiizden tiim hemodiyaliz
merkezlerinde diizgiin bir sekilde tasarlanmis ve bakimi yapilan bir su sistemi gereklidir

(Upadhyay ve Jaber, 2016).

Calisma yaptigimiz hemodiyaliz {initesi su aritma sisteminin dezenfeksiyonu U¢ ayda
bir kKimyasal bir ajan ile (hidrojen peroksit) dezenfekte edilmektedir. Hidrojen peroksit,
bakterisid, virtsid, fungusid, tuberkilosid, mikobakterisid etkili yiksek diizeyde bir
dezenfektandir. Su sisteminin dezenfeksiyonu RO cihazi ve saf suyu hemodiyaliz
makinelerine gonderen su dagitim borularin1 kapsamaktadir. Dezenfeksiyon isleminde
Uc saat boyunca dezenfektan madde su sisteminden siirekli olarak gegirilmekte ardindan
durulama yapilmaktadir. Su 6rneklerinin incelendigi déonemde su sisteminde yer alan

karbon filtre, yumusatici filtre ve RO membranlarinin degisimleri yapilmamistir. Ancak
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su sisteminde bir tanesi giris suyu noktasina yakin yerlestirilen ve diger {i¢ii karbon
filtre ve RO cihazi arasinda bulunan mikropartikiil tutucu filtrelerin degisimleri sik
araliklarla yapilmistir. Bu filtreler sehir sebeke suyunun kalitesine gore haftada bir ya da
ayda bir kez degistirilmistir. Calisma sonunda RO membranlarinin kullanim siireleri

doldugu i¢in bu membranlarda degistirilmistir.

Bizim c¢alismamizda; sehir sebeke suyundan aldigimiz numunelerde yapilan
mikrobiyolojik analizde Mycobacterium abscessus, Sphingomonas paucimobilis,
Bacillus nakamurai ve Bacillus wiedmannii izole edilmistir. Sehir sebeke sularinda
yiikksek oranda klorlamaya ragmen mikroorganizmalarin iiremesi dikkat g¢ekici bir
durum olarak gozlenmistir. Bununla birlikte sehir sebeke sularinda koliform bakterilerin
gozlemlenmemesi su dagitim sistemine kirli su karismadigimin bir gostergesidir. Sularin
dezenfeksiyonu i¢in kullanilan klorun konsantrasyonu veya dezenfeksiyon araliklarinin
degisik olmasi, su kaynaklarinin farkli olmasi, sularin icerdigi organik ve inorganik
maddelerin  degiskenligi suyun florasi etkileyen faktorlerdir. Hatta sularin
dezenfeksiyonuna ragmen mantar sporlarimin yok edilemedigi bildirilmektedir
(Arvatinidou ve ark., 1999).

Bacillus cinsi bakteriler dogada yaygin olarak bulunan, gram pozitif, aerop, endospor
olusturan ve katalaz pozitif bakterilerdir. Patojen kabul edilen B. anthracis, firsat¢i
patojen olabilen B. subtilis ve gida zehirlenmelerine neden olan B. cereus disindaki
tiirler insan ve hayvanlarda hastalik olusturmadig: bilinmekte olup diger tiirlerin bazilar
insanlarin dogal florasinda yer alabilmektedir (Sevim ve ark., 2006). B. wiedmannii, ilk
defa 2016°da ¢ig siit depolarindan izole edilmis ve B. cereus’un yeni bir susu olarak
tanimlanmistir (Miller ve ark., 2016). B. nakamurai, 2016 ‘da topraktan izole edilen,
triptik soya agarinda koyu bir pigment ireten, yeni bir Bacillus tlru olarak

tanimlanmustir (Dunlap ve ark., 2016).

Tiberkiiloz dis1 mikobakteriler; su, toprak, besinler, toz ve aerosolleri igeren tiim dogal
ekosistemlerde yaygin olarak bulunur ve cevresel kaynaklardan insana sindirim,
inhalasyon ve inokiilasyon yoluyla bulasabilir. Atipik mikobakterilerin hemodiyaliz
stvilarinda, farmasotik preparatlarda ve dezenfektan soliisyonlarinda kontaminant olarak

bulunabildigi bildirilmektedir.
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Mycobacterium abscessus, toprak ve sularda bulunan, hastalarda ¢ogu zaman
firsat¢ipatojen olabilen ve antimikrobiyal ilag direnci nedeniyle tedavi edilmesi daha zor
olan bir etkendir (Novosad, 206).

Revers ozmoz c¢ikis noktasinda Mayis ve Haziran aylarinda alinan su orneklerinde ise
Bacillus nakamurai, Bacillus wiedmannii, Cupriavidus necator ve gram pozitif bir basil
izole edilmistir. Sehir sebeke suyu ile karsilastirdigimiz zaman Bacillus nakamurai ve
Bacillus wiedmannii etkenlerinin her iki noktada goriilmesi ayrica RO ¢ikis noktasindan
alinan su 6rneklerinde bu etkenlerin besiyerlerinde daha yogun remeleri dikkat ¢ekici
bir durumdur. Su isteminde yer alan filtrelerin etkinliginin diismesi, RO cihazi
membranlarinin  veriminin diismesi, mikropartikiiltutucu filtrelerin degisimlerinde
gerceklesen kontaminasyonlar bu durumunun nedenleri olabilir. Soyulmaz’in (2008)
Tiirkiye’de 22 ilde toplam 24 diyaliz kliniginde bir y1l siiren ¢alismasinda; sehir sebeke
suyu bakteri icerigi ile kiyaslandiginda RO ¢ikis suyunda bakteri icerigi daha yiliksek
bulunmugtur. Bunun sebebi ham suyun klor konsantrasyonunun c¢ok daha yiiksek

olmasindan dolay1 sudaki mikrobiyolojik biiyiimenin baskilanmasina baglanmistir.

Karbon filtre ¢ikis noktasindan g¢alisma boyunca alinan su Orneklerinde yapilan
bakteriyolojik ve biyokimyasal testler sonucunda ii¢ farkli gram negatif basil izole
edilmistir. API 20NE test kitinden alinan sonuglara ve 16S rRNA sekans analizine gore
bu izolatlar; Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia ve Bosea
massiliensis olarak tanimlanmistir. Su sistemlerinde bulunan karbon filtrelerin bakteri
uremesi igin elverisli bir ortam oldugu disiinildiiginde bu filtrede biyofilm
olusumunun varhg akla gelmektedir. Ayrica karbon filtrenin degistirilme tarihinin

uzamasi da bu diisiinceyi desteklemektedir.

Pseudomonas aeruginosa, ¢evre kaynakli bir mikroorganizma olup suda, toprakta ve
bitkilerde yaygin bir sekilde bulunmaktadir. Hastane enfeksiyonlarinin %10-25’inden P.
aeruginosa sorumlu  tutulmakta olup genellikle c¢oklu antibiyotik  direnci
gosterebildiginden tedavilerde sorunlara neden olabilmektedir. Pseudomonas cinsi
bakteriler su dagitim sistemlerinde biyofilm olusturarak klora karsi direng gdsteren
bakteriler olarak bilinmektedir. P. aeruginosa su sistemlerinde veya suyla ilgili her
ortamda genellikle biyofilm icerisinde gdmilii mikrokoloniler halinde iireme egilimi

gostermektedir (Hapgioglu ve ark., 2004; Mataraci ve gergeker, 2011).
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Stenotrophomonas maltophilia dogada yaygin olarak bulunan aerobik, non-fermentatif,
gram negatif basildir. S. maltophilia; su, toprak, bitkisel ve hayvansal kaynaklar gibi
dogal ortamlar ile hastane ortamlarinda yaygin olarak bulunan, 6zellikle hastanede
yatan hastalarda karsimiza ¢ikan ve ¢oklu ilag¢ direnci gosteren bir firsat¢1 patojendir
(Tekin ve ark., 2014). Bu bakteri, bircok antibiyotige dogal direngli oldugundan
tedavisinde zorluklar yasanmaktadir. S. Maltophilia, B-laktamlar, kinolonlar,
aminoglikozidler, tetrasiklin, dezenfektanlara intrensek olarak direnclidir (Sen ve ark.,
2017). Bosea massiliensi, gram negatif, non-fermentatif bir basildir. Bosea cinsi ilk kez
1996’da tanimlanmistir. B. Massiliensi, 2003 yilinda La Scola ve ark. tarafindan hastane
su kaynaklarindan izole ii¢ Bosea cinsinden bir tanesidir (La Scola ve ark, 2003).

Montanari ve ark. (2009) tarafindan Brezilya’da (S3o Paulo) bir hemodiyaliz
merkezinde iki yil siiren c¢alismada sehir sebeke suyundan, revers ozmoz ¢ikis
noktasindan ve ii¢ hasta odasina giden su oOrneklerinden yapilan mikrobiyolojik
analizlerde diyaliz sularinda kontaminasyona en ¢ok S. maltophili, P. aeroginosa, B.
cereus, S. epidermidis, E. coli’nin sebep oldugunu bildirilmistir. Izole edilen

bakterilerin %5,5’inde Enterobacteria, %44 tinde P. aeroginosa saptanmuistir.

Arvanitidou ve ark. (2003)’nin Yunanistan’da 85 hemodiyaliz iinitesinde yiiriittiikleri
bir caligmada su sistemlerinde P. aeruginosa, S. maltophilia ve E. coli en ¢ok izole
edilenler etkenler olarak rapor etmislerdir. Oie ve ark. (2003) diyaliz soliisyonlarinin en
stk heterotrofik bakteriler, P. aeruginosa ve mantarlar ile kontamine oldugunu
gostermistir.  Japonya’da lkuto ve ark. (2006) diyaliz sularmin mikrobiyal
kontaminasyonunu saptamak amaciyla yaptiklart ¢alismada koloni sayisini 100
KOB/mL’den fazla olarak 2006 yilinda %96,69 ve 2007 yilinda %97,4 oraninda
bulmuslardir. Gueguim ve ark. (2016) bir hemodiyaliz merkezinde 4 ay siiren ¢alismada
su sisteminde 3 noktadan su 6rnekleri alarak mikrobiyolojik olarak incelemislerdir. Su
sisteminde en sik izole edilen bakterilerin Pseudomonas (%30.6), Staphylococcus
(%26.1), Aeromonas (%13), Bacillus (%13), Klebsiella (%13) ve Pasteurella (%4.3)
oldugu gériilmiistiir. Shahryari ve ark. (2016)’nin iran’da bes hemodiyaliz merkezinde
yaptiklar1 ¢alismada; diyaliz suyu Orneklerinin %12,5'inde bakteriyel Greme duzeyini
Avrupa Farmakopesi standardini (<100 KOB/mL) astig1 goriilmiistiir. Ayrica diyaliz
suyu orneklerinin igme suyu orneklerine kiyasla daha yiiksek KOB degerlerine sahip
oldugu fark edilmistir. Bu ¢alismada yapilan 16S rRNA dizisi analizine goére baskin
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olan etkenler; Pelomonas saccharophila, Sphingomonas adhaesiva, Bacillus subtilis,
Dechloromonas agitata, Bacillus licheniformis, Porfirobakter donghaensis olarak
saptanmistir. Verma ve ark. (2015)’nin Hindistan’da iiglincii basak bir hastanede saf su
ve diyaliz atik suyu orneklerini inceledikleri ¢alismada; saf su drneklerinin %11,1’°nde,
diyaliz atik sularmnin %11,2’sinde kontaminasyon derecesinin kabul edilebilir sinirlar

Uzerinde (200 KOB/mL) oldugu goriilmiistiir.

Calismanin yapildig1r diyaliz tinitesinde hastalarda sik goriilen enfekisyonlar; kan
dolasimi enfeksiyonu, akciger enfeksiyonlari ve idrar yollar1 enfeksiyonlar olarak tespit
edilmistir. Bu enfeksiyonlarin tedavilerinde Oncelikle etken mikroorganizmanin
antibiyotik duyarlilig1 incelenerek uygun antibiyotigin se¢imi yapilmaktadir. Profilaktik
tedavi amaciyla 3. ve 4. kusak sefalosporinler ve kinolon grubu antibiyotikler daha ¢ok
tercin edilmektedir. Izolatlarin antibiyotik direngliliklerini degerlendirdigimizde
seftazidim %33,3, sefepim %44,4 ve siprofloksasin %33,3 direngli olduklar
goriilmistiir. izolatlarin %66,6’sinin tikarsiline direng olduklari tespit edilmistir. Diyaliz
hastalarin tikarsilin genellikle gram negatif enfeksiyonlarinin tedavisinde, Pseudomonas

kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir.

Diyaliz sularinin mikrobiyal kontaminasyonunun kabul edilebilir smirlar altinda
tutulabilmesi, diyaliz merkezleri i¢in 6nemli bir sorundur. Diyaliz sulariin kalitesi bu
sular1 olusturan bilesenlere ve bunlarin kimyasal 6zelliklerine, su aritim sistemine, 1yi
ve modern cihazlarin kullanilmasina, kullanilan filtrelerin kalitesine ve 06zelliklerine
bagli olarak degismektedir. Ayrica diyaliz suyu sistemlerinde en uygun dezenfeksiyon
yonteminin secilmesi ve dezenfeksiyon sikligi da 6nemli bir konudur. Sonug olarak;
iilkemizde son yillarda diyaliz hastalarinin artis1 g6z 6niinde bulunduruldugunda, yetkili
kurumlarca peryodik kontrollerinin yapilmasi, laboratuvar testlerinin zamaninda, dogru
giivenilir ve tam olmasi biiyiik 6nem tasimaktadir. Hemodiyaliz tedavisinde kullanilan
saf suyun ve diyalizatin mikrobiyal kontaminasyonu hastalarin g¢evresel kaynakli
mikroorganizmalara maruziyetine sebep olmaktadir. Hemodiyaliz iinitesi su aritma
sisteminin diizglin ¢aligmasi icin yetkili ve egitimli bir personel tarafindan su sistemi
elemanlarinin peryodik olarak bakimin yapilmasi ve yenilenmesi gerekmektedir. Su
sistemi ile iligki hemodiyaliz jenaratorleri dahil su dagitim sistemi ve revers ozmoz
membranlar1 haftada bir kere veya en azindan aydan bir kez rutin dezenfekte
edilmelidir.
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EKLER

EK1

KULLANILAN BESIYERLERI

Plate Count Agar (Merck 1.05463)

Su 6rneklerinde toplam aerobik mezofilik mikroorganizma sayisinin belirlenmesi icin Plate
Count Agar (PCA) besiyeri kullanildi. Dehidre besiyeri, 22,5 g/L olacak sekilde damitik su
icinde 1sitilarak eritilip, otoklavda 121°C'da 15 dakika sterilize edilmistir.

Bilesim

Peptone from casein 5,009/L
Yeast extract 2,50/L
D(+) Glucose 1,0g/L
Agar-agar 14,0 g/L

Levine EMB Aqgar (Merck 1.01342)

Su orneklerinde E. coli ve diger Enterobacter tirlerinin izolasyonu igin Levin EMB
besiyeri kullanildi. Dehidre besiyeri, 36,0 g/L olacak sekilde damitik suda 1sitilarak eritilip

ve otoklavda 121°C'da 15 dakika siire ile sterilize edilmisitir.

Bilesim

Peptone 10,0 g/L
Lactose 10,0 g/L
K2HPO4 2,09/L
Eosin yellowish 0,4 g/L
Methylene blue 0,065 g/L
Agar-agar 13,5¢g/L

102



EK 1 (Devam)

Baird-Parker Agar Base (Merck 1.05406)

Su oOrneklerinde Staphylococcus aureus izolasyonunda Baird-Parker Agar Base kullanildi.
58,0 g dehidre besiyeri 950 mL damitik su iginde 1-2 dakika kaynatilarak tiimiiyle
¢cozlndurilip ve otoklavda 121°C'da 15 dakika sterilize edilmisitr. Bazal besiyeri 45°C'a
sogutularak ve manyetik karistiricida yavasca karistirilirken {izerine 6nceden oda
sicakligina getirilmis 50 mL yumurta sarisi- tellurit emulsiyonu (Merck 1.03785) ilave
edilip, standart 9 cm ¢apli steril Petri kutularina 12,5'er mL ve/veya biiyiik 14 cm capli steril
Petri kutularina 50'ser mL dokiilmiistiir.

Bilesim

Peptone from casein 10,0 g/L
Meat extract 5,00/L
Sodium pyruvate 10,0 g/L
Glycine 12,0 g/L
Yeast extract 1,0 g/L
Lithium chloride 5,009/L
Agar-agar 15,0 g/L

Salmonella-Shigella (SS) Agar (Merck 1.07667)

Su orneklerinde Salmonella ve Shigella spp. izolasyonu icin Salmonella-Shigella (SS) Agar
kullanildi. Dehidre besiyeri 60,0 g/L olacak sekilde damitik su iginde tiimiiyle ¢oziiliinceye
kadar kaynar su banyosunda eritilirek steril petri kutularina 12,5'er mL dokiilmiistiir. Bu

besiyeri otoklavlanmamusgtir.
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EK 1 (Devam)

Bilesim

10,0 g/L
Peptones
Lactose 10,0 g/L
Ox bile 8,50/L
Sodium citrate 10,0 g/L
NaS,03 8,5¢g/L
Ammonium iron(l1l) citrate 1,0 g/L
Brilliant green 0,0003 g/L
Neutral red 0,025 g/L
Agar-agar 12,0 g/L

Slanetz Bartley Agar (Merck 105262)

Su orneklerinde enterokoklarin izolasyonu igin Slanetz Bartley Agar kullanildi. Dehidre
besiyeri, 41,5 g/L olacak sekilde damitik su i¢inde agar eriyinceye kadar kaynatilip ve sonra
hizlica 45-50°C'a sogutuldu. Daha sonra steril petri kutularia 12,5'er mL dokiilmistiir. Bu

besiyeri otoklavlanmamustir.

Bilesim

Tryptose 20,0 g/L
Yeast extract 5,009/L
D(+) Glucose 2,0 g/L
K2HPO, 4,0 g/L
Sodium azide 0,4 g/L

2,3,5-Triphenyltetrazolium chloride 0,1 g/L
Agar-agar 10,0 g/L
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EK 1 (Devam)

Pseudomonas CFC/CN agar (Merck 107620)

Su orneklerinde Pseudomonas spp. izolasyonu icin Pseudomonas Selective Agar Base
kullanildi. 500 mL damitik su icinde 24,2 g dehidre besiyeri ve 5 mL gliserol (Merck
1.04091) kaynatilarak ¢oziildiikten sonra otoklavda 121°C'da 15 dakika sire ile sterilize
edilmistir. Otoklav sonrasi besiyeri 45-50°C'a sogutulurak 1 sise Pseudomonas CN
Selective Supplement (Merck 1.07624)) eklenerek ve petri kutularma dagitilmistir.
Pseudomonas CN Selective Supplement, 2 mL esit hacimde alkol/su karisimi iginde

¢Ozilmiistiir.

Bilesim

Peptone from gelatine 16,0 g/L

Casein hydrolysate 10,0 g/L
Potassium sulfate 10,0 g/L
Magnesium chloride 1,4 g/L

Agar-agar 11,0 g/L

Sabouraud %2 Dextrose Agar (Merck 107315)

Su drneklerinde maya ve kiflerin izolasyonu i¢in Sabouraud %2 Dextrose Agar kullanildi.
Dehidre besiyeri 47,0 g/L olacak sekilde damitik su i¢inde 1sitilarak ¢oziillip, otoklavda
121°C'da 15 dakika sterilize edilmistir.

Bilesim

Peptone 10,0 g/L
D(+) Glucose 20,0 g/L
Agar-agar 17,0 g/L
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EK 1 (Devam)

Nutrient Broth (Merck 1.05443)

Bakteri izolasyonunda Nutrient Broth besiyeri kullanildi. 8,0 g besi ortam1 1 L distile suda

cozllerek ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir.

Bilesim
Peptone from meat 5,0 g/L
Meat extract 3,0 g/L

Mueller-Hinton Agar (Merck 1.05437)

izolatlarinin antibiyotik duyarliliklarini belirlemek i¢in Mueller-Hinton Agar kullanildi.
Dehidre besiyeri, 34,0 g/L konsantrasyonda damitik su i¢inde sitilarak eritilip otoklavda
121°C'da 15 dakika sterilize edilmisitir.

Bilesim
Meat infusion 2,0g/L
Casein hydrolysate 17,5 g/L
Starch 1,5¢g/L
Agar-agar 13,0 g/L

LB (Luria-Bertoni) Buyyon (pH:7,5)

LB buyyon izole edilen bakterilerin stoklanmasi i¢in kullanilmistir. 25 g besi ortami 1 L

distile suda ¢ozllerek ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir.

Bilesim
Tripton 10 g/L
Maya 59/L
NaCl 10 g/L
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EK 2

KULLANILAN KIMYASALLAR VE BOYALAR

Hidrojen Peroksit (H>0>)

Bakterilerin identifikasyonu amaciyla yapilan biyokimyasal testlerden katalaz testinin

ayiract olarak %3’liik H20 kullanilmistir.

Tetrametil-p-fenilendiamin ayiraci (%0,5°1ik)

Bakterilerin identifikasyonu amaciyla yapilan biyokimyasal testlerden oksidaz testinin

ayiract olarak %0,5’lik Tetrametil-p-fenilendiamin ayiraci kullanilmstir.

Kiristal Viyole Bovasi

Bakterilerin duvar yapilarina gore ayrimlarinin saglandigi gram boyama caligmalarinda mor

renkli primer boya ¢ozeltisi olarak kullanilmistir.

Cozelti A

Kristal viyole 2,049

Etil alkol (%95) 10,0 mL
Cozelti B

Amonyum oksalat 08¢
Distile su 80,0 mL

Cozelti A ve B karistirilmig distile su ile 1:10 oraninda sulandirilip filtre kagidindan

stizlilmiistir.

Iyot-Liigol Cozeltisi

Bu madde mordan olarak kullanilir. Mordan, bir boyaya kars1 hiicrenin egilimini arttiran bir
maddedir. Primer boyaya baglanarak ¢dzlinmez bir bilesik olusturur. Tiim hiicreler bu

esnada koyu mor boyanir.
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EK 2 (Devam)

Bilesim

Iyot 509
Potasyum iyodit 10 g/L
Distile su 1000 mL

Potasyum iyodit 30 mL distile su icerisinde ¢ozuldikten sonra iyot ¢ozeltiye eklenmis ve

¢Ozelti hacmi 100 mL’ye tamamlanmistir.
Bazik Fuksin

Preparatlar etil alkol ile muamele edildikten sonra karsit boya olarak sulu fuksin ¢ozeltisi ile

isleme tabi tutulmustur.

Bilesim
Bazik fuksin 10 g
%95’lik etil alkol 100 mL

%96’1lik Etil Alkol

Gram boyamada kullanilan etil alkol piyasada ticari olarak satilan %96’lik saflikta temin

edilmistir.

Immersiyon Yagi (Sedir Yagi)

Gram boyama sonrasinda bakterilerin x100 biiylitmeli objektifte incelenirken kullanilmigtir.

Egq Yolk —Tellurite Emulsion %20 (Merck 1.03785.0001)

Baird-Parker Agar besiyerinin hazirlanmasinda kullanilan kimyasal bir ¢ozeltidir. 1 litre
steril ve 50°C’ye kadar sogutulan besiyerine 50 mL Egg Yolk-tellurite emiilsiyon ilave

edilerek drneklerin bakteriyolojik analizinde kullanilacak besiyeri hazirlanmistir.
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EK 2 (Devam)
Bilesim

Steril Egg Yolk (Yumurta Saris1) 200 mL

NaCl 4,25 gr
Yeast extract lor
Potassium tellurite 2,1gr

Mg? Stok Cozeltisi (100 mL)

PZR ortamininda kullanilmistir.
MgCl,.6H,0 20,33 gr

MgS0O2.7H,0 24,65 gr

Yukarida verilen kimyasal maddelere distile su eklenerek 100 mL’ye tamamlanir. Filtre ile

sterilize edilir ve +4°C’deki dolaba kaldirilir.

10X TBE (Tris-Borik asit-EDTA) Soliisyonu

Bilesimi:
Trisma base 21,6 gr
Borik asit 11 gr
EDTA (etilen diamin tetra asetik 1,86 gr
asit)

Tartilarak son hacim 200 mL olacak sekilde saf suda ¢oziiliir ve pH 8,3’e ayarlanir.

Adgaroz jel (%3) 50 mL

Agaroz 150r
5X TBE Solisyonu 5mL
Distile su 45 mL

Agaroz, homojen bir karisim olusuncaya kadar 1sitilarak eritilir.
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EK 2 (Devam)

Ornek Yiikleme Tamponu

Brom fenol mavisi  %0,25
Gliserol %10

100 mL saf suda ¢oziilerek elde edilir.

DNA Ladder (Thermo Scientific ™ GeneRuler 25 bp)

Ticari olarak saglanan marker DNA’lar, PZR (Urinleri agaroz jel elektroforezde

yiirlitiildiikten sonra uygun boyutta olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla kullanilmigtir.
Primerler

Bu primerler polimeraz zincir reaksiyonunda (PZR) ve DNA dizileme sirasinda

kullanilmistir. DNA dizileme islemi hizmet alim1 Iontek A.S. tarafindan yapilmustir.

Stok Boyama Soliisyonu

Ethidium bromdar 1mg

Distile su 100 mL

Boya tamamen ¢oziindiikten sonra koyu renkli sisede +4°C’de saklanir
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EK3

API1 20NE identifikasyon kiti (Biomerieux)

APl 20NE sistemi Enterobacteriaceae familyasi disindaki gram negatif cinslerin
(Pseudomonas, Acinetobacter, Flavobacterium, Moraxella, Vibrio, Aeromonas vb.)
identifikasyonu i¢in hazirlanmis, 8 geleneksel ve 12 asimilasyon testini igeren
standardize edilmis bir mikro metot sistemidir. API 20NE veritaban1 Brucella ve
Francisella gibi gelisimleri i¢in 6zel besinleri ve On uyarilar1 gerektiren cinsleri
kapsamamaktadir. Boyle tiirlerin varliginda ekstra deneylerin ve dogrulama testlerinin
yapilmasi gerekmektedir. API 20NE stripleri kurutulmus besiyeri ve substrat iceren 20
mikrotiipten olusmaktadir. Saf bakteri kolonilerinden, steril serum fizyolojik iceren
tiiplerde siispansiyonlar1 hazirlanarak bu mikrotiiplere inokiile edilmistir. Inkiibasyon
esnasinda metabolizma sonucu kendiliginden veya ayiraglara bagli olarak renk
degisikligine sebep olmaktadir. Asimilasyon testleri i¢in ise AUX besiyeriyle
karistirilarak inokiile edilen bakteriler eger substrati kullanabilirlerse gelisebilmektedir

(BioMérieux, 2003).

API 20 NE Test Kitini Olusturan Ogeler
e API 20NE stripi

e Inkiibasyon kutusu

o Ampul icerisinde AUX Medium (2mL)
e Sonugc tablosu

e Mineral yag

e McFarland standart sivisi

AUX Medium icerigi

e Amonyum sulfat 29

e Agar 159

e Mineral base 82,8 mg
e Amino asit 250 mg

e Vitaminler ve diger 35,9 mg
o Fosfat buffer 0,04 M
e Distilesu 1000 mL
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EK 3 (Devami)

API 20NE Kitinde bulunan Aviraclar ve icerikleri

API 20NE Kitinde bulunan ayiraglar ve igerikleri Cizelge 3.1°de verilmistir. Tiim API
icerikleri 2°-8°C’de buzdolabinda 1s1k gérmeyecek bi¢imde muhafaza edilmistir. NIT 1
ve Zn ayiraglart oda sicakliginda, James ve NIT 2 ayiraglari ise 2°-8°C arasinda
karanlik bir ortamda buzdolabinda muhafaza edilmistir. Bu ayiracin normal rengi saridir
ve uzun siireli olarak buzdolab1 disinda tutulmasi sakincalidir. Pembe renk olusmasi bu
ayrracin  bozulmasina isaret eder (BioMérieux, 2003). APl 20NE test Kkiti
reaksiyonlarinda elde edilen veriler ¢izelge 3.2°de verilen APl 20NE okuma tablosuna

gore analiz edilmistir.

Cizelge 3.1. API 20NE test kiti ayiraglar, ortamlar ve igerikleri (BioMérieux, 2003).

Ayiraglar, Ortamlar Icerikleri

J 2183 bilesigi 059
JANESDIML) HCI (1 N) 100 mL

Silfanilik asit 0449

NIT 1 (5 mL) Asetik asit 309
H.O 70 mL

N,N-dimetil-1-naftilamin 0,69

NIT 2 (5 mL) Asetik asit 30¢g
H.O 70 mL

Zn Cinko tozu 10¢g
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EK 3 (Devami)

Cizelge 3.2. APl 20NE okuma tablosu

Sonug
Test Substrat Reaksiyon / Enzimler Negatif Pozitif
NIT1+NIT2/5dk
Nitratin nitrite rediiksiyonu . Pembe
Renksiz Kirmizi
NO; Potasyum Nitrat Zn/5dk
Nitratin nitrojene rediiksiyonu -
Pembe Renksiz
James / hizh reaksiyon
TRP Triptofan Indol Uretimi Renksiz -Agik
yesil - Sar1 Pembe
GLU Glukoz Asidifikasyon Mavi —Yesil Sari
Turuncu
- - g Pembe
ADH Arginin Arginin dihodrolaz Sari
Kirmizi
Turuncu
. Pembe
URE Ure Ureaz Sar1 Kurmuzi
Gri
- Hidroliz (B-glukosi Kahve
ESC | Eskiilin idroliz (B-glukosidaz) Sari )
Siyah
Pigment Siyah pigment
GEL Jelatin Hidroliz (Proteaz) difuizyonu yok difuzyonu
p-nitrofenil- § -D- .
PNPG galaktopiranosit B-galaktosidaz Renksiz Sar1
GLU Glukoz Asimilasyon Seffaf Opak
ARA Arabinoz Asimilasyon Seffaf Opak
MNE Mannoz Asimilasyon Seffaf Opak
MAN Mannitol Asimilasyon Seffaf Opak
NAG N-asetil glukozamin Asimilasyon Seffaf Opak
MAL Maltoz Asimilasyon Seffaf Opak
GNT Glukonat Asimilasyon Seffaf Opak
CAP Kaprat Asimilasyon Seffaf Opak
ADI Adipat Asimilasyon Seffaf Opak
MLT Malat Asimilasyon Seffaf Opak
CIT Sitrat Asimilasyon Seffaf Opak
PAC Fenil-asetat Asimilasyon Seffaf Opak
OX Oksidaz Sitokrom oksidaz Renksiz Koyu mavi Mavi
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EK 4

Cizelge 4.1. 20 Nisan 2017 de alinan su 6rneklerine ait sonuglar

20 NiSAN 2017-DEZENFEKSiYON ONCESI

Sehir Sebeke Suyu Cikis Noktasi

Ureme olmad1

Karbon Filtre Cikis Noktas1

- Koloni i Besiyeri .
Besiyeri Cesitliligi (Eg)lg/llltfoaﬁi) No 4 Morfoloji
Pseudomonas CFN/CN 1 uc 14 Yesil renkte, yuvarlak kenarli, mukoid koloniler
Levin EMB 1 uc 24 Buyiik pembe-bordo koloni renkte, yuvarlark kenarli, mukoid koloniler
2 uc 26 Kigik parlak pembe renkte, yuvarlak kenarli, mukoid koloniler
1 ucC 36 Krem renkte, yuvarlak kenarli, mukoid koloiler
SDA 2 ucC 38 Sar1 renkte, yuvarlak kenarli, mukoid koloniler
3 ucC 37 Krem renkte, kiigiik, yuvalak kenarli, mukoid koloniler
SS Agar 1 148 19 Pembe renkli, yuvarlak kenarli, mukoid koloniler
PCA Besiyeri 1 uc 35 Yesil renkt, yuvarlak kenarli, mukoid koloniler

Revers Osmoz Cikis Noktasi

Ureme olmadi

UC: Uncountable (sayilamayacak kadar ¢ok)
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EK 4 (Devam)

Sekil 4.10. 20.04.2017 tarihinde karbon filtre ¢ikis noktasinda alinan su drneklerine ait besiyeri lireme goriintiileri
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Cizelge 4.2. 22 Nisan 2017 de alinan su 6rneklerine ait sonuglar

EK 4 (Devami)

22 NiSAN 2017 DEZENFEKSIYON SONRASI

Sehir Sebe}ke Suyu Cikis Noktasi

Ureme olmadi

Karbon Filtre Cikis Noktasi

Koloni Sayisi

Besiyeri Koloni Cesitliligi (KOB/100 mL) Besiyeri | Morfoloji
Pseudomonas CFN/CN 1 145 15 Yesil renkte, yuvarlak kenarli, mukoid koloniler
Levin EMB 1 uc 40 Buyilik pembe-bordo koloni renkte, yuvarlark kenarli, mukoid koloniler
2 uC 39 Mor renkte, kiigiik, yuvarlak kenarli, mukoid koloniler
1 uC 20 Krem renkte, kii¢iik, yuvalak kenarli, mukoid koloniler
SDA 2 22 21 Sar1 renkte, yuvarlak kenarli, mukoid koloniler
3 ucC 22 Krem renkte, yuvarlak kenarli, mukoid koloiler
SS Agar 1 125 16 Pembe renkli, yuvarlak kenarli, mukoid koloniler
PCA Besiyeri 1 uC 17 Yesil renkt, yuvarlak kenarli, mukoid koloniler

Revers Osmoz Cikis Noktasi

Su 6rnegi teknik bir arizadan dolay1 alimamadi

UC: Uncountable (sayilamayacak kadar ¢ok)
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EK 4 (Devam)

Sekil 4.2. 22.04.2017 tarihinde karbon filtre ¢ikis noktasinda alinan su 6rneklerine ait besiyeri {ireme goriintiileri
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Cizelge 4.3. 27 Mayis 2017 de alinan su 6rneklerine ait sonuglar

EK 4 (Devami)

27 Mayis 2017 Cumartesi
Sehir Sebeke Suyu Cikis Noktasi
Ureme olmadi
Karbon Filtre Cikis Noktasi
Besiyeri Koloni Koloni Sayisi Besiyeri | Morfoloji
Cesitliligi | (KOB/100 mL)
Pseudomonas CFN/CN 1 62 1 Yesil renkte, yuvarlak kenarli, mukoid koloniler
Levin EMB 1 23 9 Bilyiik pembe-bordo koloni renkte, yuvarlark kenarli, mukoid koloniler
2 26 8 Mor renkte, kiigiik, yuvarlak kenarli, mukoid koloniler
SDA 1 ucC 34 Krem renkte, yuvarlak kenarli, mukoid koloniler
2 uc 10 Krem renkte,alt zemini yesil renkte, yuvarlak kenarli, mukoid koloiler
SS Agar 1 38 18 Acik pembe, parlak koloniler
PCA Besiyeri 1 30 29 Yesil renkt, yuvarlak lfer}arll, mukoid koloniler : :
2 ucC 23 Krem-beyaz renkte, kiiciik, yuvarlak kenarli, mukoid koloniler
Revers Osmoz Cikis Noktasi
Besiyeri Egslgt:]illigi éggﬁ%‘ﬁ:ﬁ Besiyeri | Morfoloji
1 ucC 2 Kahverengi renkte, kigiik, mat koloniler
Pseudomonas CFN/CN 2 uc 5 Beyaz renkte, biiyiik, yuvarlak kenarli, mukoid koloniler
3 ucC 19 Beyaz renkte, kiigik, agar ylizeyine gémulu
1 uc 4 Beyaz renkte, kenarlari girintili, mat koloniler
SDA 2 ucC 3 Kahverengi renkte, kiiglik, mat koloniler
3 ucC 25 Beyaz renkte, kicuk, agar ylizeyine gémulu
Levin EMB 1 103 11 Agik pembe renkte, yuvarlak kenarli, mukoid koloniler
2 ucC 12 Beyaz renkte, kicuk, agar ylizeyine gémulu
1 62 6 Beyaz renkte, biiyiik, yuvarlak kenarli, mukoid koloniler
PCA Besiyeri 2 uc 7 Kahverengi renkte, kiiciik, mat koloniler
3 ucC 13 Beyaz renkte, kiguk, agar ylizeyine gémulu

UC: Uncountable (sayillamayacak kadar ¢ok)
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EK 4 (Devam)

Sekil 4.3. 27.05.2017 tarihinde karbon filtre ¢ikig noktasinda alinan su drneklerine ait besiyeri tireme goriintiileri
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EK 4 (Devam)

Sekil 4.4. 27.05.2017 tarihinde revers ozmoz ¢ikis noktasinda alinan su 6rneklerine ait besiyeri lireme goriintiileri
120



EK 4 (Devam)

Cizelge 4.4. 28 Haziran 2017 de alinan su 6rneklerine ait sonuglar

28 Haziran 2017 Carsamba
Sehir Sebeke Suyu Cikis Noktasi
Besiyeri Koloni Cesitliligi (E?)ll(;rll]l_()soaﬁsc) Besiyeri | Morfoloji
. 1 30 45 Mor renkte, bilyiik, yuvarlak koloniler
Levin EMB 2 10 46 Pembe renkte, kenarlari girintili, kii¢iik koloniler
PCA Besiyeri 1 uc 41 Krem renkte, kiigiik yuvarlak kenarli, mukoid koloniler
2 ucC 42 Sari renkte, kiigiik, yuvarlak kenarli, mukoid koloniler
SDA 3 uc 43 Beyaz, gokkiigiik, kenarlar: girintili mukoid koloniler
Karbon Filtre Cikis Suyu Ornegi
Besiyeri Koloni Cesitliligi (Eg;l/liosoafrﬁ_l) Besiyeri | Morfoloji
Pseudomonas CFN/CN 1 53 52 Yesil renkte, yuvarlak kenarli, mukoid koloniler
Levin EMB 2 55 59 Biiyiik, agik pembe renkte, yuvarlark kenarli, mukoid koloniler
3 UC 60 Mor renkte, kiigiik, yuvarlak kenarli, mukoid koloniler
SDA 1 ucC 50 Sari renkte, yuvarlak kenarli, mukoid koloniler
2 uc 51 Krem renkte, yuvarlak kenarli, mukoid koloiler
SS Agar 1 uc 57 Acik pembe, parlak koloniler
- 1 uc 54 Yesil renkt, yuvarlak kenarli, mukoid koloniler
PCA Besiyeri 2 ucC 55 Krem renkte, kiiciik, yuvarlak kenarli, mukoid koloniler
Revers Osmoz Cikis Noktasi
Besiyeri Koloni Cesitliligi (E(C))l;l/liosoaﬁi) Besiyeri | Morfoloji
1 ucC 61 Krem renkte, kiigiik, yuvarlak kenarli mukoid koloniler
Pseudomonas CFN/CN 2 16 67 Koyu sari renkte, biiyiik, mukoid koloniler
3 uc 53 Beyaz renkte, kiicik, agar yiizeyine gémili
1 uc 68 Beyaz renkte, kenarlar1 girintili, mat koloniler
SDA 2 12 62 Sar renkte, bilyiik, yuvarlak kenarli, mukoid koloniler
3 uc 69 Beyaz renkte, kiicik, agar yiizeyine gémili
Levin EMB 1 26 65 Acik pembe renkte, yuvarlak keqarh, mukoid koloniler
2 uc 66 Beyaz renkte, kiicik, agar yiizeyine gémili
1 7 63 Sar1 renkte, biiyiik, daginik, mukoid koloniler
PCA Besiyeri 2 UC 64 Krem renkte, kii¢iik, yuvarlak kenarli, mukoid koloniler
3 ucC 56 Beyaz renkte, kicuk, agar yiizeyine gémulu

UC: Uncountable (sayillamayacak kadar ¢ok)
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EK 4 (Devam)

Sekil 4.5. 28.06.2017 tarihinde karbon filtre ¢ikis noktasinda alinan su drneklerine ait besiyeri tireme goriintiileri
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EK 4 (Devam)

Sekil 4.6. 28.06.2017 tarihinde revers ozmoz ¢ikis noktasinda alinan su 6rneklerine ait besiyeri tireme goriintiileri
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EK 4 (Devami)

Cizelge 4.5. 2 Agustos 2017 de alinan su 6rneklerine ait sonuglar

02.08.2017 (revers osmoz membrani degistirildikten sonra)
Sehir Sebeke Suyu Cikis Noktasi
Besiyeri Koloni Cesitliligi (Eglgr/liosoaﬁﬁ) Besiyeri | Morfoloji
SDA 1 2 71 Beyaz renkte,biiyiik, mukoid koloniler
2 4 77 Krem- mat renkte, buyiik, mukoid koloniler
Karbon Filtre Cikis Suyu Ornegi
Besiyeri Koloni Cesitliligi (Eglgr/liosoaﬁﬁ) Besiyeri | Morfoloji
Pseudomonas . . .

CEN/CN 1 55 80 Yesil renkte, yuvarlak kenarli, mukoid koloniler

1 30 75 Biyilk pembe-bordo renkte renkte, yuvarlark kenarl, mukoid

Levin EMB koloniler
2 UC 78 Acik pembe renkte, mukoid, kiigiik koloniler
SDA 1 ucC 79 Krem renkte, yuvarlak kenarlik, mukoid koloniler

2 ucC 76 Sari renkte, yuvarlak kenarli, mukoid koloniler

SS Agar 1 30 70 Acik pembe, parlak, yuvarlk kenarli mukoid koloniler
PCA Besiveri 1 60 72 Krem renkte, alt zemini yesil renkte, mukoid koloniler
y 2 ucC 73 Krem renkli, kii¢iik ve yogun koloniler
Revers Osmoz Cikis Noktasi
Besiyeri Koloni Cesitliligi (Eglg;iosoaﬁt) Besiyeri | Morfoloji
Ureme olmadi

UC: Uncountable (sayillamayacak kadar ¢ok)
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EK 4 (Devami)

Sekil 4.7. 02.08.2017 tarihinde giris suyundan alinan su drneklerine ait besiyeri lireme goriintiileri
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EK 4 (Devam)

Sekil 4.8. 02.08.2017 tarihinde karbon filtre ¢ikis noktasinda alinan su 6rneklerine ait besiyeri {ireme goriintiileri
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EK5

Sekil 5.1. API 20NE test kitinde Pseudomonas aeruginosa olarak tanimlanan izolata ait
reaksiyon gérunimi

Sekil 5.2. API 20NE test kitinde Stenotrophomonas maltophilia olarak tanimlanan izolata ait
reaksiyon gérunimi

API 20NE test kitinde Wautersia paucula olarak tanimlanan izolata ait reaksiyon goriiniimii
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EK6

Sekil 6.1. izolatlarin antibiyotik duyarlilik test goriintiileri
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EK 6 (Devam)

Sekil 6.2. izolatlarm antibiyotik duyarlilik test goriintiileri
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