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OZET

MIKROBIYAL BIYOFILM TABAKASI UZERINE FARKLI FIZIKSEL VE
KIMYASAL ETKENLERIN INCELENMES]

Suda yasayan mikroorganizmalar c¢esitli sebeplerden dolayr bir ylizeye tutunarak
biyofilm tabakasi meydana getirirler. Bu tabaka, canli veya cansiz bir yiizeye tutunarak,
kendi trettikleri polimerik yapida jelsi matriks (EPS) i¢inde yasayan mikroorganizma
toplulugu olarak tanimlanir. Mikroorganizmalar tarafindan meydana getirilen EPS
tabakas1 bir ¢imento gibi rol oynayarak mikroorganizmalarin yiizeye geri doniislimsiiz
olarak tutunmalarini saglarken, ayn1 zamanda bakterileri besinsizlik, avci protozoonlar,
sicaklik ve pH dalgalanmalari, dezenfektan uygulamalari, biyositler, toksinler ve

kuruluk gibi degisen ¢evresel sartlara karsi da korumaktadir.

Biyofilmler, Legionella cinsini de kapsayan farkli cinsteki mikroorganizmalar1 da
barindirabilirler. Ozellikle sogutma kulesi suyunun uygun derecedeki sicakli
nedeniyle biyofilm yapisi iginde hayatta kalabilen ve iireyebilen Legionella tiirleri,
sogutma kulesi fanlar1 tarafindan meydana getirilen aerosoller araciligiyla gevreye
yayilmaktadirlar. Legionella pneumophila, insanda Legionelloz’un en yaygin sebebidir

ve yetiskinlerde, hastane kaynakli ve toplulukla iligkili pndmoni’nin ortak nedenidir.

Sogutma kuleleri diginda, su dagitim sistemleri, borular, depolar, dis tniteleri, gida
tiretim ekipmanlart gibi su ile temas eden pek ¢ok yiizeyde biyofilm tabakasi meydana
gelmektedir. S6z konusu yiizeylerde meydana gelen biyofilm tabakasi ile miicadelede
gerek fiziksel gerekse kimyasal yontemler kullanilmaktadir. Fakat EPS tabakasi,
mikroorganizmalari bir kalkan gibi korudugundan dolay1 pek ¢ok metot miicadelede
yetersiz kalmaktadir. Ortamin sicakliginda, pH ve ozmotik yogunlugunda meydana
gelen degisimler, biyofilm bakterileri tarafindan algilanmakta ve bakteriler arasinda
veya bakteri iginde yapilan genetik diizenlemelerle biyofilm i¢inde bulunan bakteriler
diren¢ kazanmaktadirlar. Bununla birlikte jelsi yapidaki matriks, dezenfektanlarin
biyofilmin i¢ kismindaki bakterilere ulasmasini engelleyerek veya geciktirerek

mikroorganizmalar1 korumaktadir.



Ulkemizde hastane, alis veris merkezi, endiistriyel tesisler ve otel gibi cok katl
binalarin biiyiik bir kisminda sogutma kuleleri kullanilmaktadir. Kule suyunun
mikroorganizmalardan arindirilmast i¢in en sik kullanilan metot dezenfeksiyon
uygulamasidir. Fakat yapilan rutin uygulamalarin, biyofilm tliyesi mikroorganizmalar ve
ozellikle Legionella bakterisi {izerindeki etkisi ile ilgili ¢alismalarin sayis1 oldukca
azdir. Ayrica, hipotez konumuz olan farkli fiziksel ve kimyasal stres kaynaklarmin
biyofilm tabakasindaki bakteriler {izerindeki etkileri konusunda fazla c¢alisma

bulunmamaktadir.

Bu ¢alismada, sogutma kulesinden alinan kule suyu ve Legionella pneumophila ATCC
33152 susu asilanmis sogutma kulesi model sisteminde 6 aylik siire boyunca sisteme
yerlestirilen cam kuponlar iizerinde biyofilm tabakasi olusumuna olanak saglanmistir.
Aylik olarak alinan toplam 22 adet kupon, 24 saat siireyle her bir parametre i¢in 2’ser
adet olmak iizere, farkli sicaklik, pH, ozmotik konsantrasyon ve farkli dozlardaki
dezenfektana maruz birakilmistir. 24 saatin bitiminde s6z konusu parametrelerin L.
pneumophila ve aerobik mezofilik heterotrofik bakterilere (HB) etkisi izlenmistir ve
epifloresan mikroskop yardimiyla 6lii/canli mikroorganizma sayilar tespit edilmistir.

Ayrica cam kupon yiizeyinde olusan biyofilm tabakasi kantitatif olarak dl¢iilmiistiir.

Calisma sonucunda biyofilm tabakasindaki L. pneumophila ve aerobik heterotrofik
bakterilerin, sicaklik ve pH degisimleri ile ozmotik sok ve sok dezenfeksiyona karsi
direng gosterdikleri tespit edilmistir. Ayrica kullanilan klasik kiiltir metodu ve
epifloresan mikroskopi tekniginin sonuclar1 karsilastirildiginda, mikroorganizmalarin
karsilastiklart olumsuz sartlar karsisinda canliliklarimm koruduklart fakat kiiltiire
edilebilirliklerini kaybederek VBNC (viable but non culturable) fazina gegtikleri tespit

edilmistir.



SUMMARY

INVESTIGATION OF DIFFERENT PHYSICAL AND CHEMICAL AGENTS
ON MICROBIAL BIOFILM LAYER

Microorganisms which are living in water can adhere to the surfaces because of many
different reasons and develop biofilm layers on surfaces. This layer can described as a
‘Bacterial community which adhering to live or dead surface by producing a polymeric
matrix called extracellular polymeric substances (EPS)’. This EPS layer acts as cement
for microorganisms for irreversible attachment to surfaces and can protect
microorganisms from nutrient limitations, temperature and pH alteration, biocides,

toxins or short-term drying.

Biofilm can harbor variety of different genera, including Legionella. Particularly, the
suitable water temperature range in cooling tower water favors the growth and survival
of L. pneumophila in cooling tower and this microorganism can disseminated over a
wide field through the aerosols which are produced by cooling tower fan. L.
pneumophila is the most frequent cause of human legionellosis and a relatively common

cause of community-acquired and nosocomial pneumonia in adults.

Besides cooling towers, surfaces that subject to biofilms are systems which include
water as network water pipes, dental units, food producing equipments and some
medical equipments. Some chemical and physical decontamination weak against
methods are biofilm layer. EPS layer can protect microorganisms as a shield. Exchanges
of environment’s temperature, pH and concentration sensed by biofilm microorganisms
and bacteria become more achieve resistant trough genetic regulations. Furthermore,
matrix can protect the bacteria through the medium of inhibit or delay disinfectant’s

penetration to biofilm bacteria.

In our country, cooling towers are frequently used in some buildings such as hospitals,

shopping centers, hotels. Disinfection is most widely used method for controlling

Xi



microorganisms, but so far no reliable data was found about the effect of routine

applications on biofilm microorganisms and L. pneumophila.

In this study, biofilm formation has been allowed for six month-period on glass
microscope slides in a cooling tower water added model system which is experimentally
infected by L. pneumophila ATCC 33152 and some cooling tower as primer inoculum.
Totally, 22 coupons have been taken and analyzed after 24 hours exposition to different
conditions of temperature, pH, concentration and different doses of disinfectants, and at
the end of the 24 hours of exposure, effects of these parameters on aerobic heterotrophic
bacteria and L. pneumophila are followed. Furthermore, number of live/dead
microorganisms were analyzed by epifluorescence microscopy. Additionally, the

biofilm amount on glass slides were analyzed quantitatively.

It has determined that biofilm layer can protect microorganisms from pH and
temperature alterations, osmotic shock and shock disinfection. According to the results
of culture and epifluorescence microscopy, it is revealed that microorganisms started to
enter VBNC (viable but not culturable) phase.
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1.GIRIS

Bakteriler bir ylizeye tutunarak yasamay1 serbest yasama tercih ederler. Bu durumun
nedeni, bakterinin tutunacagi yiizeyin, ¢evresini kaplayan ortamdan yakalanmig olan
organik- inorganik materyallerden dolay1 besin kaynagi olmasi, suyun akisiyla s6z
konusu yiizeye besin maddelerinin devamliliginin saglanmasi veya su akist sayesinde
bol miktarda oksijen bulunmasi olabilmektedir (Melo ve Bott, 1997). Biyofilm genel
olarak, yiizeye tutunmus mikroorganizma topluluklari olarak tanimlanmaktadir.
Biyofilm iizerine yapilan ¢alismalar, dogal su sistemlerinde bakterilerin yiizeylere
tutunmus halde bulunmalariyla birlikte, asag1 yukari 20- 30 yil once baslamistir.
Biyofilmle ilgili olarak bazi ger¢eklerin agiga ¢ikarildigi ilk incelemede, “Suyun pek
cok kisminda bakterilerin serbest olarak yasamadigi kesin bir siirectir, bununla birlikte
tireme suyla ¢evrelenmis yiizeylerde gergeklesir” ifadesiyle bu durumu agiklamistir.
Dahasi, sucul ¢evrelerdeki gemi karinalarinda mikroorganizmalar tarafindan meydana
gelen bozulmanin ciddi bir problem olarak tanimlanmasi da s6z konusu yaymindan bir
yil once gergeklesmistir (Heinrici, 1933). Kisaca giiniimiizden yaklasik 100 yil kadar
once biyofilmin yapisi kabul edilmis ve bilimsel olarak mikrobiyal fizyolojisinin
durumu belgelenmis olmakla birlikte, bu siirecin molekiiler seviyeleri heniiz
anlasilmaya baslanmistir. Konfokal lazer taramali mikroskop gibi énemli tekniklerdeki
son zamanlarda kaydedilen ilerlemeler, biyofilmin yapi, morfoloji ve populasyon
dinamigi hakkinda bilgilerimizi arttirmaktadir (Hermanowicz, 1999, O’Toole ve dig.,
2000).

Biyofilm gelisimi, organik ve inorganik molekiillerin yiizeye taginmasi ile beraber
yiizeyin sartlandirilmasi, 6ncii mikroorganizmanin ilk olarak elektrostatik etkilesimler
ve fiziksel gilicler ile kendi kendilerine ylizeye tutunmasi ile baglamaktadir. Bu
agamalarin  ardindan, ekstraselliilar polimerik tabakanin  (EPS)  olusumu
gerceklesmektedir. S6z konusu bu tabaka, hiicrelerin yiizeye yapismasini saglamanin
yaninda, sudan az miktardaki besini yakalayan ve konsantre eden iyon degistirici bir

sistem olarak da is gormektedir. Besin molekiillerini tutmasinin yani sira ekzopolimer



ag, yapisinda bulunan mikroorganizmalara fiziksel destek saglamakla beraber,
elektrostatik etkilesimler araciligiyla da, ortamda bulunan diger mikrobiyal hiicreler igin
bir kapan vazifesi gormektedir. EPS, hiicreler, su ve hiicrelerce salgilanan hiicre disi
makro molekiillerden olusmaktadir. EPS olusumunun ardindan yilizeye tutunma geri
doniisiimsiiz hale gelmektedir. Siireg, ikincil hiicrelerin yapiya eklenmesiyle devam
etmektedir. Ikincil olarak yapiya dahil olan hiicreler, diger hiicrelerin kullandig1, kendi
atiklarini iiretmenin yaninda, birincil hiicrelerin atiklarini metabolize etmektedirler. Bu
adimin sonunda olgun bir biyofilm meydana gelmektedir. Olgun, tamamiyla aktif olan
biyofilm, yiizeyde yasayan canli bir dokuya benzemektedir. Kompleks olmasinin yani
sira, metabolik olarak her biri kendi i¢in uygun bolgelerde yasayan farkli tiirdeki
mikroorganizmalardan olusan bir isbirligi toplulugudur. Yapida bulunan anaerobik zon,
aerobik biyofilmin altinda gelismektedirler. Biyofilmler, kritik kalinliga ulastiklar
zaman yapidan olast kopmalar meydana gelmektedir. S6z konusu kopmalara, akisin
fazla oldugu bolgelerde daha siklikla rastlanmaktadir. Olgun bir biyofilm, sisteme bagl
olarak birkag hafta ile birkac ay arasinda meydana gelebilmektedir (Melo ve Bott, 1997,
Szymanska, 2003, Allison, 2003, Dreeszen, 2003).

Giiniimiizde evsel ve endiistriyel su sistemlerindeki mikrobiyolojik kirlilik, her gegen
giin daha da Onemli hale gelmektedir. Kaynaktan ¢ikmasimi takiben evlere ya da
endiistriyel sistemlere kadar ulasan su, uzun yollar kat etmekte ve bazen uzun siireler
boyunca sistemde bekleyebilmektedir. Bu siire zarfinda sisteme herhangi bir noktadan
dahil olan mikroorganizmalar, su ile beraber yol almakta ve sistem duvarlarina
tutunarak cogalmaktadirlar. Mikroorganizmalarin hayatta kalabilmesi ve iireyebilmesi
icin gerekli olan organik ve inorganik bilesenleri icermesi dolayisiyla biyolojik acidan
Onemi olan bir siv1 ile kontak halinde bulunan her ylizey, mikrobiyal hiicre tutunmasi
icin potansiyel bir hedeftir. Sistem i¢inde bulunan bakteriyal biyokiitlenin %99’ unu, i¢
yiizeylere tutunarak meydana gelen olasi biyofilmler olusturmakta olup, bu biyokiitle,
biyokontaminantlarin ana kaynagini temsil etmektedir. Endiistriyel ekipmanlarda
meydana gelen biyofilmlerde en onemli nokta, sisteme gelen su ile tasinan kiigiik
partikiillerin, es zamanli olarak birikmesidir. Organik yapiya sahip partikiiller,
mikroorganizmalar i¢in substrat olarak rol oynamakta ve mikroorganizmalar tarafindan
yikilarak, biyokiitlenin {iremesine yardimci olmaktadirlar. Ozellikle sogutma kulesi ve

dekoratif havuzlar1 gibi agik sirkiilasyon sistemlerinin, sudaki besinlerin arttirilmasinda



oldukca fazla yarar1 bulunmaktadir. Bu sistemlerde ilging olan nokta, eger
mikroorganizmalar tarafindan kontamine edilmis bir yilizey ve kullanilabilir besin var
ise, biyofilm yapisinin, su fazinda daha fazla mikroorganizma olmasa bile gelismeye
devam etmesidir (Melo ve Bott, 1997, Fang ve dig., 2008).

Sogutma kuleleri gibi acik akuatik ortamlar, su fazinda, uzak noktalarda bulunan
bakterilere besinin difiizyonunu kolaylastirmaktadir. Bunun yani sira aerobik
bakterilerin hayatta kalabilmeleri icin gerekli olan oksijen de sistem tarafindan
saglanmaktadir. S6z konusu siire¢ sirkiilasyon sistemleri, buharlastirici sogutma
sistemleri sayesinde su ve hava arasindaki temas yoluyla saglanan havalandirma islemi
sonucunda ¢o6ziinmiis oksijenli su elde edilmesini kapsamaktadir. Sirkiilasyon
sistemlerinin yani sira sehirdeki sebeke suyunu ev, isyerleri gibi son kullanim
noktalarina ulastiran dagitim sistemlerinde de meydana gelebilen biyofilm tabakasi,
sistemde bulunan besin seviyesinden, boru materyalinden ve sistemdeki suyun sicakligi
ve akis hiz1 gibi sartlardan etkilemektedir. Ayrica sistem tarafindan temin edilen karbon
ve azot gibi besinler de mikrobiyal {ireme i¢in gerekli olup liremeyi tesvik etmektedirler
(Melo ve Bott, 1997).

Biyofilmler, akciger gibi dokular, medikal cihazlar, endiistriyel veya evsel su tasima
borular1 veya dogal su sistemleri gibi genis g¢esitlilikteki yiizeylerde meydana
gelebilmektedirler (Donlan, 2002). Su sistemlerinde olusan biyofilm tabakasi, endiistri,
tip ve giinliik hayatla ilgili 6nemli problemlerle yakindan iligkilidir. Endistride
meydana gelen biyofilmler, verimlilikte 6nemli kayiplara, siireglerin aksamasina,
ekipmanda zararlara neden olmakla beraber borularda ve ekipmanda biyolojik agidan
bozunmalardan da sorumludurlar. Tiim bunlarla birlikte sistemden sivi gegisine karsi
direng gelisimine, biyofiltrelerin tikanmasina ve metal yiizeylerde korozyona da neden
olmaktadir. Gida iiretim islemlerinde meydana gelen kontaminasyon, gidanin temas
ettigi ylizeyde biyofilm olusumu gibi sonuglara neden olmaktadir. Gemi govdelerinde
olusan biyofilmden dolay1 da, deniz tasimacilifinda 6nemli enerji kayiplart meydana
gelmektedir. Saglikta alaninda ise biyofilmlerin kronik enfeksiyon senaryolarinin biiyiik
bir kismiyla iligkili oldugu kesinlesmistir. Ekonomik olarak, biyofilm kaynakli kayiplar
diinya ¢apinda yillik milyar dolarlara ulasmaktadir (Hallam ve dig., 2001, Gilbert ve

dig., 2003, Zhang ve Bishop, 2003). Toplum saghig kuruluslari, su dagitim



sistemlerindeki biyofilmin, birincil ve firsat¢1 bakteriler, viriisler, protozoonlar ve
mantarlart igerdigini belgeleriyle beraber belirtmektedirler. Birincil patojenlerin
(kisilerde saglik problemlerine neden olan), biyofilmde rastlanmasina ragmen, su
kaynakli salginlarin biyofilmle baglantisina dair ¢ok az bilgi bulunmaktadir. Firsatci
patojenler, AIDS hastalari, diyabetikler, organ nakli bekleyenler ve pek ¢ok kanser
hastas1 gibi bagisiklik sistemi zayiflamis kisilerde oldugu kadar, yasl ve bebeklerde de
hastaliga neden olmaktadir. Bu firsat¢1 patojenlerin basinda Pseudomonas aeruginosa,
Legionella pneumophila ve Mycobacterium avium gelmektedir. Biyofilmler, meydana
getirdikleri toplumsal saglik problemlerine ek olarak, sistemin suyunda bulanikliga,

koku, tat ve renk degisimlere de neden olmaktadir (Hallam ve dig., 2001, Mains, 2008).

Biyofilm tabakasinin sayilan tiim bu dezavantajlarinin yaninda pek ¢ok avantaji da
mevcuttur. Biyofilmle iliskili mikroorganizmalar, karasal ve bentik besin dongiilerinde
ve cevresel kirleticilerin biyolojik olarak yikilmasinda kritik rol oynamaktadirlar. Dogal
su sistemlerinde ylizeyle iliskili mikroorganizmalar, organik bilesenleri yikarak ve
ksenobiyotikleri detoksifiye ederek, su kalitesini korumaktadirlar. Ayrica biyofilmler,
toprakta cevresel acidan tehlikeli bilesikleri parcalayabilirler, biyoreaktorlerde
kullanilabilirler veya mineral cevherlerinden komiir partikiillerinin ayrilmasinda
kullanilabilmektedirler. Ek olarak mikrobiyal biyofilmlerin metabolik aktivitesi, atiksu
aritiminda, lagim suyu aritim uygulamalarinda, fermentasyon siireglerinin bir ¢esidi igin
biyoteknolojide de kullanilmaktadir (Bos ve dig., 1999, Gilbert ve dig., 2003).

Sistem i¢inde bulunan sudan gelen organik partikiiller nedeniyle mikroorganizmalar i¢in
besin kaynagi saglayan veya gida iiretim islemlerinde kullanilan ekipmanlar gibi besinle
cevrilmis ve erimis besin igeren pek c¢ok endiistriyel ¢evre, biyofilm meydana
getirilmesi i¢in uygun ortam saglamaktadir. Sogutma kuleleri s6z konusu olan
endiistriyel g¢evrelere verilebilecek en iyi Orneklerin basinda gelmektedir. Sogutma
kulesi i¢inde mikrobiyal tireme i¢in gerekli olan besinler, sisteme gelen su iginde
bulunmakta veya atmosferden saglanmakta olup, suyun sirkiilasyonu ile birikmektedir.
Bu sebeple kuleler, mikroorganizmalarin inkiibasyonu ve {iremesi i¢in mitkemmel bir
cevre saglamaktadir. Ek olarak, sogutma kulelerindeki suyun sicakligi da,
mikroorganizma tiremesi i¢in ideal bir inkiibasyon g¢evresi saglamaktadir (Macchiarolo

ve dig., 1981, Yamamoto ve dig., 1992).



Sogutma kulesi i¢inde bakteri, alg, mantar, protozoon ve virlis gibi cesitli
mikroorganizma tiirleri bulunmaktadir. Sistemdeki mikroorganizmalarin ¢ogunlugunu
ise besin ve enerji kaynagi olarak organik karbona gereksinim duyan heterotroflar
olusturmaktadir (Macdonald ve dig., 2000, Critcheley ve Bentham, 2007). Sogutma
kulesinde bulunan mikroorganizmalar ¢esitli olmakla birlikte, bu cesitli
mikroorganizmalarin basinda, saglik agisindan énemli bir risk faktorii olmasi nedeniyle
L. pneumophila gelmektedir. L. pneumophila, ilk kez 1977 yilinda, Philadelphia’da
meydana gelen akut pndmoni salginindan sonra tanimlanmis olan, lejyoner hastaligi ve
pontiak atesine neden olan ajandir (Ishimatsu ve dig., 2001). Legionella tiirleri,
protozoonlar icinde Tlreyebilen, mikrobiyal biyofilm topluluklart icinde hayatta
kalabilen, hiicre i¢i fakiiltatif, Gram negatif ¢gomaklardir. Tatli sular, bu bakterinin dogal
ortami olmakla birlikte kaplica havuzlari, dus basliklari, sicak su dagitim sistemleri ve
sogutma kuleleri gibi insan yapimi sistemler de Legionella tiirleri i¢in uygun habitatlar
saglamaktadir. Bu gibi su sitemlerinde hizla ¢ogalan Legionella spp, akut akciger
enfeksiyonlarindan sorumlu olmaktadir. Su sicakliginin, ¢evre sicaklifindan daha
yiikksek oldugu bu insan yapimi sistemlerin, Legionelloz salginlarinin meydana
gelmesinde etkili oldugu goriilmiistiir. Ozellikle sogutma kuleleri, L. pneumophila’dan
kaynaklanan legionelloz salginlarini bulastirmada olduk¢a 6nemlidir (We’ry ve dig.,
2008). Sistem tarafindan {iretilen aerosoller iginde, Legionella tiirleri tarafindan
kontamine edilmis olanlar, salginlarin temel kaynagini olusturmaktadir. Bakterinin
insana gegisi, sogutma kulesi, dus basliklar1, jakuzi, kaplica havuzlar1 ve diger aerosol
tireten insan yapimi araglar gibi, cevresel kaynaklardan yayilan su damlaciklari
araciligiyla meydana gelmektedir. Legionella spp, iiremek i¢in, demir ve 6zel amino
asitlerin bulundugu cok 6zel sartlara ihtiyag duymaktadir. Bundan dolay1 da s6z konusu
bakteri, bakteriyal biyofilmler gibi, mikroorganizmalarin hayatta kalmalar1 ve
tireyebilmeleri icin gerekli besinleri igeren bdlgelerde icinde yasayabilmekte,

gelisebilmekte ve tireyebilmektedir (Miller ve Simpson, 1999, Ishimatsu ve dig., 2001).

Legionella familyasi, 40’ tan fazla tiir ve 60’ a yakin serogrupa sahiptir. Her bir
serogrup, hiicre membranindaki farkli yiizey yapilarindan dolayi alt tipler icermektedir
ve bu alt tipler 6zel testlerle birbirinden ayrilabilmektedirler. Bazi Legionella
serogruplar1, diger serogruplara kiyasla daha virulenttirler. Ozellikle L. pneumophila

serogrup 1, legionelloz hastalarindan en ¢ok izole edilen bakteridir. Serogrup 4 ve 6 ise,



hastaliklarda, L. pneumophila serogrup 1°den sonra en sik izole edilen serogruplardir.
I¢lerinde L. longbeachae, L. micdadei, ve L. bozemanii’de bulundugu diger 17 tiir de
hastaliklarla iliskilidir (Szewzyk ve dig., 2000). inkiibasyon siiresinin 2-10 giin arasinda
degistigi lejyoner hastaliginin siddet araligi, hafif bir oksiiriik ve diisiik atesten, hizlica
ilerleyen pnomoniye kadar gidebilmektedir. Lejyoner hastaligi &zellikle, hasta ve
bagisiklik sistemi zayif kisilerde daha fazla meydana geldiginden, siklikla firsatg1 bir
hastalik olarak tanimlanmaktadir. Bakterinin neden oldugu diger bir hastalik olan
Pontiak atesi ise, soguk algmligina benzemektedir. Inkiibasyon periyodu 1-3 giin siiren
hastalikta yiiksek ates, tedavi olmaksizin 2-5 giin ig¢inde tamamen iyilesmektedir

(Szewzyk ve dig., 2000, Boss ve Day, 2003).

Legionella, biyofilm topluluklarinda bulunan parazit protozoonlarin i¢inde yasayabilme
ozelligine sahiptir (Declerk, 2009). Ozgiir yasayan amipler, patojenik tiirlerin {iremesi
icin ortam cevre saglayarak, legionelloza neden olan Legionella’nin yayilmasi igin
kritik kaynak olarak yardim etmektedirler (Lau ve Ashbolt, 2008). L. pneumophila’nin
tasinmasinda onemli rol oynayan protozoonlar, ayni zamanda iiremeye de yardimci
olmalar1 nedeniyle, muhtemelen bu bakterinin ¢evrede ¢ogalmasi i¢in tek yoldurlar

(Thomas ve dig., 2004).

Legionella’nin tiremesine yardimci olan temel faktorlerin basinda, sistemde kullanilan
materyalin cinsi, su tarafindan saglanan besinler ve su sicakligi gelmektedir. Yapilan
caligmalarda, alinan su 6rneklerinde, en yiiksek sayida Legionella’nin, sicakligin 30-40
°C oldugu kosullarda saptandigi goriilmektedir. Ayni ¢alismada, sicakligin 50 °C’nin
tizerine ¢ikarilmasi sonucunda Legionella sayisinda ciddi bir azalma meydana geldigi ve
60 °C’nin iizerindeki veya 70 °C sicaklikta ise, dakikalar hatta saniyeler iginde

mikroorganizmalarin hizla 6ldiigi tespit edilmistir (Szewzyk ve dig., 2000).

Endiistriyel ve igme suyu sistemlerinde, boruda sivi siirtiinme direncinde artmaya, 1s1
enerji transfer direncinde artmaya, biyokorozyona ve su kalitesinde diisme gibi islemsel
problemlere neden olan biyofilmler ekonomik kayiplara neden olmakla birlikte ayni
zamanda saglik problemleri de yaratmaktadir (De Saravias ve De Mele, Macdonald ve
dig., 2000). Bu sebeple de gerek endiistriyel ekipmanlarda gerckse medikal cihazlarda

olusan biyofilmle miicadele, biiyiik bir ciddiyetle lizerinde durulmasi gereken 6nemli bir



konudur. Bulundugu sistemin karakteristigine bagli olarak istenmeyen biyofilmi
gidermede bazi stratejiler mevcuttur.  Bu stratejiler 1- Mekanik temizlik, 2-
Antimikrobiyal ajan kullamimi, 3- Dispersant veya biodispersant olarak adlandirilan
ozellikle sentetik siirfaktanlar gibi biyolojik acidan daha fazla pargalanabilen ve daha az
toksik olan yiizey aktif bilesenleri kullanarak biyofilmi yiizeyden kaldirmasi ile
biyofilm gelisiminin durdurulmasi, 4- Yiizeye mikrobiyal tutunmayi engelleme, 5-
Biyokiitle soyulmasinin tesvik edilmesidir. Mekanik temizlik ve antimikrobiyal ajan
kullanimi, yukarida bahsi gegen stratejiler i¢inde en ¢ok kullanilan yontemlerdir (Xavier
ve dig., 2005). Biyofilmler, kimyasal ve fiziksel uygulamalar ile yok
edilebilmektedirler. Biyositler, genelde okside edici (klor, monokloramin, klordioksit)
ve okside etmeyen (formaldehit) tipler olmak {izere iki ana gruba ayrilirlar. Fiziksel
uygulamalar ise mekanik temizlik ve sicak su uygulamalarini kapsamaktadir. Mekanik
temizlik, ekipmanin ¢alismadigi kosullarda uygulanabildiginden dolayr maliyetlidir ve
cok fazla is giicii gerektirmektedir. Dis fircalar1 ile yapilan dental temizlik mekanik
temizlige verilebilecek bir Ornektir. Biyosit veya dezenfektan kullanimi, biyofilm
mikroorganizmalarinin, antimikrobiyal ajanlara duyarliliginin azalmasindan dolayi
etkili olmayabilmektedir. Dokiilmenin tesvik edilmesi, istenmeyen biyofilmin
giderilmesinde en son arastirilan olasi stratejidir. Bu islem amaciyla ¢esitli maddelerin
kullanilmasi, biyofilm kaldirilmasimnin gerekli oldugu, hem medikal hem endiistriyel
uygulamalar i¢in ¢ekici alternatifler saglayan biyofilm matriksinin, fiziksel biitliinliigiini
bozarak, direkt olarak biyofilmin kaldirilmasina sebep olmaktadir. Endistriyel
uygulamalarda bu alternatif, niteligi geregi toksik olan antimikrobiyal ajanlarin
giivenligi azaltmasindan dolay1 avantaj saglamaktadir (Macdonald ve dig., 2000, Xavier

ve dig., 2005).

Dogal ¢evrelerde veya endiistriyel siireclerde bakteri hiicreleri ¢ok cesitli biyotik ve
abiyotik streslere maruz kalmaktadirlar. Bu kosullar altinda bakteri hiicreleri uygun
olmayan c¢evresel faktorleri algiladiktan sonra, olasi zararlarindan korunmak igin
mekanizmalar gelistirmektedirler. Biyofilm i¢indeki ve planktonik kiiltiirdeki bakteriler,
stres cevap genlerini indiikleyerek, besin kalitesindeki degisim, hiicre yogunlugu,
sicaklik, pH ve ozmolarite gibi ¢evresel streslere karsi daha toleransli fenotipler haline
gelmektedirler. S6z konusu stres adaptasyonu, gen anlatiminin kompleks bir sekilde

diizenlenmesini icermektedir ve yapilan g¢alismalarda prokaryotlarda stresle aktive



edilen genlerin iyi bir sekilde korundugu goriilmektedir. Daha 6nceden ilimli bir asit
stresine maruz birakilmis bakteriler i¢in, daha sonra karsilastiklar1 6ldiriicii orandaki
asit sokunda hayatta kalmalari, asit tolerans yaniti olarak adlandirilmaktadir. Bu gibi
dayaniklilik durumlarinda Sigma faktor, genel stres cevabin anahtar elemanidir (Jan ve
dig., 2000, Fux ve dig., 2004). ProS geni tarafindan kodlanan sigma stres faktoriiniin
diizenlenmesi ve fonksiyonu oOzellikle E. coli ve Pseudomonas tiirleri gibi genis
cesitlilikteki Gram negatif bakterilerde calisilmistir. Ozellikle, P. aeruginosa, P. putida
ve P. fluorescens’in ProS mutantlarinda, hayatta kalma miicadelesi boyunca ozmotik,
sicaklik ve oksidatif streslerin  azaldigi goriilmiistiir. ProS, stres kosullarina karsi
adaptasyon i¢in 6nemli bir faktor olarak belirtilmektedir. Zira, stres kosullari altinda
mikroorganizmanin hayatta kalabilmesi i¢in 6nemli olan bir bilesik olan alginat’
tiretmektedir. Bu sebeple de, yiiksek sicakligin alginat biyosentez yolu {izerindeki etkisi
tizerine pek c¢ok calisma bulunmaktadir. Calisma sonuglarina gore, stres kosullari
altinda alginat D geninin anlatimimin daha fazla olarak gergeklestigi bulunmustur. Bu
sonuglar, pek ¢ok biyofilm olusumunda gozlenmektedir. Mevcut calismalar, P. putida
NBRI10987°de 30 °C’ye kiyasla 40 °C sicakhik altinda iiredigi kosullarda, ProS
anlatiminin tegvik edildigi gosterilmektedir (Srivastavas ve dig., 2008). ProS geni,
ozmotik soktan korunmadan da sorumludur. Konu ile ilgili yapilan benzer ¢alismalar,
RpoP ve ProU olan ozmoregiilasyon genlerinin anlatiminin, bir ozmokoruyucu olan
glisin betain’in sentezini kodladigin1 ve ozmolaritenin artmasiyla tesvik edildigini
gostermektedir. Biyofilm gelisimini engelleyen faktorlerden biri olan ozmotik sok
sartlar1 altinda, bahsi gegen ozmokoruyucu olan glisin betain iiretiminin tesvik edilmesi
ile, yiksek tuzluluk sartlar1 altinda enzimlerin yapisal olarak bozulmalari
engellenmektedir ve yasamini1 devam ettirebilen hiicrelerin iireme aktiviteleri sonucunda
biyofilm yapisi kismen yenilenebilmektedir (Trouessellier ve dig., 1998, Fare’s ve dig.,
2007).

Biyofilmler, mikroorganizmalar1 o6ldiiren veya kontrol altina alan kimyasal
uygulamalara kars1 gostermis olduklar1 yiiksek seviyedeki direng yapilari nedeniyle
tizerinde 6nemle durulmasi gereken bir konudur. Goriilen bu direng, en sik olarak EPS
ile iliskilidir (Allison ve dig., 2000). Biyofilm, biyositlerin ve diger kimyasallarin,
yapisinda bulunan hiicrelere ulagsmasmi engelleyen bir mekanizma olarak is

gormektedir. Bu mekanizma, mikroorganizmalarin normal olarak hayatta kalamayacagi



ekstrem c¢evrelerde, varliklarini siirdiirebilmelerini  saglamaktadir (Critcheley ve
Bentham, 2007). Bilindigi {izere biyofilm bakterileri, planktonik olanlara oranla
antimikrobiyal ajanlara kars: daha direnglidirler. Bu yiizden, endiistriyel sistemlerde
biyofilmin kontrolii ve imhas1 olduk¢a zor ve maliyetlidir (Macdonald ve dig., 2000).
Biyofilm kontrolii amaciyla kullanilan en yaygin dezenfektanlardan biri olan klor,
kullanim kolaylig1 ve ekonomik olmasi agisindan avantajli olmasina karsin, yerlesmis
bir biyofilm s6z konusu oldugunda bazi dezavantajlara sahiptir. Klor, kalin bir
biyofilme girememekte ve organik materyaller ile reaksiyon sonucu konsantrasyonu
diismektedir. Yapilan ¢alismalar (LeChevallier ve dig., 1988, Momba ve dig., 1999),
biyofilm kontrolii i¢in, monokloraminin, serbest klordan daha istiin oldugunu
gostermektedir. Biyofilm yapisinda bulunan organik bilesikler ile reaksiyonda, klordan
daha diisiik bir kapasiteye sahip olmasinin sonucu olarak, biyofilm i¢inde bozunmadan
ilerleyebilmesi nedeniyle, belli kosullar altinda monokloraminin biyofilme, serbest
klordan daha fazla girebildigi belirtilmektedir (Griebe ve dig., 1994, Stewart ve dig.,
2001). Monokloramin kullaniminin 6nemli olan bir diger avantaji ise, dezenfeksiyon
yan {irtinlerinin azalmasina yardimci olmasidir. Monokloramin klordan daha zayif bir
biyosit olmasina ragmen, test edildiginde biyofilme kars1 daha etkili oldugu goriilmiistiir

(Mains, 2008, Park ve Kim, 2008).

Dogal c¢evrelerde bakterilerin hayatta kalabilmesi iizerine yapilan arastirmalar, belli
kosullar altinda uygun besiyerinde bakterilerin kiiltiire edilebilirligini kaybettiklerini
fakat hala metabolik aktivite sinyallerinin var oldugunu ve bdylece canli olduklarini
gostermektedir. Pek cok bakteri tiiriinde, {ireme i¢in uygun sartlar saglandig: takdirde
tekrar kiiltiire edilebilir forma doniisebilme yetenegiyle birlikte kiiltiire edilebilirligin
kaybedilmesi, canli fakat kiltiirii yapilamayan (VBNC) faz olarak tanimlanir (Besnard
ve dig., 2002). Olumsuz ¢evresel sartlarla karst karsiya kaldiginda pek ¢ok bakteri
tiriniin  VBNC fazina girdigi, yapilan c¢aligmalar neticesinde agik bir sekilde
gosterilmektedir. Cevrede bulunan bakteri topluluklari siklikla, kullanilabilir besin
kisitliligi, sicaklik, tuzluluk, ozmotik stres, giines 1sinlari, oksijen doygunlugundaki
degisimlerden kaynaklanan streslere maruz kalmakta ve bu sartlar altinda VBNC fazina
girmektedir. Diisiik sicaklik da VBNC fazina sebep olan faktorlerden biridir. Yapilan
calismalarda, oda sicakliginda Vibrio vulnificus’un klasik aglik yanit1 sergilerken, diisiik

sicaklik sartlarinda, VBNC fazina girdigi ortaya konmustur (Besnard ve dig., 2002).
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Vibrio cholera ile yapilan ¢alismalar sonucunda da, mikroorganizmanin VBNC fazina
girmesinin, besin yetersizligi ve diger c¢evresel kosullara cevap olarak ortaya ¢iktigi
bulunmustur. Yapilan ¢alismada, mikroskop kullanimi sonucunda besiyerine kiyasla 20-
5000 kat daha fazla sayida bakteri elde edilmistir. Olumsuz kosullar altinda
mikroorganizmalarin girdigi bu faz, onemli toplumsal saglik riski olusturmaktadir.
Ciinkii  Vibrio cholerae, Mycobacterium tuberculosis, Campylobacter jejuni,
Helicobacter pylori, Vibrio vulnificus ve Escherichia coli gibi pek ¢ok patojenik bakteri
VBNC fazina girebilmektedir (Sardeassai, 2005). VBNC yaniti, spor formu gibi
farklilasmis bakterilerin stres yanitina benzemektir. VBNC, cevresel stres boyunca
hayatta kalabilmek icin direnen bakteri hiicrelerinin, genetik olarak programlanmis
fizyolojik yanit1 olarak da tanimlanmaktadir. Bu benzerligi tamamlamak i¢in, VBNC
hiicreleri bu uyku fazindan ¢ikmak zorundadirlar. Mikroorganizmalar, sartlar uygun
hale geldikleri zaman metabolik olarak aktif formlarina ¢ogu zaman geri donerler. S6z
konusu yeniden canlanma ile ilgili bilgiler heniiz netlik kazanmamistir ve VBNC’nin
hayat dongiisii siireci mi yoksa hayat siirecinin sonu mu oldugu tam olarak

kesinlesmemistir (Besnard ve dig., 2002).

VBNC fazina giren hiicreler, hayatta kalabilmek adina bazi belirli, tahmin edilebilir
degisimler gecirmektedirler. Bu degisimler zar yapisi, protein kompozisyonu ve lipit
miktarinda meydana gelmektedir. Bu yolla hiicrelerin saglamligi artmaktadir. VBNC
fazina giren hiicreler, zar kompozisyonundaki degisimlere ragmen, zar biitinligi
gostermektedirler. Ornegin, VBNC hiicreleri kiiltiire edilebilir hiicrelere kiyasla yeni
uzun zincirli yag asitleri liretmekle beraber ana yag asitlerinin %60’ 1indan fazlasinin
azaldigi normal sitoplazmik zar yapisi sergilemektedirler. VBNC fazina giren
hiicrelerde toplam lipit ve protein miktar1 hizlica azalarak, sitoplazma daha yogun hale
gelmektedir (Mc Dougald ve dig.,1998). Bununla birlikte 6rnegin V. vulnificus’un,
VBNC fazinda normal sicaklikta tiremeleri sirasinda goriillmeyen, 40 yeni protein
tirettikleri bilinmektedir. Bu hiicreler, sitoplazmik zar tarafindan, bariyer gecirgenliginin
azaldig1 sirada bozulmamis niikleotid ve sitoplazma igeren morfolojik biitiinlik ve
duvarda kalinlasma saglamaktadirlar. Arastiricilar, gecirgenlikteki kaybin kiiltiire
edilebilirliginin kaybedilmesinin bir yolu oldugunu sdylemektedir. Konu ile ilgili
yapilan benzer bir c¢alisma sonucunda, Vibrio cholera’da hiicre duvarinda bulunan

peptidoglikan tabakasinda bozulma olmamasiyla beraber bir kalinlasma oldugu
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bulunmustur (Sardeassai, 2005). Campylobacter jejuni’de ise elektron mikroskobu ile
yapilan incelemede asimetrik zar yapilar1 gézlenmistir. Bunun sonucu olarak, bu
hiicrelerin hiicre zarlarinda ve duvarlarinda gozlenen bu degisimlerin, uzun siireli
saglamlilik ve diren¢ i¢in alinmis onlemler oldugu sonucuna varilmistir. Zardaki bu
degisimler, aclik siiresi boyunca hiicrelerin direng gelistirmesine paralel olabilmektedir.
Bu mekanizmalarin hepsinin, pek ¢ok mikroorganizmada bulundugu ve hiicresel
dayaniklilik 6nlemi oldugu apacik ortadadir (Mc Dougald ve dig., 1998). VBNC
hiicrelerinin, niikleik asiti ile ilgili olarak da yapilmis pek ¢ok calisma bulunmaktadir.
Yapilan caligmalarda VBNC hiicrelerinin DNA miktarint arttirdigr gézlenmektedir.
Hiicrelerin VBNC fazina girisi ile DNA’da yogunlasma olabilmekte ve bu durum, hiicre
duvarimin kalinlagmasiyla es zamanl olarak meydana gelebilmektedir. Baz1 ¢alismalar
VBNC fazinda, RNA miktarinda artma oldugunu gostermektedir. Ornegin Micrococcus
luteus’ta VBNC fazinda RNA miktarinin %50 daha fazla oldugu goriilmiistiir. Bazi
faktorler, hiicrelerin yeniden canlanmasma ve VBNC dongiisiiniin tamamlanmasina
sebep olmaktadir. Hangi faktorlerin yeniden canlanmaya sebep oldugu kesin olarak agik
degildir fakat bu duruma ¢evresel faktorler veya aktif olarak {ireyen hiicrelerden gelen
sinyallerin etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Canlanmaya sebep olan ¢esitli
faktorlerin, besin eklenmesi, taze besi ortamina transfer, sicaklik yiikseltilmesi veya
sicaklik soku olabilecegi iizerinde durulmaktadir (Mc Dougald ve dig., 1998,
Sardeassai, 2005).

Cok geng bir disiplin olan biyofilm alaninda muhtelif ¢evresel streslerin biyofilme olan
etkileri gibi konularda ekolojik ve endiistriyel acindan 6nem tasiyan ¢alismalar nadir
bulunmaktadir. Bu konulara agiklik getirmek amaciyla arastirmamiz kapsaminda, L.
pneumophila ATCC susu eklenmis, laboratuar 6lgekli sogutma kulesi model sisteminde
cam kuponlar iizerinde biyofilm tabakasi meydana getirilmistir. Aylik 6rneklemeler ile
sicaklik, pH, ozmotik ortam ve dezenfektan uygulamalarini kapsayan fiziksel ve
kimyasal stres parametrelerin tabakada bulunan aerobik heterotrofik bakteriler,
Olii/canli sayis1 ve L. pneumophila bakterisi {izerindeki etkisinin incelenmesi

planlanmustir.



12

2. GENEL KISIMLAR

2.1. LEGIONELLA PNEUMOPHILA

Legionella spp, hem tathi sularda hem de insan yapimi su sistemlerinde bulunabilen,
Gram negatif, fakiiltatif, hiicre i¢inde gogalan, hareketli, sporsuz, ¢comak seklinde bir
bakteridir. Uremesi i¢in en uygun sicaklik 35- 37 °C arasidir ve {iremesi igin en uygun
pH degeri 6.9°dur. Buna karsin, PCR temelli teknikler kullanarak, Sheehan ve
arkadaglar tarafindan, ekstrem asidik kosullarda yasayabilen (pH 2.7) 4 tane Legionella
izolat1 saptanmistir (Yellowstone dogal parkindaki ¢ogunlugu O©karyotik algal
biyofilmden olusan orneklerde). L. pneumophlila’nin kisa siireli olarak aside karsi
gosterdigi  direng, mikroorganizmanin bu tir ekstrem kosullarda varligini
stirdiirebilmesinin yaninda c¢evresel Orneklerden izolasyonunda da Onemli rol
oynamaktadir (Bopp ve dig., 1981). Bakteriler, laboratuar ortamindaki kiiltiirlerinde
karbon kaynagi olarak amino asitleri kullanmakta ve L-sistein’e ihtiya¢ duymaktadirlar.
Ayrica iz miktarda demir, ¢inko, manganez, potasyum, magnezyum ve bakira gerek
vardir. Bakterinin bugiine kadar 59 tiiri tanimlanmig olup 70 farkli serogrubu
tanimlanmistir. Yapilan ¢aligmalarda bu tiirlerden 17 tanesinin legionelloz ajani oldugu
tespit edilmistir (Critcheley ve Bentham, 2007, Lau ve Ashbolt, 2008, Declerk, 2009).

Legionella tiirleri tarafindan meydana getirilen legionelloz, iki ayr1 hastalik durumunu
kapsamaktadir. Bunlarda biri Lejyoner hastaligidir, hizli ve dogru olarak teshis
edilmedigi takdirde oldiiriicii olabilmektedir. Lejyoner hastaligi, ¢oklu organ yikimi ile
sonuglanabilen siddetli bir pnomonidir. Hastalik 1-14 giin arasinda degisen inkiibasyon
stiresine Sahiptir ve klinik goriniimii hafif solunum rahatsizligindan siddetli atipik
pnomoniye kadar gidebilmektedir. Hastalik genel olarak erkeklerde, 50 yas {istii
erigkinlerde, sigara kullananlarda, bagisiklik sistemi baskilanmis ve akciger rahatsizlig
bulunan kisilerde goriilmektedir. Bakterinin sebep oldugu diger bir hastalik olan Pontiac
atesi ise grip benzeri bir hastaliktir. S6z konusu hastaliktan L. pneumophila, L.
micdadei, L. feeleii ve L. anisa olmak tizere 4 tiir sorumludur. Hastalik durumunda
bildirilen vakalarin %90’1na Legionella pneumophila sebep olmaktadir ve insanlar igin
patojen oldugu ilk kez Amerikan lejyonerlerin Philadelphia’da 1976 yilinda katildiklar
toplantida 29 kisinin 6liimiine neden olan salginin ardindan tanimlanmistir (Chritceley

ve Bentham, 2007, Declerk, 2009).
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Legionella cinsleri igerisinde en sik olarak, L. pneumophila serogroup 1, L. micdadei, L.
longbeachae, L. dumoffii ve L. bozemanii’yi de igeren ve firsat¢1 patojenler olarak
bilinen tiirler, klinik vakalarla yakindan iliskilidir. L. pneumophila serogrup 1, Amerika
ve Avrupa’da rastlanan Lejyoner hastaliginin en az %70’ine neden olan etken olmakla
beraber Lejyoner hastaligina neden olan birincil ajan olarak kabul edilmektedir.
Sogutma kulelerinden kaynaklanan salginlarin ¢ogu, L. pneumophila serogrup 1’den
kaynaklanmaktadir (Chritceley ve Bentham, 2007, Lau ve Ashbolt, 2008). Habitat
sartlarinin  Legionella iremesi i¢in uygun olmamasi nedeniyle dogal ¢evreler,
legionellozla pek baglantili degildir. Sadece sicaklik araligr 35 °C ve 45 °C arasinda
degisen dogal sicak sular, legionelloz igin kaynak olarak diisiiniilmektedir. Taze su
habitatlarinda, sicakligin genel olarak ¢evre sartlarindan daha yiiksek oldugu insan
yapimi su sistemlerine gecis ile L. pneumophila, mevcut olan biyofilmde kolonize

olmakta ve ¢ogalarak yiiksek sayilara ulasabilmektedir (Declerk, 2009).

Legionelloz, sogutma kuleleri, dus basliklari, musluklar, spa havuzlari, dekoratif
fiskiyeler, ev, otel ve gemilerdeki su dagitim sistemlerini i¢eren birgok ¢evresel kaynak
gibi sicak su sistemleriyle yakindan iligkilidir. Legionella tasinmasi temel olarak
mikroorganizma igeren aerosollerin solunmasiyla iliskilidir. ~ Sogutma kulesinin
Legionella tarafindan kolonizasyonu ve bakteri yiiklii acrosollerin iiretimi, Legionella
salgininlarinin baglica kaynaklarindan biri olarak tanimlanmaktadir (Lau ve Ashbolt,
2008, Sabria ve dig., 2006). Legionella ile kontamine olmus aerosoller, bu hiicre i¢i
fakiiltatif patojenlerin taginmasim saglamaktadir. Akcigerlerde ilk olarak bu bakteriler
alveolar makrofajlarin igine girmekte ve burada gogalarak siddetli ve 6liimciil Lejyoner
hastaligina neden olmaktadirlar (Alleron ve dig., 2008). S6z konusu mikroorganizmalar
sogutma kulesine, sudan veya hava emis bolgesine kontamine aerosoller araciligiyla
girmektedirler. Sogutma kulelerinde bulunan yiiksek sicakliktaki su, yiiksek nem ve
genis ylizey alani, lireme i¢in uygun ortam saglamaktadir. Mikrobiyal kolonizasyonun
buytikligl degiskendir ve pek cok c¢evresel faktére bagli olmakla birlikte, yapilan
calismalarda sicaklik, pH, tuzluluk, kimyasal madde eklenmesi gibi faktorlerin
kolonizasyonda etkili oldugu gosterilmistir. Biyofilmler, su akis rejimi, besin
kaynagindaki degisiklikler, kimyasal uygulamalar, gibi nedenlerle hizlica yiizeyden

kopabilirler. Sogutma kulesinin kesikli olarak calismasi ile de arttirilabilecek olan
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biyofilm kopmasi, sirkiile olan su fazi i¢in mikrobiyal kaynak saglamakta ve devaml
bir kaynak rolii oynamaktadir (Critcheley ve Bentham, 2007). Sogutma kulesi gibi
yapay su sistemlerinde mikrobiyal tireme, boru duvarinin, bina i¢indeki su tesisatindaki
baglantilar1 noktalarinin, havalandirma ve klima sistemlerinin i¢ yiizeyinde olusan

biyofilm yapisinda bulunmaktadir (Lau ve Ashbolt, 2008).

Biyofilmin su sistemlerindeki bu bakterilerin devamliliginda kritik rol oynadigi yaygin
bir kanidir. Biyofilm, yapisindaki topluluklara, siginak ve besin saglamakla birlikte
dezenfektanlarin  ekzopolimer matriks araciligiyla bakterilere ulagsmasim da
engellemektedir. Legionella’nin  sudaki kontroliinde, klorlama, monokloramin
uygulamasi, yiiksek sicaklik, UV uygulamasi gibi pek ¢ok strateji kullanilmistir. Kwaik
ve dig. (1998) ve Thomas ve dig. (2004) tarafindan gergeklestirilen caligmalarda
kontamine sisteme uygulanan bu uygulamalarla, kisa siireli basar1 saglanmistir. Ancak
kaynakta daha sonra yapilan incelemelerde bakteriye tekrar rastlanmistir. Nitekim L.
pneumophila’nin kontrolii devamli bir uygulama gerektirmektedir. Kool ve dig. (1999),
Kool (2002) ve Momba ve Binda (2004) tarafindan gergeklestirilen calismalar
sonucunda biyofilm iizerine monokloraminle yapilan devamli uygulamanin klora oranla
daha etkili oldugu sonucuna varilmistir. Monokloraminin biyosidal etkisi serbest klora
oranla daha yavas olmakla birlikte yapisal olarak monokloramin, klordan daha kararlidir
(Turetgen, 2004). Bu sebeple de monokloraminin kalinti aktivitesi, dagitim
sistemlerinde uzun mesafelerde dezenfeksiyonu devam ettirebilmektedir. Yapilan
calismalarda 0.5- 2mg/L rezidual monokloraminin biyofilmde bulunan toplam bakteri
ve HBS (hetetrofik bakteri sayisi) 1-2 log azalttig1 tespit edilmistir. Serbest klordan
daha fazla olarak biyofilme girebilme 06zelligine sahip olan monokloramin, bu
Ozelliginin yani sira zararli yan {iriin olan trihalometanin da daha az olarak meydana
gelmesine neden olmaktadir (Kool ve dig., 1999, Flannery ve dig., 2006, Alleron ve
dig., 2008, Park ve dig., 2008). Pryor tarafindan gergeklestirilen, klor ve monokloramin
aktivitesinin karsilastirildig1 calismada, klor ve monokloramin uygulamasi yapilan sicak
su sistemleri ve dus basliklarindaki biyofilmlerden elde edilen L. pneumophila tiirleri,
16s rRNA ve direkt kiiltiir metoduyla identifiye etmis olup, monokloramin uygulamasi
sonucunda klora kiyasla daha az Legionella tiiriine rastlamistir. Yapilan benzer

calismalarda da kiiltire edilebilir Legionella tiirleri ve serogruplarinin, dagitim
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sistemlerinin sicak su tankinin tipine, su sicakligina ve serbest klor miktarina gore

farklilik gosterdigi tespit edilmistir (Lau ve Ashbolt, 2008).

Legionella, tatli sulardaki protozoonlarin iginde, hiicre igi patojenler olarak hayatta
kalabilmeleri ve bu hiicrelerin ig¢inde ¢ogalabilmeleriyle de bilinmektedirler.
Acanthamoeba, Hartmannella ve Naegleria, Legionella ile kontamine olmus
sistemlerden en ¢ok izole edilen protoozon cinsleridir. Konak-parazit etkilesiminin,
sicaklik, konagin besin sartlarinin ve ferrik demirin kullanilabilirligi tarafindan
etkilendigi bilinmektedir. Bakteri, ayni sekilde insan makrofajlarin1 da enfekte
edebilmektedir. Okaryotik konaklarda gerceklesen bakteri ¢ogalmasi, biiyiik bir
olasilikla bu patojenlerin ¢evreye yayilmasi i¢in 6nemli bir vektordiir (Steinert ve dig.,
1997, Forstmeier ve dig., 2005, Alleron ve dig., 2008). L. pneumophila’nin,
makrofajlar ve amip igindeki hayat devirleri birbirine benzemektedir. Bakteri konak
hiicre icine alindiginda, sindirilmeye karst direng gostermekte konak hiicreyi
oldiirmeden once iceride ¢ogalmaktadir. Hiicre ici replikasyon lizozomla erimeyen,
ribozomla kapl fagozom iginde meydana gelmektedir. L. pneumophila’nin hayat devri
iki faz icermektedir. ilk faz, replikasyon fazi olarak isimlendirilmektedir ve konak
icinde gerceklesmekte olup, ikinci fazi ise, aktif enfeksiyon faz1 olarak
isimlendirilmekte ve bakterin akuatik kaynaktaki konagin serbest kalmasindan sonra
meydana gelmektedir. Sonunda, konak hiicreyi pargalayan bakterinin, konak i¢indeyken

daha direngli oldugu goriilmektedir (Steinert ve dig., 1997).

L. pneumophila’nin stresli ¢evresel sartlara kars1 adaptasyon ve direng stratejisi, sadece
amip icindeki etkilesimler ve biyofilm lokalizasyonu ile ilgili degil, ayn1 zamanda
VBNC fazina girmebilmesiyle de alakalidir (Steinert ve dig., 1997). VBNC fazindaki
hiicreler, normalde tredikleri rutin besiyerinde iireme gostermezler. Bu bakteriler,
canliliklarin1 korumakla birlikte ve tipik olarak diisik seviyede metabolik aktivite ve
solunum gostermekle birlikte uygun sartlar altinda tekrar kiiltiire edilebilir duruma
gelebilirler. Suyun diisik miktarda besin igerdigi, sicakligin yiiksek oldugu, tuz
konsantrasyonunun yiiksek oldugu veya klor uygulamalarimi gergeklestirildigi ¢esitli
stresli ¢evre kosullarinda L. pneumophila, VBNC fazina girebilmektedir. VBNC
fazindaki L. pneumophila’ya, A. castellani veya A. polyfaga gibi amiplerin eklenmesi

bu bakterilerin kiiltiire edilebilir faza donmesiyle sonuc¢lanmaktadir (Alleron ve dig.,
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2008). Pek ¢ok arastirict VBNC’nin olumsuz ¢evre sartlariyla bas edebilmek igin
hiicrelerin programlanmis genetik yaniti oldugunu diistinmektedir. VBNC fazina gecen
bakterilerin varligin1 geleneksel kiiltiir metoduyla belirlemek miimkiin olmadigi i¢in
bakterilerinin giivenilir bir sekilde kesfi i¢in flow sitometri ve molekiiler tekniklerle
kombine edilmis epifloresan mikroskobi teknikleri gibi ¢esitli metotlar gelistirilmistir
(Sardeassi, 2005).

2.2. BIYOFILM TABAKASI VE EPS

Biyofilm, ‘canli veya cansiz ylizeylere tutunarak kendi trettikleri polimerik matriks
icerisinde yasayan hiicre toplulugu’, ‘yogun bir ekzopolimerik matriks igerisinde,
mikroorganizmalarin organize olarak olusturdugu fonksiyonel ortaklik’ (Dunne, 2002),
‘geri doniislimsiiz olarak bir ylizey ile iliskili olan ve temel maddesi polisakkarit
materyalleri olan bir matriks i¢ine gomiilii hiicre toplulugu’(Donlan, 2002) veya ‘sulu
matriks i¢ine gomiilii, ¢cok tabakali hiicre toplulugundan ibaret olan, yiizeye tutunmus
mikrobiyal topluluklar’ (Pearson ve Karatan, 2005) olarak tanimlanmaktadir. Bahsi
gecen tanimlardan da anlasilacagi lizere, herhangi bir olusumun biyofilm olarak
adlandirilabilmesi i¢in mikroorganizma, yiizey ve EPS bilesenlerine sahip olmasi
gerekmektedir. Bu 3 bilesenden herhangi birinin eksik olmasi halinde, olusumun
biyofilm olarak adlandirilmasi miimkiin degildir. Biyofilm tabakasinin temelini bu {i¢
bilesen olusturmasina karsin yapida, biyofilmin meydana geldigi ylizeye bagli olarak
mineral kristalleri, korozyon partikiilleri, aliiminyum veya kil partikiilleri, kan
komponentleri gibi hiicresel olmayan materyallerde bulunabilmektedirler (Donlan,
2002, Szymanska, 2003).

Yasamin var oldugu her yerde bulunabilen biyofilm, 6zellikle kati-sivi, kati-hava ve
stvi-hava ortamlarinin kesisim bdlgelerinde meydana gelmektedir. Mikroorganizmalarin
biiyiik ¢cogunlugunun biyofilm meydana getirebilmesinin sonucu olarak diinyadaki tim
mikroorganizmalarin %99’undan fazlasi bu topluluk i¢inde yasamaktadir (Beweridge ve
dig., 1997, Flemming, 2002). Dogada, bakteriler, sucul ortamlarda bir yiizeyde
yasamayl, serbest yasama tercih ederler. Bunun nedeni, tutundugu yiizeyin adsorbe olan

materyallerden dolay1r besin kaynagi olmasi, suyun akisiyla tutundugu yere besin
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maddesinin devamliliginin saglanmasi ya da su akis1 sayesinde bol oksijen bulunmasi

olabilir (Melo ve Bott, 1997).

Biyofilm i¢inde yasamak bakterilere pek ¢ok avantaj saglamaktadir. Ilk olarak, matriks,
mikroorganizmalari, fiziksel ve kimyasal ajanlara karst koruyan bir koruyucu bariyer
gorevi Ustlenmistir. Biyofilm bakterileri, pek ¢ok antibiyotik tarafindan oldiiriilmeye
karst direngli olmalarimin yaninda, bu bakteriler, immiin sisteme ait fagositlerden de
kacabilmektedirler. Ayrica matriks, kiigiik molekiillerin biyofilm i¢ine ve disina
hareketlerini yavaslatmakta ve bdylece metabolik degisimler i¢in miikemmel bir ¢evre
yaratmaktadir. Matriksin diger bir avantaji ise c¢evreden aldigi besinleri orada fikse
ederek onlar1 konsantre etmek oligotrofik sartlar altinda hayatta kalmak icin genel
mikrobiyal stratejinin 6nemli bir kismini olusturmaktir (Beweridge ve dig., 1997,
Flemming, 2002, Pearson ve Karatan, 2005). Biyofilmler, karasal ve akuatik ¢evrelerde,
bitkisel dokularda, hayvanlarda, insanlarda ve ek olarak filtreler, porlu materyaller,
depolar, boru sistemleri, gemi karinalari, su 1siticilart gibi sistemlerde de
bulunabilmektedir. Ayrica medikal cihazlarda da meydana gelerek siirekli

enfeksiyonlara neden olabilmektedirler (Allison ve dig., 2000).

Bakterilerin canli veya cansiz bir yiizeye tutunmalarini takiben meydana gelen biyofilm,
saglik ve endiistriyel alanlarda ¢ok sayida probleme neden olmaktadir. Biyofilmler,
dogrudan meydana getirdikleri ve medikal cihazlarla iligkili olarak meydan gelen
enfeksiyonlar agisindan, toplum saghg igin olduk¢a oOnemlidirler. Ozellikle
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis, ve
Pseudomonas aeruginosa intravendz ve triner Kataterler gibi medikal cihazlar ile kalp
kapakgiklart ve Kkalp pilleri tizerinde kolonize olarak, kronik enfeksiyonlara neden
olabilmektedirler. Ekstraselliilar matriks ile kaplanmis P.aeruginosa toplulugu da,
akcigerlere yerleserek kistik fibroz olarak bilinen hastaliga neden olmaktadir (Donlan,
2002, Pearson ve Karatan, 2005). Endiistriyel alanlarda da, mevcut sistemlerde meydana
gelen biyofilmler, siirtiinme direncinin artmasina, enerji transfer direncinin artmasina,
verimlilikte onemli kayiplara, islem siire¢lerinin aksamasina, biyokorozyona bagh
olarak ekipman zararina ve su kalitesinde azalma gibi problemlere neden olmaktadir
(Macdonald ve dig., 2000, Gilbert ve dig., 2003, Tnji ve dig., 2007, Liu ve dig., 2009)
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Hi¢ kuskusuz ki biyofilmin en Onemli yapi taglarinin basinda, mikroorganizmalari
cevreleyen polimerik yapili matriks gelmektedir. Biyofilm taniminda bahsi gegen
polimerik matriks, bakterilerin hiicre disina saldiklar1 maddelerdir ve bakterileri bir
arada tutan ¢imento gibi diisiiniilmektedir. Mikroorganizmalar morfoloji, yapi, tutarlilik,
dayaniklilik, elastiklik, fizikokimyasal 6zellikler ve toplulugun aktivitesinden sorumlu
olan bu matriks i¢ine gomiiliidiirler (Allison ve dig., 2000, Zhang ve Bishop, 2003).
Ekstraselliilar matriks tiim biyofilmler i¢in kompleks ve olduk¢a 6nemli bir bilesen
olmakla beraber, biyofilmin fizyolojisi ve devamliligi i¢in énemli rol oynamaktadir
(Kives ve dig., 2006). Matriks igin ekzopolisakkarit, ekzopolimer ve ekstraselliilar
polimerik Dbilesenler tanimlamalari kullanilmaktadir. Matriks bileseni hakkinda
cogunlukla, ekstraselliilar polimerik matriksin kisa adi olarak EPS ifadesi
kullanilmaktadir. Matriks, mikroorganizmalarin yilizeye yapigsmasina yardimci olmakla
beraber, biyofilm hiicrelerine su veya besin sikintisi, biyositler, diger mikrobiyal
ajanlar, siv1 akisi, kuruluk, toksik kimyasallar, UV 1sinlari, pH ve sicaklik degisimleri
gibi ¢oklu stres kosullarina karsi da dayaniklilik saglamaktadir. Yapistirici taban ve
koruyucu bariyer gorevini goren bu yapi, aynm1 zamanda gomiilmiis hiicreleri, suyun
akis1 ile kopmasina karsi da korumaktadir (Bergler ve dig., 1992, Tsuneda ve dig., 2003,
Allison, 2003, Kives ve dig., 2006, Hall-Stoodley ve Stoodley, 2006).

EPS tabakasi jel benzeri, yiiksek oranda su igeren ve yaygin olarak biyofilm matriksi ile
dolu 3 boyutlu bir yapidir (Allison ve dig., 2000). Matriks su, hiicreler ve salgilanan
ekstraselliilar makromolekiillerden olugmaktadir. Biyofilm matriksinin temel bileseni,
%97°den fazla oranda sudur (Zhang ve Bishop, 2003). Biyofilm matriksine canlilik ve
baglayicilik veren su, biyofilmde meydana gelen diflizyon siiregleri igin de gereklidir.
Farkli tiirlerden olusan yerlesik hiicreler, matriksin %35’ini olusturmaktadirlar.
Mikrobiyal EPS, biyosentetik polimerler olup, s6z konusu polimerler, karbonhidrat,
protein, lipit, niikleik asitler ve ¢esitli heteropolimerlerdir. Yapida bulunan eriyen
tiriinler ve salinan enzimleri igeren globular glikoproteinler ve proteinler ise, matriksin
%1-2’lik kismin1 olusturmaktadir. Ek olarak kara ve su biyofilmlerinin bazilarinda eser
miktarda humik aside de rastlanmaktadir. Sayilan ¢esitli bilesenlerden olusan EPS
tabakasinin molekiiler agirligi, birka¢ bin ile birka¢ milyon arasinda degismektedir

(Allison ve dig., 2000, Allison, 2003, Zhang ve Bishop, 2003, Tsuneda ve dig., 2003).
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EPS’nin kimyasal ve fiziksel ozellikleri degisebilir olmakla birlikte temel olarak
polisakkaritlerden meydana gelmektedir (Donlan, 2002). Polisakkarit zincirlerinin
boyutu (biiyiikliigii, hacmi, ¢cap1) 103—108 kDa arasinda degismekle beraber fonksiyonel
ve tiire 6zgii olarak alt iiniteler igermektedirler. Tekrarlanan iinitelerinin bilesenlerine
bagli olarak polisakkaritler, genelde negatif yiikliidiirler ve bundan dolayr genelde
hidrofobiktirler (Allison, 2003). EPS’nin anyonik gruplarindan olan karboksil gruplari,
temel olarak EPS’deki, polisakkaritlerin negatif yiikiinden sorumludur. Nétral sekerlere
ek olarak, ektraselliilar polisakkaritler siklikla glukoronik asit, galakturonik asit veya
mannuronik asit gibi heksuronik asitlerin degisen miktarlarin1 da igermektedirler.
Polisakkaritlerdeki katyonik gruplar, amino sekerlerin bulunmasindan dolay1
olabilmekte ve EPS matriksinin jelligini arttirmaktadirlar (Allison ve dig., 2000,
Tsuneda ve dig., 2003).

Proteinler EPS’nin anyonik 6zelligine katkida bulunan bilesiklerdir. Aspartik asit ve
glutamik asit gibi iki degerlikli amino asitlerin bulunmasindan dolay1 proteinler negatif
yiikliidiirler. Hidrofobik alanin, 16sin ve glisin amino asitlerinin yiliksek oranlarmdan
dolay1 ekstraselliilar proteinler, EPS’nin hidrofobik 6zelligine katkida bulunmaktadirlar.
Uronik asit, asidik amino asit ve fosfat igeren niikleotitler de EPS’nin bilesenleridir ve
EPS’ye, polianyonik 6zellik kazandirmaktadirlar. S6z konusu yapilar, biyofilm i¢in ¢ok
onemlidirler. Ciinkii bu yapilarin, multivalent iyonlarla (Ca*’, Mg*?) elektrostatik
etkilesimlerde gerekli olduklar diisiintilmektedir. Bu nedenle, EPS matriks aginin diizen
ve/veya stabilizasyonuna aracilik etmektedirler. Ornegin lektin benzeri proteinler, EPS
ile multivalent iyonlarin dogrudan ya da dolayli olarak ¢apraz baglanmasi ile biyofilm

matriksinin 3 boyutlu yapisinin olugsmasina katkida bulunmaktadirlar (Allison ve dig.,

2000, Sutherland, 2001, Allison, 2003).

EPS, kimyasal olarak farkli modifikasyonlardan meydana gelebilmektedir. Bu nedenle
ekstraselliilar polisakkaritler; asetil, siiksinil veya piriivil gruplar1 gibi organik bilesikler
veya siilfat gibi inorganik bilesiklerden olusabilmektedirler. Bu bilesenler,
polisakkaritlerin suda ¢doziilebilme ve molekiiler diizenleri gibi yapisal ve
fizikokimyasal ozelliklerini degistirmektedirler. Ornegin asetil gruplari, iki degerlikli
katyon baglanmasinin kapasitesini ve segiciligini azaltmakta, EPS tabakasinin

akiskanligin1 ve polisakkaritlerin su tutma kapasitesini arttirmakta, EPS’yi enzimatik
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olarak yikimdan korumakta ve bdylece biyofilm yapisim1 etkilemektedir. EPS
molekiiliindeki hidrofobik/hidrofilik bolgeler ve bunlarin EPS matriksi i¢indeki dagilimi
ise, biyofilmin su tutma kapasitesini ve yiizeye tutunma ozelligini belirlemektedir. EPS
tabakasinda bulunan, yaygin olarak polisakkaritler ve su molekiilleri arasindaki
hidroksil gruplar1 arasinda var olan hidrojen baglar1 ile C atomlar1 arasinda bulunan
kovalent baglar, EPS tabakasinin devamliligina yardimci olmaktadir. Bunun yani sira
iyonlar arasinda meydana gelen elektrostatik etkilesimler sonucunda ortaya g¢ikan
elektrostatik gii¢ler, itici gii¢ olarak davranmakta ve bu durum sonucunda EPS matriksi,

kabarik, stingerimsi ve porlu bir yap1 kazanmaktadir (Allison ve dig., 2000).

EPS iiretim yetenegi yaygin olarak prokaryotik mikroorganizmalar (bakteri, arke)
arasinda goriilmekle birlikte ayni zamanda Okaryotik mikroorganizmalarda da
rastlanmaktadir (alg, mantar). EPS’nin varligi, biyofilmin biitiinliiglinii saglamaya
yardime1r olarak, bakterilerin biiyiik bir g¢ogunlugunun bu sayede bir arada
bulunabilmelerini saglamaktadir. Ek olarak EPS’nin oynadigi diger bir rol de
bakterilerin, diger bakterilere ve ylizeye yapigsmasina yardim etmektir (Allison ve dig.,
2000). Yiizeye tutunma, ekzopolisakkaritlerin asir1 tretimiyle, hiicrelerden fizyolojik
degiskenlerin  bol miktarda akmaya baglamasiyla  gerceklesmektedir. Bu
ekzopolisakkaritler, sadece hiicrelerin ylizeye yapigsmasint degil ayn1 zamanda, biyofilm
yapisinda  bulunan  farkli  tlirlerin  uzaysal olarak  diizenlenmesini  de
kolaylastirmaktadirlar (Allison, 2003). EPS bilesenlerinden lipopolisakkaritler, tironik
asit ve biyosiirfaktanlar adhezyonun oniine gegerken; polisakkaritler ve proteinler,
bakteriyal adhezyonu arttirmaktadir. EPS bilesenleri, biyofilm yapisinin ortaya
c¢ikarilmasinda ve yapidaki mikroorganizmalart avct organizmalarin faaliyetlerinden ve
zararl kimyasallardan korumada 6nemlidir. Ek olarak EPS besinleri yakalayan, hiicre
i¢i iletisim molekiillerini yogunlastiran, hiicre dis1 enzimlerle polimerik bilesenlerin
yikimint ve horizontal gen transferi i¢in gerekli olan, yiiksek hiicre yogunluklarinin

gelisimini saglayan bir matriks sunmaktadir (Allison ve dig., 2000).

2.3. MiIKROBIYAL TUTUNMA

Biyofilm olusumunun baslangici, mikroorganizmanin yiizeye tutunmasidir. Bakterinin

cansiz ylizeye ilk tutunmasindaki en 6nemli kriter ise, ylizey sartlarmin durumudur.
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Temiz bir ylizey, sivi igine batirilirsa yiizey ve sivi arasinda hemen etkilesimler
baglayarak yiizey, bulundugu c¢evreyle baglantili olarak inorganik tuz, protein,
glikoprotein ve humik bilesenlerinin adsorbe edilmesi ile degisiklige ugramaktadir. Bu
inorganik molekiillerin adsorbe edilmesi ile saniyeler i¢in tutunma ig¢in uygun yiizey
meydana gelmektedir. Etkilesim sonucu olusan ince film tabakasi, materyalin yiizey
ozelliklerini degistirmekte ve mikrobiyal tutunma iizerinde etkili olmaktadir. Pek ¢ok
bakteri sivi fazdan kati yiizeye dogru hareket ederek yiizeylerle ilk temast kurmaktadir
(Murga ve dig., 2001, Kolari, 2003).

Hiicre ve tutunma i¢in uygun hale gelen yiizey arasindaki etkilesimi fizikokimyasal
degiskenler belirlemektedir. Bu durumu agiklamak i¢in iki teori gelistirilmistir.
Bunlardan ilki Van Pelt ve dig. (1985) ve Van Loosdrecht ve dig. (1987) tarafindan ileri
stiriilen ‘1slanma’ veya ‘hiicre serbest enerjisi/hidrofobisite’ teorisidir. Bu teori, yiizey
termodinamiginin temelini olusturmaktadir. Sistemin toplam serbest enerjisinin,
bakterinin yiizeyle temasi ile azalmasi: durumunda emilimin meydana geldigini savunan
teori, hidrofobik yiizeyler i¢in hidrofobik bakterilerin afinitesini agiklayarak, hidrofobik
bakterilerin daha giiglii tutundugunu ileri siirmektedir. Bu teori, bakteri ve yiizeyin,
ylizey geriliminin belirleyici oldugunu sOylemekte ve elektrostatik etkilesimleri
icermemektedir. 1971 yilinda Marshall tarafindan ileri siiriilen diger bir teori olan
DLVO (Derjaguin—Landau—-Verwey—Overbeek) teorisinde ise, itici ve g¢ekici gii¢lerin
tutunmaya etkisinin esit oldugu 6ngoriilmektedir. Mikrobiyal tutunma, ¢ekici Van der
Walls ve elekrostatik giicler ile (pek ¢ok bakteri ve yiizey negatif yiiklii oldugundan
dolayi iticidir), daha az etkili olmakla birlikte Levis asit baz etkilesimleri ve Brownian

giiclerinin dengesi olarak tamimlamaktadir (Kolari, 2003, Splendiania ve dig., 2006).

Bakterinin cansiz yiizeye baslangi¢ tutunmasina, hidrofobik etkilesimler gibi spesifik
olmayan etkilesimler aracilik etmekle birlikte bu hidrofobik etkilesimler, EPS’nin
salinimi araciligiyla ve fimbria veya fibriller igeren fibrilar yapinin hiicre yiizeyinden
cikarak tutunmaya yardimci olmasiyla gergeklesmektedir. Bunlarin pek c¢ogu,
hazirlanmis yiizey veya diger bakterilerin elementlerine tutunabilmeyi saglayan spesifik
adhezinler ile diizenlenmektedir (Allison ve dig., 2000, Kolari, 2003).

Bunun yani sira:

- Yiizeyler ilgili 6zellikler: Dokusu, piiriizliiliigii, hidrofobisitesi
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- Siv1 akist ile ilgili 6zellikler: Akis hizi, pH, sicaklik, katyonlar, antimikrobiyal
ajanlar

- Hiicrelerle ilgili 6zellikler: Hiicre yiizey fobisitesi, fimbria, flagella ve EPS de
tutunmada etkilidir (Szymanska, 2003).

Yiizeye mikrobiyal tutunmayi diizenleyen yiizey oOzellikleri (bakteri yiizey
hidrofobisitesi ve bakteri yiizey yiikii), stirfaktanlar kullanilarak degistirilebilir.
Yapilarindan dolayi, lipofilik ve hidrofilik grup igeren siirfaktanlar, hidrofobik ylizeye
kendi kendilerine demir atarlar ve su fazina dogru hidrofilik gruplar1 yoneltirler. Bunun
sonucunda, bakterinin ylizeye tutunmasini saglamak gibi hidrofobik etkilesimlerin
gliclinii azaltirlar. Kesisim yiizeylerine tutunan siirfaktanlar, elektriksel tabakaya zarar
vermenin yani sira bakteri yiizey yiikiinii de modifiye ederler. Bu sayede yiizeye

tutunma ve biyofilm gelisimi engellenebilmektedir (Splendiania ve dig., 2006).

Biyofilm olusumu 4 agamadan meydana gelmektedir. 1- Geri doniisiimlii yaklasma 2-
Geri doniisiimsliz tutunma 3- Olgunlasma 4- Kopma. Bu asamalarin son kismi,
biyofilm gelisim dongiisiinde bakterinin planktonik faza gegisini saglamaktadir. Geri
doniistimlii yaklasmada bakterinin yiizey ile reaksiyona girebilmesi icin, bakterinin
yiizeye yakinligini algilamasi gerekmektedir. Planktonik hiicrelerin proton ve sinyal
molekiilleri saldigi bilinmekte olup bu proton ve sinyal molekiilleri, eger bakteri bir
ylizeye bitisik degilse yiizen hiicreden 1sinsal olarak disar1 ¢ikmaktadir. Canli
hiicrelerin, faz-kontrast veya konfokal 1sik mikroskobuyla direk olarak
gozlemlenmesinde, planktonik hiicrelerin ylizeyden etkilendigi ve tiire 6zgii davranislar
araciligiyla, ilk karsilagsmalarinda yilizey alanini kesfettigi gézlemlenmistir. Bazi tiirlere
ait hiicreler, bir ylizeye yerlesmeden ve tutunma davraniglarina baslamadan oOnce
yiizeyin etrafinda dolagmaktadirlar. Bu hareketin ardindan kolonize olan yiizeyde tek
sira hiicreden olusan bir tabaka meydana getirmektedirler. Tutunmanin baslangig
asamasinda birka¢ bakteri tiiri modern molekiiler tekniklerle incelenmis ve hiicrelerin
birka¢ dakika i¢inde yiizeye tutunma ile ilgili genlerin anlatimi yaptigi gorilmiistiir

(Costerton, 1999).

Biyofilm olusumunun ikinci asamasi olan geri doniisiimsiiz tutunmaya gegis, Characklis

tarafindan karakterize edilmistir. Characklis (1990) tarafindan yapilan c¢alisma
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sonucunda hiicrelerin yiizeyle zayif etkilesiminden kalici baglanmaya ge¢melerinin,
ektraselliiler polimerler araciligiyla gergeklesmekte oldugu sonucu ¢ikmustir. Cansiz bir
ylizeye tutunma, bakteriyal EPS sentezi ile harekete gecmektedir. EPS bilesenlerinden
lipopolisakkaritler, {ironik asit ve biyosiirfaktanlar, adhezyonun Oniine gecerken;
polisakkaritler ve proteinlerin, bakteriyal adhezyonu arttirdigi goriilmiistiir. Son
zamanlarda yapilan ¢aligsmalarda, geri doniisiimsiiz baglanmaya gecisin, tip IV pilus
araciliyla gergeklestigi de diisiiniilmektedir. Bakteriler, bakteri ve ylizey arasinda koprii
olusturan flagella, pili gibi bakteriyal ylizey yapilar1 tarafindan elektrostatik iticiligi
yenmekte olup bu yapilarin kiigiik yaricaplar, elektrostatik itme ve hidrofobik
etkilesimlerde azalmaya neden olmaktadir. Flagella ve pilinin bakteri hiicre duvarindan
genel olarak daha hidrofobik olmalarindan dolayr da tutunma siirecinde kesisim
yiizeylerinden kolayca suyun yerini degistirebilmektedir (Stoodley ve dig., 2002,
Gomez-Saurez ve dig., 2002, Splendiania ve dig., 2006).

Biyofilm olusumunun diger fazi olan olgunlagma, kompleks yapinin, kanallarin,
porlarin ve bakterilerin substrat yiizeyinden uzaga, yeniden dagilimimin gerceklestigi
asamadir. Bu asamada, ekzopolisakkaritler gibi eksopolimerlerin iiretimi, lireme ile
hiicresel kiimelerin olusmasi, metabolik degisimler, ¢evre tarafindan tesvik edilen,
hiicre-hiicre etkilesimine yardimci olan ve bu etkilesimleri kolaylastiran genetik
diizenlemeler gibi yiizeye tutunan hiicreleri olgunlastiran aktiviteler ger¢ceklesmektedir.
Bu durum, tutunmus hiicrelerin yogunlugunun artmasi ile sonuglanir. Son zamanlarda
yapilan c¢alismalarda olgun biyofilmde bulunan P. aeruginosa nin planktonik tiirlerine
kiyasla farkli protein profiline sahip oldugu goriilmiistiir. Proteomunun %50’den
fazlasinin (800 proteinden fazla) gen anlatiminda biiyiik farkliliklara sahip oldugu
gorlliirken, bunlarin 300°den fazlasinin olgun biyofilmde gozlenmesine karsin,
planktonik bakterilerde gozlenmedigi saptanustir. Identifiye edilen yeni proteinler
fosfolipit ve lipopolisakkarit (Ips) biyosentezi, zar transportu ve salinim, adaptasyon ve
korunma mekanizmasi ile ilgili proteinler olmak iizere 5’e ayrilmistir (Liu ve Tay,
2001, Stoodley ve dig., 2002).

Son asama olan kopma asamasi, genel olarak biyofilmden ayrilan hiicreleri tanimlamak
icin  kullamlir. Hiicrelerin, biyofilmden kendiliginden kopmalar1 iki siirece

ayrilmaktadir. Erozyon ve soyulma, bu islemin biyiik bir kisminin temelini
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olusturmaktadir ve kopma olaylarinda siklikla goriilmektedir. Erozyon, hiicrelerin tek
tek biyofilmden siirekli olarak kopmasi olup biyofilmde kiigiik kayiplara neden olurken;
soyulma, hizli bir sekilde ger¢eklesmekte ve biyofilmden agir kayiplara neden
olmaktadir. Bununla birlikte, biyofilmden bakterilerin aktif olarak kopmasi, fizyolojik
olarak da diizenlenebilen bir olaydir. Allison ve dig., (1998) tarafindan, P.flourescans’in
biyofilmden kopmasi ile ilgili yapilan calismada, kopmanin EPS’deki azalmayla
baglantili oldugu bulunmustur. Yapilan c¢aligmada, N-acyl-C6 homoserine lakton
eklenmesinin, biyofilmin azalmasina ve ekzopolimerlerin kaybedilmesine neden

oldugunu gosterilmistir (Stoodley ve dig., 2001, Stoodley ve dig., 2002).

Biyofilmin temel mimarisi incelendiginde mikrokoloninin, biyofilmin temel yapisal
{initesi oldugu goriilmektedir. Igerdigi tiirlere bagli olarak mikrokoloniler %25 hiicre ve
%75 matriksten meydana gelmektedirler. Matriks materyalleri, yogun olarak
mikrokoloninin merkezinde bulunmaktadirlar. Matriks igindeki bakteriyal hiicreler,
Brown hareketleri ile karakterize edilmektedirler ve koloniler mantar benzeri sekiller
olarak tanimlanmaktadir. Biyofilm yapisindaki pek cok hiicre, mantar yapinin tag
kisminda bulunurken, ¢ok azi sap kisminda bulunmaktadir (Costerton, 1999).
Mikrokoloninin ince yapisinda, ¢ok fazla miktarda su kanallar1 oldugu ve bu gecirgen
kanallar yardimiyla oksijen, besin ve artik maddelerin tasindigi belirtilmistir. Bu
kanallar araciligiyla besinlerin biyofilm boyunca tasinmasi, ilkel bir dolagim sistemi

olarak goriilmektedir (Stoodley ve dig., 2002, De Saravia ve De Mele).

Biyofilm yapisinda bulunan hiicreler arasinda “Quorum Sensing” (QS) olarak bilinen
hiicreler arasi sinyal sistemleri araciligiyla gerceklestirilen bir iletisim mevcuttur. QS,
hiicre populasyon yogunlugunun degisimine karsilik gen anlattiminin diizenlenmesidir.
QS ile haberlesen bakteriler, otoindiikleyici olarak adlandirilan kimyasal sinyal
molekiilleri iireterek salgilamaktadirlar ve esik degerde bulunan otoindiikleyici
konsantrasyonu, gen anlatiminda degismelere sebep olmaktadir. QS sistemi, hormon
benzeri kiigiik molekiiller olan otoindiikleyici liretimi, salinmasi, fark edilmesi ve bu
molekiillere karsilik verilmesini kapsamaktadir. Gram pozitif ve Gram negatif
bakteriler, fizyolojik aktivitelerin pek ¢ogunu diizenlemek i¢in QS haberlesme zincirini
kullanmaktadirlar. Bu siiregler simbiyoz, virulans, konjugasyon, antibiyotik tiretimi,

motilite, sporulasyon ve biyofilm olusumunu kapsamaktadir (Miller ve Bassler, 2001).
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Ayrica bu mekanizma sayesinde hiicreler, degisen ¢evresel sartlara cevaben ¢ok hizli bir
seklide wuygun gen anlatimlarmin diizenlenmesiyle gerekli fenotipe sahip
olabilmektedirler. Besinin sinirli ya da yetersiz oldugu, ozmotik stres ya da pH
degisimlerinin s6z konusu oldugu sartlar altinda genetik olarak yapilan diizenlenmenin
sonucunda bakteriler hayatta kalmay1 basarabilmektedirler (Kjelleberg ve Molin, 2002).
Bu sinyal yanit sistemlerinin kullanilmasi, populasyon o6l¢eginde bakterilerin belirli
davranislar1 senkronize halde sergilemesini ve sonug olarak ¢ok hiicreli bir organizma
gibi davranmasini saglamaktadir (Waters ve Bassler, 2005). Genel olarak Gram negatif
bakteriler haberlesmede otoindiikleyici olarak agil homoserin laktonu; Gram pozitif

bakteriler ise oligopeptitleri kullanmaktadirlar (Miller ve Bassler, 2001).

Gram negatif bakteriler tarafindan kullanilan farkli QS sinyal sistemleri bulunmakla
birlikte bunlarin iginde en iyi karakterize edilen kimyasal madde, 70’den fazla tiirden
izole edilen LuxR-N-agil homoserin laktondur (AHL). AHL’ nin uzunlugu, doygunluk
derecesi ve zincirdeki agil alaninin yeri degiskenlik gostermektedir. Sentezlenen AHL,
difiizyon veya aktif transport ile hiicre disina ¢ikmakta ve pasif veya aktif olarak
hiicreye girmektedir. AHL’nin hiicre dis1 yogunlugu belli bir esige ulastiginda,
sitoplazmik LuxR tip reseptore baglanmakta ve aktif dimerlerin olusmasina rehberlik
etmektedir. Bu kompleks, LuxS kutular: olarak bilinen 6zel bolgelere baglanmakta ve
biyofilm olusumu, virulans ve ilgili siireglerden sorumlu QS genlerinin
trankripsiyonunu aktive etmektedir (Dobretsov ve dig., 2009). AHL bilesenleri, Vibrio
tirlerinde biyoliiminesans, Agrobacterium tumefaciens’da Ti plazmidinin konjugal
transferi, P.aeruginosa ve diger bazi tiirlerde virulans faktorlerinin tiretilmesi gibi genis

aralikta hiicre fonksiyonlarinin diizenlenmesini saglamaktadir (Kolari, 2003).

Gram pozitif bakteriler haberlesmede sinyaller ve membrana bagli sensorler ile reseptor
olarak histidin kinaz olmak {izere, modifiye oligopeptidler kullanmaktadirlar. Sinyal
sistemine, yanit diizenleyici olarak isimlendirilen DNA’ya bagli transkripsiyonel
diizenleme proteininin aktivitesini etkileyen bir fosforilasyon basamagi aracilik
etmektedir. Bu mekanizmanin benzeri Gram negatif bakterilerin kullandigi LuxR QS
sistemidir. Her Gram pozitif bakteri, diger bakteriler tarafindan kullanilan sinyalden
farkli bir sinyal kullanmakta ve ayn1 kokenden gelen reseptorler, bu sinyallerin yapisina

kars1 kuvvetle hassas bir yap1 sergilemektedirler. Boylece LuxR sisteminde oldugu gibi



26

peptidler, tiirler arasi iletisimde kullanilmaktadirlar. Peptid sinyalleri, membranin bir
tarafindan diger tarafina difiize olmadigindan dolayr sinyaller, bu is i¢in kullanilan

olipeptid tasiyicilar araciliiyla salinmaktadirlar (Waters ve Bassler, 2005).

QS, ¢esitli durumlar araciligiyla inhibe edilebilmektedir. QS’1 inhibe eden bir inhibitor,
AHL biyosenteziyle ilgili olan enoyl-ACP rediiktazin inhibitorii olan triklosandir. Bu
molekiil, AHLs {iiretimini azaltarak, bakteriyal QS’i bloke edilebilecegi gibi bakteriyal
AHL sinyalleri pH’1in 7’nin iizerine ¢ikarilmasiyla da inhibe edilebilmektedir. Bu
uygulama, oOzellikle kisa zincirli AHLs’nin yikimina sebep olmaktadir. Yapilan
laboratuar calismalar1 sonucunda uygulanan alkali pH’in, mikrobiyal AHLs
konsantrasyonunu Onemli Ol¢lide azalttigi bulunmustur. Bunun disinda enzimler
kullanilarak da AHLs inaktive dilebilmektedir. Baz1 bakterilerden elde edilen AHL
laktonaz ve AHL- agilaz adi verilen iki grup AHL yikici enzim tanimlanmistir
(Dobretsov ve dig., 2009).

2.4. SU SISTEMLERINDE BiYOFIiLM TABAKASININ ONEMi

Sogutma kuleleri, gectigimiz yilizyildan bu yana proses sularinin sicakligini diisiirmek
i¢in kullanilan araglardir. Sogutma kuleleri, endiistriyel sistemlerde sogutucu 6zellige
sahip kimyasal maddeler kullanmadan, sudan 1sty1 uzaklastiran araglar olarak
tanimlanmaktadir. Sogutma kulelerinin temel fonksiyonu, sirkiile edilen sudan
buharlagma yoluyla 1sinin atmosfere transfer edilmesidir. Sogutma kuleleri, mikrobiyal
lireme ve yayllma i¢in essiz bir ortam saglamaktadirlar. Bu araglar, genel olarak i¢inde
sicakligim 25 °C ve 35 °C arasinda korundugu oldukga biiyiik su rezervuarlaridir. L.
pneumophila’nin makrofajlar ve amip i¢indeki hayat devirleri birbirine benzemektedir.
Sistemde bulunan mikroorganizmalar ve mikrobiyal tireme igin gerekli olan besinler,
sisteme alinan suyun i¢inde bulunabilmekte veya atmosferden gelebilmektedirler. Kule
iginde kullanilan Antiscalant adi verilen kire¢ Onleyiciler veya ¢inko bagli korozyon
inhibitorii gibi pek c¢ok maddenin, kule igerisinde mikroorganizmalarin iiremesini

hizlandiran besinler sagladigi ortaya ¢ikmistir (Mc Grane, 1994, Liu ve dig., 2009).

Sogutma kulesi icindeki mikroorganizmalar ikiye ayrilmaktadirlar. Ik grup, gegici veya

aktif olarak cogalan planktonik fazda bulunan mikroorganizmalardan olusmaktadir.
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Ikinci grup ise, biyofilm yapisinda bulunan mikrobiyal floradir. Sogutma kulesi icinde
bulunan biyofilmin olusumu, yiizeydeki mikroorganizmalarin devamliligini saglamakla
birlikte biyofilmde bulunan organizmalar da, sogutma kulesindeki biyokiitlenin
¢ogunlugunu olusturmaktadirlar. Sisteme su girisinin hemen ardindan organik
molekiiller gruplasarak sartlanma faktorii adi altinda yiizeye tutunmaktadirlar ve bu
sartlanma faktorii yiizey yiikiinii notralize ederek bakterinin ylizeye tutunmasina
yardimci olmaktadir. Baglangic asamasinda, oncii bakteri, elektrostatik etkilesimler ve
fiziksel giiglerle yiizeye tutunmakta, ardindan kardes hiicrelerin yapiya eklenmesi ile
EPS iiretilerek olgun biyofilm meydana getirilmektedir (Critcheley ve Bentham, 2007,
Tanji ve dig., 2007).

Sistem i¢inde meydana gelen biyofilm tabakasi, endiistriyel agidan, boruda sivi
sirtiinme direncinde artmaya, hidrolik sistemin tikanmasindan dolay1 enerji veriminde
azalmaya, kirlenen yilizeylerden dolay1 1s1 transfer direncinde artmaya, biyokorozyona
ve su kalitesinde diigmeye neden olmaktadir (Macdonald ve dig., 2000, Liu ve dig.,
2009). Sogutma kulelerinde patojen mikroorganizmalarin bulunmasi 6nemli toplumsal
saglik risklerini ortaya ¢ikarmaktadir. Sogutma kulesi i¢inde sicaklign 25-35 °C arasinda
olan suyun bulunmasi, Legionella tiirleri gibi termotolerant mikroorganizmalarin
tiremesi i¢in uygun bir ortam saglamaktadir. Sogutma kulesinin Legionella tarafindan
kolonizasyonunun ardindan fan ile aerosollerin iiretimi, Legionella salgininin baslica
kaynaklarindan biri olarak tamimlanmaktadir. Legionella tasinmasi temel olarak
mikroorganizma igeren aerosollerin tenefiis edilmesiyle iliskilidir. Sogutma kuleleri
Lejyoner hastaligi salgininin ve ilgili hastaliklarin yayilmasinda onemlidir. Zira bu
araglar, {rettikleri aerosollerle bakterilerin uzak mesafelere yayillmasina neden
olmaktadirlar (Sabria ve dig., 2006, Liu ve dig., 2009). Legionella disinda patojenik
E.coli ve gastrik iilser gibi pek ¢ok hastaligin nedeni olan Helicobacter pylori de,
yapilan c¢aligsmalarda sistemlerden izole edilen bakterilerden bazilaridir (Boe-Hansen,

2001).

Sogutma kuleleri disinda mikroorganizmalar, sicak su sistemleri, kullanim suyu dagitim
sistemleri ve igme suyu sebekeleri gibi pek ¢ok endiistriyel sistemde de
bulunabilmektedir. Mikrobiyolojik olarak limitler altinda bakteri tasiyan su, dagitim

sistemine girdigi zaman tiiketici musluguna ulasmadan dnce bozulmaya ugrayabilmekte
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ve mikroorganizmalar tarafindan meydana getirilen kontaminasyon, hava vanasi, su
terazisi, gliglendirici pompa, servis kaynaklari, ¢capraz baglanti noktalari gibi bolgelerde
olusabilmektedir. Dagitim sistemlerinde en fazla bulunan mikroorganizmalar;
Acinetobacter, Aeromonas, Listeria, Flavobacterium, Mycobacterium, Pseudomonas ve
Plesiomonas cinsleridir. Bu organizmalardan bazilar1 firsat¢1 patojen olarak
diistiniilmektedir. Dagitim sistemlerinde meydana gelen biyofilm yapisi da, sogutma
kulelerinde oldugu gibi bakterilerin hayatta kalmalarin1 saglamaktadir (Scvurppp-w2Kk,
1997).

Sicak su sistemlerinde, bakterilerin bulunmasi ile ilgili olarak bazi problemler
goriilmektedir. Apartmanlarda meydana gelen problemler, deri alerjisi, suda kotii koku
ve 1s1 transfer direncinin artmasi gibi problemleri kapsamakta olup yapilan ¢alismalarin
sonucunda, sicak sularda bulunan heterotrofik bakteri sayisinin, soguk sudaki seviyeden
daha fazla oldugu goriilmektedir. Farkli sicak su sistemlerindeki bakteri seviyesi
olgtimlerinde HBS, 37 °C ve 65 °C arasindaki sicaklik degerlerindeki inkiibasyonda 104
KOB (koloni olusturan birim)/mL’nin iizerinde olarak gosterilmektedir. Sicak su
sistemlerindeki HBS ve koliformlarin sayisi, dagitim sisteminde suyun uzun siire
sistemde kalmasi, sistemdeki bakteri oliimleri, korozyon ve yiiksek su sicakligindan

dolayidir (Bagh ve dig., 2003).

Bakteriyolojik agidan giivenli igme suyu, hem igme suyu sirketleri hem de diinya
genelinde hiikiimetlerin ulagmaya calistig1 temel amaclardan biridir. Ancak, bakteriyal,
viral, parazitik mikroorganizmalarin neden oldugu su kaynakli hastaliklarin meydana
gelme sikligl, tim diinyada hala ekonomik bir yiik olmanin yaninda sosyal bir
sorumluluktur. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ne gore sanitasyon ve hijyenden dolayz,
giivenli olmayan sulardan kaynaklanan hastaliklar nedeniyle her yil tim diinya
genelinde 1.7 milyon kisi hayatinin kaybetmektedir. Islenmis sulardaki
mikroorganizmalarin hayatta kalabilmesinin, boru materyali ile suyun kesisim
noktalarinda meydana gelen biyofilmle iligkili oldugu diisiiniilmektedir (Simones ve
dig., 2006). Dahasi, igme suyundaki mikroorganizmalarin hayatta kalabilmeleri ve
tiremelerini tesvik eden biyofilmlerde su kaynakli patojen mikroorganizmalarin
birikmesi, igme suyu dagitim sistemi uygulamalar1 ve toplum saglig1 i¢in ana sorundur.

Sistem igine mikroorganizmalar, ¢atlaklar, sizintilar ve etkili olmayan uygulamalar
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aracihigiyla girmektedirler. Su ve yiizey arasina ve boru duvarma tutunan
mikroorganizmalar Escherichia coli, Bacillus atrophaeus, Legionella, Mycobacterium,

Cryptosporidium ve gesitli virtisler olarak belirtilmektedir (Paris ve dig., 2008).

2.5. MODEL SiSTEMLER

fcme suyu ve endiistriyel su dagitim sistemlerinin kapsamli ve kompleks olmasindan
dolay1, biyofilmin iireme ve sayisal degerlerine ulasmak i¢in laboratuar 6lgekli model
sistemler gelistirilmislerdir. Cok fazla degisken ve algoritmalar1 kapsayan bu modeller,
biyofilm hiicreleri ve sucul cevreleri arasinda bulunan etkilesimlere simiilasyon
yapmaktadirlar. Bu sistemlerin pek ¢ogu, yiizeyden toplanan hiicrelerin dl¢imii ile
uygun besiyerleri veya direk mikroskobik sayim teknikleri kullanarak, biyofilm
yapisini, oran veya biiyiikliigiinii hesaplamaya dayanmaktadir. Bu modeller kolay ve
giivenli bir sekilde belirlenemeyen parametrelerin glivenli bir sekilde anlagilmasina yol

gostermektedirler (Butterfield ve dig., 2002, Donlan ve dig., 2004).

Bir ¢aligmada kullanilan model sistemin giivenilir olmasi i¢in ger¢egi miimkiin olan en
iyi derecede yansitabilir olmas1 gerekmektedir. Uzerinde ¢alisilan model sistemler statik
ya da dinamik olabilir. Bir beher ya da Petri kutusundan bile olusabilen statik sistemler,
dinamik olanlara gére daha temel yaklagimlari izlemek i¢in tercih edilmektedirler.
Basit, hizli ve fazla tekrar imkam agisindan avantajli olsalar da bu sistemler, dinamik
parametrelerin incelenmesinde yetersiz kalmaktadirlar. Bu nedenle dinamik sistemlerin
deneysel kullanimi daha yaygindir (Lawrenge ve dig., 2002, Rayner ve Lappin-Scott,
2002). Dinamik sistemler, karmasik gevresel kosullara adapte edilebilen reaktorleri
kapsamaktadirlar. Bu amagcla; igine cam kuponlar yerlestirilerek biyofilm olusumu
saglanan halka seklinde reaktorler, sistem icindeki suyun belli bir kismi sirkiile
edilirken bir kisminin sistemden siirekli olarak disar1 akitildigi boru sistemleri,
buharlagsma ile kaybedilen suyun eklendigi suyun sirkiile edildigi sogutma kulesi
sistemleri dinamik sistemler olarak kullanilmaktadirlar (Man ve Franca, 1998,
Ndiongue ve dig., 2004, Tiiretgen, 2004, Liu ve dig., 2006, Liu ve dig., 2009).

Model sistemlerden yararlanilarak sicaklik ve yilizey kompozisyonu gibi fiziksel

etmenlerin, pH, madde yogunlugu, ¢oziinmiis oksijen miktar1 gibi kimyasal etmenlerin
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ve mikroorganizmalarin tipi, mikroorganizma konsantrasyonu gibi biyolojik etmenlerin
biyofilm olusumu iizerine olan etkisi arastirilabilmektedir. Yine bu sistemler sayesinde,
biyofilmin kalinlig1 ve yapis1 direkt olarak saptanabilirken, farkli yontemler kullanilarak
biyofilmin hidrodinamigi, icerigi ve icerisinde bulunan mikroorganizma miktar: da
tespit edilebilmektedir (Rayner ve Lappin-Scott, 2002). Iyi bir model sistemde
mikrobiyal aktiviteyi etkileyen eylemsel ve ¢evresel parametreler ideal olarak kontrol
edilebilmeli veya en azindan izlenebilmelidir. Pratikte, en azindan parametrelerin genis
bir araligi gibi durumlarin kontrol edilebilmesi/izlenmesi miimkiin olmalidir. Su ve
biyofilm 6rnekleri sistemden kolayca alinabilmeli, sistemin sicakligi ayarlanabilmeli,
farkli biyofilm 6rnekleri elde edilebilmeli, hidrolik sartlar1 belirli ve kontrol edilebilir
olmali, havalandirma oksijen yogunlugunu arttirabileceginden dolayr hava ve sivi
etkilesimi en az olmali, Sistemin c¢alismasi gilivenilir olmali ve kapali bir sistem

olmalidir (Boe-Hansen ve dig., 2003).

2.6. CESITLI CEVRESEL SARTLARIN MiKROORGANIZMALAR UZERINE
ETKILERI

2.6.1. Sicakhik

Yasayan biitlin canli mikroorganizmalar ¢evresel degisimlere adapte olmak
zorundadirlar. Cevresel streslere karsi adaptasyon organizmalarin, soguk soku, sicaklik
soku, asit soku, basing ve ozmotik stres gibi mikroorganizmalar i¢in 6ldiiriicii olan
dramatik degisimler karsisinda hayatta kalabilmeleri i¢in gereklidir (Ulusu ve Tezcan,
2001). Her mikroorganizma tiirliniin sicakliga cevabi kardinal sicaklik degerleri
tarafindan karakterize edilmektedir. Kardinal degerler, lireme i¢in sicakligin en yiiksek
ve en diisiik limitleridir. Ureme igin en uygun sicaklik bu iki deger arasinda yer almakta
olup sicaklik yiikselmeleri, anahtar hiicre bilesenlerinin bozulmasina neden olmaktadir.
Meydana gelen bozulma, eski haline gelebilme oranmmi asmis ise bunun sonucunda
hiicre fonksiyonlarinda bozulmalar meydana gelmektedir. Diisiik sicaklikta ise, 6zellikle
zar araciliiyla besinlerini aktif tagima ile tagiyan bakteriyal hiicreler daha sert bir hale
gelmektedirler. Diisiik sicaklik besinlerin aktif tasinmasini azaltmakla beraber zar,
disiik sicaklik sartlar1 altinda daha az gegirgen hale gelmektedir. Sicakliga

adaptasyonun bazi dereceleri, zar gibi anahtar yapilarin veya hiicresel islemleri koruyan
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sicaklik soku proteinlerinin {iretilmesi gibi modifikasyonlar ile miimkiin olabilmektedir

(Nedwell, 1999, Boivin ve dig., 2005).

2.6.1.1. Hiicre zarimin diisiik sicakliga adapte olmast

Yapilan pek cok calismada, zar yapisit veya kompozisyonunun, sicaklifa cevap olarak
nasil degistigi, farkli sicaklik rejimlerinin tiir i¢i veya tiirler arasi adaptasyonu
arastirllmistir. Mikroorganizmalar (psikrofil ve psikrotolereant), diisiik sicakliktaki
cevrelere adapte olabilmektedirler. Zardaki doymamis yag oraninin artmasi ve
dallanmis yag zinciri oraninin degismesiyle tiirler orta (mezofil) ve yiiksek derecedeki
sicakliklara (termofil) adapte olabilmektedirler. Zar lipitlerinin degisimindeki benzer
egilimler, tek tlir i¢inde sicaklik aralifinin diginda, iireme meydana geldigi zaman
gozlemlenmektedir. Buna ilaveten, soguk soku proteinleri de, diisik sicaklikla
miicadele edildigi durumlarda iiretilebilmektedir. Bazen de sicakliga cevap olarak hiicre
zart modifikasyonu ile iligkili olan desaturaz gibi enzimler iiretilebilir. Hiicre zarlari,
normal sartlar altinda akiskan fazda olup, fosfolipitlerin ve proteinlerin koloidal
soliisyonlaridir ve sadece bu akigkan fazda biyolojik olarak islevseldirler. Sicaklik
diismesi gibi durumlarda, zarlar akiskanligin azalmasiyla birlikte gittikge artarak
yapiskan hale gelmekte ve bazi sicakliklarda biyolojik fonksiyonlarini kaybederek jel

fazina gegmektedirler (Nedwell, 1999).

Zarn lipit kompozisyonunda meydana gelen degisimler, diisen gevresel sicakliga cevap
olarak meydana gelmektedir. Bu durumda, biyolojik olarak fonksiyonel olan akiskan
fazda, disiik sicaklik kosullart altinda dahi, hiicre zarinin devamlilig1 saglanir ve soz
konusu olan bu degisimler homeoviskoz adaptasyon olarak adlandirilmaktadir.
Doymamus lipitler, esdeger doymus lipitlerden daha diisiik erime sicakligina sahipken,
dallanmig lipitler aymi derecede yiiksek erime sicaklifina sahiptirler. Zar yapisi
degisirken, sicaklik diisiisiine karsi zardaki doymamis yag orani artmakta ve bu sayede
diisiik sicaklikta fonksiyonel olan akigskan yapida zarin devamliligi saglanmaktadir.
Buna karsin, termofillerin zarinda bulunan yiliksek orandaki doymus ve dallanmig
lipitler, sicaklikla faz degisirken artmakta ve yiiksek sicaklik degerlerinde kararlilik
saglanmaktadir. Fakat zarin sertlestigi ve tireme icin olduk¢a yiiksek sicaklik
degerlerinin s6z konusu oldugu sartlar altinda hiicre, biyolojik olarak fonksiyonunu
kaybetmektedir. Zar i¢ine gomiilii halde bulunan solunum ve tasinma gibi anahtar

proteinleri kapsayan proteinler, sadece zar akiskan fazda iken fonksiyoneldirler ve kati
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faza geciste aktivitelerini durdurmaktadirlar (Nedwell, 1999). Ekstrem sicaklik
kosullart ile miicadelede, zar kompozisyonunun ve fonksiyonun etkisine ek olarak,
soguk soku proteinleri de 6nemli yer tutmaktadir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda,
bazi bakterilerde diisiikk sicaklikta tesvik edilen bir grup protein, kimyasal olarak
tanimlanmiglardir. Bu proteinler, CIP (sogukla tesvik edilen proteinler) veya CSP
(soguk soku proteinleri) olarak adlandiriimakla birlikte diisiik sicaklikta hiicrelerin

canliliklarint muhafaza etmelerini saglamaktadirlar (Ulusu ve Tezcan, 2001).

2.7.2. pH

Bakteriyel tireme lizerine diisiik pH’1n zararli etkileri daha 6nceden yapilan ¢aligmalarla
ortaya ¢ikarilmis olmakla birlikte mekanizmanin igerigi tam olarak anlagilamamaigtir.
Durumu agiklamak igin gelistirilen ve kemiozmotik teori olarak adlandirilan teoriye
gore, diisiik pH’da iiremenin engellenmesi, proton gradienti meydana getirme amaciyla,
hiicre zarmin bir tarafindan diger tarafina tasinan protonlarin yetersiz enerjisinden
kaynaklanmaktadir. Bu durum su sekilde agiklanabilir; zarlar, protonlar i¢in gegirgen
olamayabilir, tiremenin kismi olarak engellenmesi, zar potansiyelinin devamlilig1 i¢in
gerekli olan enerjinin tasarrufundan kaynaklanmaktadir. Genel olarak nétre yakin olan
hiicre i¢ci pH, bakterinin devamliligin1 saglamaktadir. Buna karsin hiicre i¢i pH,
hiicrenin asidik ortamin hiikmii altina girmesiyle epeyce azalabilmektedir. Bazi
enzimler pH’a kars1 belirgin sekilde hassas olmalar1 nedeniyle de, diisiik pH’daki iireme
engellenmeleri, hiicresel bilesenlerdeki H* iyonlarmin direkt etkisi tarafindan meydana
gelebilmektedir. Bununla birlikte benzer direk etkiler, zorunlu olarak ireme

verimliliginde azalmaya da sebebiyet vermeyebilirler (Russell ve Dombrowski, 1980).

Pek cok bakteri tiirlinlin metabolizmasi ve iiremesi bakterinin i¢inde bulundugu
cevrenin pH’indan etkilenmektedir. Bu nedenle, dagitim sistemlerinde bulunan suda
meydana gelen pH degisimleri, bazi mikroorganizmalarin kontrolii i¢in etkili bir
mekanizma olabilmektedir. Bakteri iiremelerinden dolayr meydana gelen biyofilmler,
pH’daki kiiciik degisimlerden serbest halde bulunan mikroorganizmalara kiyasla daha
az etkilenmektedirler. Ortam pH’inin biyofilm iizerine etkisinin arastirildigi benzer bir
calismada, dagitim sistemlerindeki suyun pH’inin azaltilmasiyla birlikte, biyofilm

yogunlugunda anlamli bir azalmaya neden oldugu sonucuna ulasilmistir. Caligma
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sonuglari, diisik pH uygulamalarinin, dagitim sisteminin yiizeyindeki biyofilmi ortadan

kaldirmada etkili bir yol oldugunu ileri siirmektedir (Tosun ve Aktug, 2005).

E.coli ile yapilan benzer ¢alismalarda da, sabit fazdaki bakterilerin logaritmik fazdaki
bakterilere gore, aside karsi oldukca direngli oldugu gosterilmektedir. Sitoplazmanin
tamponlama kapasitesi, diisik proton gegirgenligi ve protonlarin zara bagli olarak
proton pompasi tarafindan disar1 pompalanmasi, asit diren¢ mekanizmasinda 6énemli rol
oynamaktadir. Bu sistemler normalde, protein sentez inhibitorlerinin bulundugu
durumlarda fonksiyoneldirler. Ekstrem asidik stres ajanlarindan korunmak igin alternatif
bir mekanizma ise pH homeostasi sistemi ATR (acid tolerance response) dir. E. coli
tizerinde yapilan benzer bir calismada oksidatif veya fermentatif mekanizmaya baglh
olarak, glutamat dekarboksilaz, arginin dekarboksilaz ve asitle tesvik edilen oksidatif
sistem olarak adlandirilan, farkli asit direng sistemleri ortaya g¢ikarilmistir (Lin ve

dig.,1996).

Foster ve Hall (1990) tarafindan, S. typhimurium f{izerinde yapilmis olan benzer bir
calismada da, bu bakterinin pH 3-4 gibi asidik pH’da hayatta kalabilme yetenegine
sahip oldugu ortaya konmustur. Bu ve benzeri asit direng mekanizmalarinin sonucunda
tiretimi  gerceklestirilen proteinlerin, hiicreleri asit zararlarindan korudugu ve
tyilestirilmesinden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Hiicrelerin asit stresine maruz
birakildig1 sartlar altinda tiretilen asit soku proteinlerinin tiretilmesinin sonucunu olarak,
E. coli’nin pH 4.5’de 2 saat iginde asit toleransinda maksimum artis gosterdigi ortaya
cikmistir. Heyde ve Portalier (1990) tarafindan asit soku proteinleri ile ilgili benzer bir
calismada, pH 6.9’dan pH 4.3’¢ diislis sonucunda, en az 16 tane polipeptit iiretiminin
tesvik edildigi bulunmustur. Aside karsi adaptasyona ragmen, aside adapte olmus veya
asit sokuna ugramis hiicreler, pH 2.5’i tolere edememektedirler. Asit toleransindan
sorumlu sistemlerin optimum, pH 3‘te etkili olduklari, pH 2.5°te etkilerini kaybettikleri

ortaya ¢ikmistir (Tosun ve Aktug, 2005).

2.6.3. Ozmotik sok

Biyofilmin mikroorganizmalari korudugu diger bir 6nemli stres faktorii ise ozmotik
soktur. Biyofilm organizasyonu ¢esitli antimikrobiyal ajanlara karsi bakteri direncinin

artmasini saglamakla birlikte, biyofilm i¢inde iiremenin, ¢evresel streslerden hiicreyi
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koruyan genel stres direncini tesvik ettigi goriilmektedir. Mikroorganizmalar, ozmo-
koruyucular gibi uygun ¢o6ziinen maddelerin hiicre i¢i akiimiilasyonu araciligiyla
hiperozmotik sok ile bas edebilmektedirler. Hiperozmotik sok ile miicadelenin basrol
oyuncusu, mikroorganizmalarin ozmotoleransini oldukca arttiran, c¢evresel ortamdan
akiimiile olmus uygun koruyuculardir. Glisin betain ¢esitli bakteriler tarafindan

kullanilan en etkili ozmo-koruyucudur (Fare’s, 2007).

Ozmotik sok ile karsilagan hiicrelerin gosterdigi direng ile ilgili olarak yapilan benzer
bir caligmada, 0.5 M tuz c¢ozeltisi ile 24 saat inkiibasyona birakilmis Orneklerde
biyofilm miktarinin 2-3 kat azaldig1 gézlenmistir. Yapilan calismada stres yoklugunda,
biyofilm ¢apt 12 mm iken, hiperozmotik sok uygulamasi sonucunda c¢apin %50
oraninda azaldig1 ortaya ¢ikmistir. Hiicrelerin ozmotik soka maruz birakildig kosullarda
ortama disaridan ilave edilen ve bir ozmo-koruyucu olan glisin betain’in, biyofilm
yapisint kismen yeniledigi yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur. Normal sartlarda 12
mm olan biyofilm kalinligi, ozmotik sok ile 6 mm’ye kadar diisiiriilmistiir. Bu
muamelenin ardindan Glisin betain’nin ortama eklenmesi ile yapilan ozmotik sok
caligmasinin sonucunda ise ¢apta 10 mm’ye kadar artis oldugu gozlenmistir (Fare’s,

2007).

Yapilan diger benzer bir ¢alismanin sonucunda ise, 0zmotik sok meydana geldigi zaman
biyofilm yapisinin degistigi fakat tamamen inhibe olmadigi gorilmiistiir. Biyofilm
gelisiminin yiiksek tuzluluga ragmen daha yavas olmakla birlikte, hala devam ettigi
tahmin edilmektedir. Ozmotik sok uygulamasi esnasinda uygun fizyolojik faz olan
eksponansiyal fazdan alinan hiicrelerin, yiiksek tuzluluga karsi daha iyi bir direngle
cevap verdikleri ortaya c¢ikmustir. Yapilan g¢alismada ozmo-koruyucularin, yliksek
ozmotik sok uygulamalarinda iyi bir koruyucu etkiye sahip oldugu sonucuna
ulagilmistir. Benzer c¢alismalar gostermektedir, yiiksek ozmo-koruyucu yogunlugu,
hiicreleri tuzluluk veya diger yikici ajanlarin engelleyici etkisinden korumada 6nemli rol
oynamaktadir (Fare’s, 2007).

Hiperozmotik strese cevapta hiicre hassasiyeti yiliksek oranda iireme fazina baghdir.
Maksimum duyarlilik eksponansiyal fazda goriiliirken, duragan fazda duyarlilik en az

seviyeye diismektedir. Hiperozmotik sokun hiicrelerin metabolik aktivitelerinin
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yavagslatilmasina neden olmasindan dolay1 bu evrede mikroorganizmalar, enerji yiikiinii
daha hizli olarak parcalamakta ve besin tasima kapasitesini azaltmaktadirlar
(Troussellier ve dig., 1998). Eisenstark ve dig., (1996) tarafindan daha 6nceden yapilan
benzer calismalar, E. coli gibi bakterilerin olumsuz kosullarda diren¢ mekanizmasi
gelistirebildiklerini ortaya koymustur. Bakteri genetigi lizerine yapilmis ¢alismalar da
bu bakterilerin besin azligi, hiperozmotik veya asidik stres gibi farkli ¢evresel stres
sartlarinda anti-stres cevap iretebildikleri gézlenmistir. E. coli’de bu anti-stres cevap,
Rpos geni tarafindan kodlanan sigma faktorii aracilifiyla gerceklesmektedir. Munro ve
dig., (1995) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada, s6z konusu RpoS geninin koruyucu
etkisi, duragan fazdaki E. coli ve Salmonella typhimurium hiicrelerinde gosterilmistir.
Yapilan tim bu sonuglarda ortaya ¢ikan ortak sonug, ‘bu geni tasiyan
mikroorganizmalar, hiperozmotik soka daha hassastirlar ve bu gen ozmotik soktan
korunmadan sorumludur’ seklindedir. Benzer bir baska ¢alismaya gore, ozmotik stres
sartlart altinda ozmo-koruyucu olan glisin betain’in taginmasi igin kodlanan RpoP ve
RpoU ozmoregiilasyon genlerinin anlatimi tesvik edilmekte ve bu tesvik ozmolaritenin

artmasiyla ger¢eklesmektedir (Troussellier ve dig., 1998).

2.6.4. Dezenfeksiyon

Biyofilm yapisinda bulunan ekzopolimer matriks i¢ine gémiilii halde bulunan hiicreler,
antimikrobiyal ajanlardan s6z konusu matriks araciligiyla kismen korunmaktadirlar.
Matriks tarafindan saglanan fiziksel direncin disinda, bu hiicreler gerekli besin ve
oksijene ulasma imkanlar1 az oldugundan dolayi, biiyiik olasilikla daha diisiik metabolik
aktivite gostermektedirler. Biyofilm hiicreleri aglikta veya uyku fazinda oldugunda
diger hiicrelerden daha kiigiiktiirler. Bu spesifik ¢evrenin sonucunda hiicreler madde
transportunu azaltmakla birlikte hiicre fenotipinde, enzimatik aktivitesinde, duvar
kompozisyonunda ve ylizey yapisinda onemli degisiklikler meydana gelmektedir.
Dahasi, bu hiicre degiskenlikleri biyosit, antibiyotik ve antikor hedeflerini
degistirmektedir. Bu degisim sonucunda dezenfekte edici ajanlarin, bakteride bulunan
hedeflere ulasmasi kontrol edilmektedir. Bu nedenle biyofilm yapisinda bulunan
hiicreler, siispanse halde bulunan planktonik hiicrelere kiyasla ¢ogu antimikrobiyal
ajana kars1 oldukca direnglidirler (Cochran ve dig., 2000, Donlan ve dig., 2003, Codony
ve dig., 2005, Sardeau ve dig., 2006).
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Biyofilm yapisinda bulunan bakterilerin, siirfaktan, biyosit ve antibiyotiklere karsi

gosterdikleri direng kisaca 3 mekanizma ile miimkiin olmaktadir.

1- Biyofilm yapisinda bulunan bazi hiicreler besin sikintisin1 yasamalarinin ardindan
yavag iireme veya aglik durumuna gecerler. Yavag iireyen veya hi¢ iiremeyen bu
hiicreler, pek ¢ok antimikrobiyal ajan karsisinda daha direncli hale gegmektedirler.

2- Biyofilm’in kuru agirhiginin %90’indan fazlasim meydana getiren polimer-
eksopolisakkarit {iretimi, pek ¢ok ajanin biyofilmin dip kisimlarina kadar ulagmasini
engellemektedir.

3- Biyofilmde bulunan bazi hiicreler farkli ve koruyucu biyofilm fenotipi
tistlenmektedirler. Bu fenotip, ylizeyde biyolojik olarak programlanmis tireme yanitidir.
Yiizeyde bulunan hiicreler, baz1 dezenfektanlarin etkinligini azaltabilirler veya anyonik
ve hidrofobik yapida olan igeriklere karsin daha alt kisimda bulunan hiicreler igin
koruyucu bir bariyer olarak is gorebilmektedirler. S6z konusu bu direng
mekanizmasinda, bazi dezenfektanlara karsi direngte, yiizeyde bulunan bakterilerin
dezenfektan ile temas etmesiyle dezenfektani etkisiz hale getirmesinin yaninda, bu
islevi gerceklestiremeyen hiicreler, dezenfektanla karsilagsmalar1 sonucunda Olerek bir
katman meydana getirirler ve bu katman sayede dezenfektanin daha alt kisimda bulunan

hiicrelerle temasi engellenmektedir (Donlan ve dig., 2002, Szymanska, 2003).

Biyofilmle miicadelede kullanilan farkli yapidaki dezenfektanlarda biri de
monokloramindir. Monokloramin, 1916 yilindan beri igme suyu dezenfeksiyonunda
kullanilan, amonyak ve serbest klorun sudaki reaksiyonu sonucu meydana gelen bir
dezenfektan tiiriidiir. Dezenfeksiyon aktivitesi serbest yaygin olarak kullanilan klora
oranla daha yavastir ve bu sebeple de baslangic dezenfektani olarak daha az
kullanilmaktadir. Diger taraftan monokloramin, yliksek sicaklik ve pH’da degisimin
meydana geldigi kosullarda bile klordan daha kararli bir yapida olmasi sebebiyle
sistemde uzun siireli olarak kalabilmektedir. Bunun sonucunda da rezidual dezenfektan
olarak kullanilmakta ve dagitim sisteminin uzun siireli olarak dezenfekte edilmesini
saglamaktadir. Monokloraminin diger 6nemli bir 6zelligi ise, serbest klordan daha kolay
olarak biyofilm igine girebilmesi ve boylece biyofilmle miicadelede daha olumlu
sonuglar vermesidir (Kool ve dig., 1999). Tiretgen (2004) tarafindan yapilan

monokloraminin sogutma kulesindeki biyofilm {izerine etkinliginin incelendigi
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caligmada 1.5 ppm monokloraminin 180 d muamelesi sonucunda HBS bakteri sayisinda
3 log azalma gozlenmistir. Yapilan ¢alismada klorun monokloramine oranla biyofilm
bakterileri tizerinde daha az etkili oldugu ortaya ¢ikmistir. Ayrica ¢alismada elde edilen
diger bir sonug¢ ise monokloraminin bakteriyal {iremeyi etkili olarak kontrol etmede hem
laboratuar hem de gergek sistemlerde kullanilabilecegidir (Tiretgen, 2004). Amerikan
Cevre Koruma Ajansi (EPA), dezenfektanlar ve dezenfeksiyon yan iirtinleri ile iliskili
olarak, kanserin de dahil oldugu pek c¢ok saglik problemini azaltmaya yonelik olarak
hazirladig1 yonetmelikte, pek ¢ok aritim tesisinde kalinti dezenfektan olarak serbest
klorun yerine monokloramin kullanilmasini 6nermektedir. Bu 6nerinin sebebi olarak da,
monokloramin kullaniminin, trihalometan ve haloasetik asit gibi saglik agisindan ciddi
tehditler olusturan yan iriinlerin olusumunu minimuma indirmesidir (Kool ve dig.,

1999).

Biyofilmin her agidan iyi taninmasi, biyofilmlerle miicadelede iizerinde durulmasi
gereken Onemli bir konudur. Bu konuda Jacangelo ve Olivieri (1985) tarafindan
gerceklestirilen galisma sonucunda monokloraminin, niikleik asit, triptofan ve siilfiir
iceren amino asitlerle reaksiyona girdiklerini gosterilmekle beraber, riboz gibi sekerlere
etkili olmadigin1 belirtmiglerdir. Baska bir ¢alisma sonucu da, ayni sekilde
monokloraminin ekstraselliilar polisakkaritlerle reaksiyona girmedigini
gosterilmektedir. Serbest klorun ise genis gesitlilikteki bilesenlerle reaksiyona girdigi
bilinmektedir. Bu farkliliklar, monokloraminin biyofilm yapisinda bulunan seker ve
amino asitlerle reaksiyona girmedigini ve bunun sonucunda da etkinligi kaybetmeden
biyofilm i¢ine girebildigini ve mikroorganizmalarla reaksiyona girerek onlari etkisiz
hale getirdigi sonucuna ulagilmaktadir. Fakat serbest Klorun ise, biyofilme tamamen
girmeden Once yapida bulunan c¢esitli bilesenlerle girdigi reaksiyona sonucunda
tilkendigi ve bunun sonucu olarak da, biyofilm bakterileri iizerinde etkinliginin kisitl

oldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmektedir (Lechevallier, 1988).

Model sistemde meydana getirilen P. aeruginosa biyofilmi iizerine serbest klor ve
monokloraminin etkisini incelemek igin yapilan ¢alismada, biyofilm inaktivasyonunda,
4 ppm monokloraminin, 10.8 ppm serbest klordan daha etkili oldugu ortaya ¢ikmuistir.
Yapilan caligma sonucunda biyofilmdeki toplam ve kiiltiire edilebilen hiicre

yogunlugunun, monokloraminin yapida uzun siireli olarak aktivitesini korumasina
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paralel olarak, rezidual konsantrasyonunun artmasiyla beraber azaldig ortaya ¢ikmustir.
Biyofilmdeki bakteri seviyesindeki degisim, rezidual monokloraminin 6nemli 6l¢iide
yiiksek olmasindan etkilenmektedir. Yapilan ¢alisma sonucunda, biyofilmdeki HBS
konsantrasyonunun rezidual monokloramin arttikca kademeli olarak azaldigi

goriilmiistiir (Park ve Kim, 2008).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. SU SIRKULASYON TANKI VE iSLETIM KOSULLARI

Deneyde 100 cm yiiksekliginde, 45 cm ¢apinda 100 litre hacimli PE100’den (yliksek
yogunluklu polietilen) imal edilmis kapal1 devre su sirkiilasyon sistemi kullanilmustir.
Deney tankina su sirkiilasyonu saglayacak pompa eklenmis (550 W, 40 1/d) ve su
sicakligini 32°C’de sabit tutacak bir 1sitict yerlestirilerek sistem, 6 aylik deney siiresince
kesintisiz olarak calistirillmistir. Deneyde, biyofilm olusturulacak yilizey olarak, 2 mm
kalinliginda 18 cm? (9x2) alana sahip mikroskop lamlar1 kullanilmistir. Kuponlarin
sistem icinde herhangi bir yiizeye ve birbirlerine degmeden sabit bir sekilde
durabilmeleri i¢in kupon tutucular kullanilmistir. Kuponlar su tankina konmadan 6nce
deterjanla ¢esme suyunda yikanmis, distile su ile durulandiktan sonra sterilizasyon
amaciyla %70’lik etanole daldirildiktan sonra alevden gecirilmek suretiyle steril
edilmistir. Ayn1 yontemle steril edilen kupon tutucular ile birlikte cam kuponlar sisteme
yerlestirildikten sonra 100 1 sebeke suyuna deneysel olarak Mac Farland 4’e¢ gore
ayarlanmis L. pneumophila Serogrup 1 susu (ATCC 33152) eklenmistir. Su sisteminde
‘blowdown’ olarak adlandirilan, sirkiilasyon ve desarj ile sistemdeki suyunun
azalmasina bagli olarak, kontaminantlarin sistemde birikmesi siirecini Onlemek
amaciyla, azalan su miktari gesme suyu ile tamamlanmistir. ‘“Make-up’ olarak bilinen bu
islem sayesinde buharlasma veya blowdown ile uzaklasan suyun, sistemdeki suda
bulunan toplam ¢oziinmiis madde (TCM) miktarini artirmasi Onlenmektedir. Zira
engellenmedigi takdirde bu artis, suyun pH degerinin, konsantrasyonunun ve elektrolitik
Ozelliginin yiikselmesine yol agar ki, bu istenmeyen bir durumdur (Gleeson ve Gray,
1997). Sisteme, buharlagan suyun yerini tamamlamak amaciyla eklenen sebeke suyu ile
sisteminde bulunan partikiil, erimis mineral ve bakterilerin kontrolsiiz olarak artis
onlenmistir. Su sirkiilasyon sistemi ¢alistirildiktan sonraki 6 aylik deney siiresi boyunca,
birer aylik araliklarla sudan ¢ikarilan toplam 22 adet kupondan 2 tanesi kontrol
amactyla kullanilarak herhangi bir parametreye maruz birakilmamakla birlikte diger 20
adet kupon ise her bir parametre i¢in 2 adet olmak iizere, ¢esitli fiziksel ve kimyasal
parametrelere maruz birakilmigtir. Parametrelerle muamalenin ardindan kuponlarin
yiizeylerine tutunmus biyofilm orneklerindeki aktif olarak solunum yapan bakteriler,

toplam bakteri sayilari, aerobik heterotrofik bakteri sayilar1 ve L. pneumophila sayilari
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kaydedilmistir. Ayrica aylik olarak yiizeylerdeki karbonhidrat miktarlari, pH, ¢6ziinmiis
oksijen, toplam ¢Oziinmiis madde ve sicaklik degerleri Olciilmiistiir. Su sicaklig

Olctimleri sabit sicakligin kontrolii amaciyla yapilmistir.
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Desarj suyu <+ !
R
_>

SR

* _/'\

4 Yiizeyler .
Pompa b
> Su akis yonii v

Is1tict

NS N

Sekil 3.1: Model su sirkiilasyon sisteminin sematik diyagrami

3.2. BAKTERIYOLOJIK ANALIZ

Biyofilm 6rneklerinin bakteriyolojik agidan incelenmesi amaciyla 6 aylik siire ile aylik
olarak sistemden ¢ikarilan her bir kupondan, streril ekiivyonlar kullanilarak toplanan
ornekler, i¢inde 20 ml fosfat tamponu (PBS) bulanan steril posetler i¢ine alinarak
stomacher cihazi (UIL Instruments, 200 vurus/d) ile 90 s siire boyunca homojenize
edilmistir. Her analiz i¢in 2 farkli cam kupondan alinan siiriintiiden 3 tekrarli ekimler
yapilmistir. Aerobik heterotrofik bakterilerin liretimi ve sayisinin tespit edilmesi
amaciyla selektif olmayan R2A agar besiyerine biyofilm siispansiyonlarindan
hazirlanan sulandirim serilerinden (direk ekimden 10'2’ye kadar) 100 pl ekim yapilmig

ve 27 °C’ de 10 giin inkiibasyon sonunda olusan koloniler sayilmustir.

Toplanan biyofilm yapisinda bulunan L. pneumophila sayisinin belirlenmesi i¢in, fosfat
tamponu ile hazirlanan direkt siispansiyondan aliman 100 pl 6rnek BCYE (buffer
chorcoal yeast extract) agara yayma metoduyla ekilmis ve 37 °C de 14 giinliik

inkiibasyonun ardindan olusan koloniler sayilmistir.
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3.3. PARAMETRELERIN UYGULANMASI

Parametrelerin uygulanmasi amaciyla aylik olarak sistem ig¢inden 22 adet kupon

¢ikarilmistir.

3.3.1. pH Uygulamasi

Kuponlardan her ay 6 tanesi farkli pH degerleri karsisinda aerobik heterotrofik
bakteriler ve L. pneumophila sayisinda degisimleri gozlemek amaciyla 3 farkli pH
degerine maruz birakilmistir. Islemde pH 3, 5 ve 11 olmak iizere 3 farkli deger
kullanilmistir. Deneyde istenen pH degerine getirilerek steril edilen fosfat tamponlari
kullanilmistir. Hazirlanan pH ¢ozeltileri, steril salelere aseptik sartlarda konulmustur.
Ardindan her bir pH ¢6zeltisinin igine sistemden ¢ikarilan iki adet cam kupon koyularak
oda sicakliginda 24 saat siireyle beklenmistir. Siirenin sonunda ¢ikarilan her iki
kupondan steril ekiivyonlar kullanilarak toplanan 6rnekler i¢inde 20 ml fosfat tamponu
(PBS) bulanan steril posetler i¢ine alinarak stomacher cihazi ile 90 s siire boyunca
homojenize edilmistir. Elde edilen biyofilm siispansiyonlarindan 10'2’ye kadar

sulandirim serileri hazirlanmstir.

3.3.2. Sicaklik Uygulamasi

HB ve L. pneumophila’min farkli sicaklik degerlerindeki sayisal degisimini
gozlemlemek amaciyla 4 °C ve 60 °C’lik sicakliklar kullanilmistir. Steril salelerden
ilkine model sistem i¢inde sirkiile olan su ile beraber iki adet kupon yerlestirilmis ve 24
saatlik bekleme siiresi i¢in 4 °C’ye konmustur. Diger saleye ise ayni sekilde sirkiilasyon
suyu ile birlikte iki adet kupon yerlestirilerek 60 °C’lik su banyosunda iki saat
beklenmistir. Siirenin sonunda her iki kupondan streril ekiivyonlar kullanilarak toplanan
ornekler iginde 20 ml fosfat tamponu (PBS) bulanan steril posetler igine alinarak
stomacker cihazi ile 90 s siire boyunca homojenize edilmistir. Elde dilen biyofilm

stispansiyonlarindan 10'2’ye kadar sulandirim serileri hazirlanmistir.

3.3.3. Ozmotik Sok Uygulamasi

Farkli ozmotik konsantrasyon degerlerinin HB ve L. pneumophila sayisinda neden
oldugu degisimleri gozlemek amaciyla 3M tuz ¢ozeltisi ve saf suyu temsilen filtre
edilmis steril bidistile su kullanilmistir. Steril sivilarin salelere eklenmesinin ardindan

kuponlar yerlestirilerek oda sicakliginda 24 saat siire ile beklenmistir. Siirenin sonunda
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iki farkli konsantrasyona sahip sivi i¢inden alinan her iki kupondan steril ekiivyonlar
kullanilarak toplanan 6rnekler i¢inde 20 ml fosfat tamponu (PBS) bulanan steril posetler
igine alinarak stomacher cihazi ile 90 s siire boyunca homojenize edilmistir. Elde edilen

biyofilm siispansiyonlarindan 10'2’ye kadar sulandirim serileri hazirlanmistir.

3.3.4. Dezenfektan Uygulamasi

Sok dezenfeksiyon amaciyla 500 ve 1000 ppm ‘lik monokloramin ¢dzeltisi ile su
sistemlerinin dezenfeksiyonu i¢in uygun olarak kabul edilen 2 ppm’lik monokloraminin
aerobik heterotrofik bakteriler ve L. pneumophila iizerine etkinligini gormek amaciyla
hazirlanan monokloramin ¢ozeltileri salelerde kuponlarla bir araya getirilmis ve oda
sicakliginda 24 saat siireyle beklenmistir. Islemin ardindan monokloramin ¢dzeltileri
salelerden uzaklastirillmis ve dezenfektanin nétralizasyonu amaciyla ortama % 0.5

sodyum tiyosiilfat ¢6zeltisi eklenerek 20 d siire ile beklenmistir.

Siirenin sonunda her bir saleden cikarilan her iki kupondan streril ekiivyonlar
kullanilarak toplanan 6rnekler i¢inde 20 ml fosfat tamponu (PBS) bulanan steril posetler
igine alinarak stomacher cihazi ile 90 s siire boyunca homojenize edilmistir. Elde edilen

biyofilm siispansiyonlarindan 10'2’ye kadar sulandirim serileri hazirlanmistir.

3.4. EPS ELDESI VE OLCUMU

3.4.1. EPS eldesi

Biyofilmden EPS eldesi i¢in her ay sistemden 2 adet cam kupon alinmistir. EPS eldesi 4
basamakta gergeklestirilmistir (Zhang ve dig., 1999).

1. Yikama : Cam kupon yiizeyinde olusan biyofilm steril ekiivyon yardimi ile toplanmis
ve 10 ml steril distile su i¢eren santrifiij tliplerinde 60 s siire ile vortekslenerek siispanse
edilmistir. Biyofilm silispansiyonu 6000 devir/dakika’da 10 d santrifiij edilmis ve {ist
stv1 faz1 basgka bir steril santrifiij tiiptine aktarilarak saklanmstir.

2. Ayirma: Yikama isleminden arda kalan biyofilm peleti iizerine 10 ml % 8.5 NaCl ve
% 0.22 formaldehit igeren ¢ozeltiden konulmus ve 1 dk siire ile vortekslenmistir.

Karistirma isleminden sonra 1. ve 2. basamaktaki ornekler birlestirilmistir.
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3. Ekstraksiyon: Birlestirilmis 6rnek 11227 devir/dk’da 30 d siire ile santrifiyj
edilmistir.
4. Filtrasyon ve toplama: Santrifiij sonunda iist sivi faz1 0.22 um por capl steril

membran filtreden gecirilerek steril edilmis ve karbonhidrat tayini i¢in kullanilmastir.

3.4.2. EPS élciimii

Biyofilmdeki toplam karbonhidrat miktarinin tayini fenol-siilfiirik asit yontemine gore
yapilmistir. Fenol siilfiirik asit metodu, ¢ok kiigiik diizeydeki sekerlerin ve iligkili
maddelerin miktarin1 tamimlayan bir metottur. Oligosakkarit ve polisakkaritler gibi
serbest veya kismen serbest metil grubu igeren sekerler, fenol ve konsantre siilfiirik asit
iceren ¢ozelti ile muamele edildiginde sar1 portakal rengi renk vermektedirler.
Gergeklesen bu reaksiyon ¢ok hassastir ve reaksiyon sonucu olusan renkler kararlidir

(Dubois ve dig., 1956).

Olgiim isleminden 6nce, deney tiiplerine 1 ml 6rnek konularak iizerlerine 6rnekte
bulunan polisakkaritleri monomerlerine ayirmak amaciyla 1 ml % 5’lik fenol
soliisyonundan eklenmis ve hemen ardindan 5 ml konsantre H,SO, ilave edilerek 10 d
sire ile bekletilerek sari-portakal rengi halinde renk degisimi godzlenmistir. Siire
sonunda tiipler vortekslenerek karistirilmis ve 25-30 °C’lik su banyosunda 10-20 dk
sogumaya birakilmistir. Bu asamalarda kullanilan tiip ve cam pipetler karbonhidrattan
arindirilmak amaci ile kullanim Oncesi 24 saat siire ile %10’luk HCI iginde
bekletilmistir. Deney sonucunda olusan renk spektrofotometre cihazinda (Shimadzu UV
150-02) 490 nm dalga boyunda Ol¢iilmistir. Karbonhidrat  miktari,
spektrofotometredeki Olclim sonucu elde edilen absorbans degerinin standart glikoz
cozeltilerinden hazirlanmis egriye ait denklemde yerine konmasiyla hesaplanmistir.
Olgiimler dért tekrarli yapilmistir. Standart egri elde etmek icin 10, 20, 30, 40, 50, 60,
70, 80, 90, 100 ppm/ml’lik glikoz ¢ozeltileri hazirlanarak metot uygulanmis ve grafik

cizilmistir.
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Sekil 3.2: Fenol- siilfiirik asit yonteminde karbonhidrat miktar1 6l¢imii i¢in hazirlanan standart
egri. Standart egriyi hazirlamak icin karbonhidrat olarak glikoz kullanilmistir

3.5. EPIFLORESAN MIiKROSKOPTA INCELEME

Rediiklenmis CTC boyasi, c¢evresel oOrneklerdeki aktif olarak solunum yapan
bakterilerin epifloresan mikroskopta sayilmasimi saglamaktadir. Okside CTC boyasi
renksizdir ve floresan 1sima yapacak ozellikte degildir. Bilesik kolayca elektron
transport sistemince rediiklenecek floresan isima yapacak hale gelmekte ve ¢6ziilmeyen
CTC bilesigi hiicre icinde birikmektedir. Boylece CTC boyas: igeren hiicreler,
epifloresan mikroskobu ile polikarbonat membran filtre ylizeyinde goriiniir hale
gelmektedir. CTC ile boyama isleminin ardindan mikroskopta goziiken kirmizi renkli
sinyaller aktif solunum yapan hiicreleri, canli olmayan partikiiller ve arka taraftaki diger
bilesiklerden kolayca ayirmaktadir. CTC kullanimi, solunum gibi metabolik olarak aktif
olan mikroskobik canlilarin kesfedilmesi ve sayilmasini kolaylastirmaktadir (Rodriguez
ve dig., 1992). CTC uygulanmis Orneklere DNA’ya ozgii DAPI boyasinin da
eklenmesiyle, benzer preparatlarda aktif ve toplam bakteri alt populasyonlar: sayilabilir.
Hiicrelerin CTC’yi takiben DAPI ile boyanmalarinin ardindan 0.2 mm por ¢aplh
filtreden gecirilmesi ile hem toplam hemde canli bakteri sayimi yapilabilmektedir
(Trouessellier ve dig., 1998).
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Calismada, aktif olarak solunum yapan bakterilerin tespit etmek tizere 100 pul CTC
boyasi ile 20 ml fosfat tamponu ile hazirlanan siispansiyondan alinan 900 ml biyofilm
homojenat1 steril kosullarda karistirilmis ve 28 °C’de 4 saat siireyle inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda karisima 110 ul DAPI boyasi eklenerek 28
°C’de 1 saat beklenmistir. Bekleme isleminin ardindan &rnek iizerine reaksiyonu
durdurmak ve homojenizasyonu saglamak amaci ile filtreden gegirilerek steril edilmis 3
ml bidistile su eklenip karistirilmis ve 6rnek 0.2 mm por g¢apl siyah polikarbonat
filtreden gecirilmistir. Filtre havada kurutulmus ve islemin ardindan lam {izerine
yerlestirilerek iizerine immersiyon yagi eklenmistir. Yagin koyulmasinin ardindan

100°liik objektifte inceleme yapilmistir (Trouessellier ve dig., 1998).

Polikarbonat membran filtre epifloresan mikroskopta incelenip 10 farkli alandan
fotograflar ¢ekilmistir. Cekilen fotograflardan alinan kirmizi (CTC) ve mavi (DAPI)
renkli sinyaller sayilarak ortalamalari alinmistir. Daha sonra toplam yiizeye ulagmak
amactyla ortalamalar katsayilarla carpilarak santimetrekaredeki mikroorganizma sayisi

tespit edilmistir.

3.6. BAKTERIYOLOJIK ANALIZ

Biyofilm silispansiyonlarindan hazirlanan sulandirim serilerinden aerobik heterotrofik
bakteri ve L. pneumophila sayimi boliim 3.2.’de anlatildigr sekilde gerceklestirilmistir.
3.7. EPIFLORESAN MIKROSKOPTA INCELEME

Farkli etkenlere maruz birakilan biyofilm orneklerindeki canli ve toplam bakteri
sayisinin tespiti boliim 3.5.°te anlatildigr sekilde gergeklestirilmistir.

3.8. COZUNMUS OKSIJEN OLCUMU

Su sirkiilasyonunun siirekli olarak gergeklestigi model sistemdeki ¢oziinmiis oksijen
miktar1 oksimetre cihaz1 (WTW - Oxi 330) ile 6l¢lilmiistiir. Cihaz her kullanimdan 6nce
distile su kullanilarak kalibre edilmistir. Sistemdeki ¢oziinmiis oksijenin olgiimii aylik

periyotlar halinde gergeklestirilmistir.



46

3.9. TOPLAM COZUNMUS MADDE MIiKTARI OLCUMU

Sirkiilasyon sistemlerinde su saf olarak buharlasirken, mineraller gibi ¢oziinmeyen
bilesikler su haznesinde ¢Oziinmiis olarak artmaya baslarlar. Caligma sirasinda aylik
olarak kondiiktivitemetre cihazinin (WTW LF 95 Conductivity Meter) 6l¢tiigii spesifik
iletkenlik ile su igerisindeki toplam ¢6ziinmiis madde (TCM) analizi yapilmistir. Alinan
sonuglar puS (mikroSiemens) biriminden ppm (part per million) birimine ¢evrilmistir.
Olgiim yapilmadan &énce cihaz distile su ile kalibre edilmistir. Sogutma kuleleri igin
yapilmast gereken desarj rejimi, konsantrasyon orani hesabi ile belirlenir. Sistemden
desarj olan suyun kalitesi ve kaybolan suyun yerini tamamlamak i¢in eklenen suyun
kalitesi arasindaki iliski ‘konsantrasyon oran’it veya ‘konsantrasyon devri’ olarak
tanimlanmaktadir. Desarj suyunun TCM degerinin sebeke suyu TCM degerine orani
tank suyunun konsantrasyon oranini vermektedir. En etkili kullanim, konsantrasyon
orani artip sistemden uzaklasan su orami azaldiginda gerceklesmektedir (Gleeson ve

Gray, 1997).

3.10. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Farkli parametrelere maruz birakilan 6rneklerdeki HBS, toplam ve canli bakteri sayilar
acisindan farklar olup olmadig: istatistiksel olarak analiz edilmistir. 6 aylik deney siiresi
kapsaminda  parametreler agisindan  mikroorganizma  sayilarmin  farklilagip
farklilagmadig, toplanan 6rneklerin parametrelere maruz birakilmalarinin ardindan elde
edilen bakteri sayilarinin ortalamalari baz alinarak, tek yonlii varyans analiziyle
incelenmistir. Tek yonlii varyans analizi sonucunda ortalamalarin birbirinden anlamli
olarak farkli oldugu sonucuna ulasilmistir. Bu durumda hangi parametrelere ait
ortalamalarin anlamli farklar gosterdigini saptamak i¢in Post-Hoc (¢oklu karsilastirma)
analizi gergeklestirilmistir. Yapilan Post-Hoc analiziyle hangi parametrelerin
birbirinden anlamli olarak farklilastigi Least Significant Difference (LSD) testi ile

incelenmistir.

Her bir parametre i¢in ayr1 olmak iizere, aylar ile deney ve kontrol grubu agisindan
mikroorganizma sayilarinin farklilasip farklilasmadigi iki yonlii varyans analiziyle
incelenmistir. Devaminda gerceklestirilen Post-Hoc analiziyle de hangi aylarin

birbirinden anlamli olarak farklilagtigi LSD testi araciligiyla incelenmistir.
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Yukarida sozii edilen analizler, klasik kiiltiir metodu sonucunda elde edilen HBS ve
epifloresan teknigi kullanilarak elde edilen fotograf sonucglart igin ayr1 ayri

gergeklestirilmistir.

L. pneumophila sonuglari 6rnek sayisinin istatistiksel analiz i¢in az (n<12) olmasi

nedeniyle analiz uygulanmamis olup elde edilen verilerin ortalamalar: karsilastirilmistir.
3.11. ARASTIRMADA KULLANILAN BESIYERLERI VE KIMYASAL
MADDELER

3.11.1. R2A agar

Aerobik heterotrofik canli bakteri sayisinin tespiti i¢in kullanilan besiyerinin bilesimi;

Maya 6ziitli 059
Tripton 0.25¢
Pepton 0.75¢
Glikoz 05¢g
Nisasta 059
Dipotasyum fosfat 0.3g
Magnezyum siilfat 0.024 g
Sodyum piruvat 0.3g
Agar 15.0¢
Distile su 1000 ml

121 °C’de 25 dk. steril edilir.

3.11.2. Charcoal yeast ekstract (CYE) agar

Legionellaceae familyasinda bulunan bakterilerin izolasyonu i¢in kullanilan besiyerinin

bilesimi;

Aktif kdmiir 20g
Maya 0Oziitii 1009
Agar 13.0¢g

Distile su 1000 ml
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121 °C’de 25 dk. steril edilir. 45-50°C’ ye sogutulmasinin ardindan BCYE besiyeri

katk1 maddesi ilave edilmistir.

3.11.3. BCYE besiyeri katkisi

Legionellaceae familyasinda bulunan bakterilerin iiremesini saglayan bu katki maddesi
500 ml besiyeri i¢in kullanilmistir.

ACES tampon/Potasyum hidroksit 5.0 g

Ferrik pirofosfat 0.125¢
L-sistein HCL 0.20¢g
a- ketoglutarat 0.50¢g
Distile su 50 ml

3.11.4. Fosfat tamponu (PBS)

Sulandirim sirasinda hiicreler i¢in izotonik ortam saglamasi amaciyla kullanilan

solusyonun bilesimi;

Sodyum klortir 8.04¢g
Potasyum kloriir 029
Disodyum hidrojen fosfat 1.15¢
Potasyum dihidrojen fosfat 0.2¢g
Distile su 1000 ml
pH 7.4

121 °C’de 15 dakika steril edilir.

3.11.5. NaCl-Formaldehit c¢ozeltisi

Sodyum kloriir 85¢g
Formaldehit 0.22 ml
Distile su 100 ml

3.11.6. Fenol c¢ozeltisi

EPS yapisinda bulunan polisakkaritleri, monomerlerine ayirmak i¢in kullanilmistir.
Fenol 10 ml
Distile su 90 ml
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3.11.7. 5-Cyano-2, 3-ditolyl tetrazolium chloride (CTC)

Aktif olarak solunum yapan hiicrelerin epifloresan mikroskopta goriinerek sayilabilmesi

i¢in kullanilmaktadir.

50 mM stok solusyon i¢in 50 mg tiipe 3209 ul filtre edilmis bidistile su eklenerek 100
ul hacimlerde Eppendorf tiiplerine paylastirilarak -20°C’de saklanmustir.

3.11.8. 4-,6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI)

DNA’ya baglanma 6zelliginde olan bu boya ile toplam hiicre sayisinin epifloresan

mikroskopta tespit edilmesi saglanmistir.

1 mg/ml stok solusyon i¢in 50 mg DAPI, 50 ml filtre edilmis bidistile su iginde
¢Oziilmiis ve islemin ardindan filtre edilmis bidistile su ile 50 kat sulandirarak 20
mg/I’lik ¢alisma siispansiyonu elde edilmistir. Elde edilen bu siispansiyon Eppendorf

tiiplerine boliinerek -20 °C’de saklanmustir.

3.11.9. pH parametrelerinin hazirlamsi

Calismada kullanilacak pH 3, 5 ve 11°lik siispansiyonlar i¢in 3.12.4. no’lu baslikta
belirtildigi gibi fosfat tamponu hazirlanmustir. Islemin ardindan hazirlanan 1 ve SM’lik

KOH ve HCI ¢ozeltilerinin eklenmesiyle uygun pH degerleri elde edilmistir.

3.11.9.1. 1M KOH ¢ozeltisi
KOH 56.1¢
Distile su 1000 ml

3.11.9.2. 5M KOH c¢ozeltisi
KOH 280.55 ¢
Distile su 1000 ml

3.11.9.3. 1M HCI ¢ozeltisi
HCI 36.46 ¢
Distile su 1000 ml

3.11.9.4. 5M HCI ¢ozeltisi
HCI 182.3 g
Distile su 1000 ml
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3.11.10. 3M Tuz ¢ozeltisi

NaCl 175.2 ¢
Distile su 1000 ml
3.11.11. Monokloramin ¢ozeltisi

3.11.11.1. 2 ppm monokloramin ¢ézeltisi

Amonyum klorir 0.004g
Sodyum karbonat 0.0016 g
%611k NaOCl 0.016 ml
Distile su 200 ml

3.11.11.2. 500 ppm monokloramin ¢ézeltisi

Amonyum klorir 0.5¢
Sodyum karbonat 0.416 ¢
%6’1lik NaOCl 4.0 ml
Distile su 200 ml

3.11.11.3. 1000 ppm monokloramin ¢ozeltisi

Amonyum kloriir 1.0g
Sodyum karbonat 0.832¢
%6’lik NaOCl 8.0 ml
Distile su 200 ml

3.11.12. %6’hik NaOCI (¢camasir suyu) cozeltisi
Camasir suyu 6 ml

Distile su 94 mi

3.11.13. %0.5’lik Sodyum tiyosiilfat cozeltisi

Monokloramin nétralizasyonu i¢in kullanilmastir.
Sodyum tiyosiilfat 259
Distile su 500 ml
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4. BULGULAR

4.1. AYLAR

Altt aylik deney siiresinde, sistemden aylik olarak alman kuponlarin, farklh
parametrelerle 24 saat siireyle muamele edilmesi sonucunda ay bazinda asagidaki

sonuglar elde edilmistir.

4.1.1. 1. Ay

Birinci aymn sonunda kontrole kiyasla HBS’da, en belirgin azalma 4.73’ten 1.66’ya
diisiisle 3M tuz ¢ozeltisi ile muamele sonucunda elde edilirken; 4 °C ile muamelenin,
HBS’da artisa neden oldugu goézlenmistir. HBS {izerinde, saf su ile muamelenin,
tiremede artisa neden olan 4 °C’nin diginda, diger parametrelere kiyasla etkisinin, en az
oldugu gozlenmistir. L. pneumophila sayisi agisindan ise, en belirgin azalma 2.9’ dan
1.5°e diisiisle 60 °C ile muamele sonucunda gerceklesmis olup; 4 °C ile muamele
sonucunda ise kontrole kiyasla en diisiik oranda azalma meydana gelmistir. Bu
sonuglarla beraber 2 ppm monokloraminle muameleden sonug¢ elde edilememekle
birlikte; 500 ppm ve 1000 ppm’lik monokloramin uygulamalarinin sonucunda HBS ve
L. pneumophila’da tireme meydana gelmemistir. 3M tuz ile muamele sonucunda ise
hem HBS hem de L. pneumophila sayisinda kontrole kiyasla énemli 6l¢iide azalma

gozlenmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1: 1.ayin sonunda tiim parametrelerle muamele sonucunda biyofilm 6rneklerindeki HBS

ve L. pneumophila sayilart. KOB: Koloni olusturan birim (Colony Forming Unit), HBS:
Heterotrofik bakteri sayisi (Heterotrophic Plate Count)

4.1.2.2. Ay

Calismanin 2. ayinda kontrol ekimlerinde hem HBS hem de L. pneumophila sayisinda
1. aya kiyasla azalma meydana gelmisken yiizeydeki karbonhidrat miktarinda, 1. aya
kiyasla artis meydana gelmistir. Ikinci aym sonunda kontrole kiyasla HBS’da, en
belirgin azalma pH 11 ve 2 ppm monokloramin ile muamele sonucunda elde edilmistir.
Birinci ayda oldugu gibi ikinci ayda da 4 °C ile muamele, kontrole kiyasla bakteri
sayisinda artisa neden olmustur. Diger parametrelere kiyasla HBS iizerinde en az etkili
olan parametrenin ise saf su oldugu gézlenmistir. L. pneumophila sayisi agisindan ise en
belirgin azalma, 0.74’ten 0. 44’¢ diisiisle pH 11 ile muamele sonucunda gerceklesirken;
saf su ile muamele sonucunda ise kontrole kiyasla en diisiik oranda azalma meydana
gelmistir. Ikinci ayda da 500 ve 1000 ppm monokloraminle muamele sonucunda HBS

ve L. pneumophila’da iireme gozlenmemistir (Sekil4.2).
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Sekil 4.2: 2.ayin sonunda tiim parametrelerle muamele sonucunda biyofilm 6rneklerindeki HBS
ve L. pneumophila sayilar

4.1.3.3. Ay

Uciincii aym sonunda, hem HBS hem de L. pneumophila sayisinda, herhangi bir
parametreye maruz birakilmadan gerceklestirilen kontrol ekimleri sonucunda 2. aya
kiyasla artis gozlenmistir. Bunun yani sira yiizeyden alinan biyofilm orneklerindeki
karbonhidrat miktarinda da, bakteri sayilar1 ile dogru orantili olarak, 2. aya kiyasla artig
gdzlenmistir. Uciincii ayda da 4 °C ile muamele sonucunda HBS’da artis olurken, L.
pneumophila sayisinda ¢ok diisiik bir oranda azalma meydana gelmistir. Ugiincii ayda
HBS ve L. pneumophila sayilari agisindan en etkili azalma pH 11 ile muamele
sonucunda elde edilmistir. HPS’da, saf su ve pH 5 ile muamele sonucunda diger
parametrelere oranla daha az oranda azalma meydana gelmistir. pH 11’in ardindan
HBS’ndaki en belirgin azalma 60 °C ile muamele sonucunda gozlenmistir. L.
pneumophila agisindan bakildiginda ise HBS’da oldugu gibi 500 ve 1000 ppm’lik
muamele sonucunda liremeye rastlanmazken, bunlarin disinda 2 ppm monokloramin ve
60 °C ile muamele sonucunda da iireme gézlenmemistir. Bunlarla beraber saf su, pH 5

ve pH 3’tin L. pneumophila tiremesi tizerinde 6nemli bir etkisinin olmadig1 gézlenmistir
(Sekil 4.3).
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Sekil 4.3: 3.aym sonunda tiim parametrelerle muamele sonucunda biyofilm 6rneklerindeki HBS
ve L. pneumophila sayilart

4.1.4. 4. Ay

Calismanin 4. ayinda, 3. aya kiyasla HBS’nda artig gozlenirken, L. pneumophila
sayisinda ufak bir oranda azalma meydana gelmistir. Yiizeydeki karbonhidrat miktar
ise 4. ayda artis gostermistir. Dordiincli ayda HBS agisindan en etkili parametrenin,
4.62°den 0.96’ya diisiisle pH 3 oldugu gdzlenmistir. Uremeyi azaltma agisindan pH 3’ii,
pH 11 ve 60 °C izlemis olup 500 ve 1000 ppm’lik monokloraminle muamele sonucunda
iireme gézlenmemistir. Diger aylarda oldugu gibi bu ayda da HBS iizerinde saf su ve
pH 5, diger parametrelere kiyasla etkisi en az olan parametreler olarak belirlenmistir. L.
pneumophila sayisinda ise 60 °C, 2 ppm, 500 ppm ve 1000 ppm’lik monokloraminle
muamele sonucunda lireme gézlenmezken, diger aylarda oldugu gibi pH 11’in 2.53’den
0.44’¢ olan diisiis ile tiremeyi azaltmada oldukga etkili oldugu gozlenmistir. HBS’nda
oldugu gibi L. pneumophila sayisi ilizerinde de en etkisiz parametrelerin saf su ve pH 5

oldugu gozlenmistir (Sekil 4. 4).
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Sekil 4.4: 4.ayin sonunda tiim parametrelerle muamele sonucunda biyofilm 6rneklerindeki HBS
ve L. pneumophila sayilart

4.15.5. Ay

Besinci ayin sonunda HBS’nda azalma gozlenirken, L. pneumophila sayisinda ufak bir
artis gozlenmistir. Besinci ayin sonunda gercgeklestirilen karbonhidrat Ol¢limleri
sonucunda da, 4 ay boyunca artis gosteren karbonhidrat miktarinda azalma oldugu
belirlenmistir. Besinci ayin sonunda pH 11 ile muamele edilen biyofilm 6rneklerinde
HBS ve L. pneumophila iiremedigi tespit edilmistir. 60 °C ve 2 ppm monokloraminle
muamelenin HPC sayisinda azalmaya neden olmakla beraber L. pneumophila de iireme
gdzlenmemistir. i1k 4 ayda oldugu gibi 4 °C ile muamele, bu ayda da HBS’nda ufak bir
artisa neden olmustur. L. pneumophila sayisi agisindan ise 3. ve 4. aylarda oldugu gibi
5. ayda da, kontrole kiyasla ¢ok diisiik bir oranda azalma meydana gelmistir. HBS
acisindan tiremenin gézlenmedigi pH 11, 500 ve 1000 ppm monokloraminin disinda, 60
°C ve 3M tuz ¢ozeltisinin de iiremeyi dnemli dlciide azalttigi belirlenmistir. 3M tuz
¢ozeltisi ile muamelenin ise diger aylarda oldugu gibi hem HBS hem de L. pneumophila
sayisi iizerinde énemli bir azalmaya neden oldugu gozlenmistir. Ik 4 ayda oldugu gibi
bu ayda da hem HBS hem de L. pneumophila sayisi iizerinde en az etkiye sahip olan

parametrelerin saf su ve pH 5 oldugu gozlenmistir (Sekil 4. 5).
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Sekil 4.5: 5.aym sonunda tiim parametrelerle muamele sonucunda biyofilm 6rneklerindeki HBS
ve L. pneumophila sayilar

4.1.6.6. Ay

Calismanin son ay1 olan 6.ayda, hem HBS hem de L. pneumophila sayisi tizerinde
onemli bir azalma meydana gelmistir. Bununla paralel olarak yiizeydeki karbonhidrat
miktar1 da énemli dl¢iide azalmustir. Diger aylarda oldugu gibi 4 °C ile muamele sonucu
bu ayda da kontrole kiyasla hem HBS hem de L. pneumophila sayisinda artis meydana
geldigi gozlenmistir.  Altinct ayin sonunda her 3 doz monokloraminle muamele
sonucunda da, gerek HBS gerekse L. pneumophila’da iireme gézlenmemistir. pH 3 ile
muamele de, HBS de iireme gozlenmemekle beraber, 3M tuz ve 60 °C ile muamele
sonucunda da liremenin 6nemli Gl¢iide azaldigi tespit edilmistir. L. pneumophila de,
monokloramin uygulamalar1 disinda 60 °C, pH 11 ve 3M tuz ¢ozeltisi ile muamele
sonucunda da iireme gozlenmezken, pH 3 ve pH 5’in iireme iizerine etkisinin diger

parametrelere kiyasla daha az oldugu tespit edilmistir (Sekil 4. 6).
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Sekil 4.6: 6.ayin sonunda tiim parametrelerle muamele sonucunda biyofilm 6rneklerindeki HBS
ve L. pneumophila sayilart

4.2. PARAMETRELER

Alt1 aylik deney siiresinde, sistemden aylik olarak alinan kuponlarin, farkl
parametrelerle 24 saat siireyle muamele edilmesi sonucunda parametre bazinda

asagidaki sonuclar elde edilmistir.

4.2.1. Kontrol

Altt aylik deney siiresi boyunca herhangi bir parametreye maruz birakilmadan
gergeklestirilen kontrol ekimlerinde, yiizeydeki karbonhidrat miktar1 birinci aydan
baslayarak yilikselmis ve 4. ayda 0.619°luk deger ile en yiiksek seviyeye ulastiktan sonra
5. ve 6. aylarda diisiis meydana geldigi goézlenmistir. Bunu karsin HBS ve L.
pneumophila sayisinda 2. ayda diisiis gozlenmistir. Uciincii ayda ise karbonhidrat
miktariyla uyumlu olarak hem HBS hem de L. pneumophila sayisinda artis tespit
edilmistir. 4. ayin sonunda HBS karbonhidrat miktariyla uyumlu olarak artarken, L.
pneumophila sayisinda diisiis gézlenmistir. Besinci ayin sonunda da, 4. ayda oldugu
gibi yine HBS karbonhidrat miktariyla uyumlu olarak azalirken L. pneumophila
sayisinda ufak bir artis gézlenmistir. Altinct aym sonunda ise her ii¢ degerde de
birbiriyle uyumlu olarak azalma gozlenmistir. Kontrol ekiminde, HBS 4.73; L.

pneumophila ise 2.89 degeri ile 1. ayda en yiiksek seviyeye ulasmis olup; HBS 3.06; L.
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pneumophila ise 1.95 degeri ile 6. ayda en diisiik seviyeye ulasmistir (Sekil 4. 7, Sekil
4.8).
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Sekil 4.7: Kontrol 6rneklerinde bulunan HBS, L. pneumophila ve karbonhidrat miktarlar
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Sekil 4.8: Kontrol 6rneklerinde bulunan L. pneumophila sayisi.

Epifloresan mikroskopi teknigi araciligiyla, toplam hiicre sayisini anlamak igin
kullanilan DAPI ve canli bakteri sayisini tespit etmek amaciyla kullanilan CTC boyasi
ile muamele sonucunda, 2. ayda, 1. aya kiyasla artan karbonhidrat miktartyla uyumlu
olarak toplam ve canli bakteri sayisinda da artis gozlenmis olup, HBS’nda ise azalma

meydana gelmistir. Uciincii ayda ise toplam ve canh bakteri sayisinda artis meydana
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gelirken, HBS’nda azalma meydana gelmistir. Dordiincii ayda 3. aya kiyasla toplam
bakteri sayisinda artis meydana gelirken canli bakteri ve HBS’nda azalma meydana
gelmistir. Besinci ayda toplam ve canli bakteri sayisi artarken, HBS sabit kalmistir.

Altinc1 ayda ise toplam, canli ve HBS’nda diisme meydana gelmistir (Sekil 4. 9).
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Sekil 4.9: Kontrol 6rmeklerinde bulunan toplam bakteri, canli bakteri ve HB sayilart.
4.2.2.60°C

Aylik olarak 2 saat siireyle 60 °C ye maruz birakilan biyofilm drneklerinde 2. ve 3. aym
sonunda artan karbonhidrat miktarina karsin HBS ve L. pneumophila sayisinda diisiis
meydana geldigi gézlenmistir. Ugiincii ay itibariyle iireme gézlenmeyen L. pneumophila
da calisma sonucuna kadar lireme gozlenmemistir. Dordiincli ayin sonunda artan
karbonhidrat miktariyla uyumlu olarak HBS’nda artis gézlenmistir. Bu artis 5. ayda da
devam etmekle birlikte 6. ayda karbonhidrat miktariyla uyumlu olarak HBS’nda diisiis
gbzlenmistir. 60 °C ile muamele sonucunda, HBS 3.13; L. pneumophila ise 1.52 degeri
ile 1. ayda en yiiksek seviyeye ulasmis olup; HBS 1.55 ile 3. ayda; L. pneumophila ise 0
degeri ile 2. ayda en diisiik seviyeye ulasmustir (Sekil 4.10, Sekil 4. 11).
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Sekil 4.10: Aylik olarak 2 saat siireyle 60 °C sicaklifa maruz birakilmis biyofilm érneklerinde
bulunan HBS, L. pneumophila ve karbonhidrat miktarlari
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Sekil 4.11: Aylik olarak 60 °C sicakliga maruz birakilmis biyofilm érneklerinde bulunan L.
pneumophila sayisi

60 °C ye maruz birakilan biyofilm Orneklerinin, DAPI ve CTC boyalar1 ile
boyanmasinin ardindan yapilan incelemelerde, 2. ayda, 1. aya kiyasla toplam bakteri
sayisinda da artis goézlenmis olup, HBS’nda oldugu gibi canli bakteri sayisinda da
azalma meydana gelmistir. Ugiincii ayda ise toplam ve canh bakteri sayisinda artis

meydana gelirken, HBS’nda azalma meydana gelmistir. Dordiincii ayda 3. aya kiyasla
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toplam HBS’nda artis meydana gelirken canli ve toplam bakteri sayisinda azalma
meydana gelmistir. Besinci ayda toplam, canli ve HBS’nda artis gozlenmistir. Altinct

ayda ise toplam, canli ve HBS’nda diisme meydana gelmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12: Aylik olarak 60 °C sicakliga maruz birakilmis biyofilm drneklerinde bulunan
toplam bakteri, canli bakteri ve HB sayilari

4.2.3.4°C

Aylik olarak 24 saat silireyle 4 °C’ye maruz birakilan biyofilm orneklerinde 2. ayin
sonunda karbonhidrat miktariyla uyumlu olarak HBS2nda artis meydana gelirken, L.
pneumophila sayisinda diisiis gdzlenmistir. Ugiincii aym sonunda ise L. pneumophila
sayisinda karbonhidrat miktariyla uyumlu olarak gozlenen artisa ragmen, HBS’nda
azalma gozlenmistir. Dordiincii aymm sonunda hem HBS hem de L. pneumophila
sayisinda azalma meydana gelmistir. Besinci ayda HBS’nda ufak bir azalma
gozlenmekle birlikte L. pneumophila sayisinda artis kaydedilmis olup, 6. ayin sonunda
diisen karbonhidrat miktariyla uyumlu olarak hem HBS hem de L. pneumophila
sayisinda diisiis gdzlenmistir. 4 °C ile muamele sonucunda, HBS 5.38 ile 2.ayda; L.
pneumophila ise 2.59 degeri ile 1. ayda en yiiksek seviyeye ulasmis olup; HBS 3.58 ile
3. ayda; L. pneumophila ise 1.44 degeri ile 2. ayda en diisiik seviyeye ulagsmistir (Sekil
4.13, Sekil 4.14).
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Sekil 4.13: Aylik olarak 24 saat siireyle 4 °C sicaklifa maruz birakilmis biyofilm érneklerinde
bulunan HBS, L. pneumophila ve karbonhidrat miktarlari
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Sekil 4.14: Aylik olarak +4 °C sicakliga maruz birakilmis biyofilm drneklerinde bulunan L.
pneumophila sayisi

4 °C ye maruz birakilan biyofilm 6rneklerinin, DAPI ve CTC boyalar1 ile boyanmasinin
ardindan yapilan incelemelerde, 2. ayda, 1. aya kiyasla HBS’nda artis gézlenmis olup,
toplam ve canli bakteri sayisinda da azalma meydana gelmistir. Ugiincii ayda ise toplam
ve canli bakteri sayisinda artis meydana gelirken, HBS’nda azalma meydana gelmistir.
Dordiincii ayda 3. aya kiyasla toplam bakteri sayisinda artis meydana gelirken canli ve

HBS’nda azalma meydana gelmistir. Besinci ayda toplam, canli bakteri sayis1 artarken,
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HPC sabit kalmistir. Altinc1 ayda ise toplam, canli ve HBS’nda diisme meydana
gelmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15: Aylik olarak 4 °C sicakliga maruz birakilmis biyofilm rneklerinde bulunan toplam
bakteri, canli bakteri ve HB sayilari

4.2.4.pH 3

24 saat siireyle pH 3’e maruz birakilan biyofilm orneklerinde 2. ayin sonunda artan
karbonhidrat miktarina karsin, HBS ve L. pneumophila sayisinda diisiis gézlenmistir.
Ucgiincii ayin sonunda ise L. pneumophila sayisinda karbonhidrat miktarryla uyumlu
olarak gozlenen artisa ragmen, HBS’nda azalma gozlenmistir. Dordiincii ayin sonunda
hem HBS hem de L. pneumophila sayisinda azalma meydana gelmistir. Besinci ayda ise
azalan karbonhidrat miktarina karsin HBS ve L. pneumophila sayisinda artis
kaydedilmis olup, 6. ayin sonunda diisen karbonhidrat miktariyla uyumlu olarak hem
HBS hem de L. pneumophila sayisinda diisiis gozlenmistir. pH3 ile muamele
sonucunda, HBS 3.1 ile 1. ayda; L. pneumophila ise 3.59 degeri ile 5. ayda en yiiksek
seviyeye ulasmis olup; HBS 0 ile 6. ayda; L. pneumophila ise 1.48 degeri ile 6. ayda en
diistik seviyeye ulasmistir (Sekil 4.16, Sekil 4. 17).
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Sekil 4.16: Aylik olarak 24 saat siireyle pH 3’e maruz birakilmig biyofilm 6rmeklerinde bulunan
HBS, L. pneumophila ve karbonhidrat miktarlar
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Sekil 4.17: Aylik olarak pH 3’e maruz birakilmis biyofilm 6rneklerinde bulunan L.
pneumophila sayisi

pH 3’e maruz birakilan biyofilm 6rneklerinin, DAPI ve CTC boyalar1 ile boyanmasinin
ardindan yapilan incelemelerde, 1. ayin onunda canli bakteri gozlememis olup, 2. ayda,
1. aya kiyasla canli bakteri sayisinda artis gézlenmis olup, toplam bakteri ve HBS’nda
da azalma meydana gelmistir. Uciincii ayda ise toplam ve canli bakteri sayisinda artis
meydana gelirken, HBS’nda azalma meydana gelmistir. Dordiincii ayda, HBS, toplam

ve canli bakteri sayisinda azalma meydana gelmistir. Besinci ayda HBS ve canli bakteri
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sayisi artarken, toplam bakteri sayisinda diisiis gézlenmistir. Altinct ayda ise toplam

bakteri sayis1 artarken, canli ve HBS’nda diisme meydana gelmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18: Aylik olarak pH 3’e maruz birakilmis biyofilm 6rneklerinde bulunan toplam bakteri,
canl1 bakteri ve HB sayilar

4.2.5.pH 5

Aylik ol¢timler sirasinda 24 saat siireyle pH 5’e maruz birakilan biyofilm 6rneklerinde
2. ayin sonunda artan karbonhidrat miktarina karsin, HBS ve L. pneumophila sayisinda
diisiis gozlenmistir. Uglincii aym sonunda ise HBS ve L. pneumophila sayisinda
karbonhidrat miktariyla uyumlu olarak artis gbzlenmistir. Dordiincii ayin sonunda
HBS’nda artis meydana gelirken L. pneumophila sayisinda azalma meydana gelmistir.
Besinci ayda ise azalan karbonhidrat miktarina karsin L. pneumophila sayisinda artis
kaydedilmis olmakla birlikte, HBS’nda karbonhidrat miktariyla uyumlu olarak azalma
meydana gelmistir. Altinct ayin sonunda diisen karbonhidrat miktartyla uyumlu olarak
hem HBS hem de L. pneumophila sayisinda diisiis gozlenmistir. pHS ile muamele
sonucunda, HPC 4.01 ile 4. ayda; L. pneumophila ise 2.01 degeri ile 2. ayda en yiiksek
seviyeye ulagmis olup; HPC 1.99 ile 6. ayda; L. pneumophila ise 1.39 degeri ile 2. ayda
en diisiik seviyeye ulagsmistir (Sekil 4.19, Sekil 4. 20).
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Sekil 4.19: Aylik olarak pH 5’¢ maruz birakilmis biyofilm 6rneklerinde bulunan HBS, L.
pneumophila ve karbonhidrat miktarlari
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Sekil 4.20: Aylik olarak pH 5’e maruz birakilmis biyofilm 6rneklerinde bulunan L.
pneumophila sayisi

pH 5’e maruz birakilan biyofilm 6rneklerinin, DAPI ve CTC boyalar1 ile boyanmasinin
ardindan yapilan incelemelerde, 2. ayda, 1. aya kiyasla toplam ve canli bakteri sayisinda
artis gdzlenmis olup, HBS’nda da azalma meydana gelmistir. Ugiincii ayda ise HBS ve
canli bakteri sayisinda artis meydana gelirken, toplam bakteri sayisinda azalma

meydana gelmistir. Dordiincii ayda, HBS artarken, toplam ve canli bakteri sayisinda
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azalma meydana gelmistir. Besinci ayda HBS ve canli bakteri sayisinda azalma
meydana gelmis olup, toplam bakteri sayis1 sabit kalmistir. Altinct ayda ise HBS, canli

ve toplam bakteri sayisinda diisme meydana gelmistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21: Aylik olarak pH 5’e maruz birakilmis biyofilm 6rneklerinde bulunan toplam bakteri,
canli bakteri ve HB sayilari

4.2.6. pH 11

Calisma boyunca 24 saat siireyle pH 11’e maruz birakilan biyofilm 6rneklerinde ikinci
ayin sonunda artan karbonhidrat miktarina karsin, HBS’nda diisiis gozlenirken L.
pneumophila sayis1 degerini korumustur. Ugiincii ayin sonunda ise HBS azalirken L.
pneumophila sayisinda artan karbonhidrat miktartyla uyumlu olarak artis gézlenmistir.
Dordiincti aym sonunda HBS’nda artis meydana gelirken, L. pneumophila sayisinda
azalma meydana gelmistir. Besinci ayda ise azalan karbonhidrat miktar1 ile uyumlu
olarak L. pneumophila iireme gozlenmezken HBS’nda da azalma meydana gelmistir.
Altinct ayin sonunda ise diisen karbonhidrat miktarina karsin HBS’nda artis
gozlenmistir. pH11 ile muamele sonucunda, HPC 2.7 ile 1.ayda; L. pneumophila ise
0.92 degeri ile 4. ayda en yiiksek seviyeye ulasmis olup; HBS ve L. pneumophila ise 0
degeri ile 5. ayda en diistik seviyeye ulasmustir (Sekil 4.22, Sekil 4.23).
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Sekil 4.22: Aylik olarak pH 11’e maruz birakilmis biyofilm 6rneklerinde bulunan HBS, L.
pneumophila ve karbonhidrat miktarlar
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Sekil 4.23: Aylik olarak pH 11’e maruz birakilmig biyofilm 6rneklerinde bulunan L.
pneumophila sayisi

pH 11’¢ maruz birakilan biyofilm Orneklerinin, DAPI ve CTC boyalan ile
boyanmasinin ardindan yapilan incelemelerde, 2. ayda, 1. aya kiyasla toplam ve canl
bakteri sayisinda artis gdzlenmis olup, HBS’nda da azalma meydana gelmistir. Uciincii
ayda ise hem HBS hem de toplam ve canli bakteri sayisinda azalma meydana gelmistir.
Dordiincii ayda, HBS, toplam ve canli bakteri sayisinda artis meydana gelmistir. Besinci

ayda HBS ve canli bakteri sayisi saptanmazken, toplam bakteri sayisinda kiigtik bir artis
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gozlenmistir. Altinc1 ayda ise HBS ve canli bakteri sayis1 artmis olup, toplam bakteri

sayisinda diisme meydana gelmistir (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24: Aylik olarak pH 11’e maruz birakilmis biyofilm drneklerinde bulunan toplam
bakteri, canli bakteri ve HB sayilar

4.2.7. Saf Su

Aylik olarak 24 saat siireyle saf suya maruz birakilan biyofilm 6rneklerinde 2. ayin
sonunda artan karbonhidrat miktarina karsin, HBS ve L. pneumophila sayisinda azalma
meydana gelirken gelmistir. Ugiincii ayin sonunda ise hem HBS hem de L. pneumophila
sayisinda karbonhidrat miktariyla uyumlu olarak artis gozlenmistir. Dordiincii aymn
sonunda hem HBS hem de L. pneumophila sayisinda azalma meydana gelmistir. Besinci
ayda HBS’nda ufak bir azalma gozlenmekle birlikte, L. pneumophila sayisinda artis
kaydedilmis olup, 6. ayin sonunda diisen karbonhidrat miktariyla uyumlu olarak hem
HBS hem de L. pneumophila sayisinda disiis gézlenmistir. Saf su ile muamele
sonucunda, HBS 3.81 ile 3.ayda; L. pneumophila ise 2.59 degeri ile 5. ayda en yiiksek
seviyeye ulasmis olup; HBS 2.46 ile; L. pneumophila ise 1.14 degeri ile 6. ayda en
diistik seviyeye ulasmistir (Sekil 4.25, Sekil 4.26).
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Sekil 4.25: Aylik olarak saf suya maruz birakilmis biyofilm 6érneklerinde bulunan HBS, L.
pneumophila ve karbonhidrat miktarlari
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Sekil 4.26: Aylik olarak saf suya maruz birakilmis biyofilm 6rneklerinde bulunan L.
pneumophila sayist

Saf su ile muamele edilen biyofilm 0&rneklerinin, DAPI ve CTC boyalar ile
boyanmasinin ardindan yapilan incelemelerde, 2. ayda, 1. aya kiyasla toplam ve canli
bakteri sayisinda artis gdzlenmis olup, HBS’nda da azalma meydana gelmistir. Ugiincii
ayda ise toplam ve canli bakteri sayisinda azalma meydana gelirken, HBS’nda artis
meydana gelmistir. Dordiincii ayda, HBS ve canli bakteri sayisinda azalma meydana

gelirken, toplam bakteri sayisinda artis gozlenmistir. Besinci ayda HBS, canli ve toplam
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bakteri sayisinda azalma meydana gelmis olup, 6. ayda ise HBS ve toplam bakteri
sayisinda diisme meydana gelirken, canli bakteri sayisinda artis gozlenmistir (Sekil

4.27).
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Sekil 4.27: Aylik olarak saf suya maruz birakilmis biyofilm 6rneklerinde bulunan toplam
bakteri, canli bakteri ve HB sayilari

4.2.8. 3M Tuz Cozeltisi

Yirmi dort saat siireyle 3M tuz ¢ozeltisine maruz birakilan biyofilm drneklerinde 2. ayin
sonunda artan karbonhidrat miktartyla uyumlu olarak HBS’nda artig gbzlenirken, L.
pneumophila sayisinda azalma meydana gelirken gelmistir. Ugiincii aym sonunda ise
HBS azalirken, L. pneumophila sayisinda karbonhidrat miktar1 ile uyumlu olarak artis
gozlenmistir. Dordiincii ayin sonunda hem HBS hem de L. pneumophila sayisinda
karbonhidrat miktari ile uyumlu olarak artis meydana gelmistir. Besinci ayda da yine
karbonhidrat miktariyla uyumlu olarak hem HBS hem de L. pneumophila sayisinda
diisiis kaydedilmis olup, 6. ayin sonunda diisen karbonhidrat miktariyla uyumlu olarak
HBS ve L. pneumophila sayisinda diisiis gézlenmistir. 3M tuz ¢ozeltisi ile muamele
sonucunda, HBS 2.21; L. pneumophila ise 2.23 degeri ile 4. ayda en yiiksek seviyeye
ulagmis olup; HBS 0.65 ile; L. pneumophila ise 0 degeri ile 6. ayda en diisiik seviyeye
ulagmustir (Sekil 4.28, Sekil 4.29)
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Sekil 4.28: Aylik olarak 3M tuz ¢6zeltisine maruz birakilmig biyofilm 6rneklerinde bulunan
HBS, L. pneumophila ve karbonhidrat miktarlar
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Sekil 4.29: Aylik olarak 3M tuz ¢ozeltisine maruz birakilmig biyofilm 6érneklerinde bulunan L.
pneumophila sayisi

3M tuz ¢ozeltisine maruz birakilan biyofilm orneklerinin, DAPI ve CTC boyalar ile
boyanmasinin ardindan yapilan incelemelerde, 2. ayda, 1. aya kiyasla toplam, canl
bakteri ve HBS’nda artis gdzlenmistir. Uciincii ayda ise her ii¢ tiirde de diisiis
g6zlenmistir. Bu durumu 4. ayda yine 3 tiirde de gbzlenen artis takip etmistir. Besinci

ayda ise, HBS’nda azalma meydana gelmis olup, toplam ve canli bakteri sayisinda artis



73

gozlenmistir. Altinct ayda ise HBS, canli ve toplam bakteri sayisinda diisme meydana

gelmistir (Sekil 4.30).
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Sekil 4.30: Aylik olarak 3M tuz ¢6zeltisine maruz birakilmig biyofilm 6reklerinde bulunan
toplam bakteri, canli bakteri ve HB sayilari

4.2.9. 2 ppm Monokloramin

Dezenfeksiyon amaciyla aylik olarak 24 saat siireyle 2 ppm monokloramine maruz
birakilan biyofilm 6rneklerinde, 2. ayin sonunda artan karbonhidrat miktartyla uyumlu
olarak HBS ve L. pneumophila sayisinda artis meydana gelmistir. Ugiincii aym sonunda
HBS karbonhidrat miktariyla uyumlu olarak artarken, L. pneumophila’da iireme
gozlenmemistir. Dordiincii ve 5. ayin sonunda HBS’nda artis gézlenmekle beraber, 6.
aym sonunda diisiis gézlenmis olup, 6. ayin sonuna kadar L. pneumophila’da tireme
gbzlenmemistir. 2 ppm monokloramin ile muamele sonucunda, HBS 2.73 ile 4.ayda; L.
pneumophila ise 1.04 degeri ile 2. ayda en yiiksek seviyeye ulasmis olup; HBS O ile 6.
ayda; L. pneumophila ise 0 degeri ile 2. ayda en diisiik seviyeye ulagsmistir (Sekil 4.31,
Sekil 4.32).
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Sekil 4.31: Aylik olarak 2 ppm monokloramine maruz birakilmis biyofilm érneklerinde bulunan
HBS, L. pneumophila ve karbonhidrat miktarlari
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Sekil 4.32: Aylik olarak 2 ppm monokloramine maruz birakilmis biyofilm érneklerinde bulunan
L. pneumophila sayisi

2 ppm monokloramin’e maruz birakilan biyofilm 6rneklerinin, DAPI ve CTC boyalari
ile boyanmasinin ardindan yapilan incelemelerde, 1. ayda sonu¢ elde edilememistir.
Ucgiincii ayda ise 2. aya kiyasla, HBS’nda artis meydana gelirken, toplam ve canli
bakteri sayisinda azalma meydana gelmistir. Dordiincii ayda, HBS artarken, toplam ve

canli bakteri sayisinda azalma meydana gelmistir. Besinci ayda HBS, toplam ve canli
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bakteri sayisinda artis meydana gelmis olup, 6. ayda ise her 3 tiirde diisiis gdzlenmistir

(Sekil 4.33).

6
=¢—Toplam bakteri

5 _"\-‘/‘\\‘ log10 KOB/cm2
z 4 / A, 00 Canli bakteri
z / log10 KOB/cm2
E 3 =—HBS log10
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Ny \

1

O / T T T T \ 1
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3.ay 4.ay 5.ay 6.ay

Sekil 4.33: Aylik olarak 2 ppm monokloramine maruz birakilmis biyofilm érneklerinde bulunan
toplam bakteri, canli bakteri ve HB sayilari

4.2.10. 500 ppm Monokloramin

Aylik olarak 24 saat siirekle 500 ppm monokloramine maruz birakilan biyofilm
orneklerinde HBS ve L. pneumophila’da hicbir ayda tireme gozlenmemistir (Sekil4.34,
Sekil 4.35).

; g 0.7 ——HBS log10
. /A\ L 06 KOB/cm2
=
4.5 7/ AN Los £ Legionella
z 4 N\ E log10
3.5 ~, | 04 5 KOB/cm2
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Sekil 4.34: Aylik olarak 500 ppm monokloramine maruz birakilmis biyofilm 6rneklerinde
bulunan HBS, L. pneumophila ve karbonhidrat miktarlar
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Sekil 4.35: Aylik olarak 500 ppm monokloramine maruz birakilmis biyofilm 6rneklerinde
bulunan L. pneumophila sayisi

500 ppm monokloramin’e maruz birakilan biyofilm Orneklerinin, DAPI ve CTC
boyalar1 ile boyanmasinin ardindan yapilan incelemelerde, 6 aylik periyot boyunca
HBS’nda iireme gozlenmemistir. Bununla birlikte 2. ayda, 1. aya kiyasla toplam ve
canli bakteri sayisinda artis gozlenmistir. Uglincii ayda ise canli bakteri sayisinda
diisiis meydana gelirken, toplam bakteri sayisinda artis meydana gelmistir. Dordiincii
ayda da 3. ayda oldugu gibi canli bakteri sayisinda diisiis meydana gelmis olup, toplam
bakteri sayis1 artmistir. Besinci ayda toplam ve canli bakteri sayisinda artis meydana
gelmis olup, 6. ayda ise toplam bakteri sayist artarken, canli bakteri sayisinda diigme

meydana gelmistir (Sekil 4.36).
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Sekil 4.36: Aylik olarak 500 ppm monokloramine maruz birakilmis biyofilm érneklerinde
bulunan toplam bakteri, canli bakteri ve HB sayilari

4.2.10. 1000 ppm Monokloramin

Aylik olarak 24 saat siireyle 1000 ppm monokloramine maruz birakilan biyofilm
orneklerinde 500 ppm monokloraminle muamele sonucunda oldugu gibi HBS ve L.

pneumophila’da higbir ayda tireme gozlenmemistir (Sekil4.37, Sekil 4.38).

; 2 0.7 ——HBS log10
. /A\ L o6 KOB/cm2
I
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2 4 g log10
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- 02 ;
15 ' .
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0.5
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Sekil 4.37: Aylik olarak 1000 ppm monokloramine maruz birakilmis biyofilm érneklerinde
bulunan HBS, L. pneumophila ve karbonhidrat miktarlart
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Sekil 4.38: Aylik olarak 1000 ppm monokloramine maruz birakilmig biyofilm 6rneklerinde
bulunan L. pneumophila sayist

1000 ppm monokloramin’e maruz birakilan biyofilm Orneklerinin, DAPI ve CTC
boyalar1 ile boyanmasinin ardindan yapilan incelemelerde, 6 aylik periyot boyunca
HBS’nda iireme gozlenmemistir. Bununla birlikte 2. ayda, 1. aya kiyasla toplam ve
canli bakteri sayisinda artis gozlenmistir. Ucgiincii ayda ise canli ve toplam bakteri
sayisinda diisiis meydana gelmistir. Dordiincii ayda ise canli ve toplam bakteri sayisinda
artis meydana gelmistir. Besinci ayda canli bakteri sayisinda artis meydana gelirken,
toplam bakteri sayisinda diisiis gézlenmistir. Altinci ayda ise her iki bakteri sayisinda da

diisme meydana gelmistir (Sekil 4.39).
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Sekil 4.39: Aylik olarak 1000 ppm monokloramine maruz birakilmig biyofilm 6rneklerinde
bulunan toplam bakteri, canli bakteri ve HBS sayilari

Tablo 4.1. Alt1 aylik deney siiresince aylara gore dlgiilen pH, ¢éziinmiis oksijen, TCM ve

karbonhidrat miktarlar:

Coziinmiis oksijen Karbonhidrat miktar
Aylar Ph (mg/1) TCM (ppm) (ng/cm2)
1 8.61 5.43 780 0.297
2 7.90 4.9 774 0.354
3 7.80 4.0 727 0.417
4 8.08 4.0 720 0.619
5 7.88 3.7 889 0.426
6 8.28 3.8 857 0.366
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Sekil 4.40: Alt1 aylik deney siiresinde aylik olarak alinan biyofilm 6rneklerinde 6lgiilen

karbonhidrat miktar:
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Sekil 4.41: Alt1 aylik deney siiresinde aylik olarak dlgiilen pH ve oksijen miktarlari




Sekil 4.42: Epifloresan mikroskopta DAPI ile boyanmis bakteri hiicreleri (mavi sinyaller)

Sekil 4. 43: Epifloresan mikroskopta goriintiilenen canli bakteri hiicreleri (kirmizi sinyaller)



82

Sekil 4.44: BCYE agarda iiremis L. pneumophila kolonileri
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4.3.ISTATISTIKSEL ANALIZ

4.3.1. HBS sonugclan

4.3.1.1. 1.Parametre: 60 °C

60°C parametresinde aylar ve deney/kontrol grubu acisindan mikroorganizma sayilara
dair dagilimlar Tablo 4.2. ’de sunulmustur. Iki yonli varyans analizi sonuglari,
mikroorganizma sayilarinin hem aylar (F(5,132) = 8.427, p<.0001) hem de gruplar
(F(1,132) = 118.947, p<.0001) arasinda anlamli olarak farklilastigin1 gostermektedir.
Ayni zamanda aylar ve gruplar arasindaki etkilesim etkisi de yine anlamhidir (F(5,132)

= 7.888, p<.0001).

Tablo 4.2: 60 °C Parametresinde Ay ve Grup Degiskenlerine Gdre Mikroorganizma
Sayilarina Yonelik Tanimlayic Istatistikler

Mikroorganizma Sayilari

Aylar Gruplar | Ort. Std. N

1 Deney 1342542 |2071.352 12
Kontrol | 53886 51240.3 12
Toplam 27614.27 | 44474.39 24

2 Deney 185.1667 |641.4361 12

Kontrol |19443.54 ]9619.611 12
Toplam |9814.354 |11883.02 24
3 Deney 32.375 83.52983 12
Kontrol | 35760.63 |7902.851 12
Toplam | 17896.5 19049.28 24
4 Deney 50.875 98.88104 12
Kontrol |44144.79 |8777.686 12
Toplam |22097.83 |23324.99 24
5 Deney 64.75 113.0827 12
Kontrol |23694.58 |16726.23 12
Toplam |11879.67 |16717.33 24
6 Deney 60.04167 | 76.40605 12
Kontrol |1290.875 |380.8231 12
Toplam |675.4583 |683.6351 24
Toplam | Deney 289.2917 |980.5325 72
Kontrol |29703.4 28048.48 72
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Ayrica Post-Hoc analiziyle hangi aylardaki mikroorganizma sayilarinin birbirlerinden
anlamli olarak farklilastig1 incelenmis ve bunun i¢in LSD testi kullanilmistir.

Tablo 4.3: Aylara Gére Deney ve Kontrol Grubunda Olgiilen Mikroorganizma Say1 Dagilimlar
(Sadece Anlamli Fark Olan Aylar)

Aylar | Anlamli Olarak | Ortalama Farklar1 Anlamlilik Degeri
Farklilastig1
Aylar
1 2 17799.92 .000
3 9717.77 .039
5 15734.60 .001
6 26938.81 .000
2 1 -17799.92 .000
4 -12283.48 .001
3 1 -9717.77 .039
6 4671.32 .000
4 2 12283.48 .001
5 10218.17 .003
6 21422.38 .000
5 1 -15734.60 .000
4 -10218.17 .003
6 11204.21 .018
6 1 -26938.81 .000
3 -17221.04 .000
4 -21422.38 .000
5 -11204.21 .018
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4.3.1.2. 2. Parametre: 4 °C

4°C parametresinde aylar ve deney/kontrol grubu agisindan mikroorganizma sayilarina
dair dagilimlar Tablo 4.4. ’te sunulmus olup, bu degiskenler a¢isindan mikroorganizma
sayilarinin farklilagip farklilasmadigi iki yonlii varyans analiziyle incelenmistir.
Sonuglar hem aylar (F(5,132) = 8.294, p<.0001) hem de gruplar (F(1,132) = 4.469,
p<.05) arasinda anlamli bir fark oldugunu gostermekle birlikte, aylar ve gruplar
arasindaki etkilesim etkisi de yine anlamlidir (F(5,132) = 2.312, p<.05).

Tablo 4.4: 4°C Parametresinde Ay ve Grup Degiskenlerine Gére Mikroorganizma Sayilarina
Yonelik Tanimlayici Istatistikler

Mikroorganizma sayilar1

Aylar Gruplar | Ort. Std. N

1 Deney 144068.5 |184149.4 12
Kontrol | 53886 51240.3 12
Toplam | 98977.25 |139984.4 24

2 Deney 24952.29 | 11289.64 12

Kontrol  |19443.54 |9619.611 12
Toplam | 22197.92 |10636.28 24
3 Deney 58043.29 | 29562.95 12
Kontrol | 35760.63 | 7902.851 12
Toplam |46901.96 |24028.75 24
4 Deney 45825.67 | 3667.048 12
Kontrol |44144.79 |8777.686 12
Toplam | 44985.23 | 6634.551 24
5 Deney 24071.5 18219.5 12
Kontrol  ]23694.58 |16726.23 12
Toplam | 23883.04 |17105.48 24
6 Deney 3803.792 | 2833.599 12
Kontrol ]1290.875 |380.8231 12
Toplam | 2547.333 | 2357.282 24
Toplam | Deney 50127.51 |86911.01 72
Kontrol | 29703.4 28048.48 72
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Ayrica Post-Hoc analiziyle hangi aylardaki mikroorganizma sayilarinin birbirlerinden
anlamli olarak farklilastig1 incelenmis ve bunun i¢in LSD testi kullanilmistir.

Tablo 4.5: Aylara Gére Deney ve Kontrol Grubunda Olgiilen Mikroorganizma Say1 Dagilimlari
(Sadece Anlamli Fark Olan Aylar)

Aylar Anlamlt Olarak | Ortalama Farklar1 Anlamlilik Degeri
Farklilagtig1 Aylar

1 2 76779.33 .000
3 52075.29 .002
4 53992.02 .001
5 75094.2 .000
6 26938.81 .000
1 96429.92 .000
1 -52075.29 .002
6 44354.63 .007

4 1 -53992.02 .001
6 42437.9 .001
1 -75094.21 .000
1 -96429.92 .000
3 -44354.63 .007
4 -42437.9 .01
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4.3.1.3. 3.Parametre: pH 3

pH 3 parametresinde aylar ve deney/kontrol grubu acisindan mikroorganizma sayilarina
dair dagilimlar Tablo 4.6. ’de sunulmustur. Iki yoénlii varyans analizi sonuglari,
mikroorganizma sayilarinin hem aylar (F(5,132) = 8.410, p<.0001) hem de gruplar
(F(1,132) = 118.862, p<.0001) arasinda anlamli olarak farklilastigini gdostermektedir.
Ayn1 zamanda aylar ve gruplar arasindaki etkilesim etkisi de yine anlamlidir (F(5,132)
=7.884, p<.0001).

Tablo 4.6: pH 3 Parametresinde Ay ve Grup Degiskenlerine Gore Mikroorganizma Sayilarina
Yonelik Tanimlayici Istatistikler

Mikroorganizma

sayilari
Aylar Gruplar | Ort. Std. N
1 Deney 1249.917 |2882.884 |12

Kontrol | 53886 51240.3 |12
Toplam | 27567.96 | 44524.55 | 24
2 Deney 138.875 |251.2343 |12
Kontrol |19443.54 |9619.611 |12
Toplam | 9791.208 |11895.6 |24
3 Deney 129.5833 |209.6369 |12
Kontrol | 35760.63 | 7902.851 |12
Toplam | 17945.1 |19002.19 |24
4 Deney 9.25 21.60335 |12
Kontrol | 44144.79 | 8777.686 |12
Toplam | 22077.02 | 23345.43 | 24
5 Deney 166.5833 |211.8356 |12
Kontrol | 23694.58 | 16726.23 |12
Toplam |11930.58 | 16680.28 | 24
6 Deney 0 0 12
Kontrol  ]1290.875 |380.8231 |12
Toplam | 645.4375 | 709.9736 | 24
Toplam | Deney 282.3681 |1226.879 |72
Kontrol ]29703.4 |28048.48 |72
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Ayrica Post-Hoc analiziyle hangi aylardaki mikroorganizma sayilarinin birbirlerinden
anlamli olarak farklilastig1 incelenmis ve bunun i¢in LSD testi kullanilmistir.

Tablo 4.7: Aylara Gére Deney ve Kontrol Grubunda Olgiilen Mikroorganizma Say1 Dagilimlar
(Sadece Anlamli Fark Olan Aylar)

Aylar Anlamlt Olarak | Ortalama Farklar1 Anlamlilik Degeri
Farklilagtig1 Aylar
1 2 17776.75 .000
3 9622.85 .004
5 15637.38 0.001
6 26922.52 .000
2 1 -17776.75 .000
4 -12285.81 .001
3 1 -9622.85 .041
6 17299.67 .000
4 2 12285.81 .001
5 10146.44 .032
6 21431.58 .000
5 1 -15637.38 .001
4 -10146.44 .032
6 11285.15 .017
6 1 -26922.52 .000
3 -17299.67 .000
4 -21431.58 .000
5 -11285.15 .017




89

4.3.1.4. 4. Parametre: pH 5

pH 5 parametresinde aylar ve deney/kontrol grubu acisindan mikroorganizma sayilarina
dair dagilimlar Tablo 4.8. ’de sunulmustur. Iki yonlii varyans analizi sonuglari,
mikroorganizma sayilarinin hem aylar (F(5,132) = 10.583, p<.0001) hem de gruplar
(F(1,132) = 96.788, p<.0001) arasinda anlamli olarak farklilastigini gostermektedir.
Ayn1 zamanda aylar ve gruplar arasindaki etkilesim etkisi de yine anlamlidir (F(5,132)
= 6.735, p<.0001).

Tablo 4.8: pH 5 Parametresinde Ay ve Grup Degiskenlerine Gore Mikroorganizma Sayilarina
Yonelik Tanimlayici Istatistikler

Mikroorganizma

sayilari
Aylar Gruplar | Ort. Std. N
1 Deney 833.29167 | 1649.7109 | 12

Kontrol | 53886 51240.304 | 12
Toplam | 27359.646 | 44623.416 | 24
2 Deney 277.75 803.25167 | 12
Kontrol |19443.542 | 9619.6106 | 12
Toplam | 9860.6458 | 11848.626 | 24
3 Deney 2961.4583 | 1461.7248 | 12
Kontrol | 35760.625 | 7902.8505 | 12
Toplam |19361.042|17650.25 |24
4 Deney 12961.333|4092.48 |12
Kontrol | 44144.792 | 8777.6855 | 12
Toplam |28553.063 | 17278.041 | 24
5 Deney 1406.25 |1264.3963 |12
Kontrol |23694.583 | 16726.233 | 12
Toplam | 12550.417 | 16252.946 | 24
6 Deney 97.166667 | 172.60956 | 12
Kontrol  1290.875 |380.8231 |12
Toplam | 694.02083 | 674.78373 | 24
Toplam | Deney 3089.5417 | 4935.8171 |72
Kontrol | 29703.403 | 28048.482 | 72
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Ayrica Post-Hoc analiziyle hangi aylardaki mikroorganizma sayilarinin birbirlerinden

anlamli olarak farklilastig1 incelenmis ve bunun i¢in LSD testi kullanilmistir.

Tablo 4.9: Aylara Gére Deney ve Kontrol Grubunda Olgiilen Mikroorganizma Say1 Dagilimlar
(Sadece Anlamli Fark Olan Aylar)

Aylar Anlamh Olarak | Ortalama Farklar1 Anlamlilik Degeri
Farklilagtig1 Aylar
1 2 17499 .000
5 14809.23 .002
6 26665.63 .000
2 1 -17499 .000
3 -9500.4 .045
4 -18692.42 .000
3 2 9500.4 .045
6 18667.02 .000
4 2 18692.42 .000
5 16002.65 .001
6 27859.04 .000
5 2 -15734.6 .002
4 -16002.65 .013
6 11856.4 .001
6 1 -26665.63 .000
3 -18667.02 .000
4 -27859.04 .000
5 -11856.4 .013
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4.3.1.5. 5. Parametre: pH 11

pH 11 parametresinde aylar ve deney/kontrol grubu agisindan mikroorganizma
sayilarina dair dagilimlar Tablo 4.10. ’da sunulmustur. iki yénlii varyans analizi
sonuglari, mikroorganizma sayilarinin hem aylar (F(5,132) = 10.583, p<.0001) hem de
gruplar (F(1,132) = 96.788, p<.0001) arasinda anlamli olarak farklilastigini
gostermektedir. Ayn1 zamanda aylar ve gruplar arasindaki etkilesim etkisi de yine

anlamhdir (F (5,132) = 6.735, p<.0001).

Tablo 4.10: pH 11 Parametresinde Ay ve Grup Degiskenlerine Gore Mikroorganizma
Sayilarina Yonelik Tanimlayicr Istatistikler

Mikroorganizma

sayilari
Aylar Gruplar | Ort. Std. N
1 Deney 92.583333 | 216.22808 | 12

Kontrol | 53886 51240.304 | 12
Toplam | 26989.292 | 44839.889 | 24
2 Deney 92.583333 | 320.71807 | 12
Kontrol |19443.542 | 9619.6106 | 12
Toplam | 9768.0625| 11916.001 | 24
3 Deney 9.25 21.603346 | 12
Kontrol | 35760.625 | 7902.8505 | 12
Toplam | 17884.938 | 19060.516 | 24
4 Deney 32.375 68.826239 | 12
Kontrol | 44144.792 | 8777.6855 | 12
Toplam | 22088.583 | 23334.067 | 24
5 Deney 0 0 12
Kontrol | 23694.583 | 16726.233 | 12
Toplam |11847.292|16741.04 |24
6 Deney 101.83333 | 319.40309 | 12
Kontrol  1290.875 |380.8231 |12
Toplam | 696.35417 | 697.8355 |24
Toplam | Deney 54.770833 | 203.93939 | 72
Kontrol | 29703.403 | 28048.482 | 72
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Ayrica Post-Hoc analiziyle hangi aylardaki mikroorganizma sayilarinin birbirlerinden

anlamli olarak farklilastig1 incelenmis ve bunun i¢in LSD testi kullanilmistir.

Tablo 4.11: Aylara Gore Deney ve Kontrol Grubunda Olgiilen Mikroorganizma Say1
Dagilimlar (Sadece Anlamli Fark Olan Aylar)

Aylar Anlamh Olarak | Ortalama Farklar1 Anlamlilik Degeri
Farklilagtig1 Aylar
1 2 17499 .000
5 14809.23 .002
6 26665.63 .000
2 1 -17499 .000
3 -9500.4 .045
4 -18692.42 .000
3 2 9500.4 .045
6 18667.02 .000
4 2 18692.42 .000
5 16002.65 .001
6 27859.04 .000
5 2 -15734.6 .002
4 -16002.65 .013
6 11856.4 .001
6 1 -26665.63 .000
3 -18667.02 .000
4 -27859.04 .000
5 -11856.4 .013
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4.3.1.6. 6. Parametre: Saf Su

Saf su parametresinde aylar ve deney/kontrol grubu agisindan mikroorganizma
sayilarina dair dagilimlar Tablo 4.12. ’de sunulmustur. Iki yonlii varyans analizi
sonuglar1, mikroorganizma sayilarinin hem aylar (F(5,132) = 9.020, p<.0001) hem de
gruplar (F(1,132) = 75.786, p<.0001) arasinda anlamli olarak farklilastigini
gostermektedir. Ayn1 zamanda aylar ve gruplar arasindaki etkilesim etkisi de yine

anlamhdir (F (5,132) = 7.142, p<.0001).

Tablo 4.12: Saf Su Parametresinde Ay ve Grup Degiskenlerine Gére Mikroorganizma
Sayilarina Yonelik Tanimlayicr Istatistikler

Mikroorganizma

sayilari
Aylar Gruplar | Ort. Std. N
1 Deney 3657.3333 | 4099.3277 | 12

Kontrol | 53886 51240.304 | 12
Toplam | 28771.667 | 43839.44 |24
2 Deney 3425.75 |5046.4196 | 12
Kontrol |19443.542 | 9619.6106 | 12
Toplam 11434.646 | 11107.095 | 24
3 Deney 6519.9583 | 4824.5554 | 12
Kontrol | 35760.625 | 7902.8505 | 12
Toplam | 21140.292 | 16249.608 | 24
4 Deney 2424.375 |767.14587 |12
Kontrol | 44144.792 | 8777.6855 | 12
Toplam |23284.583 | 22162.991 | 24
5 Deney 1725.25 |1775.0362 |12
Kontrol |23694.583 | 16726.233 | 12
Toplam [12709.917 | 16162.226 | 24
6 Deney 453.25 957.7375 |12
Kontrol  1290.875 |380.8231 |12
Toplam | 872.0625 |831.3126 |24
Toplam | Deney 3034.3194 | 3807.895 |72
Kontrol | 29703.403 | 28048.482 | 72
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Ayrica Post-Hoc analiziyle hangi aylardaki mikroorganizma sayilariin birbirlerinden

anlamli olarak farklilastig1 incelenmis ve bunun i¢in LSD testi kullanilmistir.

Tablo 4.13: Aylara Gore Deney ve Kontrol Grubunda Olgiilen Mikroorganizma Say1
Dagilimlar (Sadece Anlamli Fark Olan Aylar)

Aylar Anlamh Olarak | Ortalama Farklar1 Anlamlilik Degeri
Farklilagtig1 Aylar
1 2 17337.02 .000
5 16061.75 .001
6 27899.6 .000
2 1 -17337.02 .000
3 -9705.65 .042
4 -11849.94 .013
6 10562.58 .027
3 2 9705.65 .042
6 20268.23 .000
4 2 11849.94 .013
5 10574.67 .027
6 22412.52 .000
5 1 -16061.75 .001
4 -10574.67 .027
6 11837.85 .013
6 1 -27899.6 .000
2 -10562.58 .027
3 .000
4 -22412.52 .000
5 -11837.85 .013
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4.3.1.7. 7. Parametre: 3M Tuz ¢ozeltisi

3M Tuz c¢Ozeltisi parametresinde aylar ve deney/kontrol grubu agisindan
mikroorganizma sayilarina dair dagilimlar Tablo 4.14. de sunulmustur. Iki yonlii
varyans analizi sonuglari, mikroorganizma sayilarinin hem aylar (F(5,132) = 8.103,
p<.0001) hem de gruplar (F(1,132) = 119.240, p<.0001) arasinda anlamli olarak
farklilagtigin1 gostermektedir. Ayn1 zamanda aylar ve gruplar arasindaki etkilesim etkisi

de yine anlamlidir (F(5,132) = 8.207, p<.0001).

Tablo 4.14: 3M Tuz Cozeltisi Parametresinde Ay ve Grup Degiskenlerine Gore
Mikroorganizma Sayilarina Yonelik Tanimlayici Istatistikler

Mikroorganizma

sayilari
Aylar Gruplar | Ort. Std. N
1 Deney 46.291667 | 160.35904 | 12

Kontrol | 53886 51240.304 | 12
Toplam | 26966.146 | 44854.268 | 24
2 Deney 1018.5 2129.7933 | 12
Kontrol |19443.542 | 9619.6106 | 12
Toplam |10231.021|11618.38 |24
3 Deney 263.625 |288.0221 |12
Kontrol | 35760.625 | 7902.8505 | 12
Toplam |18012.125|18937.127 | 24
4 Deney 161.95833 | 314.63814 | 12
Kontrol | 44144.792 | 8777.6855 | 12
Toplam | 22153.375|23271.135 | 24
5 Deney 23.125 37.104965 | 12
Kontrol | 23694.583 | 16726.233 | 12
Toplam | 11858.854 | 16732.523 | 24
6 Deney 4.625 16.02147 |12
Kontrol  11290.875 |380.8231 |12
Toplam 647.75 707.86717 | 24
Toplam | Deney 253.02083 | 928.56373 | 72
Kontrol | 29703.403 | 28048.482 | 72
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Ayrica Post-Hoc analiziyle hangi aylardaki mikroorganizma sayilarinin birbirlerinden

anlamli olarak farklilastig1 incelenmis ve bunun i¢in LSD testi kullanilmistir.

Tablo 4.15: Aylara Gore Deney ve Kontrol Grubunda Olgiilen Mikroorganizma Say1
Dagilimlar (Sadece Anlamli Fark Olan Aylar)

Aylar Anlaml Olarak | Ortalama Farklar1 Anlamlilik Degeri
Farklilagtig1 Aylar

1 2 16735.13 .000
5 15107.29 .002
6 26318.4 .000

2 1 -16735.13 .000
4 -11922.35 .012
6 9583.27 .042
6 17364.38 .000
2 11922.35 .012
5 10294.52 .029
6 21505.63 .000

5 1 -15107.29 .002
4 -10294.52 .029
6 11211.1 .018

6 1 -26318.4 .00
2 -9583.27 .042
3 -17364.38 .000
4 -21505.63 .000
5 -11211.1 .018
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4.3.1.8. 8. Parametre: 2 ppm Monokloramin

2 ppm monokloramin parametresinde aylar ve deney/kontrol grubu agisindan
mikroorganizma sayilarina dair dagilimlar Tablo 4.16. ’da sunulmustur. Iki yonlii
varyans analizi sonuglari, mikroorganizma sayilarinin hem aylar ( F(5,132) = 8.103,
p<.0001) hem de gruplar (F(1,132) = 119.240, p<.0001) arasinda anlamli olarak
farklilagtigin1 gostermektedir. Ayn1 zamanda aylar ve gruplar arasindaki etkilesim etkisi

de yine anlamlidir (F(5,132) = 8.207, p<.0001).

Tablo 4.16: 2 ppm monokloramin Parametresinde Ay ve Grup Degiskenlerine Gore
Mikroorganizma Sayilarina Yonelik Tanimlayici Istatistikler

Mikroorganizma

sayilari
Aylar Gruplar | Ort. Std. N
1 Deney 0 0 0
Kontrol |0 0 0
Toplam |0 0 0
2 Deney 92.583333 | 320.71807 | 12

Kontrol |19443.542 | 9619.6106 | 12
Toplam | 9768.0625| 11916.001 | 24
3 Deney 171.20833 | 313.74421 | 12
Kontrol | 35760.625 | 7902.8505 | 12
Toplam | 17965.917 | 18982.518 | 24
4 Deney 208.16667 | 209.24891 | 12
Kontrol | 44144.792 | 8777.6855 | 12
Toplam | 22176.479 | 23247.785 | 24
5 Deney 536.75 440.76687 | 12
Kontrol | 23694.583 | 16726.233 | 12
Toplam | 12115.667 | 16546.751 | 24
6 Deney 0 0 12
Kontrol  11290.875 |380.8231 |12
Toplam | 645.4375 |709.97361 | 24
Toplam | Deney 201.74167 | 340.05855 | 60
Kontrol | 24866.883 | 17733.711 | 60
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Ayrica Post-Hoc analiziyle hangi aylardaki mikroorganizma sayilarinin birbirlerinden

anlamli olarak farklilastig1 incelenmis ve bunun i¢in LSD testi kullanilmistir.

Tablo 4.17: Aylara Gore Deney ve Kontrol Grubunda Olgiilen Mikroorganizma Say1
Dagilimlar (Sadece Anlamli Fark Olan Aylar)

Aylar Anlaml Olarak | Ortalama Farklar1 Anlamlilik Degeri
Farklilagtig1 Aylar

1 2 16735.13 .000
5 15107.29 .002
6 26318.4 .000

2 1 -16735.13 .000
4 -11922.35 .012
6 9583.27 .042
6 17364.38 .000
2 11922.35 .012
5 10294.52 .029
6 21505.63 .000

5 1 -15107.29 .002
4 -10294.52 .029
6 11211.1 .018

6 1 -26318.4 .00
2 -9583.27 .042
3 -17364.38 .000
4 -21505.63 .000
5 -11211.1 .018
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4.3.1.9. 9. Parametre: 500 ppm Monokloramin

500 ppm monokloramin parametresinde aylar ve deney/kontrol grubu agisindan
mikroorganizma sayilarina dair dagilimlar Tablo 4.18. de sunulmustur. Iki yonlii
varyans analizi sonuglari, mikroorganizma sayilarinin hem aylar (F(5,132) = 8.169,
p<.0001) hem de gruplar (F(1,132) = 121.353, p<.0001) arasinda anlamli olarak
farklilagtigin1 gostermektedir. Ayn1 zamanda aylar ve gruplar arasindaki etkilesim etkisi

de yine anlamlidir (F(5,132) = 8.157, p<.0001).

Tablo 4.18: 500 ppm Monokloramin Parametresinde Ay ve Grup Degiskenlerine Gore
Mikroorganizma Sayilarina Yonelik Tanimlayici Istatistikler

Mikroorganizma

sayilari
Aylar Gruplar | Ort. Std. N
1 Deney 46.291667 | 160.35904 | 12

Kontrol | 53886 51240.304 | 12
Toplam | 26966.146 | 44854.268 | 24
2 Deney 46.291667 | 160.35904 | 12
Kontrol |19443.542 | 9619.6106 | 12
Toplam 9744.9167 | 11934.074 | 24
3 Deney 0 0 12
Kontrol | 35760.625 | 7902.8505 | 12
Toplam [17880.313 | 19065.037 | 24
4 Deney 0 0 12
Kontrol | 44144.792 | 8777.6855 | 12
Toplam | 22072.396 | 23349.985 | 24
5 Deney 0 0 12
Kontrol | 23694.583 | 16726.233 | 12
Toplam |11847.292|16741.04 |24
6 Deney 0 0 12
Kontrol  1290.875 |380.8231 |12
Toplam | 645.4375 |709.97361 | 24
Toplam | Deney 15.430556 | 91.929026 | 72
Kontrol | 29703.403 | 28048.482 | 72
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Ayrica Post-Hoc analiziyle hangi aylardaki mikroorganizma sayilarinin birbirlerinden

anlamli olarak farklilastig1 incelenmis ve bunun i¢in LSD testi kullanilmistir.

Tablo 4.19: Aylara Gore Deney ve Kontrol Grubunda Olgiilen Mikroorganizma Say1
Dagilimlar (Sadece Anlamli Fark Olan Aylar)

Aylar Anlaml Olarak | Ortalama Farklar1 Anlamlilik Degeri
Farklilagtig1 Aylar
1 2 17221.23 .000
5 15118.85 .002
6 26320.71 .000
2 1 -17221.23 .000
4 -12327.48 .009
3 6 17234.88 .000
4 2 12327.48 .009
5 10225.1 .003
6 21426.96 .000
5 1 -15118.85 .002
4 -10225.1 .003
6 11201.85 .018
6 1 -26320.71 .000
3 -17234.88 .000
4 -21426.96 .000
5 -11201.85 .001
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4.3.1.10. 10. Parametre: 1000 ppm Monokloramin

1000 ppm monokloamin parametresinde aylar ve deney/kontrol grubu agisindan
mikroorganizma sayilarina dair dagilimlar Tablo 4.20. de sunulmustur. Iki yonlii
varyans analizi sonuglari, mikroorganizma sayilarinin hem aylar (F(5,132) = 8.163,
p<.0001) hem de gruplar (F(1,132) = 121.481, p<.0001) arasinda anlamli olarak
farklilagtigin1 gostermektedir. Ayn1 zamanda aylar ve gruplar arasindaki etkilesim etkisi

de yine anlamlidir (F(5,132) = 8.163, p<.0001).

Tablo 4.20: 1000 ppm Monokloramin Parametresinde Ay ve Grup Degiskenlerine Gore
Mikroorganizma Sayilarina Yonelik Tanimlayici Istatistikler

Mikroorganizma

sayilari
Aylar Gruplar | Ort. Std. N
1 Deney 0 0 12

Kontrol | 53886 51240.304 | 12
Toplam | 26943 44868.63 |24
2 Deney 0 0 12
Kontrol |19443.542 | 9619.6106 | 12
Toplam 9721.7708 | 11953.195 | 24
3 Deney 0 0 12
Kontrol | 35760.625 | 7902.8505 | 12
Toplam [17880.313 | 19065.037 | 24
4 Deney 0 0 12
Kontrol | 44144.792 | 8777.6855 | 12
Toplam | 22072.396 | 23349.985 | 24
5 Deney 0 0 12
Kontrol | 23694.583 | 16726.233 | 12
Toplam |11847.292|16741.04 |24
6 Deney 0 0 12
Kontrol  1290.875 |380.8231 |12
Toplam | 645.4375 |709.97361 | 24
Toplam | Deney 0 0 72
Kontrol | 29703.403 | 28048.482 | 72
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Ayrica Post-Hoc analiziyle hangi aylardaki mikroorganizma sayilarinin birbirlerinden

anlamli olarak farklilastig1 incelenmis ve bunun i¢in LSD testi kullanilmistir.

Tablo 4.21: Aylara Gore Deney ve Kontrol Grubunda Olgiilen Mikroorganizma Say1
Dagilimlar (Sadece Anlamli Fark Olan Aylar)

Aylar Anlamli Olarak | Ortalama Farklar1 Anlamlilik Degeri
Farklilagtig1 Aylar
1 2 17221.23 .000
5 15095.71 .002
6 26297.56 .000
2 1 -17221.23 .000
4 -12350.63 .009
3 6 17234.88 .000
4 2 12350.63 .009
5 10225.1 .003
6 21426.96 .000
5 1 -15095.71 .002
4 -10225.1 .003
6 11201.85 .018
6 1 -26938.81 .000
3 -17234.88 .000
4 -21426.96 .000
5 -11201.85 .018
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4.3.1.11. Parametreler Arasi Farklarin Incelenmesi

Parametrelere gore mikroorganizma sayilarina dair dagilimlar Tablo 4.22. *de sunulmus
olup, parametreler agisindan mikroorganizma sayilarinin farklilasip farklilasmadig tek
yonlii varyans analiziyle incelenmis ve bu degisken acisindan anlamli bir farklilasma

tespit edilmistir (F(9,698) = 22.775, p< .05).

Tablo 4.22: Parametrelere Gore Mikroorganizma Sayilarina Yo6nelik Tanimlayicr Istatistikler

Parametre N |Ort Std

60 °C 72 |289.2917 | 980.53251
4°C 72 |50127.51  |86911.01396
pH 3 72 |282.3981 1226.87893
pH 5 72 ]3089.5417 |4935.8171
pH 11 72 |54.7708 203.93939
Saf su 72 13034.3194 |3807.89504
3M Tuz ¢ozeltisi 72 |253.0208 928.56373
2 ppm monokloramin 72 |201.7417 340.05855
500 ppm monokloramin 72 ]15.4306 91.92903
1000 ppm monokloramin 72 |0 0
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Ayrica Post-Hoc analiziyle hangi parametrelerin mikroorganizma sayilar1 agisindan
birbirlerinden anlamli olarak farklilastigi incelenmis ve bunun ig¢in LSD testi
kullanilmistir.

Tablo 4.23. ’te Olciilen mikroorganizma sayr dagilimlari sadece anlamli fark olan
parametreler igin verilmistir.

Tablo 4.23: Parametreler Arasindaki Anlamli Farklilasmalar1 Gosteren Post-Hoc Analiz

Sonuglari
Parametre Anlamli Olarak | Ortalama Farki | Anlamlilik Degeri
Farklilasti§1 Parametre
60 °C 4°C -49838.215 .000
4°C 60 °C 49838.2153 .000
pH=3 49845.1389 .000
pH=5 47037.9653 .000
pH=11 50072.7361 .000
Saf su 47093.1875 .000
3M Tuz ¢ozeltisi 49874.4861 .000
2 ppm monokloramin 49925.7653 .000
500 ppm monokloramin | 50112.0764 .000
1000 ppm monokloramin | 50127.5069 -000
pH 3 4°C -49845.139 .000
pH 5 4°C -47037.965 .000
pH 11 4°C -50072.736 .000
Saf su 4°C -47093.188 .000
3M Tuz Cézeltisi 4°C -47874.486 .000
2 ppm monokloramin 4°C -49925.765 .000
500 ppm monokloramin | 4 °c -50112.076 .000
1000 ppm monokloramin |4 °c -50127.507 .000
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4.3.2. Epifloresan Sonuclari

4.3.2.1. 1.Parametre: Kontrol

Direkt parametresinde aylar ve deney/kontrol grubu ac¢isindan mikroorganizma
sayilarina dair dagilimlar Tablo 4.24.°de sunulmustur. Iki yonlii varyans analizi
sonuglar1, mikroorganizma sayilarinin hem aylar ( F(5,144) = 5.984, p<.0001) hem de
gruplar (F(1,144) = 68.330, p<.0001) arasinda anlamli olarak farklilagtigini
gostermektedir. Ayn1 zamanda aylar ve gruplar arasindaki etkilesim etkisi de yine

anlamlidir (F(5,144) = 6.221, p<.0001).

Tablo 4.24: Direkt Parametresinde Ay ve Grup Degiskenlerine Gére Mikroorganizma Sayilarina
Yénelik Tanimlayici Istatistikler

Mikroorganizma

sayilari
Aylar Gruplar | Ort. Std. N
1 Deney 9504.94 | 21825.642 |12

Kontrol  |129900.89 | 83782.168 | 12
Toplam | 69702.915 | 85827.183 | 24
2 Deney 34851.28 |29319.408 | 12
Kontrol | 287524.44|163836.5 |12
Toplam |161187.86 | 172926.81 | 24
3 Deney 14257.41 |14329.236 | 12
Kontrol | 499653.22 | 654429.05 | 12
Toplam | 256955.32 | 516129.59 | 24
4 Deney 7920.7833 | 14519.036 | 12
Kontrol |652673.3 | 303680.23 | 12
Toplam | 330297.04 | 390706.84 | 24
5 Deney 25346.507 | 24763.75 |12
Kontrol | 224950.25 | 50349.818 | 12
Toplam | 125148.38 | 109083.48 | 24
6 Deney 11881.175|9175.188 |12
Kontrol | 99009.792 | 57668.129 | 12
Toplam | 55445.483 | 60092.734 | 24
Toplam | Deney 17293.683 | 21775.662 | 72
Kontrol | 315618.65 | 356374.13 | 72
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Ayrica Post-Hoc analiziyle hangi aylardaki mikroorganizma sayilarinin birbirlerinden

anlamli olarak farklilastig1 incelenmis ve bunun i¢in LSD testi kullanilmistir.

Tablo 4.25: Aylara Gore Deney ve Kontrol Grubunda Olgiilen Mikroorganizma Say1
Dagilimlar (Sadece Anlamli Fark Olan Aylar)

Aylar Anlamh Olarak | Ortalama Farklar1 Anlamlilik Degeri
Farklilagtig1 Aylar

1 3 -187252.4 .003
4 -260594.13 .000
4 -169109.18 .008
1 187252.4 .003
5 131806.94 .037
6 201509.83 .002

4 1 260594.13 .008
2 169109.18 .000
5 205148.66 .001
6 274851.55 .000

5 3 -131806.94 .037
4 -205148.66 .000

6 3 -201509.83 .002
4 -274851.56 .000
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4.3.2.2. 2.Parametre: 60 °C

60°C parametresinde aylar ve deney/kontrol grubu agisindan mikroorganizma sayilarina
dair dagilimlar Tablo 4.26. ’da sunulmustur. Iki yonlii varyans analizi sonuglari,
mikroorganizma sayilarinin hem aylar (F(5,144) = 6.710, p<.0001) hem de gruplar
(F(1,144) = 119.269, p<.0001) arasinda anlamli olarak farklilastigini gostermektedir.
Ayn1 zamanda aylar ve gruplar arasindaki etkilesim etkisi de yine anlamlidir (F(5,144)
= 5.683, p<.0001).

Tablo 4.26: 60 °C Parametresinde Ay ve Grup Degiskenlerine Gore Mikroorganizma Sayilarina
Yonelik Tanimlayici Istatistikler

Mikroorganizma

sayilari
Aylar Gruplar | Ort. Std. N
1 Deney 22178.193 | 33989.802 | 12

Kontrol |79999.912 | 35206.402 | 12
Toplam | 51089.053 | 44916.772 | 24
2 Deney 5544.5483 | 6354.6029 | 12
Kontrol |94257.322 | 85348.216 | 12
Toplam | 49900.935 | 74539.579 | 24
3 Deney 17425.723 | 22504.961 | 12
Kontrol | 128400.02 | 113186.56 | 12
Toplam | 72912.873|97887.723 | 24
4 Deney 792.07833 | 2743.8398 | 12
Kontrol | 53861.327 | 27288.324 | 12
Toplam | 27326.703 | 33082.285 | 24
5 Deney 2376.235 |5908.0954 | 12
Kontrol |152871.12 | 17878.079 | 12
Toplam | 77623.677 | 77961 24
6 Deney 2376.235 |4298.7709 | 12
Kontrol |33267.29 |13744.121|12
Toplam | 17821.763 | 18657.935 | 24
Toplam | Deney 8448.8356 | 18504.869 | 72
Kontrol |90442.832 | 72120.474 |72
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Ayrica Post-Hoc analiziyle hangi aylardaki mikroorganizma sayilarinin birbirlerinden

anlamli olarak farklilastig1 incelenmis ve bunun i¢in LSD testi kullanilmistir.

Tablo 4.27: Aylara Gore Deney ve Kontrol Grubunda Olgiilen Mikroorganizma Say1
Dagilimlar1 (Sadece Anlamli Fark Olan Aylar)

Aylar Anlamh Olarak | Ortalama Farklar1 Anlamlilik Degeri
Farklilastig1 Aylar
1 5 -26534.62 .043
6 33267.29 .012
2 5 -27722.74 .035
6 32079.17 .015
3 4 45586.17 .001
6 55091.11 .000
4 3 -45586.17 .001
5 -50296.97 .000
5 1 26534.62 .043
2 27722.74 .035
4 50296.97 .000
6 59801.91 .000
6 1 -33267.29 .000
2 -32079.17 .015
3 -55091.11 .000
5 -59801.91 .000
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4.3.2.3. 3. Parametre: 4 °C

4°C parametresinde aylar ve deney/kontrol grubu agisindan mikroorganizma sayilarina
dair dagilimlar Tablo 4.28. ’de sunulmustur. Iki yonlii varyans analizi sonuglari,
mikroorganizma sayilarinin hem aylar (F(5,144) = 6.710, p<.0001) hem de gruplar
(F(1,144) = 119.269, p<.0001) arasinda anlamli olarak farklilastigin1 gostermektedir.
Ayn1 zamanda aylar ve gruplar arasindaki etkilesim etkisi de yine anlamlidir (F(5,144)
=5.683, p<.0001).

Tablo 4.28: 4 °C Parametresinde Ay ve Grup Degiskenlerine Gére Mikroorganizma Sayilaria
Yonelik Tanimlayici Istatistikler

Mikroorganizma

sayilari
Aylar Gruplar | Ort. Std. N
1 Deney 4752.47 | 8597.5417 |12

Kontrol |88671.518 | 38992.435 | 12
Toplam | 46711.994 | 50986.803 | 24
2 Deney 2376.235 |8231.5195|12
Kontrol |33267.29 |28514.82 |12
Toplam | 17821.763 | 25888.494 | 24
3 Deney 17425.723 | 18049.53 |12
Kontrol | 175841.39 | 27036.349 | 12
Toplam | 96633.557 | 83976.546 | 24
4 Deney 9504.94 |7185.0593 |8
Kontrol |191682.96 | 55398.144 | 12
Toplam |118811.75|100897.62 | 20
5 Deney 26930.663 | 30821.74 |12
Kontrol | 363563.96 | 102220.8 |12
Toplam | 195247.31|187120.24 | 24
6 Deney 7128.705 |10818.336 |12
Kontrol | 43564.308 | 41024.347 | 12
Toplam | 25346.507 | 34744.838 | 24
Toplam | Deney 11461.839 | 18254.244 | 68
Kontrol ]149431.9 |125690.78 |72
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Ayrica Post-Hoc analiziyle hangi aylardaki mikroorganizma sayilarinin birbirlerinden

anlamli olarak farklilastig1 incelenmis ve bunun i¢in LSD testi kullanilmistir.

Tablo 4.29: Aylara Gore Deney ve Kontrol Grubunda Olgiilen Mikroorganizma Say1
Dagilimlar (Sadece Anlamli Fark Olan Aylar)

Aylar Anlamh Olarak | Ortalama Farklar1 Anlamlilik Degeri
Farklilastig1 Aylar
1 5 -26534.62 .043
6 33267.29 .012
2 5 -27722.74 .035
6 32079.17 .015
3 4 45586.17 .001
6 55091.11 .000
4 3 -45586.17 .001
5 -50296.97 .000
5 1 26534.62 .043
2 27722.74 .035
4 50296.97 .000
6 59801.91 .000
6 1 -33267.29 .000
2 -32079.17 .015
3 -55091.11 .000
5 -59801.91 .000
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4.3.2.4. 4. Parametre: pH 3

pH 3 parametresinde aylar ve deney/kontrol grubu acisindan mikroorganizma sayilarina
dair dagilimlar Tablo 4.30. ’de sunulmustur. Iki yonlii varyans analizi sonuglari,
mikroorganizma sayilarinin hem aylar (F(5,144) = 6.710, p<.0001) hem de gruplar
(F(1,144) = 119.269, p<.0001) arasinda anlamli olarak farklilastigini gdostermektedir.
Ayn1 zamanda aylar ve gruplar arasindaki etkilesim etkisi de yine anlamlidir (F(5,144)
=5.683, p<.0001).

Tablo 4.30: pH 3 Parametresinde Ay ve Grup Degiskenlerine Gére Mikroorganizma Sayilarina
Yonelik Tanimlayici Istatistikler

Mikroorganizma

sayilari
Aylar Gruplar | Ort. Std. N
1 Deney 0 0 12

Kontrol |121980.06 | 48267.765 | 12
Toplam | 60990.032 | 70680.655 | 24
2 Deney 475247 | 4963.793 |12
Kontrol | 68910.815 | 64354.066 | 12
Toplam | 36831.643|55374.101 | 24
3 Deney 16633.645 | 19489.868 | 12
Kontrol | 163960.22 | 37830.269 | 12
Toplam [ 90296.93 |80798.067 | 24
4 Deney 792.07833 | 2743.8398 | 12
Kontrol |159999.82 | 61710.061 | 12
Toplam | 80395.951 | 91854.067 | 24
5 Deney 792.07833 | 2743.8398 | 12
Kontrol | 259801.69 | 39154.927 | 12
Toplam | 130296.89 | 135046.35 | 24
6 Deney 0 0 12
Kontrol | 38019.76 |11463.389 |12
Toplam [19009.88 |20974.638 | 24
Toplam | Deney 3828.3786 | 10046.39 |72
Kontrol |135445.4 | 85488.662 | 72
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Ayrica Post-Hoc analiziyle hangi aylardaki mikroorganizma sayilarinin birbirlerinden
anlamli olarak farklilastig1 incelenmis ve bunun i¢in LSD testi kullanilmistir.

Tablo 4.31: Aylara Gore Deney ve Kontrol Grubunda Olgiilen Mikroorganizma Say1
Dagilimlar1 (Sadece Anlamli Fark Olan Aylar)

Aylar Anlaml Olarak | Ortalama Farklar1 Anlamlilik Degeri
Farklilagtig1 Aylar
1 5 -26534.62 .043
6 33267.29 .012
2 5 -27722.74 .035
6 32079.17 .015
3 4 45586.17 .001
6 55091.11 .000
4 3 -45586.17 .001
5 -50296.97 .000
5 1 26534.62 .043
2 27722.74 .035
4 50296.97 .000
6 59801.91 .000
6 1 -33267.29 .000
2 -32079.17 .015
3 -55091.11 .000
5 -59801.91 .000
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4.3.2.5. 5. Parametre: pH 5

pH 5 parametresinde aylar ve deney/kontrol grubu acisindan mikroorganizma sayilarina
dair dagilimlar Tablo 4.32. ’de sunulmustur. Iki yonlii varyans analizi sonuglari,
mikroorganizma sayilarinin hem aylar ( F(5,144) = 7.349, p<.0001) hem de gruplar
(F(1,144) = 338.195, p<.0001) arasinda anlamli olarak farklilastigini gdostermektedir.
Ayn1 zamanda aylar ve gruplar arasindaki etkilesim etkisi de yine anlamlidir (F(5,144)
= 6.493, p<.0001).

Tablo 4.32: pH 5 Parametresinde Ay ve Grup Degiskenlerine Gére Mikroorganizma Sayilarina
Yonelik Tanimlayici Istatistikler

Mikroorganizma

sayilari
Aylar Gruplar | Ort. Std. N
1 Deney 2376.235 |4298.7709 |12

Kontrol |122730.89 | 36329.871 | 12
Toplam | 62553.561 | 66474.311 | 24
2 Deney 8712.8617 | 20449.515 | 12
Kontrol |135445.4 |66116.655 |12
Toplam | 72079.128 | 80501.783 | 24
3 Deney 16633.645 | 31164.03 |12
Kontrol |125148.38 | 34825.252 | 12
Toplam | 70891.011 | 64158.983 | 24
4 Deney 13465.332 | 11787.194 | 12
Kontrol |76039.52 |24317.52 |12
Toplam | 44752.426 | 37023.055 | 24
5 Deney 4752.47 | 8597.5417 |12
Kontrol | 122772.14 | 48543.482 | 12
Toplam | 63762.306 | 69252.568 | 24
6 Deney 2376.235 |5908.0954 | 12
Kontrol | 51485.092 | 25458.769 | 12
Toplam | 26930.663 | 30916.211 | 24
Toplam | Deney 8052.7964 | 16932.44 |72
Kontrol | 105603.57 | 50832.798 | 72
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Ayrica Post-Hoc analiziyle hangi aylardaki mikroorganizma sayilarinin birbirlerinden

anlamli olarak farklilastig1 incelenmis ve bunun i¢in LSD testi kullanilmistir.

Tablo 4.33: Aylara Gore Deney ve Kontrol Grubunda Olgiilen Mikroorganizma Say1
Dagilimlar (Sadece Anlamli Fark Olan Aylar)

Aylar Anlaml Olarak | Ortalama Farklar1 Anlamlilik Degeri
Farklilagtig1 Aylar
1 6 35622.9 .000
2 4 27326.7 .004
6 45148.47 .000
3 4 26138.59 .005
6 43960.35 .000
4 2 -27326.7 .004
3 -26138.59 .005
5 -19009.88 .041
5 4 19009.88 .041
6 36831.65 .000
6 1 -35622.9 .000
2 -45148.47 .000
3 -43960.35 .000
5 -36831.65 .000
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4.3.2.6. 6. Parametre: pH 11

pH 11 parametresinde aylar ve deney/kontrol grubu agisindan mikroorganizma
sayilarma dair dagilimlar Tablo 4.34. ’de sunulmustur. iki yénlii varyans analizi
sonuglar1, mikroorganizma sayilarinin hem aylar (F(5,144) = 10.851, p<.0001) hem de
gruplar (F(1,144) = 174.986, p<.0001) arasinda anlamli olarak farklilastigini
gostermektedir. Ayn1 zamanda aylar ve gruplar arasindaki etkilesim etkisi de yine

anlamlidir (F(5,144) = 11.591, p<.0001).

Tablo 4.34: pH 11 Parametresinde Ay ve Grup Degiskenlerine Gore Mikroorganizma
Sayilarina Yonelik Tanimlayicr Istatistikler

Mikroorganizma

sayilari
Aylar Gruplar | Ort. Std. N
1 Deney 3168.3133 | 6190.9376 | 12

Kontrol |57821.718 | 28789.524 | 12
Toplam | 30495.016 | 34553.535 | 24
2 Deney 19801.958 | 54142.269 | 12
Kontrol |72079.128 | 48373.996 | 12
Toplam | 45940.543 | 56868.701 | 24
3 Deney 4752.47 13744121 |12
Kontrol |53069.248 | 19206.879 | 12
Toplam | 28910.859 | 29593.567 | 24
4 Deney 7128.705 |11552.6 |12
Kontrol |142574.1 |66101.125|12
Toplam | 74851.403 | 83302.426 | 24
5 Deney 0 0 12
Kontrol | 148118.65 | 62322.569 | 12
Toplam | 74059.324 | 87068.172 | 24
6 Deney 2376.235 |5908.0954 | 12
Kontrol | 35643.525|12896.313 | 12
Toplam [ 19009.88 |19619.977 | 24
Toplam | Deney 6204.6136 | 23616.502 | 72
Kontrol | 84884.395 | 61832.578 | 72
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Ayrica Post-Hoc analiziyle hangi aylardaki mikroorganizma sayilarinin birbirlerinden

anlamli olarak farklilastig1 incelenmis ve bunun i¢in LSD testi kullanilmistir.

Tablo 4.35: Aylara Gore Deney ve Kontrol Grubunda Olgiilen Mikroorganizma Say1
Dagilimlar (Sadece Anlamli Fark Olan Aylar)

Aylar Anlamh Olarak | Ortalama Farklar1 Anlamlilik Degeri
Farklilastig1 Aylar
1 4 -44356.39 .000
5 -43564.31 .000
2 4 -28910.86 .006
5 -28118.78 .007
6 26930.66 .010
3 4 -45940.54 .000
5 -45148.47 .000
4 1 44356.39 .000
2 28910.86 .006
3 45940.54 .000
6 55841.52 .000
5 1 43564.31 .000
2 28118.78 .007
3 45148.47 .000
6 55049.44 .000
6 2 -26930.66 .010
4 -55841.52 .000
5 -55049.44 .000
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4.3.2.7. 7. Parametre: Saf Su

Saf su parametresinde aylar ve deney/kontrol grubu agisindan mikroorganizma
sayilarma dair dagilimlar Tablo 4.26. ’da sunulmustur. iki yonlii varyans analizi
sonuglar1, mikroorganizma sayilarinin hem aylar (F(5,144) = 13.784, p<.0001) hem de
gruplar (F(1,144) = 190.348, p<.0001) arasinda anlamli olarak farklilastigini
gostermektedir. Ayn1 zamanda aylar ve gruplar arasindaki etkilesim etkisi de yine

anlamlidir (F(5,144) = 14.881, p<.0001).

Tablo 4.36: Saf Su Parametresinde Ay ve Grup Degiskenlerine Gére Mikroorganizma
Sayilarina Yonelik Tanimlayicr Istatistikler

Mikroorganizma

sayilari
Aylar Gruplar | Ort. Std. N
1 Deney 23762.35 |47524.7 |12

Kontrol |71287.05 |67393.126 |12
Toplam |47524.7 |61980.473 |24
2 Deney 75247.442 | 63497.544 | 12
Kontrol |163243.14 | 60680.057 | 12
Toplam | 119245.29 | 75559.805 | 24
3 Deney 26930.663 | 62371.968 | 12
Kontrol | 127524.61 | 36803.177 | 12
Toplam 77227.638 | 71750.459 | 24
4 Deney 12356.422 | 16795.049 | 10
Kontrol |239999.74 | 62410.363 | 12
Toplam | 136525.5 |124985.11 |22
5 Deney 8712.8617 | 21620.85 |12
Kontrol |217821.54 | 69900.632 | 12
Toplam |113267.2 |118183.31 |24
6 Deney 17425.723 | 19366.569 | 12
Kontrol | 53069.248 | 32285.86 |12
Toplam | 35247.486 | 31769.971 | 24
Toplam | Deney 27835.896 | 48013.18 |70
Kontrol | 145490.89 | 88780.112 | 72
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Ayrica Post-Hoc analiziyle hangi aylardaki mikroorganizma sayilarinin birbirlerinden
anlamli olarak farklilastig1 incelenmis ve bunun i¢in LSD testi kullanilmistir.

Tablo 4.37: Aylara Gore Deney ve Kontrol Grubunda Olgiilen Mikroorganizma Say1
Dagilimlar (Sadece Anlamli Fark Olan Aylar)

Aylar Anlamh Olarak | Ortalama Farklar1 Anlamlilik Degeri
Farklilastig1 Aylar
1 4 -44356.39 .000
5 -43564.31 .000
2 4 -28910.86 .006
5 -28118.78 .007
6 26930.66 .010
3 4 -45940.54 .000
5 -45148.47 .000
4 1 44356.39 .000
2 28910.86 .006
3 45940.54 .000
6 55841.52 .000
5 1 43564.31 .000
2 28118.78 .007
3 45148.47 .000
6 55049.44 .000
6 2 -26930.66 .010
4 -55841.52 .000
5 -55049.44 .000
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4.3.2.8. 8. Parametre: 3M Tuz ¢ozeltisi

3M Tuz c¢Ozeltisi parametresinde aylar ve deney/kontrol grubu agisindan
mikroorganizma sayilarma dair dagilimlar Tablo 4.38. ’de sunulmustur. Iki yonlii
varyans analizi sonuglari, mikroorganizma sayilarinin hem aylar (F(5,144) = 29.597,
p<.0001) hem de gruplar (F(1,144) = 238.484, p<.0001) arasinda anlamli olarak
farklilagtigin1 gostermektedir. Ayn1 zamanda aylar ve gruplar arasindaki etkilesim etkisi

de yine anlamlidir (F(5,144) = 17.099, p<.0001).

Tablo 4.38: 3M Tuz Cozeltisi Parametresinde Ay ve Grup Degiskenlerine Gére
Mikroorganizma Sayilarina Yonelik Tanimlayici Istatistikler

Mikroorganizma

sayilari
Aylar Gruplar | Ort. Std. N
1 Deney 9504.94 2431752 |12

Kontrol |15841.576|10199.628 | 12
Toplam | 12673.258 | 18521.473 | 24
2 Deney 58613.797 | 61443.301 | 12
Kontrol |190098.8 | 68780.334 |12
Toplam | 124356.3 | 92617.959 | 24
3 Deney 11881.175|21872.63 |12
Kontrol 127524.61 | 55342.52 |12
Toplam | 69702.893 | 71988.435 | 24
4 Deney 16633.645 | 20715.536 | 12
Kontrol ]190098.8 |57887.277 |12
Toplam | 103366.22 | 98272.41 |24
5 Deney 23762.35 |27932.824 |12
Kontrol | 201979.98 | 55441.368 | 12
Toplam |112871.16 | 100642.07 | 24
6 Deney 8712.8617 | 11068.504 | 12
Kontrol | 48316.778 | 20449.515| 12
Toplam | 28514.82 | 25841.036 | 24
Toplam | Deney 21518.128 | 35528.183 | 72
Kontrol |128976.76 | 87810.018 | 72
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Ayrica Post-Hoc analiziyle hangi aylardaki mikroorganizma sayilarinin birbirlerinden

anlamli olarak farklilastig1 incelenmis ve bunun i¢in LSD testi kullanilmistir.

Tablo 4.39: Aylara Gore Deney ve Kontrol Grubunda Olgiilen Mikroorganizma Say1
Dagilimlar (Sadece Anlamli Fark Olan Aylar)

Aylar Anlamli Olarak | Ortalama Farklar1 Anlamlilik Degeri
Farklilagtig1 Aylar
1 2 -111683.04 .000
3 -57029.64 .000
4 -90692.97 .000
5 -100197.91 .000
2 1 111683.04 .000
3 54653.41 .000
6 95841.48 .000
3 1 57029.64 .000
2 -54653.41 .000
4 -33663.33 .006
5 -43168.27 .001
6 41188.07 .001
4 1 90692.97 .000
3 33663.33 .006
6 74851.4 .000
5 1 100197.91 .000
3 43168.27 .001
6 84356.34 .000
6 2 -95841.48 .000
3 -41188.07 .001
4 -74851.4 .000
5 -84356.34 .000
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4.3.2.9. 9. Parametre: 2 ppm Monokloramin

2 ppm monokloramin parametresinde aylar ve deney/kontrol grubu agisindan
mikroorganizma sayilarma dair dagilimlar Tablo 4.40. ’da sunulmustur. Iki yonlii
varyans analizi sonuglari, mikroorganizma sayilarinin hem aylar (F(5,144) = 81.906,
p<.0001) hem de gruplar (F(1,144) = 282.552, p<.0001) arasinda anlamli olarak
farklilagtigin1 gostermektedir. Ayn1 zamanda aylar ve gruplar arasindaki etkilesim etkisi

de yine anlamlidir (F(5,144) = 40.168, p<.0001).

Tablo 4.40: 2 ppm Monokloramin Parametresinde Ay ve Grup Degiskenlerine Gore
Mikroorganizma Sayilarina Yonelik Tanimlayici Istatistikler

Mikroorganizma

sayilari
Aylar Gruplar | Ort. Std. N
1 Deney 0 0 0
Kontrol |0 0 0
Toplam |0 0 0
2 Deney 128316.69 | 46476.232 | 12

Kontrol |195643.35|43737.436 | 12
Toplam | 161980.02 | 55950.41 |24
3 Deney 10297.018 | 21620.85 |12
Kontrol |158411.17 | 46088.383 | 12
Toplam | 84354.093 | 83440.791 | 24
4 Deney 4752.47 |6408.2292 | 12
Kontrol | 86305.987 | 22453.93 |12
Toplam | 45529.228 | 44674.448 | 24
5 Deney 13465.332 | 25458.769 | 12
Kontrol | 267722.48 | 74933.366 | 12
Toplam | 140593.9 |140924.73 | 24
6 Deney 4759.97 | 7597.7326 | 12
Kontrol | 43564.308 | 35438.918 | 12
Toplam | 24162.139 | 31954.265 | 24
Toplam | Deney 26931.913 | 51247.585 | 72
Kontrol |125274.55|101280.17 | 72
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Ayrica Post-Hoc analiziyle hangi aylardaki mikroorganizma sayilarinin birbirlerinden

anlamli olarak farklilastig1 incelenmis ve bunun i¢in LSD testi kullanilmistir.

Tablo 4.41: Aylara Gore Deney ve Kontrol Grubunda Olgiilen Mikroorganizma Say1
Dagilimlar (Sadece Anlamli Fark Olan Aylar)

Aylar Anlaml Olarak | Ortalama Farklar1 Anlamlilik Degeri
Farklilastig1 Aylar
1 2 -161980.02 .000
3 -84354.09 .000
4 -45529.23 .000
5 -140593.9 .000
6 -24162.14 .019
2 1 161980.02 .000
3 77625.93 .000
4 116450.79 .000
5 21386.12 .037
6 137817.88 .000
3 1 84354.09 .000
2 -77625.93 .000
4 38824.86 .000
5 -56239.81 .000
6 60191.95 .000
4 1 45529.23 .000
2 -116450.79 .000
3 -38824.86 .000
5 -95064.68 .000
6 21367.09 .037
5 1 140593.9 .000
2 -21386.12 .037
3 56239.81 .000
4 95064.68 .000
6 116431.77 .000
6 1 24162.14 .019
2 -137817.88 .000
3 -60191.95 .000
4 -21367.09 .037
5 -116431.77 .000
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4.3.2.10. 10. Parametre: 500 ppm Monokloramin

500 ppm monokloramin parametresinde aylar ve deney/kontrol grubu agisindan
mikroorganizma sayilarma dair dagilimlar Tablo 4.42. ’de sunulmustur. Iki yonlii
varyans analizi sonuglari, mikroorganizma sayilarinin hem aylar (F(5,144) = 81.906,
p<.0001) hem de gruplar (F(1,144) = 282.552, p<.0001) arasinda anlamli olarak
farklilagtigin1 gostermektedir. Ayn1 zamanda aylar ve gruplar arasindaki etkilesim etkisi

de yine anlamlidir (F(5,144) = 40.168, p<.0001).

Tablo 4.42: 500 ppm Monokloramin Parametresinde Ay ve Grup Degiskenlerine Gore
Mikroorganizma Sayilarina Yonelik Tanimlayici Istatistikler

Mikroorganizma

sayilari
Aylar Gruplar | Ort. Std. N
1 Deney 4752.47 ]11099.379 |12

Kontrol |87128.617 | 59680.308 | 12
Toplam | 45940.543 | 59435.484 | 24
2 Deney 23762.35 |27036.349 |12
Kontrol |88712.773 | 37658.003 | 12
Toplam | 56237.562 | 46133.704 | 24
3 Deney 55445483 |11787.194 | 12
Kontrol 141504.75 | 52710.943 | 12
Toplam | 73524.65 |78851.059 | 24
4 Deney 2376.235 |8231.5195|12
Kontrol 171881 63238.325 | 12
Toplam |87128.617|97161.11 |24
5 Deney 19801.958 | 20043.865 | 12
Kontrol |179801.78 | 51816.917 | 12
Toplam | 99801.87 |90302.367 | 24
6 Deney 4752.47 |7582.3191 |12
Kontrol |32475.212|13719.199 | 12
Toplam | 18613.841|17832.665 | 24
Toplam | Deney 10165.005 | 17499.097 | 72
Kontrol ]116917.36 | 70974.769 | 72
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Ayrica Post-Hoc analiziyle hangi aylardaki mikroorganizma sayilarinin birbirlerinden

anlamli olarak farklilastig1 incelenmis ve bunun i¢in LSD testi kullanilmistir.

Tablo 4.43: Aylara Gore Deney ve Kontrol Grubunda Olgiilen Mikroorganizma Say1
Dagilimlar (Sadece Anlamli Fark Olan Aylar)

Aylar Anlaml Olarak | Ortalama Farklar1 Anlamlilik Degeri
Farklilastig1 Aylar
1 2 -161980.02 .000
3 -84354.09 .000
4 -45529.23 .000
5 -140593.9 .000
6 -24162.14 .019
2 1 161980.02 .000
3 77625.93 .000
4 116450.79 .000
5 21386.12 .037
6 137817.88 .000
3 1 84354.09 .000
2 -77625.93 .000
4 38824.86 .000
5 -56239.81 .000
6 60191.95 .000
4 1 45529.23 .000
2 -116450.79 .000
3 -38824.86 .000
5 -95064.68 .000
6 21367.09 .037
5 1 140593.9 .000
2 -21386.12 .037
3 56239.81 .000
4 95064.68 .000
6 116431.77 .000
6 1 24162.14 .019
2 -137817.88 .000
3 -60191.95 .000
4 -21367.09 .037
5 -116431.77 .000
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4.3.2.11. 11. Parametre: 1000 ppm Monokloramin

1000 ppm monokloaramin parametresinde aylar ve deney/kontrol grubu agisindan
mikroorganizma sayilarma dair dagilimlar Tablo 4.44.°de sunulmustur. ki yonlii
varyans analizi sonuglari, mikroorganizma sayilarinin hem aylar (F(5,144) = 40.168,
p<.0001) hem de gruplar (F(1,144) = 223.137, p<.0001) arasinda anlamli olarak
farklilastigin1 gostermektedir. Ayni1 zamanda aylar ve gruplar arasindaki etkilesim etkisi

de yine anlamlidir (F(5,144) = 19.751, p<.0001).

Tablo 4.44: 1000 ppm monokloramin Parametresinde Ay ve Grup Degiskenlerine Gére
Mikroorganizma Sayilarina Yonelik Tanimlayici Istatistikler

Mikroorganizma

sayilari
Aylar Gruplar | Ort. Std. N
1 Deney 3168.3133 | 6190.9376 | 12

Kontrol |79999.912 | 77373.453 | 12
Toplam |41584.113|66493.98 |24
2 Deney 19009.88 |18125.209 | 12
Kontrol |84752.382 | 38333.497 | 12
Toplam 51881.131 | 44580.285 | 24
3 Deney 3960.3917 | 11068.504 | 12
Kontrol |41188.073|10975.359 | 12
Toplam | 22574.233 | 21857.319 | 24
4 Deney 1584.1567 | 3699.7929 | 12
Kontrol |210692.84 | 74051.334 | 12
Toplam |106138.5 |118473.78 |24
5 Deney 2376.235 |8231.5195|12
Kontrol |91881.087 | 25418.412 | 12
Toplam | 47128.661 | 49307.862 | 24
6 Deney 5544.5483 | 11068.504 | 12
Kontrol |47524.7 |12816.458 |12
Toplam | 26534.624 | 24431.364 | 24
Toplam | Deney 5940.5875 | 11984.477 | 72
Kontrol | 92673.165 | 73030.612 | 72
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Ayrica Post-Hoc analiziyle hangi aylardaki mikroorganizma sayilarinin birbirlerinden

anlamli olarak farklilastig1 incelenmis ve bunun i¢in LSD testi kullanilmistir.

Tablo 4.45: Aylara Gore Deney ve Kontrol Grubunda Olgiilen Mikroorganizma Say1
Dagilimlar (Sadece Anlamli Fark Olan Aylar)

Aylar Anlamh Olarak | Ortalama Farklar1 Anlamlilik Degeri
Farklilastig1 Aylar
4 -64554.38 .000
3 29306.9 .004
4 -54257.37 .000
6 25346.51 .013
3 2 -29306.9 .004
4 -83564.26 .000
5 -24554.43 .016
4 1 64554.38 .000
2 54257.37 .000
3 83564.26 .000
5 59009.84 .000
6 79603.87 .000
5 3 24554.43 .016
4 -59009.84 .000
6 20594.04 .044
6 2 -25346.51 .013
4 -79603.87 .000
5 -20594.04 .043
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4.3.2.12. Parametreler Arasi Farklarin Incelenmesi

Parametrelere gore mikroorganizma sayilarina dair dagilimlar Tablo 4.46. ’da sunulmus
olup, parametreler agisindan mikroorganizma sayilarinin farklilasip farklilasmadig tek
yonlii varyans analiziyle incelenmis ve bu degisken agisindan anlamli bir farklilasma

tespit edilmistir (F(10,775) = 6.655, P< .05).

Tablo 4.46: Parametrelere Gore Mikroorganizma Sayilarina Yénelik Tanimlayici Istatistikler

parametre ad1 vaka sayisi ortalama standart sapma
Direkt 72 17293.68 21775.66
60 °C 72 8448.84 18504.87
4°C 68 11461.84 18254.24
pH 3 72 3828.38 10046.39
pH 5 72 8052.8 16932.44
pH 11 72 6204.61 23616.5
Saf su 70 27835.9 48013.18
3M Tuz ¢ozeltisi 72 21518.13 35528.18
2 ppm monokloramin 72 26931.91 51247.59
500 ppm monokloramin 72 10165.01 17499.1
1000 ppm monokloramin |72 5940.59 11984.48
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Ayrica Post-Hoc analiziyle hangi parametrelerin mikroorganizma sayilar1 agisindan
birbirlerinden anlamli olarak farklilastigi incelenmis ve bunun ig¢in LSD testi
kullanilmistir. Tablo 4.47. *de 6l¢iilen mikroorganizma say1 dagilimlar1 sadece anlamli

fark olan parametreler i¢in verilmistir.

Tablo 4.47: Parametreler Arasindaki Anlamli Farklilagmalar1 Gosteren Post-Hoc Analiz

Sonuglari
parametre adi anlamli oldugu parametre | deger anlamlilik degeri
Direkt pH 3 13465.3 .004
pH5 9240.89 .049
pH 11 11089.07 .018
Saf su -10542.21 .026
2 ppm monokloramin -9638.23 .04
1000 ppm monokloramin | 11353.1 .016
60 °C Saf su -19387.06 .000
3M Tuz ¢dzeltisi -13069.29 .006
2 ppm monokloramin -18483.08 .000
4°C Saf su -16374.06 .001
3M Tuz ¢ozeltisi -10056.29 .035
2 ppm monokloramin -15470.07 .001
pH 3 Saf su -24007.52 .000
3M Tuz ¢ozeltisi -17689.75 .000
2 ppm monokloramin -23103.54 .000
pH 5 Direkt -9240.89 .049
Saf su -19783.1 .000
3M Tuz ¢6zeltisi -13465.33 .004
2 ppm monokloramin -18879.12 .000
pH 11 Direkt -11089.07 .018
Saf su -21631.28 .000
3M Tuz Cozeltisi -15313.51 .001
2 ppm monokloramin -20727.3 .000
Saf su Direkt 10542.21 .026
60 °C 19387.06 .000
4°C 16374.06 .001
pH 3 24007.52 .000
pH5 19783.1 .000
pH 11 21631.28 .000
500 ppm monokloramin 17670.89 .000
1000 ppm monokloramin | 21895.31 .000
3M Tuz gozeltisi 60 °C 13069.29 .005
4°C 10056.29 .035
pH 3 17689.75 .000
pH5 13465.33 .004
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pH 11 15313.51 .001
500 ppm monokloramin 11353.12 .016
1000 ppm monokloramin | 15577.54 .001
2 ppm monokloramin | Direkt 9638.23 .040
60 °C 18483.08 .000
4°C 15470.07 .001
pH 3 23103.54 .000
pH 5 18879.12 .000
pH 11 20727.3 .000
500 ppm monokloramin 16766.91 .000
1000 ppm monokloramin | 20991.33 .000
500 ppm Saf su -17670.89 .000
3M Tuz ¢ozeltisi -11353.12 .016
500 ppm monokloramin -16766.91 .000
1000 ppm Direkt -11353.1 .016
Saf su -21895.31 .000
3M Tuz ¢ozeltisi -15577.54 .001
2 ppm monokloramin -20991.33 .000
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5. TARTISMA VE SONUC

Biyofilm i¢inde bulunan mikroorganizmalarin ¢evresel sartlardaki degisimler karsisinda
planktonik olan tiirlerine gore direngli olduklar1 kabul gormiis bir gergektir. Bu sebeple
de 6 ayhk calismamiz kapsaminda, biyofilm bakterilerinin c¢evresel sartlardaki
degisimler karsisinda sergiledikleri direnci gézlemlemek amaciyla meydana getirilen
biyofilm ornekleri farkli parametrelere maruz birakilmistir. Bu amagla uygulanan ilk
parametre farkli sicaklik degerleridir. Sicaklik, biyolojik membranin kompozisyon,
organizasyon ve fonksiyonunda onemli bir rol oynamaktadir. Tiim organizmalar {ireme
sicakligimin genis aralifinda hayatta kalabilmek icin ¢esitli adaptasyon mekanizmalari
gelistirmislerdir. Mikroorganizmalarin karsilastiklar1 ¢evresel streslerden biri olan
soguga kars1 adaptasyon mekanizmasinin en O6nemli kismi, sitoplazmik membran
seviyesinde meydana gelmektedir. Soguk soku, membran kompozisyonunu ve
fonksiyonunun devamliligini etkilemektedir. Logaritmik faz boyunca organizmalar
sitoplazmik membran kompozisyonlarin1 ve soguk sok proteinleri olarak adlandirilan
0zel protein gruplarinin sentezini degistirmektedirler. Soguk soku ve sicaklik soku
yanitlar1 geri doniistimlii iliskiler olabilir. Soguk sokunu ardindan soguk sok proteinleri
artarken sicaklik soku proteinlerinde azalma gozlenmektedir (Usulu ve Tezcan, 2001).
Soguk soku yanitinin iirtinleri, diisiik sicaklik varliginda tehlikeye giren translasyonda
gorevli hiicresel yapilarin yeniden iyilestirilmesini saglamakta ve diisiik sicaklik aracilt
mRNA’nin ikincil yapisimi iyi yonde degistirmektedir. Aksi takdirde bu durum
translasyon sistemine ket vurmaktadir (Anderson ve dig., 2006). Bu c¢alisma
kapsaminda 24 saat siireyle 4 °C’ye maruz birakilan biyofilm 6rnekleri sonucunda HPC
sayisinda Onemli sayida bakteri elde edilmistir. Bununla birlikte L. pneumophila
sayisinda azalma saptanmakla birlikte gerek kiiltiir gerekse epifloresan teknigi ile canli
mikroorganizmalarin varligi tespit edilmistir. Bu durumun biyofilmin sagladigi fiziksel
koruyuculugun  yaninda  mikroorganizmalar  tarafindan  gelistiren  direngten
kaynaklandig: diistiniilmektedir. Mikroorganizmalara diisiik sicaklik varliginda oldugu
gibi yliksek sicaklik sartlari altinda da sicaklik soku faktorleri tiretirler ve bu faktorler
yiiksek sicaklik ile denature olan proteinleri ve kromozom topolojisindeki sicakligin
yaptigi degisimleri onarmaktadir. Bu duruma en iyi 6rnek E. coli’deki soguk soku
proteinlerinin tretimidir. E. coli’deki cspA olarak adlandirilan bu soguk sok proteini

RNA yapisint ¢ozen bir proteindir ve diigiik sicaklik sartlar1 altinda toplam hiicresel
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proteinin %13’linii olugturmaktadir. Soguk soku altinda CspA, transkript sentezindeki
degisimlere kars1 olarak, mRNA’nin kararliligin1 arttirmaktadir. S. aureus ile yapilan
calismalar sonucunda 10 °C 30 dakika inkiibasyon sonucunda soguk sok proteinlerinin
tiretiminin gerceklestigi gdzlenmistir. Soguk sokuna maruz birakilan hiicrelerinin 46
geninin mRNA titresinda yiikselme saptanmistir. S. aureus’unun soguk soku proteini
olan CspB’nin transkripsiyonunun diisiik sicaklik sartlar1 altinda 9.3 kat arttig1 tespit
edilmistir. Bunun yaninda yine S. aureus’un sicaklik soku proteinleri ile ilgili yapilan
calismada 42 °C 30 dk. bekletilmis tiirlerde sicaklik soku yanitinin meydan geldigi ve
98 genin transkripiyonunun tesvik edildigi gozlenmistir. Real time PCR analizleri
sonucunda S. aureusta clpC’genin 65 kat ve ctsR’nin 95 Kkat arttig1 tespit edilmistir
(Anderson ve dig., 2006). Bu ¢alisma kapsaminda uygulanan 60 °C’lik sicaklik sonunda
ilk {i¢ ayda HPC sayisinda azalma meydan gelmis olup 3. aydan itibaren sayida hafif bir
artis gozlenmistir. Bu durumun bakteriler tarafindan gelistiren direng mekanizmasindan
ileri geldigi diistiniilmektedir. Bununla birlikte L. pneumophila sayisi ise 3. aya kadar
azalmis olup bu aydan itibaren kiiltiirde lireme gbézlenmemistir. Fakat epiflouresan
mikroskopi sonuglarina gore ise aylar icinde degisken olmakla birlikte canl
mikroorganizmalarin varligi saptanmistir. Gerek HBS gerekse canli mikroorganizma
sayilarinda deneyin son ay1 olan 6. ayda biyofilm yogunlugundaki azalmayla paralel

olarak azalma gbzlenmistir.

Bu ¢alisma kapsaminda uygulanan parametrelerden bir kismi ise farkli degerdeki pH
uygulamalar1 olmustur. Hiicre i¢i pH, hiicrenin fizyolojisini ve bakteri iiremesini
etkileyen 6nemli bir faktordiir. Mikroorganizmalar ¢evresel pH degisimleriyle yaygin
olarak karsilasirlar ve sonug olarak alkali ya da asidin sebep olacagi zararlara en aza
indirmek amaciyla cgesitli adaptif stratejiler gelistirirler. Yaygin olarak E. coli’de
arastiritlan Gram negatif bakterilerin baslangic yaniti, ciddi sitoplazmik asidifikasyon
i¢in K* proton pompalari gibi H" pompalarinin disartya dogru ¢alistirmasidir. Hiicreler
uzun siireli olarak aside maruz kaldiklarinda ise gen anlatiminda ileri boyutlu
degisimlere ihtiyag gosterirler. E. coli’deki asit tolerans veya direncinden sorumlu
mekanizma, arjinin ve glutamat dekarboksilaz pompasini icermektedir. Bu pompa dis
ortamin asidifikasyonunu hiicre i¢i protonlarin yok edilmesi ve alkalin aminlerin

iiretilmesiyle etkisiz hale getirmektedir. Asit tolerans yaniti ek olarak i¢ membrandaki
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lipit kompozisyonunu degistiren proteinlerin tetiklenmesini igermektedir ve sonug

olarak proton gecirgenligi degismektedir (Leaphart ve dig., 2006).

Pek ¢ok bakteri, baz1 genlerini diizenleyerek asit stresine yanit verirler. Ornegin Sauer
ve dig., (2002) tarafindan yapilan ¢calismada Staphylococcus salivarius’da diisikk pH’da
lireaz iiretiminin arttirildig1 tespit edilmistir. Ureaz, iireyi amonyak ve karbondioksite
dontistiirmekte ve sonug¢ olarak ortamin pH’ i yiikseltmektedir. Asit tolerans yaniti,
canliligi saglayabilecek degerin altindaki pH degerlerine maruz kalan hiicreler
tarafindan gelistirilen fiziksel bir yanittir. Bu yanit, diisiik pH degerlerinde hayatta
kalabilme sansinin arttirilmasina rehberlik etmektedir. Neilands, (2007) tarafindan
yapilan benzer bir ¢alisma sonucunda asit toleransinda olgun biyofilm hiicrelerinin geng
biyofilm hiicrelerine oranla daha direncli olmakla birlikte her iki tiir biyofilm hiicresinin
de planktonik olan tilirlerine oranla Onemli oOl¢lide asidi tolere edebildiklerini
gostermistir. Ug giinliik biyofilm hiicreleriyle gerceklestirilen calismada biyofilm
yapisindaki hiicrelerin {iremesi sirasinda metabolik aktivitelere bagl olarak pH’daki
lokalize diismelerden dolay1 asit sokunu tecriibe ettikleri gézlenmistir. Bu durumun
sonucunda glikolitik enzimleri ve artan ATPaz aktivitesini kapsayan asit tolerans yaniti
tesvik edilmistir. Yapilan calismada asit stresine maruz kalmayanlara kiyasla asit
stresine maruz kalan hiicrelerde protein anlatiminin degistigi ve glikolitik enzimlerin pH
5.5 ‘e maruz kalan hiicrelerde hafifce yiikseldigi gozlenmistir. pH i¢c dengesinin
saglanmasinda anahtar enzimlerden biri olan laktat dehidrogenaz seviyesinin pH 5.5’
maruz kalan hiicrelerde onemli Ol¢lide arttigi gozlenmistir. Bunlarin disinda S.
mutans’ta asit tolerans yanitinda gorevli baska proteinler ve genler de tespit edilmistir.
Biyofilmin etrafinda bulunan ¢evrenin pH’in gozlenen degisimler, pH 3’lik bir
sollisyon s6z konusu oldugunda biyofilm kalinligi, notral pH’a oranla %30 oraninda
azalmaktadir. Bu durumun elektrostatik etkilesimlere bagli olan ve iyonize olabilen
matriks polimerleri ile ilgili oldugu distnilmektedir (Stoodley ve dig., 1997).
Yaptigimiz ¢alisma kapsaminda asidik pH uygulamalar1 sonucunda HBS’nda 6nemli bir
azalma meydana gelmekle birlikte L. pneumophila sayisinda onemli bir azalma
meydana gelmemistir. L. pneumophila’nin asidik sartlardan etkilenmemesinin sebebi
olarak bakterinin yapist geregi asidik ortamda canliligin1 muhafaza edebildigi
sOylenebilmektedir. Fakat HBS’nda azalma goriilmekle birlikte canlilik i¢in risk teskil

eden bu diisik pH’da dahi canli hiicrelere rastlanmistir. Elde edilen bu sonucun
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biyofilm i¢indeki bakterilerin planktonik tiirlerine gore farkli fenotipe sahip olmasina
bagl olarak gosterdikleri direngten kaynaklanabilecegi gibi biyofilmin sagladig fiziksel

bariyerden de kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Yiiksek pH’da bakterilerin direng gelisine sebep olan diger bir ekstrem kosuldur. Her
sodyum iyonuna karsilik 2 adet H alan proton pompalari, i¢ denge mekanizmasinda
bakterinin sodyum varliginda alkali pH’ya adapte olmasini saglamada énemli rol oynar.
2 boyutlu jel elektroforezinin kullanildig1 proteomik calismalari, yiikksek pH’1n triptofan
diaminaz gibi aminoasit metobolik enzimlerinin tesvik edildigini gostermistir. Bu
enzimler E. coli’de aminoasitlerin iirettigi asidik tiriinlerin metabolizasyonu araciligiyla
alkalinizasyon ters ¢evrilmektedir (Leaphart ve dig., 2006). Bu ¢aligmada uygulanan
bazik pH uygulamasi sonucunda ise deney ve kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir
azalma oldugu tespit edilmistir. Fakat anlamli bir azalmaya ragmen canliliini
koruyabilen bakterilerin tespit edilmesinde biyofilm varliginin sagladigi fiziksel
korumanin disinda gelistirilen direncin de etkili oldugu diisliniilmektedir. Calisma
sonucunda L.pneumophila sayisinda da anlamli bir azalma tespit edilmistir. Asidik
ortamda {iireyebilme yetenegine sahip olan L. pneumophila‘nin ayni yetenegini pH
11°de sergileyememesi nedeniyle sayida onemli azalmalar gozlenmistir. Lapaglia ve
Hartzell, (1997) tarafindan bir arkeon olan Archaeoglobus fulgidus iizerinde yapilan
calismalarda ise ekstrem pH ve sicaklik degerlerinin biyofilm {iretimini tesvik ettigi
sonucuna ulasilmistir. Elde edilen sonuglar, koruyucu bir bariyer olarak hiicrelerin
biyofilm {iretebilecegini ortaya koymustur. Ciinkii Archaeoglobus profundus,
Methanococcus jannaschii ve Methanobacterium thermoautotrophicum tarafindan
benzer biyofilmler meydana getirilmistir. Buradan biyofilm yapisinin arkeler i¢in de
ortak bir stres yanitt oldugu sonucuna varilabilir. Yapilan deney sonucunda ekstrem
kosullara maruz birakilan bakterinin duragan fazda deney tiiplerinin iginde ince bir
tabaka biyofilm meydana getirmesiyle desteklenmistir. Biyofilmler liflerden,
tabakalardan veya her iki yapmin kombinasyonundan meydana gelebilmektedir.
Biyofilmde gbzlenen bu fakli yapisal formlar, maruz kaldiklar sartlarin yogunlugundan
etkilenmektedir. Lifli yapi, iireyen kiiltlirlere dereceli olarak stres uygulandiginda
meydana gelmistir. Yogun tabakalar halinde bulunan biyofilm yapisi ise yogun bir
sekilde stres uygulandiginda meydana gelmistir. James ve dig., (1997) tarafindan karigik

kiiltiirlerle yapilan ¢alismada da benzer sonuglar gosterilmistir. Yapilan ¢alismada pH
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ve tuzluluktaki artisin biyofilm olusumunu tesvik ettigi fakat pH 5’in altindaki
diisiislerde biyofilm olusumunun gozlenmedigi ortaya c¢ikmistir. Caligmada sicak
sokuna maruz birakilan hiicrelerde de biyofilm olusumunun tesvik edildigi gozlenmistir.
Biyofilm olusumunun varligin1 ispatlamak i¢in asidik ekzopolisakkaritlere baglanarak
biyofilm ve mikroorganizmalarin karbonhidratlarinin 6l¢timiinde kullanilan Kongo
kirmizis1 boyasi kullanilmistir. Sicak stresine maruz birakilan hiicreler ile birakilmayan
hiicrelere gerceklestirilen boyama islemi sonucunda sicak sokuna maruz birakilmig
hiicrelerde polisakkarit agisindan zengin oldugunu ve kuru agirliga oranla polisakkarit

miktarinin %90 oraninda arttigi bulunmustur.

Calisgma kapsaminda biyofilm mikroorganizmalarinin maruz birakildigr bir diger
parametre ise ozmotik sok uygulamasiydi. Suyun kullanilabilirliginin 6l¢iimii, ¢6zeltide
bulunan ¢oziinen maddelerin miktarina bagli olan ‘su aktivitesi’ olarak ifade
edilmektedir. Yapilan calismalar, ekstrem kosullarda bulunan ve tuzluluk, kuruluk ve
UV radyasyonu gibi stres kosullarina maruz kalan mikroorganizmalarin hiicre disi
ekzopolimerlerden bol miktarda iiretme kapasitesine sahip olduklarimi gdstermektedir.
Hiicre dis1 polimerler biyofilm yapisin1 ¢ogaltmakta ve belki de su kaybimin
engellenmesinde temel bilesen olabilmektedirler (Seufferheld ve dig., 2008). Stres
kosullar1 altinda bakterilerin hayatta kalmalar i¢in gerekli katkilar1 yapan diizenleyici
elementler, RpoS ve RpoE olan sigma faktor alternatiflerini kapsamaktadir. Bu sigma
faktorleri P.aeruginosa’da AlgU ve AIgT olarak refere edilmektedir. RpoS, farkli
Pseudomonas tiirlerinden meydana gelen kiiltiiriin duragan fazinin hiperozmolariteye ve
yiiksek sicakliga toleransi icin gerekli bulunmaktadir. AlgU ise, P. aeruginosa’da
oksidatif, sicaklik, ozmotik strese karsi toleransi diizenlemektedir. Schnider-Kell ve
dig., (2001) tarafindan yapilan ¢alismada P. aeruginosa’da AlgU’nun kuruluk ve yliksek
tuzluluga adaptasyonunda ¢ok 6nemli bir bilesen oldugu ortaya ¢ikmistir. Hiperozmotik
sartlar P.aeruginosa’da alginat biyosentez geninin transkripsiyonunu arttirmaktadir.
P.fluorescans’ta ise AlgU’nun anlatiminda gbzlenen artisin EPS sentezinde artisa neden
oldugu bulunmustur. Pek ¢ok bakteri, hiicre turgor basincinin devamliligi igin aktif su
transport mekanizmasina sahip degildir ve bunun yerine hiperozmotik streste hayatta
kalabilmek icin karmasik mekanizmalar gelistirirler. Potasyum pompalart kullanilarak
hiicre i¢i K konsantrasyonunun artmasi ve uygun g¢oziinenlerin birikmesi pek gok

bakteride ozmotik stresle basa ¢ikmada kullanilan iki ortak stratejidir. Uygun
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cozlinenler glisin betain, prolin ve karnitindir. Bu organik bilesenler fizyolojik
fonksiyonlar1 bozan sartlar disinda hiicrede sentezlenirler. S. mutans {izerinde, real time
PCR kullanilarak yapilan calismada tuz stresinin stresten korunmada gorevli olan
bilesenleri iireten genlerin anlatimini tesvik ettigi ortaya ¢ikmistir (Lemos ve Burne,
2006). Bu ¢alismada ilk aylarda tuz uygulamalari sonucunda kayda deger bir azalma
gozlenmekle birlikte 5. aydan itibaren biyofilm tabakasindaki azalmaya baglantili olarak
mikroorganizma sayilarinda azalmalar tespit edilmistir. Kullanilabilir su, tiim hiicrelerin
biyokimyasal aktiviteleri i¢in gereklidir. Gergeklestirdigimiz ¢alisma kapsaminda 3M
tuz ¢ozeltisi ile 24 saat muamamelesi sonucunda HBS’nda zamana bagl olarak azalma
oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte L. pneumophila sayisinda 2. ayda gbzlenen
diistisii 4. aya kadar bir yiikselis takip etmis olup, bu aydan itibaren hem HBS hem de L.

pneumophila sayisinda azalan biyofilm yogunluguna paralel olarak diisiis gozlenmistir.

Biyofilm igindeki bakterilerin antimikrobiyal ajanlara karst gosterdikleri direng
mekanizmasiyla ilgili olarak pek ¢ok teori gelistirilmistir. Gelistirilen bu teorilerden
bazilari, glikokaliks araciligiyla materyal diflizyonunun azaltildigini, hidrolitik
enzimlerin asir1 derecede lretildigini ve bu enzimlerin eksopolimer matriks ic¢indeki
konsantrasyonlarinin artirildigini, fizyolojik degisimlerden dolayr {lireme oraninin
azaltildigin1 ve yiizeye tutunan bakterilerden antimikrobiyal ajanlara karsi direng
fizyolojisinin gelistirildigini kapsamaktadir. Yapilan ¢aligmalarda elde edilen en 6nemli
kanit ise, uzun siire ile antimikrobiyal ajanlara maruz kalan bakterilerin direncglerinde
artis saglayabilmeleridir. Gerek okside edici gerek okside edici olmayan biyosidal
bilesenler, endiistriyel sistemlerdeki mikrobiyal aktivitenin kontrol edilmesinde veya
ortadan kaldirilmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Macdonald ve dig., 2000).
Gelistirilen teorilerin basinda gelen penetrasyondaki basarisizlik, biyofilmin kalinlig1 ve
yiiksek reaktif antimikrobiyal ajanlarla ilgili olarak bir diren¢ mekanizmasi olarak
oldukca tutarli bir durumdur. Biyofilmin azalan duyarlilig: ile ilgili ikinci teori deney
sirasinda yasanan besin kisithiligina bagli olarak biyofilm igindeki bakterileri yavas
iireme durumuna ge¢cmesidir. Yavas iireyen veya hi¢ lremeyen hiicrelerin genis
cesitlikteki antimikrobiyal hiicrelere karsi zengin besiyerinde yiiksek {ireme oraninda
tireyen hiicrelere kiyasla daha az duyarli oldugu gozlenmektedir. Bir diger teori ise,
digerlerine oranla daha spekiilatiftir. Biyofilm igindeki hiicrelerin bazilarinin farkli ve

nispeten daha koruyucu olan biyofilm fenotipini benimsediklerini i¢ermektedir. Bu
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fenotip besin kisithiliginin bir sonu degildir. Gelistirilen bu biyofilm fenotipi, biyofilmin
azalan direncini ifade etmede pratik Oneme sahiptir. Arastiricilar tarafindan
gergeklestirilen calisma sonucunda 24 saatlik biyofilm hiicrelerinin monokloramine
karst planktonik olan mikroorganizmalara gore daha az duyarli oldugunu
gostermektedir. Monokloramin i¢in biyofilm duyarlilifindaki azalmanin biyofilm yas1
arttikca artacagi sonucuna varilmistir. Ayrica elde edilen diger bir sonu¢ da, cam
yiizeyde iireyen biyofilmlerin monokloramin dezenfeksiyonuna karst azalan bir
duyarlilik sergiledikleridir. Bu biyofilmler, muhtemelen biyofilm icine biyosit
penetresyon transportunun sinirlandirilmasint igeren, ¢oklu direng¢ mekanizmasi
tarafindan korunmaktadirlar. Calismada mikroorganizmalarin yiizeye tutunduklari
zaman fizyolojik ve metabolik olarak degisimler gegirdikleri gézlenmistir (Cochran ve
dig., 2000). Yiiksek oranda klorlama, Legionella {iremesinin kontroliinde kullanilan eski
metodlarin basinda gelmektedir. Kalinti dezenfeksiyon i¢in, Klordan monokloramine
degisim sudaki trihalometan bilesenlerinin diisiik konsantrasyonu ile sonuglanmaktadir.
Monokloraminin  kararliligindaki artis, su sistemlerinde yiiksek dezenfektan
konsantrasyonuna neden olmaktadir. Ciinkii klor yiiksek sicaklikta ¢ok ¢abuk
tilkketilmektedir. Dezenfektanin yiiksek konsantrasyonu ve monokloraminin biyofilme
girebilme yetenegi, Legionella’ya etkiden sorumludur. Model sistemlerde,
monokloramin, biyofilmle iliskili Legionella’nin  %99’unun elimine edilmesini
saglamaktadir. Model sistemde bulunan amip, monokloraminin kisa siireli etkisinden
Legionella’y1 korusa da, bu koruyucu etkiye bir kanit bulunamamuistir (Flannery ve dig.,
2006). 4 ppm monokloraminin kullanildig1 klasik kiiltiir ve epifloresan mikroskobi
tekniginden yararlanilan benzer bir ¢alisma sonucunda, monokloramin uygulamasina
tabi tutulan solunum yapan bakterilerin sayisinda ¢ok az bir azalma gozlenmistir.
Bununla birlikte koloni sayimiyla elde edilenden yaklasik olarak iki kat daha fazla canli
hiicreye rastlanmistir. Bu durum hala solumun yapan bakteri bulunmasina ragmen
bakterilerin agar iizerinde koloni olusturmadiklarini gostermistir (Steward ve dig.,

1994).

Bu ¢alismada monokloramin uygulamasi 3 farkli dozda gergeklestirilmistir. 2 ppm’lik
monokloramin uygulamasi sonucunda koloni sayim yontemiyle 3. aydan itibaren L.
pneumophila’ya rastlanmamustir . Fakat epifloresan mikroskopi ve DAPI-CTC boyama

kombinasyonuyla canli hiicrelerin varlig: tespit edilmistir. HBS’nda ise ciddi bir azalma
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gozlenmemistir. 500 ve 1000 ppm’lik sok dezenfeksiyon uygulamalar1 sonucunda ise
kiilltirde HPC ve L. pneumophila kolonisine rastlanmamakla birlikte epifloresan

mikroskobi teknigi ile az olmakla birlikte canli hiicrelerin var oldugu tespit edilmistir.

Mikrobiyal yasamin evrensel yolu olmasindan dolayr hemen hemen tiim
mikroorganizmalar biyofilm icinde yasayabilme yetenegine sahiptirler. Ote yandan
istenmeyen birikim ve biyofilm iiremesi olarak tanimlanan biyofauling, medikal
araglarin kolonizasyonundan, igme ve kullanma suyu siire¢lerine ve boru duvarinda,
gemi karinalarinda ve ¢esitli kaynaklardaki bozulmalara kadar genis aralikta olmak
tizere ¢ok cesitli yiizeylerde meydana gelmektedir. Biyofauling, farkli yiizeylerde
meydana gelmesine ragmen, ortak neden biyofilm olusumudur. Biyofilmlerin,
diinyadaki en basarili yasam formlar1 olmalar1 nedeniyle, mikroorganizmalarin
Oldiirtilmesini ya da biyofilmin yiizeyden kaldirilmasini kapsayan miicadele, oldukca
onemli bir yer tutmaktadir. Savunulabilir bir antifauling stratejisi icin, biyofauling
durumunun analizini, uygun metotlarin kullanimmi ve etkili kontrol yontemlerini

kapsayan entegre bir yaklasima gerek duyulmaktadir (Flemming, 2002).

Zamana bagli olarak sogutma kulelerinde meydana gelen biyofilm tabakasinin
yogunlugunda artig gozlenebilmektedir. Calisma kapsaminda HPC ve L. pneumophila
sayllarinda 2. ayda goézlenen azalmanin, bakterilerin ortama adaptasyonu ile alakali
oldugu, adapte olan mikroorganizmalarin bu siirecin artindan sayilarini arttirdiklari
diistiniilmektedir. Boe- Hansen ve dig., (2002) tarafindan gerceklestirilen biyofilm
yogunlugu ile ilgili benzer bir ¢alisma sonucunda da 100 giinden fazla bir siire sonunda
biyofilm tabakasindaki bakterilerin yar1 duragan faza girdikleri tespit edilmistir. Bu
fazin gozlendigi biyofilm tabakalari, mikrobiyolojik agidan tamamen olgun olarak
nitelendirilmektedir. Cevresel sartlarda meydana gelen 6nemsiz bir degisim bile, farkli
organizmalarin {liremesini kolaylastirabildigi ve secilimin stirekli olarak devam
etmesinden dolayr akuatik ortamlarda tam duragan sartlar asla saglanamamaktadir.
Yapilan calisma sonucunda olgun biyofilmin {ireme oraninin olgun olmayan biyofilme
oranla onemli Olgiide diisiik oldugunu gostermistir. Biyofilmin erken evrelerinde
tiremenin oraninin artist muhtemelen emilen organik bilesenlerden ve bakteriler
arasindaki diisiik yaristan kaynaklanmaktadir. Sonug¢ olarak biyofilm iginde bakteri

iiremesi suyun i¢ine yiiksek sayida bakterinin yayilmasina izin veren olgun biyofilme
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kiyasla olgun olmayan biyofilm i¢in daha yaygindir (Boe-Hansen ve dig., 2002).
Gergeklestirilen deney kapsaminda ilk aylarda biyofilm yogunlugunda gdzlenen artigin
sistemin ilk aylarinda su i¢inde bulunan organik bilesenlerin mikroorganizmalar i¢in
yeterli olmas1 sonucunda iliremenin artarak devam ettigi fakat takip eden zamanlarda
organik bilesenlerdeki azalmayla paralel olarak mikroorganizmalarin besin
maddelerinin azalmasina bagli olarak lireme oranlarni azalttiklart yar1 duragan faza
girdikleri diisiiniilmektedir. Bu durumun sonucunda ilk aylarda artis gdzlenen biyofilm

yogunlugunda 5. aydan itibaren diisiis gozlenmistir.

Mikrobiyal biyofilm biyokiiltesinin hesaplanmasinda HBS, direkt toplam bakteri sayimi1
ve karbonhidrat 6l¢timiinii gibi farkli analitik metotlar kullanilmaktadir. Bu yontem ile
biyofilm yapisinin temel bilesenlerinden olan EPS iginde bulunan karbonhidratlar fenol-
stilfiirik asit metoduyla kolorimetrik olarak Ol¢iilmektedir. Fenol- siilfiirik asit yontemi
sadece hiicre dis1 karbonhidratlarin degil ayn1 zamanda bakteriyal polisakkaritlerin de
Ol¢iilmesine olanak saglamaktadir (Storey ve Ashbolt, 2002). Yaptigimiz calisma
kapsaminda aylik olarak EPS yogunlugu fenol-siilfiirik asit metoduyla tayin edilmistir.

Calismada alinan sonuclara gore kiiltiire edilebilirlik en yiiksek olarak baslangic
asamasinda elde edilmistir. Biyofilmin olgunlasmasina dogru kiiltiire edilebilirlikteki
azalma kismen, ylizeye aktif olmayan bakterilerin birikiminden kaynaklanmaktadir.
Kiiltiire edilebilirlik, olgun biyofilme kiyasla, biyofilm olusumunun baglangici boyunca
daha yiiksektir. Olgun biyofilmin {ireme oran1 6énemli Slgiide yogunluk, topluluk ve
besin seviyesindeki degisimlerden etkilenmektedir (Boe-Hansen ve dig., 2002).
Calismamiz kapsaminda ilk aylarda kiiltiir sonucu daha yiliksek sayida bakteri elde
edilmis olup, 5. ve 6. aylarda kiiltiire edilebilen bakteri sayisinda onemli Olgiide
azalmalar go6zlenmistir. Bu durum yukarida bahsi gegen organik bilesenlerin
azalmasindan kaynakli olabilecegi gibi, ylizeye biriken aktif olmayan bakterilerden
kaynakli da olabilmektedir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar sonucunda, biyofilm
igindeki bazi hiicrelerin yavas lireme oraninin nedeninin besin kisitliligindan olmadig,
genel stres yanitinin biyofilmdeki i{ireme tarafindan baslatildigi zannedilmektedir.
Fizyolojik degisimlerdeki stres yanitin sonuglari, cesitli ¢cevresel streslerden hiicreyi
korumada rol oynamasindan dolay:1 da bu fikir caziptir. Sonug olarak hiicreler, sicaklik

soku, soguk soku, pH’daki degisimler ve pek ¢ok kimyasal ajanin olumsuz etkilerinden
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korunurlar. Bu yanitin diizenleyicisi sadece duragan fazda anlatimi yapilan, RpoS
tarafindan kodlanan sigma faktordiir. Ancak, son zamanlarda yapilan ¢aligmalar RpoS
geninin yiiksek hiicre yogunlugu tarafindan tesvik edildigini ve bu yiiksek yogunlukta
tireyen hiicrelerin trihaloz ve katalaz tiretmeleri sonucunda genel stres yanitina ugradigi

goriilmektedir (Mah ve O’Toole, 2001).

Chae ve Schraft, (2001) tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada ise ayni tiire ait farkl
suslarin arasinda bile yiizeyden kaldirilma isleminde belirgin 6l¢iide fark gozlenmistir.
Bununla birlikte biyofilm yasi arttikca bakterileri yerinden kaldirmanin zorlastigi
sonucuna ulasilmistir. Ayrica bazi suslarin ylizeye oldukea siki bir sekilde tutundugu ve
bu sebeple swab yontemi ile yiizeyden kaldirilamadiklar: ortaya ¢ikmigtir. Koloni sayim
yontemiyle bakteri sayimi, bazi bakteri tlirlerinin kati besi ortaminda canliliklarini
devam ettirebilmelerine ragmen lireme yeteneklerini kaybetmelerinden (VBNC) dolayz,
tim canli hiicreleri iceremeyebilmektedir. Bu sebeple de ozellikle uzun siireli bir
calismada Orneklerin yilizeyden toplanmasi olduk¢a oOnemlidir. Yaptigimiz calisma
kapsaminda biyofilmi ylizeyden kaldirmada stomacher cihazindan yararlanilmistir.
Biyofilm hiicrelerini ylizeyden kaldirmada ideal metot olarak secilen bu yontem,
biyofilm hiicrelerinin ylizeyden kaldirilmasinda ve tek bir adimda siispanse edilmesinde

onemli bir avantaj saglamaktadir (Gagnon, 1999).

Orneklerin yiizeyden toplanmas1 kadar énemli olan bir diger konu da analiz igin tek bir
yontem kullanilarak bir yargiya varilmasidir. Ornegin sadece kiiltiir metoduna
dayanarak bir yargiya varmak her zaman gercegi yansitmamaktadir. Bundan yaklasik 50
yil kadar once bakteriyal hiicrelerin canli veya 6lii olup olmadiklarini belirlemek i¢in
standart mikrobiyolojik metotlar kullanilirdi. Bakteriyel hiicrelerin canliligi, geleneksel
olarak tiremeleri ve koloni olusturma yetenekleri ile tanimlanirdi. Ancak son
zamanlarda yapilan pek ¢ok calisma hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakterilerin
VBNC fazina girebilme yetenegi oldugunu gostermistir. Biyofilm {iizerine yapilan
benzer calismalarin sonucunda da sadece tek bir metot kullanilarak elde edilen
sonuglarin dogruyu yansitmayabilecegi sonucuna varilmistir. Ornegin, klasik kiiltiir
yontemi ve Oli/canli sayim tekniginin kullanildigi biyofilmin karsilastirmali
calismalarinda, kiiltiirde iireyebilen bakteri sayisinin, ger¢ek degerin altinda ¢iktigi

ortaya konmustur. Mikroskobik teknikler kiiltiir metotlarina tercih edilmektedir. Daha
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onceden yapilmis ¢alismalara gore, direkt mikroskopi ile sayilan hiicreler sonucunda
kiiltiir metodundan en az 1 log daha fazla sayida bakteri elde edilmistir. Bu durum,
koloni sayim metodunun sagladig1 sartlar altinda bakterilerin lirememesinden veya
yiizeyden kaldirilmasinin ardindan vyiizey iizerinde cok fazla sayida bakterinin
kalmasindan kaynaklanabilmektedir. Sonu¢ olarak biyofilmin kesfinde ve
kopartilmasinda kullanilacak metotlar dikkatli bir sekilde seg¢ilmelidir. Bir test
prosediirii, kiiltiir, fotograf analizi, metabolik indikator temelli olmalidir 6rnegin DAPI-
CTC gibi. Bu metodlar farkli parametrelerin degerlendirilmesinde kullanilabilmektedir
(Sardeassai, 2005, Wirtanen ve dig., 2001). Bu g¢alisma kapsaminda klasik kiiltiir
metoduna ek olarak mikroskopi temelli bir teknik de kullanilmistir. Analizler sonucunda
klasik  kiiltlir metodunda iireme gozlenmeyen pek ¢ok durumda canh
mikroorganizmalara rastlanmistir. Bu durum mikroorganizmalarin ¢evresel sartlara

bagli olarak VBNC faza gectiklerini gostermektedir.

Mikroorganizmalarin ylizeye tutunmasi, cesitli degiskenlerin etkili oldugu oldukga
kompleks bir siiregtir. Bu degiskenler kisaca, ylizey etkisi, kosullanmis tabaka, suyun
hidrodinamigi, sucul ortamin karakteristigi ve hiicresel 6zellikleri kapsamaktadir. Yiizey
plriizliliigiiniin fazla oldugu yerlerde biyofilm olusumu da fazladir. Yiizeyin
fizikokimyasal 6zellikleri de, tutunmanin yayginlagsmasinda ve oraninda giicli etkiye
sahiptir. Fletcher ve Loeb, (1979) ve Bendinger ve dig., (1993) tarafindan
gergeklestirilen calismalar sonucunda mikroorganizmalarin hidrofobik polar olmayan
teflon ve diger plastik yiizeylere, cam ve metal gibi hidrofilik yiizeylere oranla daha
hizli tutundugunu bulmustur. Kosullanmig tabaka ile kasit ise, sucul ortamda bulunan
bir materyal yiizeyinin ¢evrede bulunan polimerler tarafindan kaplanmasi ve bunun
sonucunda meydana gelen kimyasal modifikasyonlar ile mikrobiyal tutunmanin
blyiikligii ve oram1 etkilenmesidir. Bu tabakanin  olugsmasi  sonucunda
mikroorganizmalar geri doniisimlii olarak ylizeye tutunabilmektedirler. Asili ortamin
yiizey enerjisi, yiizey karakteristiginin degisimi ile yiizeyde bulunan mikrobiyal
hiicrelerin hidrodinamik etkilesimlerini etkilemektedir. Suyun akis hizi hidrodinamik
birimlerle ifade edilmektedir. Hiicreler sivi iginde partikiil gibi davranmakta ve
yerlesme oranlar ve yiizey ile olan iliskileri, genis oranda sivinin akis hizina bagl
olmaktadir. Yavas dogrusal hiz altinda hiicreler yiizeyde yaygin bir tabaka

olustururlarken; hiz arttifinda ise hiicrelerin artan tirbiilansin hiikkmii altina girmeleri
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sonucunda kopmalar meydana gelmektedir. Bunlarin disinda fimbria ve flagella
bulunmasi, EPS iiretimi gibi hiicrenin yiizeysel 6zellikleri de tutunmanin biiyiikliiglinii
ve oranini etkilemektedir. Ozellikle EPS iiretimi sonucunda tutunma geri doniisiimsiiz
hale gelmektedir. Fimbria, proteolitik enzimler gibi proteinler ve Micobacterium cinsi
bakterilerin sahip oldugu mikolik asitler, hidrofobik ylizeye tutunmada baskinken, EPS
ve lipopolisakkaritler hidrofilik yiizeye tutunmada baskindirlar (Berger ve dig., 1992,
Donlan, 2002, Gomez- Saurez ve dig., 2002, Flemming, 2002).

Hyde ve dig., (1997) tarafindan gergeklestirilen farkli yilizeylerde biyofilm olusumu ile
ilgili calismalarda biyofilm olusumunun farkli yilizeyler arasinda degisiklik gosterdigi
sonucuna varilmistir. Biyofilmde tutunma konusunda, mikroorganizmalarin ylizeye
tutunma tercihleri yiiksekten diisiige dogru ¢elik, polipropilen, cam olarak
gosterilmistir. Cesitli yiizey Olglimiinii gosteren ATM (atomik force microscopy) ve
SEM (scanning electron microscopy) analizleri ile ylizey piriizliligii agisindan
yiiksekten diisiige dogru ¢elik, propilen, cam seklinde siralama yapilmistir. Bu yiizey
puriizliiliigii 6lgiimleri sonucunda cam yiizeylerin ¢ok diizgiin, polipropilenin daha az
diizgilin, celigin ise en az diizglin oldugunu gosterilmistir. Cam ylizeyden biyofilm
kaldiriminin kolayligi, kismen yiizeyin ¢ok diizglin olmasina baglanabilir. Cam ylizeyler
icin biyofilm gelisimi ve kaldirimi siiregleri geri doniisiimlii kimyasal siireglerin
egemenligi altindadir. Cok diizgiin olan bu yiizeylerde minimal mekanik tutunma
meydana gelmektedir. Biyofilm tutunmasi ve tasinmasi tek bir degisken ile kontrol
edilemez. Endiistriyel siirecleri i¢in bir materyal secilirken birka¢ faktor géz oniinde
bulundurulmalidir. Bunlar biyolojik komponentler ile ylizey arasindaki kimyasal
etkilesimlerin potansiyeli, materyalin yiizey durumu, iiretim siirecinin tiim asamalarinda
kullanilacak materyalin fiziksel ve kimyasal kapasitesidir. Bu ¢alisma kapsaminda
biyofilm olusumu i¢in cam yiizey tercih edilmistir. Bunun sebebi ise cam ylizeylerin
diger yiizeylere oranla daha diizglin olmasina bagli olarak orneklerin yiizeyden daha
kolay toplanabilmesi ve camin inert madde olmasindandir. Zira dogru bir sekilde

toplanamayan Orneklerle gerceklestirilen analizler gerg¢egi yansitmada yetersiz

kalabilmektedir.

R2A agar, su uygulama siireglerinde veya dagitim suyundaki aerobik heterotrofik

bakteri populasyonunun izlenmesinde yaygin olarak kullanilan bir besiyeridir. Reasoner
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ve Geldreich tarafindan gelistirilen bu besiyeri, denizel olmayan sucul ortamlardaki
genis cesitlilikte bakterinin izolasyonu ve sayimi i¢in kullanilmaktadir. R2A agardaki
bakteri kolonileri yavas gelisim gosterdiklerinden dolayr 28 °C’ de 5-7 giin siireyle
inkiibe edilmesi tavsiye edilmektedir. Bu sartlar, pigment iiretimi ve yavas iireyen
bakterilerin {iremesi i¢in uygun zaman saglamaktadir. Ayn1 zamanda kolonilerin yavas
gelismesine bagl olarak daha kolay ve daha dogru bir seklide sayim yapilabilmesi i¢in
de inkiibasyon siiresinin uzun olmasi1 gerekmektedir. R2A agarda 48 ile 120 saat
arasinda kiiltiir edilebilen bakteri sayis1 100 kat artmaktadir. Bu siire iginde dahi bakteri
kolonileri yayilmaya karst ¢cok az ya da hi¢ egilim gostermemektedirler. R2A,
dezenfektan muamelesi gormiis sulardaki heterotrofik bakterilerin sayimi igin
kullanilmaktadir (Reasoner ve Geldreich, 1985, Rodriguez ve dig., 1992, Macdonald ve
dig., 2000). Bu calismada HB izolasyonu i¢in R2A agar besiyeri kullanilmistir. Ekim
islemini takip eden 4. giine kadar Petri kutularinda bakteri kolonilerine rastlanmamuistir.
Dordiincii glinden itibaren koloniler belirmeye baslamis olup sayim islemi kolonilerin

yeterli biiytlikliige ulastig1 7. glinde gerceklestirilmistir.

Mikroorganizmalara sagladiklar1 hava, sicaklik ve isiktan dolayr sogutma kuleleri
mikroorganizmalarin gelisimi i¢in ideal ortamlardir. Biyofilmler sogutma kulelerinde
onemli problemlere sebep olmaktadirlar. Bu problemler buharlastiricida basing
diistislerinden yardimci sistemlerin performansinda eksilmelere kadar c¢ok cesitli
olabilmektedir. Biyofilm yapisinin, oraninin ve tipinin 6nceden bilinmesi endiistriyel
sogutma kulesi sitemlerinin dizayni ile ilgili calismalarda ve biyofauling olusuma
egimli endiistriyel ekipmanlarin operasyonunda yarar saglamaktadir (Rao, 2010).
Sogutma kulelerinde biyofilm meydana gelmesi tiiplerde direncin artmasi, 1s1
degistiricinin 151 degistirme kapasitesinde azalmalar gibi pek ¢esitli probleme sebep
olmaktadir. Sistem icinde biyofilm olusumunun izlenmesi, biyofilmle iliskili
problemlerden kacinmak icin ve biyosit eklemesini minimuma indirmek i¢in gereklidir.
Biyofilmin iyi bir sekilde izleme takip edilmesi, biyofilm olusumu ve olgunlagmasinin
kontrol edilmesi i¢in etkili stratejilerin gelistirilmesinde ilk kosuldur. Sogutma kelerinde
gozlem parametreleri genellikle KOB sayilar1 ve ATP konsantrasyonunun 6l¢timiidiir
(Tanji ve dig., 2007). Gergeklestirdigimiz calisma kapsaminda laboratuar oOlcekli
sogutma kulesi model sistemi kullanimistir. Kullanilan model sistem araciligiyla

gergek sistemlerde meydana gelen biyofilm tabakasinin olusumu ile farkli fiziksel ve
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kimyasal parametrelerin biyofilm tabakasi iizerindeki etkilerinin gézlenmesine olanak
saglanmigtir. Calismalarda kullamilan bu tiir model sistemler gergek sistemleri temsil
etmeleri dolayisiyla laboratuar sartlarinda biyofilm olusumunun gézlenmesi, biyofilme
iliskin sayisal degerlere ulasilmasina ve biyofilmle miicadeleye iliskin metotlarin
belirlenmesine olanak tamimaktadir (Hermanowicz, 1999, Donlan ve dig., 2004,).
Biyofilm olusunu incelemek adina sadece bir Petri kutusu gibi basit bir yapidan olusan
statik sistemlerden, i¢inde suyun sirkiile oldugu, pek cok degiskenin gézlemlenebildigi
dinamik sistemlere kadar ¢esitli model sistemler kullanilmaktadir. Ozellikle dinamik
sistemler uygulanan parametrelerin hedef iizerindeki etkilerinin gézlenmesinde basarili

sonuclar elde edilmesini saglamaktadir (Lawrance ve dig., 2002)

Legionella’nin su ile temas halindeki ¢esitli materyallerde tiremesi biyofilm olusumuyla
baglantilidir. Legionella’nin sisteme saf kiiltiir olarak eklendigi durumlarda iireme
gozlenmemektedir. Uremeyi destekleyen faktorlerin, pastdrizasyon gibi cesitli islemler
tarafindan inaktive edilmesi ile mikroorganizmalarin iiremelerinde gdzlenen azalma,
yasayan hiicrelerin biyofilm yapisinda bulunan mikroorganizmalarin {iremelerini
destekleyen faktorler oldugunu gostermektedir. Yapilan benzer bir calismada da,
biyofilm i¢indeki bakteri toplulugunun Legionella’nin hiicre diginda iiremesi i¢in yeterli
besinleri sagladigin1 gostermektedir (Paris ve dig., 2008). Yamamoto ve dig., (1992)
tarafindan yapilan baska bir ¢alismada ise Legionella tiremesinde pH, sicaklik, organik
bilesenler, belli metaller gibi abiyotik faktorlerin tesvik edici veya engelleyici olmak
tizere 6nemli rol oynadiklarin1 gdstermistir. Diger taraftan Legionella simbiyotik bir
bakteridir ve siyanobakteriler, heterotrofik bakteriler, siliatlar ve amipler,
Legionella’nin dogal ve insan yapimi sistemlerde ¢ogalmasinda ve hayatta kalmasimda
etkilidirler. Bahsi gecen galisma kapsaminda Legionella oraninin suyun sicakligiyla
arttigl tespit edilmistir. Calismada 20 °C’nin altindaki sicaklikta bulunan kulelerden
alinan 6rneklerin %45°nde Legionella’ya rastlanirken, 20-25 °C arasinda sicakliga sahip
kulelerden alinan Orneklerin %57’sinde, 25 °C iistiinde sicakligi olan kulelerden
orneklerin %66’sinda Legionella’ya rastlanmistir. Bu sonuglara gore su sicakligr ile
Legionella sayist arasinda pozitif yonlii bir iligki oldugu sonucuna varilmistir. Yapilan
caligma sonucunda pH ile Legionella sayisi arasinda da pozitif yonlii bir iliskiye
rastlanmistir. En fazla sayida Legionella pH 8.4 ile 9.1 arasinda elde edilmistir. Bulunan

bu sonu¢ 6.9 ile 7.3 arasinda 8.2-8.5’¢ oranla daha az Legionella’nin bulundugu
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sonuglarin tersi yoniindedir. Legionella’nin alkali pH’da bulunabilmesinin bir sebebi
olarak Legionella’nin biyofilm iginde bulunmasi gosterilmistir. Daha 6nce yapilmis
calismalar, suda bulunan heterotrofik bakterilerin L-sistein i¢cermeyen besiyerinde
Legionella’nin {iremesini destekleyen bakteriler olarak belirtilmistir. Fakat yapilan bu
calismada heterotrofik bakteriler ve Legionella arasinda anlamli bir korelasyon
olmadigin1 gosterilmektedir. Bu durumda heterotrofik bakteriler ve Legionella
arasindaki iligskinin indirek ve sinerjistik bir iliski olmas1 s6z konusudur (YYamamoto ve
dig., 1992).

Fakat heterotrofik bakterilerde oldugu gibi Legionella’da da sadece kiiltiir metoduna
gore elde edilen bir sonug pek saglikli sayilmamaktadir. Cilinkii heterotroflarda oldugu
gibi Legionella da VBNC fazina girebilen bir bakteridir. Ornegin, Steinert ve
arkadaslar tarafindan yapilan caligmada 125 giin siire ile inkiibe edilen suda
Legionella’nin iireme yeteneginin test edilmesi i¢in yapilan ekimlerde BCYE agarda
tireme gozlenmemekle birlikte akridin oranj kullanilarak yapilan direkt sayim
metodunda 6nemli sayida Legionella elde edilmistir. Bunun nedeninin uzun siireli
inkiibasyon sonucunda olusmus VBNC fazindaki bakteri oldugu diisiiniilmektedir
(Steinert ve dig., 1997). Bu galisma kapsaminda L. pneumophila iiremesi i¢in BCYE
agar kullanilmigtir. Koloni sayimi 7. giinde gergeklestirilmistir. Fakat klasik kiiltiir
metodu disinda epifloresan mikroskobi teknigi kullanilmamistir. Klasik kiiltiir metodu
ile epifloresan sonuglar1 karsilastirildiginda pek ¢ok ayda 60 °C, pH 11, 500 ve 1000
ppm monokloramine maruz birakilan orneklerde, kiiltiirde iireme rastlanmazken
epifloresan mikroskobi sonuglarinda canli bakterilere rastlanmistir. Bu sonug L.
pneumophila’nin  olumsuz sartlar altinda VBNC fazina girmis olabilecegini

diistindiirmektedir.

Bu calismada varilan sonuglar kisaca su sekilde 6zetlenebilir;

o Model sistem sistem igine giren suda bulunan mikroorganizmalar, sistem iginde
bulunan yiizeylere kolonize olarak biyofilm tabakasi meydana getirebilmektedirler.

. Uygulanan parametreler i¢ginde HBS iizerine bakterileri 6ldiirme agisindan en
etkili olan parametrenin 60 °C sicaklik, pH 3, 3M Tuz ¢dzeltisi, 500 ve 1000 ppm

monokloramin muamelesi oldugu tespit edilmistir.
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. Mikroorganizmalarla miicadele amaciyla kullanilan farkli sicaklik, pH, ozmotik
ortam ve farkli dozdaki dezenfektanlar, biyofilm bakterilerinde planktonik bakteriler
tizerinde oldugu kadar etkili olmamaktadir.

o Ekstrem kosullarda uygulanan parametrelerde dahi (pH 3, 500 ve 1000 ppm
monokloramin gibi) biyofilm yapisinda canli mikroorganizmalar rastlanmaktadir.

o Farkli fiziksel ve kimyasal parametrelerle muamelenin ardindan klasik kiiltiir
metodu ile koloni elde edilemezken, oOlii/canli sayim teknigi ile canli
mikroorganizmalarin varliginin tespit edilmesi, mikroorganizmalarin ekstrem kosullar
altinda VBNC fazina girdiklerini gostermektedir.

o Biyofilmler, L. pneumophila nin iireyip ¢cogalmasina olanak saglamaktadir.

o Uygulanan parametreler iginde L. pneumophila {izerine en etkili olan
parametrenin 60 °C sicaklik, 500 ve 1000 ppm monokloramin muamelesi oldugu tespit
edilmistir.

o Ulkemizde temizligi olduk¢a ihmal edilen sogutma kulelerinde, halk sagligini
olumsuz etkileyebilecek L. pneumophila bakterisinin, ¢ok diisiik sayida sisteme girmesi
durumunda bile sistemde hizla kolonize olup g¢ogalarak tehlikeli sayilan miktarlara

ulasabildigi bu ¢alisma sonunda ortaya ¢ikarilmistir.
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