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ÖZET

Giriş: Son yıllarda antibiyotiklere dirençli mikroorganizmaların neden olduğu hastane ve/veya toplum kaynaklı infeksiyonlarda artış 
görülmektedir. Bu infeksiyonların önlenmesi veya azaltılmasında hastane atık sularının dezenfeksiyonunda kullanılabilecek güvenilir, 
etkili dezenfeksiyon yöntemlerine ihtiyaç duyulmaktadır. Çalışmamızda; hastane infeksiyonu etkeni olarak tanımlanmış çoğul dirençli 
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii ve Staphylococcus aureus izolatlarının 
ozon gazı ve/veya negatif iyona duyarlılıkları araştırılmış ve bu dezenfeksiyon yöntemlerinin hastanemiz atık su sisteminde kullanımı 
değerlendirilmiştir.

Materyal ve Metod: Hastanemiz infeksiyon kontrol komitesince hastane infeksiyonu etkeni olarak tanımlanmış, çoğul dirençli klinik 
izolatlar çalışmaya dahil edilmiştir. İzolatlardan 1.5 x 108 cfu/mL konsantrasyonunda bakteri süspansiyonu hazırlanmış ve daha sonra 
1.5 x 102 cfu/mL’ye kadar seri dilüsyonları yapılmıştır. Ozon oluşturma kapasitesi 10.5 mg/saat ve 6.6 mg/saat konsantrasyonunda 
iki farklı ozon jeneratörü ve 3.3 milyon/cm3 negatif iyon çıktısına sahip negatif iyonizer kullanılmıştır. Toplamda yedi farklı bakteri kon-
santrasyonu üzerinde; değişik sürelerde ozon ve/veya negatif iyon uygulaması yapılarak, bakteri sayısında gözlenen değişiklikler kay-
dedilmiştir. Ozonun agar plak yüzeyindeki bakteriler üzerine etkinliğinin yanı sıra, sulu ortamdaki etkinliği de incelenmiş ve son olarak 
hastanemiz atık su arıtım sisteminin giriş ve çıkış noktalarından alınan su örneklerine ozon uygulamasıyla, atık su arıtım sistemindeki 
dezenfeksiyon etkinliği değerlendirilmiştir.

Bulgular: Çalışmaya alınan tüm bakteri türlerinin ozon gazına son derece duyarlı olduğu ve kısa maruziyet sürelerinde üremelerinin 
inhibe olduğu belirlenmiştir. Fakat özellikle yüksek bakteri konsantrasyonlarında ozon gazının yüksek konsantrasyonlarına ve/veya 
sürekli olarak ozon uygulamasına ihtiyaç duyulabileceği görülmüştür. Ayrıca ozonun sudaki etkinliğinin çok daha yüksek olduğu görül-
müştür. Negatif iyonun yüksek bakteri konsantrasyonlarında etkili olmadığı, dolayısıyla patojen yükü yüksek olan atık su sistemlerinin 
dezenfeksiyonunda kullanımının yararlı olmayacağı görülmüştür. 

Sonuç: Hastane atık su sistemleri dezenfeksiyonunda ozon gazı kullanımının etkili ve güvenilir olacağı kanısına varılmıştır.

Anahtar Kelimeler: Ozon; Negatif iyon; Dezenfeksiyon; Hastane atık suları
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GİRİŞ

Hastane atık suları; içerdiği organik madde 
konsantrasyonu, ilaçlar, dezenfektanlar, farmasötik-
ler gibi maddeler ve antibiyotik dirençli bakteriler 
açısından evsel atık sulardan farklılık göstermekte-
dir. Hastane atık sularının su ekosistemiyle buluş-
ması, doğal ortamların biyolojik dengesi üzerinde 
birçok olumsuzluk oluşturma riskine sahiptir[1]. Bu 
nedenle hastane atık su arıtımında kullanılacak 
teknolojilerin yeterlilik ve verimliliği; farmasötik 
ajanların (ve metabolitlerinin) ve patojen mikro-
organizmaların (özellikle çoğul dirençliler) çevreye 
salınmasının engellenmesi açısından kilit rol oy-
namaktadır[2-4].

Akuatik ortamlarda kimyasal ve mikrobiyolo-
jik kontaminantların varlığının ortaya çıkmasıyla 

birlikte, yeraltı su kaynaklarının ve çevresel kon-
taminasyonun engellenebilmesi için ilave atık su 
arıtım işlemlerine duyulan ihtiyaç tüm dünyada 
tartışılmaktadır. Bu amaçla çok sayıda atık su arı-
tım prosesi geliştirilmiş, fakat temel olarak hepsin-
de kimyasalların bertaraf edilmesi amaçlanmıştır. 
Dolayısıyla şimdiye kadar uygulanmakta olan atık 
su arıtım proseslerinin dezenfeksiyon etkinliği ve 
çevreye olan etkisi tartışmalıdır[5].

Atık suların klorlama ile dezenfeksiyonu ha-
len en yaygın kullanılan dezenfeksiyon yöntemidir. 
Ancak klorlamada temel mekanizmanın; bakteri-
lerin hücre yüzey hidrofobisitesinin değişmesi ve 
böylece hücrelerin agregasyonu şeklinde gerçek-
leştiği ve dolayısıyla klorlama işleminin ardından 
yapılan kültürlerde üreme görülebildiği belirtilmiş-
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Introduction: In recent years, there has been an increase in hospital and/or community-acquired infections caused by antibiotic-re-
sistant microorganisms. To prevent or to reduce these infections, reliable, effective disinfection methods are needed to be used in dis-
infecting the hospital wastewater. In this study, the sensitivity of multidrug resistant strains of Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, 
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii and Staphylococcus aureus bacteria, which are often encountered as hospital 
infection agents to ozone gas and/or negative ions, is investigated, and the use of these disinfection methods in our hospital’s waste 
water systems is evaluated.

Materials and Methods: Our study included multidrug resistant clinical isolates identified by our hospital infection control commit-
tee as agents of hospital-acquired infection. Bacterial suspensions were prepared from the isolates at a concentration of 1.5 x 108  
cfu/mL and serial dilutions were then made to 1.5 x 102 cfu/mL. Two different ozone generators with an ozone generating capacity at 
concentrations of 10.5 mg/h and 6.6 mg/h and a negative ionizer with a negative ion output of 3.3 million/cm3 were used. For a total 
of seven different bacterial concentrations, ozone and/or negative ion application was performed at different application times, and the 
changes observed in the number of bacteria were recorded. The effectiveness of the ozone on the agar plate surface and in the aqueous 
medium were examined, and finally, the disinfection efficiency on the waste water treatment system was evaluated by applying ozone 
to the water samples taken from the entrance and exit points of the hospital wastewater treatment system.

Results: It was determined that all bacterial species studied were highly susceptible to ozone gas, and their growth was inhibited in a 
short exposure time. However, it was observed that high concentrations of ozone gas and/or continuous ozone application might be 
required, especially at high bacterial concentrations. It was also found that the activity of ozone in the aqueous environment was much 
higher. It was observed that the negative ions were ineffective at high bacterial concentrations and therefore the use of this method in 
the disinfection of wastewater systems with high pathogen load was not beneficial.

Conclusion: It is concluded that the use of ozone gas in the disinfection of hospital wastewater systems is  effective and reliable.
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tir[6]. Ayrıca atık suların klorlanması sırasında 
yüksek konsantrasyonda klora ihtiyaç duyulmakta 
ve bunun sonucunda da canlı organizmalar için 
son derece toksik olan organo-kloridler ve diğer 
dezenfeksiyon yan ürünleri oluşmaktadır. Dolayı-
sıyla mikrobisid etkinliği yüksek, ancak dezenfeksi-
yon yan ürün oluşumuna neden olmayan, maliyet 
etkin alternatif atık su dezenfeksiyon yöntemlerine 
ihtiyaç duyulmaktadır[7,8]. 

Güçlü oksidasyon potansiyeli ve antibakteriyel 
etkinliği uzun süredir bilinen ozonun sulu ortam-
larda son derece yüksek çözünürlükte olduğu ve 
özellikle yüksek konsantrasyonlarının hızla suya ya-
yıldığı gösterilmiştir. Bu anlamda, sulu ekosistem-
lerde ozon kullanımının son derece güvenilir oldu-
ğu ve dezenfeksiyon yan ürünleri gibi potansiyel 
toksik etki oluşturmadığı belirtilmektedir[9]. Negatif 
iyonların mikroorganizmalar üzerindeki etkileriyle 
ilgili araştırmalar; negatif iyonlara maruziyetlerinin 
ardından Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae 
ve Salmonella spp. bakterilerinin çoğalmalarının 
inhibe olduğunun gösterilmesiyle başlamış ve daha 
sonra hava iyonlarının mikrobiyal hücrelerin can-
lılığı üzerinde önemli ve tekrarlanabilir bir etkisi 
olduğu gösterilmiştir[10,11]. Ayrıca bakteriyel hücre 
ölümü üzerinde ozon ve negatif iyon arasında 
güçlü bir sinerjistik etki olduğu belirtilmiştir[12]. 

Bu çalışmada; hastane infeksiyonu etkeni ola-
rak sıklıkla karşılaşılan çoğul dirençli çeşitli bakte-
rilerin ozon gazı ve/veya negatif iyona duyarlılık-
ları ve ozon gazı uygulamasının hastanemiz atık 
su sisteminde kullanımı değerlendirilmiştir.

Materyal ve Metod

Turgut Özal Tıp Merkezi Mikrobiyoloji Labora-
tuvarına gönderilen çeşitli klinik örneklerden izole 
edilen ve hastanemiz İnfeksiyon Kontrol Komitesi 
tarafından hastane infeksiyonu etkeni olarak de-
ğerlendirilen, çoğul ilaç dirençli Escherichia coli, 
Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae, 
Pseudomonas aeruginosa ve S. aureus izolatları 
çalışmaya dahil edildi. İzolatların identifikasyonları 
ve antibiyotiklere direnç durumları konvansiyonel 
yöntemlerle ve otomatize sistem (Phoenix, Becton 
Dickinson-USA) kullanılarak yapıldı. 

Çalışmaya alınan izolatların saf kültürlerinden, 
0.5 Mcfarland bulanıklığına karşılık gelen (UV 

spektrofotometre ile OD600nm= 0.132 absorbans) 
1.5 x 108 cfu/mL konsantrasyonunda bakteri 
süspansiyonu hazırlandı ve daha sonra fosfat tam-
ponu içerisinde 1/10 oranında seri dilüsyonları 
yapılarak 1.5 x 102 cfu/mL’ye kadar seyreltildi, 
toplamda yedi farklı bakteri konsantrasyonu elde 
edildi. Her dilüsyonun üç tekrarı yapılarak, koloni 
sayılarının ortalamaları alındı. 

Ozon Jeneratörü ve Negatif İyonizer

Ozontek marka, seramik tüplü, “corona disc-
harge” yöntemli ve hava şartlandırıcılı 10.5 mg/
saat ve 6.6 mg/saat konsantrasyonda ozon oluş-
turma kapasitesinde iki farklı ozon jeneratörü kul-
lanıldı. 

Purion marka, 250 x 180 x 692 mm eba-
dında, 10-60 m2 etki alanına sahip, 0.04 ppm’in 
altında ozon çıktısı ve 3.3 milyon/cm3 negatif 
iyon çıktısına sahip negatif iyonizer kullanıldı.

Bakterilere Ozon Gazı ve/veya  
Negatif İyon Uygulama Deneyleri

İlk olarak seri dilüsyonları yapılan bakteri süs-
pansiyonlarının kanlı triptik soy agar besiyerine 
ekimi yapıldı ve ekimin ardından plaklar bekletil-
meden, plak kapakları açık olacak şekilde, karton 
kutu içerisine yerleştirilerek farklı sürelerde negatif 
iyon ve/veya ozon gazına (10.5 mg/saat ve 6.6 
mg/saat konsantrasyonlarda) maruz bırakıldı. Ge-
celik inkübasyonun ardından tüm plakların koloni 
sayımları (cfu/mL) yapılarak kaydedildi. 

Ayrıca ozonun sudaki etkinliğinin değerlendiril-
mesi amacıyla; fosfat tamponu içerisinde hazırla-
nan bakteri süspansiyonlarına da farklı sürelerde 
6.6 mg/saat konsantrasyonunda ozon gazı uy-
gulandı. Ozon uygulaması öncesi ve sonrasında, 
bakteri süspansiyonları Gram boyama yöntemiyle 
boyanarak hücre duvar harabiyeti incelendi ve en 
az iki kanlı triptik soy agara ekimi yapılarak gece-
lik inkübasyon sonundaki koloni sayısı kaydedildi. 

Gerek agar plaklara ekimi yapılan bakterilere 
ve gerekse direkt bakteri süspansiyonlarına ozon 
ve/veya negatif iyon uygulanma işlemi; her bir 
konsantrasyon için 10 dakika, 20 dakika, 30 
dakika, 40 dakika, 1 saat, 2 saat, 3 saat ve 4 
saatlik sürelerle yapıldı. 
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Hastane Atık Suyundan Alınan  
Numunelere Ozon Gazı Uygulama  
Deneyleri 

Hastanemiz atık su arıtım sisteminin giriş ve 
çıkış noktalarından yaklaşık 15 günlük bir peri-
yodda farklı zaman aralıklarında atık su örnekleri 
alındı ve bu örneklere 5 dakika ve 10 dakika 
süreyle 10.5 mg/saat konsantrasyonunda ozon 
gazı uygulandı. Ozonlama öncesi ve sonrasında 
agar besiyerlerine ekimleri yapılarak, koloni sayı-
ları kaydedildi.

İstatistiksel Analiz 

Yapılan denemelerde elde edilen sonuçların is-
tatistiksel analizi, SPSS 15.0 programı ve tekrarlı 
ölçümlerde varyans analizi (Friedman Testi) testi 
kullanılarak yapıldı.

Bulgular

Agar plaklara ekimi yapılan tüm bakteriler 
ozon gazına duyarlı olup, maruziyet sonrasında 
görülen koloni sayılarındaki azalmalar istatistik-
sel olarak anlamlı bulunmuştur (p< 0.001). Hem 
gram-negatif hem de gram-pozitif bakterilerin tüm 
konsantrasyonlarında, ozon uygulamasının özellikle 
ilk 10 dakika içerisinde önemli bir sayısal düşüşe 
neden olduğu ve daha sonra bakteriyel konsant-
rasyona bağlı olarak zamanla bakteri sayılarındaki 
bu düşüşün devam ettiği görülmüştür (Şekil 1). 
Özellikle 1.5 x 108 cfu/mL konsantrasyonunda 
ilk 10 dakika içinde yaklaşık 1 logaritmalık düşüş 
görülmüş, ancak devam eden maruziyet süre-
leri içerisinde aynı hızda düşüş gözlenmemiştir. 
Gram-pozitif bakterilerde 10. dakikanın ardından 
çok daha yavaş bir azalma gözlenmiş, özellikle 
yüksek konsantrasyonların dördüncü saatin sonun-
da bile tamamen inhibe olmadığı görülmüştür 
(Şekil 1). Gram-negatif bakterilerin ozona daha 
duyarlı olduğu ve en geç ikinci saatin sonunda 
tüm konsantrasyonlarda bakteri sayılarının sıfırlan-
dığı görülmüştür. Gram-negatif bakteriler arasında 
ise genel olarak E. coli’nin diğer bakterilere göre 
ozon gazına nispeten daha duyarlı olduğu görül-
müştür (Şekil 1).  

Fosfat tamponu içerisindeki bakteri süspansi-
yonlarının ozonlanması testlerinde; ozonun sudaki 
etkinliğinin agar plak yüzeyi uygulamalarına kıyas-
la çok daha etkili olduğu görülmüştür. Sıvı ortam-
da ozon gazı uygulandığında özellikle 1.5 x 105  

cfu/mL ve daha düşük konsantrasyonlarda orta-
lama yarım saat içerisinde bakterilerin tamamen 
inhibe edilebildiği görülmüştür. Daha yüksek kon-
santrasyonlarda ise sıvı ortamda uygulanan ozon 
gazı ile yaklaşık bir saat daha erken tam inhibis-
yon sağlanabildiği gözlenmiştir (Şekil 1).

E. coli ve S. aureus üzerinde yapılan ozon 
gazı konsantrasyon testlerinde; beklenildiği gibi 
ozon konsantrasyonundaki artışa paralel olarak 
çok daha güçlü bakteriyel inhibisyon sağlandığı 
gözlenmiştir. İlk 10 dakika içerisinde yaklaşık 2 
logaritmalık bir düşüşle yine en hızlı inhibisyon 
E. coli’de görülmüş ve ozon konsantrasyonundaki 
artışa paralel olarak 40 dakikalık uygulama sonun-
da bakteri sayısı tamamen sıfırlanmıştır (Şekil 1). 
S. aureus’da yine benzer şekilde ozon konsant-
rasyonunun arttırılmasıyla birlikte daha hızlı bir 
azalma olduğu göstermiş ve üçüncü saatte bakteri 
sayısının sıfırlandığı gözlenmiştir.

Fosfat tamponu içerisinde 1.5 x 108 cfu/mL 
konsantrasyonunda hazırlanan bakteri süspansiyon-
ları bir saat boyunca ozon gazına maruz bırakıl-
mış ve bu süspansiyonlardan ozonlama öncesi ve 
sonrasında Gram boyamalar yapılarak mikroskop 
altında incelenmiştir. Gram boyama incelemelerin-
de genel olarak tüm bakterilerin ozonlama sonrası 
yoğunluklarının azaldığı ve özellikle gram-nega-
tif bakterilerin ozonlama sonrası preparatlarında 
bakteri hücrelerinin ayırt edilemediği, daha çok 
bakteri kalıntılarına benzer artefaktlar olduğu gö-
rülmüştür. S. aureus’un ozonlama sonrasında ya-
pılan Gram boyama preparatında ise gram-negatif 
olarak boyanmış olduğu dikkat çekmiştir.

Negatif iyon uygulamalarında gram-negatif ve 
gram-pozitif bakterilerde benzer etki görülmüştür. 
Genel olarak negatif iyon uygulamasıyla; 1.5 x 
104 cfu/mL ve daha düşük konsantrasyonlarda 
uzun sürede inhibisyon sağlanabilirken, 1.5 x 104 
cfu/mL’nin üzerindeki konsantrasyonlarda ise dört 
saatin sonunda dahi anlamlı azalma sağlamamış-
tır. Ozon ve negatif iyonun eş zamanlı olarak 
uygulandığı testlerde; tek başına ozon maruziyeti 
denemelerine kıyasla, özellikle S. aureus’ta daha 
belirgin olmak üzere, nispeten inhibisyon süre-
lerinde kısalma gözlenmiştir. Fakat gram-negatif 
bakterilerde düşük konsantrasyonlarda dahi bu 
inhibisyon sürelerindeki düşüş istatistiksel olarak 
anlamlı bulunmamıştır (p> 0.05).
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Hastanemiz atık su arıtım sistemi giriş nokta-
sından alınan su numunelerinde ortalama mikro-
organizma sayısı 73.365 cfu/mL olup, 5 dakika-
lık ozon gazı muamelesinin ardından bu sayının 
ortalama 4934 cfu/mL’ye ve 10 dakikalık ozon 
uygulamasıyla 378 cfu/mL’ye kadar düştüğü gö-
rülmüştür. Atık su sistemi çıkış noktasından alı-
nan su numunelerindeki ortalama mikroorganiz-

ma sayısı ise 65.673 cfu/mL iken, 5 dakikalık 
ozon uygulamasının ardından ortalama 3553  
cfu/mL, 10 dakikalık uygulama sonrasında ise 290  
cfu/mL’ye kadar azalmıştır (Şekil 2). Atık su sis-
temi su numunelerinin bakteriyel konsantrasyo-
nundaki ozon gazı uygulamasıyla elde edilen bu 
düşüş istatistiksel olarak da anlamlı bulunmuştur  
(p< 0.001).

Şekil 1. A. Agar plaklarına ekimi yapılan bakterilerin 6.6 mg/saat ozon gazı uygulanmasının sonuçları, 
B. Fosfat tamponu içerisinde hazırlanmış bakteri süspansiyonlarına ozon gazı uygulanmasının sonuçları,  
C. Agar plaklara ekimi yapılan bakterilere 10.5 mg/saat ozon gazı uygulamasının sonuçları, D. Agar 
plaklarına ekimi yapılan bakterilere negatif iyon uygulamasının sonuçları. 1. Escherichia coli, 2. Staphy-
lococcus aureus.
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TARTIŞMA

Konvansiyonel klorlama yöntemi; çok daha ge-
lişmiş dezenfeksiyon yöntemlerine kıyasla daha 
ekonomik olması nedeniyle, dezenfeksiyon sonrası 
toksik dezenfektan yan ürünlerinin varlığına rağ-
men, halen en çok uygulanan su dezenfeksiyon 
yöntemi olarak karşımıza çıkmaktadır. Ancak son 
zamanlarda yapılan çalışmalarda; antibiyotik di-
rençli bakterilerin ortadan kaldırılmasında çok da 
yeterli olmadığı ve hatta bazen bu bakterilerin 
seleksiyonuna neden olarak, direncin yayılımını 
önlemede yetersiz kaldığı bildirilmektedir[8,13]. Do-
layısıyla öncelikli olarak azotu, biyolojik olarak 
parçalanabilir organik bileşikleri, amonyak, nitrat 
ve fosfatı bertaraf etmeyi amaçlayan ikincil ve 
üçüncül atık su arıtma işlemlerine ek olarak,  
mikrokirleticileri ve mikrobiyolojik kontaminantları 
da etkili bir şekilde azaltmaya yönelik ilave pro-
seslere gerek duyulmaktadır. Bu bağlamda orga-
nik mikrokirleticilerin uzaklaştırılmasında ve aynı 
zamanda son derece reaktif radikaller aracılığıyla 
patojen mikroorganizmaların azaltılması ve inakti-
vasyonunda ozonlama işleminin oldukça etkili bir 
yöntem olduğu bildirilmektedir[5,14,15]. 

Çalışmamıza alınan tüm bakterilerin; gerek 
ekimlerinin yapıldığı agar plak yüzeyi maruziyet-

lerinde ve gerekse sıvı ortamdaki bakteri süspan-
siyonu içerisinde ozon uygulamalarına son dere-
ce duyarlı olduğu görülmüştür. Bakterilerin aynı 
konsantrasyondaki ozon gazına olan duyarlılıkları 
değişmekle beraber; genel olarak gram-negatif 
bakterilerin S. aureus’a kıyasla daha duyarlı oldu-
ğu, daha hızlı ve yüksek oranda inaktivasyonun 
sağlandığı görülmüştür. Çalışmamızda gram-negatif 
türler arasında genel olarak ozona en duyarlı mik-
roorganizma E. coli iken, P. aeruginosa ve A. ba-
umannii türlerinin daha dirençli olduğu görülmüş 
olup, hastane atık sularının ozonlama ile dezen-
feksiyonunun araştırıldığı bir çalışmada da benzer 
sonuçlar elde edilmiştir[16]. Ekstraselüler polimerik 
maddelerin artmış sekresyonu sonucu P. aeru-
ginosa gibi mukoid karakterdeki organizmaların 
ozona daha az duyarlı olduğu bildirilmektedir[5,15]. 
Ozona en duyarlı mikroorganizmanın E. coli oldu-
ğunun vurgulandığı bir başka çalışmada; 3.5-4 mg 
konsantrasyondaki ozonun %80 oranında inakti-
vasyon sağladığı, diğer mikroorganizmalarda ise 
aynı oranda inaktivasyon için 40 kat daha yüksek 
konsantrasyonda ozon kullanılması gerekebileceği 
bildirilmiştir[17]. Bu çalışmanın aksine, çalışmamız-
da incelenen türler arasında E. coli dışındaki 
bakteriler için de bu denli yüksek konsantrasyonda 
ozonlama işlemine gerek duyulmadığı görülmüştür.  

Şekil 2. Atık su arıtım sistemi su numunelerinin ozon gazı ile muamelesi sonrasında bakteri canlılığın-
daki azalma.
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Ozon gazı uygulamasının yapıldığı tüm testler-
de; çalışılan bütün bakteri türleri için maksimum 
inaktivasyonun ilk 10 dakikalık süre içerisinde sağ-
landığı görülmüştür. Agar plak yüzeyinde 6.6 mg/
saat konsantrasyonundaki ozon maruziyeti ile 10 
dakika içerisinde; bütün bakteri türlerinin ortalama 
bakteri konsantrasyonlarında, %99.79-99.84 ara-
sında değişen bir azalma görülmüştür. İnaktivas-
yon oranının beklendiği gibi ilk 10 dakika içerisin-
de düşük bakteri konsantrasyonları için %100’lere 
ulaştığı gözlenmiştir. Yine bakteri süspansiyonu ile 
yapılan denemelerde ve negatif iyon ile ozonun 
birlikte uygulandığı denemelerde de ilk 10 dakika-
da %99.78-99.89 arasında değişen oranda hücre-
sel canlılığın azaldığı gözlenmiştir. Ozonun bakteri 
hücreleri üzerindeki ultrayapısal değişikliklerin in-
celendiği bir başka çalışmada da benzer şekilde, 
hücresel canlılıktaki en yüksek azalma oranının 
5-15. dakikalar arasında gerçekleştiği belirtilmiş ve 
bu durumun yüksek bakteriyel konsantrasyonlarda 
daha belirgin gözlendiği vurgulanmıştır[16,18]. 

Çalışmamız sonuçlarına göre; bakteri konsant-
rasyonu arttıkça yeterli inhibisyonu sağlayabilmek 
için ozon konsantrasyonu ve/veya maruziyet süre-
sini arttırmak gerekmektedir. Örneğin 1.5 x 105 
cfu/mL’den daha düşük bakteriyel konsantrasyon-
larında 6.6 mg/saat ozon uygulaması ile ortala-
ma ilk 30-40 dakika içerisinde hücresel canlılığın 
tamamen kaybolduğu, ancak 1.5 x 108 cfu/mL 
bakteri konsantrasyonunda bu sürenin iki saati bu-
labildiği görülmektedir. Oysa 10.5 mg/saat ozon 
konsantrasyonu ile aynı bakteriyel konsantrasyon-
da ve aynı deneysel koşullarda (agar plak yüzeyi 
uygulaması) 40 dakikada %100 inaktivasyon sağ-
lanmıştır. 

Mikroorganizmaların ozona duyarlılıkları türe 
bağlı değişim göstermekle beraber, bakterilerin 
antibiyotik direnç durumları ve konsantrasyonu, 
bağıl nem, kültür ortamı bileşenleri ve pH’sı gibi 
çevresel faktörler ya da maruziyet öncesi mikro-
organizmaların bekleme süresi, uygulanan ozon 
konsantrasyonu ve uygulama şekli gibi deneysel 
koşullar da mikroorganizmaların ozonla inakti-
vasyon derecelerini etkileyebilmektedir[5,8,12]. Bu 
nedenle tüm deneysel koşulların sabit olmadığı 
farklı çalışma sonuçlarının karşılaştırılması bir an-
lam ifade etmemektedir. Örneğin, patates dekstroz 
agar (pH= 5.6) ile yapılan ozon uygulama çalış-

malarında, nutrient agara (pH= 6.8) göre bakteri 
ölümünün daha hızlı gerçekleştiği; ayrıca ozon 
uygulama öncesindeki bekleme süresiyle ilişkili 
olarak hücre canlılığı, mikroorganizmanın kültür 
ortamına ekiminin ardından bekletilmeden ozona 
maruz bırakılması durumunda hücre canlılığının 
%34 iken, ekimi takiben 45 dakika kadar gecik-
tirilmiş ozon uygulama işleminde %78’lere kadar 
yükseldiği bildirilmiştir[12]. Bu durum geciktirilmiş 
ozon uygulaması sırasında bekletilen hücrelerin 
kendilerini koruyacak polisakkaridler salgılamalarıy-
la açıklanmıştır. 

Ortamın bağıl nem oranıyla doğru orantılı 
olarak ozonun inhibitör etkinliğinin de arttığı göz-
lenmiş ve bu durumun ozonun reaksiyona gireceği 
su oranının artışı sonucu oluşacak radikal oranı-
nın artmasına bağlı olduğu belirtilmiştir[17]. Ozo-
nun sudaki etkinliğinin havadaki etkinliğinden çok 
daha yüksek olduğu ve suda hızla ayrıştığından 
çok daha güvenli olduğu bildirilmiştir[9,19]. Bizim 
çalışmamızda da agar plak yüzeyine uygulanan 
ozon işlemine kıyasla bakteri süspansiyonlarının 
direkt ozonlanmasının daha etkili olduğu görül-
müştür. Daha önce de belirtilen ilk 10 dakikalık 
ani azalma döneminde anlamlı fark gözlenmezken 
(p> 0.05), ilerleyen maruziyet sürelerinde ozonun 
su içerisinde etkinliğinin arttığı bariz olarak gö-
rülmektedir (p< 0.05). Örneğin, 10 dakikalık ani 
inhibisyon döneminin ardından ikinci 10 dakika 
içerisinde; ortalama mikrobiyal konsantrasyonun 
agar plak yüzeyindeki ozon uygulamasıyla %36,  
sıvı ortamdaki ozon uygulamasıyla ise %51 ora-
nında azalma gösterdiği görülmüştür (p< 0.05). 

Ozonla karşılaşan mikroorganizmalarda gözle-
nen hücre tahribatının ana mekanizması hücre 
duvarı ve membran üzerindeki fiziksel etkilerdir. 
Kısa süreli ozon gazı maruziyeti; hücre duvarı 
harabiyeti, membran permeabilitesinde değişim ve 
hücre bütünlüğünün bozulması gibi değişikliklere 
neden olmaktadır. Bu sırada çeşitli hücre içi 
protein ve DNA’ların hücre duvarı harabiyeti ile 
hücre dışına çıkabildiği, fakat bu hücre içi bile-
şenlerin, ancak daha uzun süreli maruziyetlerde 
hasara uğradığı gösterilmiştir[20-22]. Çalışmamızda 
da bir saat süreyle ozon uygulanan bakteri süs-
pansiyonlarının Gram boyama görüntüleriyle hücre 
duvar bütünlüğünün bozulduğu görülmüştür. 
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Çalışmamızda ayrıca 3.3 milyon/cm3 konsant-
rasyonunda negatif iyon ve 0.04 ppm’in altında 
ozon çıktısı olan bir negatif iyonizer kullanılarak, 
mikroorganizmaların negatif iyonlara duyarlılığı 
araştırılmıştır. Negatif iyon uygulanan hiçbir bak-
teri türünde; 1.5 x 105 cfu/mL’den daha yüksek 
bakteri konsantrasyonlarında dört saatin sonunda 
dahi hiç azalma görülmezken, ancak düşük bakteri 
konsantrasyonlarında ve uzun süreli maruziyetlerde 
hücresel canlılığı nispeten azalttığı gözlenmiştir. 
Tyagi ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada da ben-
zer şekilde, kısa süreli maruziyetlerde negatif iyon-
ların etkili olmadığı vurgulanmıştır[23]. Çeşitli bak-
terilerin negatif iyonizasyon karşısında gösterdiği 
bu hücresel azalmaların; muhtemelen iyonizatörün 
çalıştırılması sırasında oluşan ve hücre ölümüne 
neden olabilecek elektriksel alan ve en önemlisi 
elektrik boşalmasının (corona discharge) bir yan 
ürünü olarak oluşabilecek herhangi bir ozondan 
kaynaklanabileceği belirtilmiştir. Hatta negatif iyon 
maruziyeti sırasında, test edilen mikroorganizma-
ları etkileyen ana bakterisidal mekanizmanın da 
ozona maruziyetten ileri gelen oksidasyon hasarı 
olduğu vurgulanmaktadır[12].

Ozon ve negatif iyonun eş zamanlı olarak 
uygulanması durumunda mikrobisid etkinlik açı-
sından bir sinerjizmden bahsedilmesine rağmen 
ve çalışmamızda S. aures’ta kısmen bu tür bir 
sinerjizm gözlenmiş, ancak hastane atık suyu gibi 
patojen yükü yüksek uygulamalarda negatif iyon 
kullanımının ciddi bir avantaj sağlamayacağı dü-
şünülmüştür[24]. 

Hastane atık suları; bir yandan tanı amaçlı 
laboratuvar ve araştırma faaliyetleri bir yandan 
da hasta bakımı ile ilişkili atıklar nedeniyle, ge-
leneksel atık su arıtma teknolojilerinin yetersiz 
kaldığı yüksek farmasötik ve mikrokirletici yüküne 
sahiptir. Hastanemiz atık su sistemi giriş ve çıkış 
noktalarından alınan numunelerde; giriş suyunun 
ozonlanmasıyla başlangıç mikrobiyal konsantrasyo-
nun 5 dakikada %93.3 ve 10 dakikada %99.5 
oranında azaldığı, çıkış suyundun ise sırasıyla 
%94.6 ve %99.6 oranında mikrobiyal azalma 
gösterdiği görülmüştür. Hastane atık su arıtma 
sistemlerinde ozon uygulamasının pratikte kulla-
nımının incelendiği çalışmalarda da; gerek ham 
gerekse işlenmiş atık suların kısa süreli ozon-
lanmasıyla dirençli patojenler, antibiyotik direnç 
genleri ve sitostatik bileşiklerin %97-100 oranın-

da azaltılabildiği gösterilmiştir[5,25]. Ancak hastane 
atık su arıtma proseslerinde oksidasyonun süreci-
nin etkinliğinin arttırılması için mutlaka bir ön bi-
yolojik işlem ile yüksek organik yükün azaltılması 
önerilmektedir[25]. Tüm bu sonuçlara göre; hem 
yüksek bakterisid etkinliği, toksik dezenfeksiyon 
yan ürün oluşumu göstermemesi hem de farma-
sötiklerin oksidasyonu gibi avantajlarından dolayı, 
patojen ve sitostatik yükü yüksek olan hastane 
atık su sistemlerinin ozonlama gibi ileri oksidasyon 
işlemlerinin ümit verici olduğu düşünülmektedir.
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