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OZET

Giris: Son yillarda antibiyotiklere direncli mikroorganizmalarin neden oldugu hastane ve/veya toplum kaynakli infeksiyonlarda artis
gortilmektedir. Bu infeksiyonlarin dnlenmesi veya azaltimasinda hastane atik sularinin dezenfeksiyonunda kullanilabilecek giivenilir,
etkili dezenfeksiyon yéntemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Calismamizda; hastane infeksiyonu etkeni olarak tanimlanmis ¢ogul direngli
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii ve Staphylococcus aureus izolatlarinin
ozon gazi ve/veya negatif iyona duyarliliklari arastirilmis ve bu dezenfeksiyon yontemlerinin hastanemiz atik su sisteminde kullanimi
dederlendirilmistir.

Materyal ve Metod: Hastanemiz infeksiyon kontrol komitesince hastane infeksiyonu etkeni olarak tanimlanmis, ¢ogul direncli klinik
izolatlar calismaya dahil edilmistir. izolatlardan 1.5 x 108 cfu/mlL konsantrasyonunda bakteri siispansiyonu hazirlanmis ve daha sonra
1.5 x 10% cfu/mlL’ye kadar seri diliisyonlari yapilmistir. Ozon olusturma kapasitesi 10.5 mg/saat ve 6.6 mg/saat konsantrasyonunda
iki farkli ozon jeneratérii ve 3.3 milyon/cm? negatif iyon ciktisina sahip negatif iyonizer kullanilmistir. Toplamda yedi farkli bakteri kon-
santrasyonu tizerinde; dedisik siirelerde ozon ve/veya negatif iyon uygulamasi yapilarak, bakteri sayisinda gézlenen dedisiklikler kay-
dedilmistir. Ozonun agar plak ytizeyindeki bakteriler lizerine etkinliginin yani sira, sulu ortamdaki etkinligi de incelenmis ve son olarak
hastanemiz atik su aritim sisteminin giris ve ¢ikis noktalarindan alinan su 6rneklerine ozon uygulamasiyla, atik su aritim sistemindeki
dezenfeksiyon etkinligi degerlendirilmistir.

Bulgular: Calismaya alinan tiim bakteri tiirlerinin ozon gazina son derece duyarli oldugu ve kisa maruziyet siirelerinde lremelerinin
inhibe oldugu belirlenmistir. Fakat 6zellikle yiiksek bakteri konsantrasyonlarinda ozon gazinin yiiksek konsantrasyonlarina ve/veya
stirekli olarak ozon uygulamasina ihtiyag duyulabilecegi gériilmdistiir. Ayrica ozonun sudaki etkinliginin ¢ok daha yiiksek oldugu goriil-
miistiir. Negatif iyonun yiiksek bakteri konsantrasyonlarinda etkili olmadidi, dolayisiyla patojen yiikii yliksek olan atik su sistemlerinin
dezenfeksiyonunda kullaniminin yararl olmayacadi goriilmdistiir.

Sonug: Hastane atik su sistemleri dezenfeksiyonunda ozon gazi kullaniminin etkili ve gtivenilir olacagi kanisina varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Ozon; Negatif iyon; Dezenfeksiyon; Hastane atik sulari
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SUMMARY

The Effects of Negative lons and Ozone on Various Bacteria and
The Evaluation of Their Use in Hospital \¥astewater Disinfection

Nafia Canan GURSOY!, ibrahim Halil OZEROL'

Department of Medical Microbiology, Inonu University Research and Application Hospital, Malatya, Turkey

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 10? 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/cm? 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.

Key Words: Ozone; Negative ions; Disinfection; Hospital wastewater

GIRIS

Hastane atik sular; icerdigi organik madde
konsantrasyonu, ilaclar, dezenfektanlar, farmasotik-
ler gibi maddeler ve antibiyotik direncli bakteriler
acisindan evsel atik sulardan farklilik gostermekte-
dir. Hastane atik sularinin su ekosistemiyle bulus-
masi, dogal ortamlarin biyolojik dengesi iizerinde
bircok olumsuzluk olusturma riskine sahiptir[l]. Bu
nedenle hastane atik su artiminda kullanilacak
teknolojilerin  yeterlilik ve verimliligi; farmasotik

birlikte, yeralti su kaynaklarinin ve cevresel kon-
taminasyonun engellenebilmesi icin ilave atik su
arttim islemlerine duyulan ihtiya¢c tiim diinyada
tartisiimaktadir. Bu amacla cok sayida atik su ari-
tim prosesi gelistirilmis, fakat temel olarak hepsin-
de kimyasallarin bertaraf edilmesi amaclanmistir.
Dolayisiyla simdiye kadar uygulanmakta olan atik
su arthm proseslerinin dezenfeksiyon etkinligi ve
cevreye olan etkisi tartismalidir!®],

Atik sularin Kklorlama ile dezenfeksiyonu ha-

ajanlarin (ve metabolitlerinin) ve patojen mikro-
organizmalarin (6zellikle cogul direncliler) cevreye
salinmasimin  engellenmesi acisindan kilit rol oy-
namaktadir2-4.

Akuatik ortamlarda kimyasal ve mikrobiyolo-
jik kontaminantlarin varhgimin ortaya ¢ikmasiyla

len en yaygin kullanilan dezenfeksiyon yontemidir.
Ancak klorlamada temel mekanizmanin; bakteri-
lerin hiicre vyiizey hidrofobisitesinin degismesi ve
boylece hiicrelerin agregasyonu seklinde gercek-
lestigi ve dolayisiyla klorlama isleminin ardindan
vapilan Kiiltiirlerde tireme goriilebildigi belirtilmis-
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tir®). Ayrica atik sularin  Klorlanmasi sirasinda

yiiksek konsantrasyonda Kklora ihtiyac duyulmakta
ve bunun sonucunda da canh organizmalar icin
son derece toksik olan organo-kloridler ve diger
dezenfeksiyon van fiiriinleri olusmaktadir. Dolayi-
swyla mikrobisid etkinligi yiiksek, ancak dezenfeksi-
yon vyan iriin olusumuna neden olmayan, maliyet
etkin alternatif atik su dezenfeksiyon yontemlerine
ihtiyac duyulmaktadir(7-8].

Glcli oksidasyon potansiveli ve antibakteriyel
etkinligi uzun siiredir bilinen ozonun sulu ortam-
larda son derece vyiiksek c¢oziiniirliikte oldugu ve
ozellikle yiiksek konsantrasyonlarinin hizla suya ya-
yildig1 gosterilmistir. Bu anlamda, sulu ekosistem-
lerde ozon kullaniminin son derece giivenilir oldu-
gu ve dezenfeksiyon yan fiiriinleri gibi potansiyel
toksik etki olusturmadigi belirtilmektedir!?!. Negatif
iyonlarin mikroorganizmalar {izerindeki etkileriyle
ilgili arastirmalar; negatif iyonlara maruziyetlerinin
ardindan Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae
ve Salmonella spp. bakterilerinin ¢ogalmalarinin
inhibe oldugunun gosterilmesiyle baslamis ve daha
sonra hava iyonlarinin mikrobiyal hiicrelerin can-
lihg1 {izerinde ©nemli ve tekrarlanabilir bir etkisi
oldugu g'dsterilmistir[lo’n]. Ayrica bakteriyel hiicre
olimii iizerinde ozon ve negatif iyon arasinda
giicli bir sinerjistik etki oldugu belirtilmistir12].

Bu cahismada; hastane infeksiyonu etkeni ola-
rak siklikla karsilasilan cogul direncli cesitli bakte-
rilerin ozon gazi ve/veya negatif iyona duyarlilik-
lar1 ve ozon gazi uygulamasinin hastanemiz atik
su sisteminde kullanim degerlendirilmistir.

MATERYAL ve METOD

Turgut Ozal Tip Merkezi Mikrobiyoloji Labora-
tuvarina gonderilen cesitli klinik orneklerden izole
edilen ve hastanemiz Infeksiyon Kontrol Komitesi
tarafindan hastane infeksiyonu etkeni olarak de-
gerlendirilen, c¢ogul ila¢ direncli Escherichia coli,
Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa ve S. aureus izolatlar
calismaya dahil edildi. Izolatlarin identifikasyonlar
ve antibiyotiklere diren¢ durumlari konvansiyonel
yontemlerle ve otomatize sistem (Phoenix, Becton
Dickinson-USA) kullanilarak yapildi.

Calismaya alinan izolatlanin saf Kkiiltiirlerinden,
0.5 Mcfarland bulanikhgina karsihk gelen (UV

spektrofotometre ile OD¢onm= 0-132 absorbans)
1.5 x 108 cfu/mL konsantrasyonunda bakteri
siispansiyonu hazirlandi ve daha sonra fosfat tam-
ponu icerisinde 1/10 oraninda seri diliisyonlar
vapilarak 1.5 x 102 cfu/mL’ye kadar seyreltildi,
toplamda yedi farkli bakteri konsantrasyonu elde
edildi. Her diliisyonun ii¢c tekrar1 yapilarak, koloni
sayilarinin ortalamalar1 alind:.

Ozon Jeneratorii ve Negatif Iyonizer

Ozontek marka, seramik tiiplii, “corona disc-
harge” yontemli ve hava sartlandiricih 10.5 mg/
saat ve 6.6 mg/saat konsantrasyonda ozon olus-
turma kapasitesinde iki farkli ozon jeneratorii kul-
larild:.

Purion marka, 250 x 180 x 692 mm eba-
dinda, 10-60 m? etki alanina sahip, 0.04 ppm’in
altinda ozon ciktisi ve 3.3 milyon/cm3 negatif
iyon ciktisina sahip negatif iyonizer kullanild.

Bakterilere Ozon Gaz1 ve/veya
Negatif lyon Uygulama Deneyleri

flk olarak seri diliisyonlarn yapilan bakteri sis-
pansiyonlarinin  kanh triptik soy agar besiyerine
ekimi yapildi ve ekimin ardindan plaklar bekletil-
meden, plak kapaklar acik olacak sekilde, karton
kutu icerisine yerlestirilerek farkh siirelerde negatif
iyon ve/veya ozon gazina (10.5 mg/saat ve 6.6
mg/saat konsantrasyonlarda) maruz birakildi. Ge-
celik inkiibasyonun ardindan tiim plaklarin koloni
sayimlart (cfu/mL) yapilarak kaydedildi.

Ayrica ozonun sudaki etkinliginin degerlendiril-
mesi amaciyla; fosfat tamponu icerisinde hazirla-
nan bakteri siispansiyonlarina da farkl siirelerde
6.6 mg/saat konsantrasyonunda ozon gazi uy-
gulandi. Ozon uygulamasi Oncesi ve sonrasinda,
bakteri siispansiyonlart Gram boyama yontemiyle
boyanarak hiicre duvar harabiyeti incelendi ve en
az iki kanh triptik soy agara ekimi yapilarak gece-
lik inkiibasyon sonundaki koloni sayisi kaydedildi.

Gerek agar plaklara ekimi yapilan bakterilere
ve gerekse direkt bakteri siispansiyonlarina ozon
ve/veya negatif iyon uygulanma islemi; her bir
konsantrasyon icin 10 dakika, 20 dakika, 30
dakika, 40 dakika, 1 saat, 2 saat, 3 saat ve 4
saatlik siirelerle yapildi.
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Hastane Atik Suyundan Alinan
Numunelere Ozon Gaz1 Uygulama
Deneyleri

Hastanemiz atik su aritim sisteminin giris ve
cikis noktalarindan yaklasik 15 giinliik bir peri-
yodda farkli zaman araliklarinda atik su ornekleri
alindi ve bu orneklere 5 dakika ve 10 dakika
siireyle 10.5 mg/saat konsantrasyonunda ozon
gaz1 uygulandi. Ozonlama ©ncesi ve sonrasinda
agar besiyerlerine ekimleri yapilarak, koloni sayi-
lan kaydedildi.

istatistiksel Analiz

Yapilan denemelerde elde edilen sonuclarin is-
tatistiksel analizi, SPSS 15.0 programi ve tekrarh
Olcimlerde varyans analizi (Friedman Testi) testi
kullanilarak yapildi.

BULGULAR

Agar plaklara ekimi yapilan tiim bakteriler
ozon gazina duyarh olup, maruziyet sonrasinda
goriilen koloni sayilarindaki azalmalar istatistik-
sel olarak anlamli bulunmustur (p< 0.001). Hem
gram-negatif hem de gram-pozitif bakterilerin tiim
konsantrasyonlarinda, ozon uygulamasinin ozellikle
ilk 10 dakika icerisinde onemli bir sayisal diisiise
neden oldugu ve daha sonra bakteriyel konsant-
rasyona bagh olarak zamanla bakteri sayilarindaki
bu diisiisiin devam ettigi goriilmustiir (Sekil 1).
Ozellikle 1.5 x 108 cfu/mL konsantrasyonunda
ilk 10 dakika icinde yaklasik 1 logaritmalik diistis
goriilmiis, ancak devam eden maruziyet siire-
leri icerisinde aymi hizda diisis gozlenmemistir.
Gram-pozitif bakterilerde 10. dakikanin ardindan
cok daha vavas bir azalma gozlenmis, ©zellikle
yiiksek konsantrasyonlarin dordiincii saatin sonun-
da bile tamamen inhibe olmadigi goriilmiistiir
(Sekil 1). Gram-negatif bakterilerin ozona daha
duyarli oldugu ve en gec ikinci saatin sonunda
tim konsantrasyonlarda bakteri sayilarimin sifirlan-
dig1 goriilmiistiir. Gram-negatif bakteriler arasinda
ise genel olarak E. colinin diger bakterilere gore
ozon gazina nispeten daha duyarh oldugu goriil-
mistiir (Sekil 1).

Fosfat tamponu icerisindeki bakteri siispansi-
yonlarinin ozonlanmasi testlerinde; ozonun sudaki
etkinliginin agar plak yiizeyi uygulamalarina kiyas-
la cok daha etkili oldugu goriilmiistiir. Siv1 ortam-
da ozon gazi uygulandiginda ozellikle 1.5 x 10°

cfu/mL ve daha diisiik konsantrasyonlarda orta-
lama yarnm saat icerisinde bakterilerin tamamen
inhibe edilebildigi goriilmiistiir. Daha yiiksek kon-
santrasyonlarda ise siwv1 ortamda uygulanan ozon
gazi ile yaklasik bir saat daha erken tam inhibis-
yon saglanabildigi gozlenmistir (Sekil 1).

E. coli ve S. aureus lizerinde vyapilan ozon
gazi konsantrasyon testlerinde; beklenildigi gibi
ozon konsantrasyonundaki artisa paralel olarak
cok daha giiclii bakteriyel inhibisyon saglandigi
gozlenmistir. flk 10 dakika icerisinde vaklasik 2
logaritmalik bir diisiisle yine en hizli inhibisyon
E. colide goriilmiis ve ozon konsantrasyonundaki
artisa paralel olarak 40 dakikalik uygulama sonun-
da bakteri sayisi tamamen sifirlanmistir (Sekil 1).
S. aureusda vyine benzer sekilde ozon konsant-
rasyonunun arttirilmasiyla birlikte daha hizli bir
azalma oldugu gostermis ve liclincii saatte bakteri
sayisinin sifirlandigi gozlenmistir.

Fosfat tamponu icerisinde 1.5 x 10% cfu/mL
konsantrasyonunda hazirlanan bakteri siispansiyon-
lar1 bir saat boyunca ozon gazina maruz birakil-
mis ve bu siispansiyonlardan ozonlama oncesi ve
sonrasinda Gram boyamalar yapilarak mikroskop
altinda incelenmistir. Gram boyama incelemelerin-
de genel olarak tiim bakterilerin ozonlama sonrasi
yogunluklarimin  azaldigi ve ©zellikle gram-nega-
tif bakterilerin ozonlama sonrasi preparatlarinda
bakteri hiicrelerinin ayirt edilemedigi, daha c¢ok
bakteri kalintilarina benzer artefaktlar oldugu go-
rilmistiir. S. aureus'un ozonlama sonrasinda ya-
pilan Gram boyama preparatinda ise gram-negatif
olarak boyanmis oldugu dikkat cekmistir.

Negatif iyon uygulamalarinda gram-negatif ve
gram-pozitif bakterilerde benzer etki goriilmiistiir.
Genel olarak negatif iyon uygulamaswyla; 1.5 x
10* cfu/mL ve daha diisik konsantrasyonlarda
uzun siirede inhibisyon saglanabilirken, 1.5 x 104
cfu/mL’nin {izerindeki konsantrasyonlarda ise dort
saatin sonunda dahi anlamlh azalma saglamarms-
tir. Ozon ve negatif iyonun es zamanl olarak
uygulandigi testlerde; tek basina ozon maruziyeti
denemelerine kiyasla, ozellikle S. aureusta daha
belirgin olmak {izere, nispeten inhibisyon siire-
lerinde kisalma gozlenmistir. Fakat gram-negatif
bakterilerde diistik konsantrasyonlarda dahi bu
inhibisyon siirelerindeki diisiis istatistiksel olarak
anlamli bulunmamustir (p> 0.05).
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Sekil 1. A. Agar plaklarina ekimi yapilan bakterilerin 6.6 mg/saat ozon gazi uygulanmasinin sonuglari,
B. Fosfat tamponu icerisinde hazirlanmig bakteri siispansiyonlarina ozon gazi uygulanmasinin sonuglari,
C. Agar plaklara ekimi yapilan bakterilere 10.5 mg/saat ozon gazi uygulamasinin sonuglari, D. Agar
plaklarina ekimi yapilan bakterilere negatif iyon uygulamasinin sonuglari. 1. Escherichia coli, 2. Staphy-

lococcus aureus.

Hastanemiz atik su aritim sistemi giris nokta-
sindan alinan su numunelerinde ortalama mikro-
organizma sayist 73.365 cfu/mL olup, 5 dakika-
ik ozon gazi muamelesinin ardindan bu sayinin
ortalama 4934 cfu/mL'yve ve 10 dakikalhk ozon
uygulamasiyla 378 cfu/mL’ve kadar diistigii go-
rilmistiir. Atk su sistemi cikis noktasindan ali-
nan su numunelerindeki ortalama mikroorganiz-

ma sayist ise 65.673 cfu/mL iken, 5 dakikahk
ozon uygulamasimin ardindan ortalama 3553
cfu/mL, 10 dakikalik uygulama sonrasinda ise 290
cfu/mL've kadar azalmustir (Sekil 2). Atik su sis-
temi su numunelerinin bakteriyel konsantrasyo-
nundaki ozon gazi uygulamasiyla elde edilen bu
diisiis istatistiksel olarak da anlamh bulunmustur
(p< 0.001).
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Sekil 2. Atik su aritim sistemi su numunelerinin ozon gazi ile muamelesi sonrasinda bakteri canlligin-

daki azalma.

TARTISMA

Konvansiyonel klorlama yontemi; cok daha ge-
lismis dezenfeksiyon yontemlerine kiyasla daha
ekonomik olmasi nedeniyle, dezenfeksiyon sonrasi
toksik dezenfektan yan iiriinlerinin varhigna rag-
men, halen en cok uygulanan su dezenfeksiyon
yontemi olarak karsimiza cikmaktadir. Ancak son
zamanlarda vapilan cahismalarda; antibiyotik di-
rencli bakterilerin ortadan kaldirilmasinda cok da
veterli olmadigi ve hatta bazen bu bakterilerin
seleksiyonuna neden olarak, direncin yayilimim
onlemede vyetersiz kaldig bildirilmektedir®-13l. Do-
layisiyla  oncelikli olarak azotu, biyolojik olarak
parcalanabilir organik bilesikleri, amonyak, nitrat
ve fosfati bertaraf etmeyi amaclayan ikincil ve
ticincil atik su arntma islemlerine ek olarak,
mikrokirleticileri ve mikrobiyolojik kontaminantlari
da etkili bir sekilde azaltmaya yonelik ilave pro-
seslere gerek duyulmaktadir. Bu baglamda orga-
nik mikrokirleticilerin uzaklastirilmasinda ve aym
zamanda son derece reaktif radikaller aracihgiyla
patojen mikroorganizmalarin azaltilmasi ve inakti-
vasyonunda ozonlama isleminin oldukca etkili bir
yontem oldugu bildirilmektedir(>-14-15]

Calismamiza alinan tim bakterilerin; gerek
ekimlerinin yapildigi agar plak yiizeyi maruziyet-

lerinde ve gerekse sivi ortamdaki bakteri siispan-
siyonu icerisinde ozon uygulamalarina son dere-
ce duyarh oldugu goriilmiistiir. Bakterilerin ayni
konsantrasyondaki ozon gazina olan duyarhhklari
degismekle beraber; genel olarak gram-negatif
bakterilerin S. aureus'a kiyasla daha duyarh oldu-
gu, daha hizli ve vyiiksek oranda inaktivasyonun
saglandign goriilmiistiir. Calismamizda gram-negatif
tiirler arasinda genel olarak ozona en duyarli mik-
roorganizma E. coli iken, P. aeruginosa ve A. ba-
umannii tirlerinin daha direncli oldugu goriilmiis
olup, hastane atik sularinin ozonlama ile dezen-
feksiyonunun arastirildigi bir calismada da benzer
sonuclar elde edilmistir!1®l. Ekstraseliiler polimerik
maddelerin artrms sekresyonu sonucu P. aeru-
ginosa gibi mukoid karakterdeki organizmalarin
ozona daha az duyarli oldugu bildirilmektedir'®15],
Ozona en duyarh mikroorganizmanin E. coli oldu-
gunun vurgulandigi bir baska calismada; 3.5-4 mg
konsantrasyondaki ozonun %80 oraninda inakti-
vasyon sagladigi, diger mikroorganizmalarda ise
aym oranda inaktivasyon icin 40 kat daha yiiksek
konsantrasyonda ozon kullanilmasi gerekebilecegdi
bildirilmistir[17]. Bu calismanin aksine, calismamiz-
da incelenen tiirler arasinda E. coli disindaki
bakteriler icin de bu denli yiiksek konsantrasyonda
ozonlama islemine gerek duyulmadigi goriilmiistiir.
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Ozon gaz1 uygulamasinin yapildigi tiim testler-
de; calisilan biitiin bakteri tiirleri icin maksimum
inaktivasyonun ilk 10 dakikalik siire icerisinde sag-
landig1 goriilmiistiir. Agar plak yiizeyinde 6.6 mg/
saat konsantrasyonundaki ozon maruziyeti ile 10
dakika icerisinde; biitiin bakteri tiirlerinin ortalama
bakteri konsantrasyonlarinda, %99.79-99.84 ara-
sinda degisen bir azalma goriilmiistiir. Inaktivas-
yon oranimn beklendigi gibi ilk 10 dakika icerisin-
de diisiik bakteri konsantrasyonlar icin %100’lere
ulastign gozlenmistir. Yine bakteri siispansiyonu ile
yapilan denemelerde ve negatif iyon ile ozonun
birlikte uygulandigi denemelerde de ilk 10 dakika-
da %99.78-99.89 arasinda degisen oranda hiicre-
sel canhhgin azaldigi gozlenmistir. Ozonun bakteri
hiicreleri {izerindeki ultrayapisal degisikliklerin in-
celendigi bir baska calismada da benzer sekilde,
hiicresel canhhktaki en yiiksek azalma oranimn
5-15. dakikalar arasinda gerceklestigi belirtilmis ve
bu durumun yiiksek bakteriyel konsantrasyonlarda
daha belirgin gozlendigi vurgulanmmstir{16-181,

Calismamiz sonuclarina gore; bakteri konsant-
rasyonu arttikca yeterli inhibisyonu saglayabilmek
icin ozon konsantrasyonu ve/veya maruziyet siire-
sini arttirmak gerekmektedir. Ornegin 1.5 x 10°
cfu/mL’den daha diisiikk bakteriyel konsantrasyon-
larinda 6.6 mg/saat ozon uygulamasi ile ortala-
ma ilk 30-40 dakika icerisinde hiicresel canlihgn
tamamen kayboldugu, ancak 1.5 x 108 cfu/mL
bakteri konsantrasyonunda bu siirenin iki saati bu-
labildigi goriilmektedir. Oysa 10.5 mg/saat ozon
konsantrasyonu ile aym bakteriyel konsantrasyon-
da ve ayni deneysel kosullarda (agar plak viizeyi
uygulamasi) 40 dakikada %100 inaktivasyon sag-
lanmustir.

Mikroorganizmalarin ozona duyarliliklar tiire
baglh degisim gostermekle beraber, bakterilerin
antibiyotik diren¢ durumlar1 ve konsantrasyonu,
bagil nem, kiiltiir ortam bilesenleri ve pH’s1 gibi
cevresel faktorler ya da maruziyet oncesi mikro-
organizmalarin bekleme siiresi, uygulanan ozon
konsantrasyonu ve uygulama sekli gibi deneysel
kosullar da mikroorganizmalarin ozonla inakti-
vasyon derecelerini etkileyebilmektedir®>8:12, By
nedenle tiim deneysel kosullarin sabit olmadig
farkli calisma sonuclarinin karsilastirilmas: bir an-
lam ifade etmemektedir. Ornegin, patates dekstroz
agar (pH= 5.6) ile yapilan ozon uygulama cals-

malarinda, nutrient agara (pH= 6.8) gore bakteri
olimiiniin daha hizli gerceklestigi; ayrica ozon
uygulama ©ncesindeki bekleme siiresiyle iliskili
olarak hiicre canhh@i, mikroorganizmanin Kkiiltiir
ortamina ekiminin ardindan bekletilmeden ozona
maruz birakilmast durumunda hiicre canhhginin
%34 iken, ekimi takiben 45 dakika kadar gecik-
tirilmis ozon uygulama isleminde %78’lere kadar
yiikseldigi bildirilmistir'’?. Bu durum geciktirilmis
ozon uygulamasi sirasinda bekletilen hiicrelerin
kendilerini koruyacak polisakkaridler salgilamalariy-
la aciklanmustir.

Ortamin bagil nem oramyla dogru orantih
olarak ozonun inhibitor etkinliginin de arttigi goz-
lenmis ve bu durumun ozonun reaksiyona girecegi
su oranmin artist sonucu olusacak radikal orani-
nin artmasina bagh oldugu belirtilmistir1 7). Ozo-
nun sudaki etkinliginin havadaki etkinliginden cok
daha yiiksek oldugu ve suda hizla ayristigindan
cok daha giivenli oldugu bildirilmistir®1%). Bizim
calismamizda da agar plak yiizeyine uygulanan
ozon islemine kiyasla bakteri siispansiyonlarinin
direkt ozonlanmasinin daha etkili oldugu goriil-
miistiir. Daha once de belirtilen ilk 10 dakikahk
ani azalma doneminde anlamh fark gozlenmezken
(p> 0.05), ilerleyen maruziyet siirelerinde ozonun
su icerisinde etkinliginin arttigi bariz olarak go-
riilmektedir (p< 0.05). Ornegin, 10 dakikahk ani
inhibisyon doneminin ardindan ikinci 10 dakika
icerisinde; ortalama mikrobiyal konsantrasyonun
agar plak vyiizeyindeki ozon uygulamasiyla %36,
sivi ortamdaki ozon uygulamasiyla ise %51 ora-
ninda azalma gosterdigi goriilmiistiir (p< 0.05).

Ozonla karsilasan mikroorganizmalarda gozle-
nen hiicre tahribatinin ana mekanizmas: hiicre
duvari ve membran iizerindeki fiziksel etkilerdir.
Kisa siireli ozon gazi maruziyeti; hiicre duvari
harabiyeti, membran permeabilitesinde degisim ve
hiicre biitlinligliniin bozulmas: gibi degisikliklere
neden olmaktadir. Bu sirada cesitli hiicre ici
protein ve DNA’larin hiicre duvari harabiyeti ile
hiicre disina cikabildigi, fakat bu hiicre ici bile-
senlerin, ancak daha uzun siireli maruziyetlerde
hasara ugradig gbsterilmistir[20’22]. Calismamizda
da bir saat siireyle ozon uygulanan bakteri siis-
pansiyonlarinin Gram boyama goriintiileriyle hiicre
duvar biitiinligiiniin bozuldugu goriilmiistiir.
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Calismamizda ayrica 3.3 milyon/cm3 konsant-
rasyonunda negatif iyon ve 0.04 ppm’in altinda
ozon ciktisi olan bir negatif iyonizer kullanilarak,
mikroorganizmalarin  negatif iyonlara duyarhihg
arastirilmistir. Negatif iyon uygulanan hicbir bak-
teri tiirinde; 1.5 x 10° cfu/mL’den daha yiiksek
bakteri konsantrasyonlarinda dort saatin sonunda
dahi hic azalma goriilmezken, ancak diisiik bakteri
konsantrasyonlarinda ve uzun siireli maruziyetlerde
hiicresel canlih@ nispeten azalth@ gozlenmistir.
Tyagi ve arkadaslarimin yaptigi calismada da ben-
zer sekilde, kisa siireli maruziyetlerde negatif iyon-
larin etkili olmadig: vurgulanmlstlr[%]. Cesitli bak-
terilerin negatif iyonizasyon Kkarsisinda gosterdigi
bu hiicresel azalmalarin; muhtemelen iyonizatoriin
calistirlmas:  sirasinda olusan ve hiicre 6liimiine
neden olabilecek elektriksel alan ve en onemlisi
elektrik bosalmasinin (corona discharge) bir yan
tirtinii  olarak olusabilecek herhangi bir ozondan
kaynaklanabilecegi belirtilmistir. Hatta negatif iyon
maruziyeti sirasinda, test edilen mikroorganizma-
lan etkileyen ana bakterisidal mekanizmamn da
ozona maruziyetten ileri gelen oksidasyon hasari
oldugu vurgulanmaktad1r[12].

Ozon ve negatif iyonun es zamanl olarak
uygulanmast durumunda mikrobisid etkinlik aci-
sindan bir sinerjizmden bahsedilmesine ragmen
ve calismamizda S. auresta kismen bu tiir bir
sinerjizm gozlenmis, ancak hastane atik suyu gibi
patojen viikii yiiksek uygulamalarda negatif iyon
kullaniminin ciddi bir avantaj saglamayacag dii-
sUnulmUsttir[24].

Hastane atik sulari; bir yandan tami amach
laboratuvar ve arastirma faaliyetleri bir yandan
da hasta bakimi ile iliskili atiklar nedeniyle, ge-
leneksel atik su artma teknolojilerinin yetersiz
kaldigi viiksek farmasotik ve mikrokirletici yiikiine
sahiptir. Hastanemiz atik su sistemi giris ve cikis
noktalarindan alinan numunelerde; giris suyunun
ozonlanmasiyla baslangic mikrobiyal konsantrasyo-
nun 5 dakikada %93.3 ve 10 dakikada %99.5
oraninda azaldigi, cikis suyundun ise siraswyla
%94.6 ve %99.6 oraninda mikrobiyal azalma
gosterdigi  goriilmustiir. Hastane atik su aritma
sistemlerinde ozon uygulamasimnin pratikte kulla-
nminin incelendigi calismalarda da; gerek ham
gerekse islenmis atik sularin kisa siireli ozon-
lanmasiyla direncli patojenler, antibiyotik direnc
genleri ve sitostatik bilesiklerin %97-100 oranin-

da azaltilabildigi gijsterilmistir[5725]. Ancak hastane

atik su aritma proseslerinde oksidasyonun siireci-
nin etkinliginin arttirlmasi i¢in mutlaka bir on bi-
yolojik islem ile yiiksek organik yiikiin azaltilmasi
onerilmektedir®®. Tiim bu sonuclara gore; hem
yilksek bakterisid etkinligi, toksik dezenfeksiyon
yan {irlin olusumu gostermemesi hem de farma-
sotiklerin oksidasyonu gibi avantajlarindan dolayi,
patojen ve sitostatik yiikii yiiksek olan hastane
atik su sistemlerinin ozonlama gibi ileri oksidasyon
islemlerinin timit verici oldugu diistiniilmektedir.
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