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OZET

Bu c¢alismada, Yersinia ruckeri’nin ozon gazma duyarligi arastirildi. Y. ruckeri
(ATCC 29473) triptik soy agar (TSA) besiyerinde inokiile edilerek 22 °C’de 24-48 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda elde edilen saf kiiltiirden 100ul’lik fizyolojik
tuzlu su (FTS - % 0,9 NaCl - Sigma) igeren tiiplerde 0.5 Mcfarland bulanikligina karsilik
gelen (UV  spektrofotometre ile OD 600nm=0.132 absorbans) 1.5x10® cfu/ml
konsantrasyonunda bakteri siispansiyonu hazirlandi. Bu konsantrasyondan 1:10 oraninda
seri diliisyonlar yapildi. 1.5x10* cfu/ml diliisyonunda bakteri konsantrasyonu, farkli
strelerde (5 dk, 10 dk, 15 dk ve 30 dk) ozona gazina maruz birakildi. Bakterinin ozon
gazina duyarlilig1 12 ve 40 y/ml konsantrasyonlarina sahip jeneratér yardimiyla belirlendi.
Elde edilen verilere gore, Y. ruckeri’nin 12 y/ml ozon uygulanimi ile 5 ve 10 dk igerisinde
en etkin bakterisidal etkinin saglandigi belirlendi. Ancak ilerleyen zamanlarda ozonun
etkinligini kaybettigi gozlendi. Bununla birlikte 40 y/ml ozon uygulaniminda bakterisidal
etkinin zamana baglh olarak arttig1 ve 15 ile 30 dakikalarda bakterilerin tiimiiniin 6ldigi
tespit edildi. Bu deneme sonunda Y. ruckeri’nin ozon gazina duyarh oldugu gosterdigi
bakterisidal etki ile belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Bakterisidal etki, Balik patojeni, Yersinia ruckeri, Ozon

II



ABSTRACT

Examination of Effectiveness on Yersinia ruckeri that is Bacterial Fish Pathogen of

Ozone Application

In this study, the susceptibility of Yersinia ruckeri to ozone gas was investigated. Y.
ruckeri (ATCC 29473) inoculated on tryptic strain agar (TSA) medium and was incubated
for 24-48 hours at 22 ° C. At the end of the incubation period, the concentration of 1.5x108
cfu / ml bacterial suspension according to 0.5 Mcfarland's (OD600nm = 0.132 absorbance
by UV spectrophotometer) of the pure culture obtained were prepared in tubes containing
100 pl of physiological saline (FTS - 0,9% NaCl - Sigma). The following to serial dilutions
(1:10 rate), the bacterial concentration (1.5x10* cfu/ml) was exposed to ozone gas at
different times (5, 10, 15 and 30 min). The susceptibility of Y. ruckeri to ozone gas was
determined by helping generator at 12 and 40 y/ml concentrations. Obtained the data
indicated that the most effective bactericidal effect was determined in 5 and 10 min by 12 vy
/ ml ozone application of Y. ruckeri. However, in the following time, it was observed that
ozone lost its activity. At the same time, bactericidal activity increased depending on time
in the ozone application of 40 y/ml and all bacteria dead within 15 and 30 minutes. At the
end of this trial, it was determined by the bactericidal effect that Y. ruckeri was sensitive to
ozone gas.

Key Words: Bactericidal effect, Fish pathogen, Yersinia ruckeri, Ozone gas
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1. GIRIS

Su iriinleri yetistiriciliginde son yillarda diinya capinda hizli ilerlemeler
kaydedilmistir. Intensif olarak yetistirilen tiirler arasinda sazan ve alabalik ilk siralarda yer
almaktadir. Yetistiricilik isletmelerinde tiire 0Ozgli optimal isteklerin saglanmasi,
dezenfeksiyon, hijyen ve sanitasyon uygulamalar1 saglikli balik yetistirmek i¢in onemle
iizerinde durulmasi gerekli uygulamalardir. Bu uygulamalarin yetersizligi ya da eksikligi
ile ortaya ¢ikabilecek hastalik olgulari ekonomik kayiplara neden olma, ihracati olumsuz
etkileme, ilag masraflariyla maliyeti arttirma, cevre kirliligi olusturma, is ve zaman
kaybma yol agma gibi durumlara sebebiyet vermesi nedeniyle bir isletme i¢in dnemlidir
(Emre ve Kiirtim, 1998). Avrupa ve diinya i¢in hastalik kaynakli sorunlar balik {iretiminde
kalite lizerine etkiler gostermektedir (Hill ve ark., 2005). Balik yetistiricilik isletmelerinde
tiire uygun optimal su kalitesi ve yetistiriciligin her kademesinde dezenfeksiyon, hijyen ve
sanitasyon uygulamalari, saglikli balik yetistirmek i¢in 6nemle lizerinde durulmasi gerekli
konularin basinda gelmektedir. Son yillarda balik ciftliklerinde gdzlenen hastalik yapici
mikroorganizmalar ile olusan saglik problemleri, yeni patojenlerin belirlenmesini ortaya
cikarmustir. Yetistirme sartlarinda yogunluk ve stres artisinin sebep oldugu bu hastalik
problemleri balik iiretim tesislerindeki en biiyiik sorunlarin basinda gelmektedir.

Bir¢ok yoniiyle gelisme hizi kazanan su tiriinleri yetistiriciligi 6nemli bir endiistri
alan1 olmustur. Tiirkiye bir¢ok yoniiyle (iklim, sicaklik, hava vb.) alabalik yetistiriciligi
icin uygun oOzellikler tasimaktadir. Ozellikle son yillarda gerek karada dereler iizerine
kurulan ciftlikler gerekse deniz ve baraj gollerindeki ag kafes isletmelerinin sayisinda hizla
artis olmaktadir. Kiiltiir balik¢ilig1 sektoriinde ki hizli artis isletmelerin daha iyi organize
olmalarmi ve bilingli hareket etmelerini saglamistir. Bolgemizde yetistiriciligi yapilan
tirlere bakildiginda gokkusagi alabaligi ilk swrayr (%70) almaktadir (Anonim, 2000;
Anonim, 2008). Fakat teknolojik gelisme ile ortaya c¢ikan negatif yonler birgok
mikroorganizma kaynakli hastaliklara yol agmakta ve sonugta dliimler goriilmektedir. Bu
nedenle bir¢ok arastirici tarafindan kiiltiirii yaygin olarak yapilan gokkusagi alabalii
iizerinde sik goriilen patojenlerin etkisi incelenmis ve Aeromonas spp., Pseudomonas spp.,
Flexibacter spp., Vibrio spp., Yersinia spp., Renibacterium spp., Streptococcus spp. gibi
etiyolojik ajanlar bildirilmistir. Bunun yaninda, 6zellikle Aeromonas salmonicida, Vibrio

anguillarum, Lactococcus garvieae ve Yersinia ruckeri enfeksiyonlarmin ciddi kayiplara



yol agt1g1 vurgulanmistir (Burka ve ark., 1997; Schmidt ve ark., 2000; Kum ve ark., 2004;
Akinbowale ve ark., 2006).

Baliklarda ortaya ¢ikan hastaliklarin ¢ogu bakteriyel kokenlidir. Bu bakteriyel
hastaliklardan intensitesi ve invazyonu giiclii olan Yersinia ruckeri’nin etkeni oldugu
enterik kizil agiz hastaligidir. Birgok baliktan ve diger canlilardan (su samuru, misk sigani
vs.) izole edilen bu etken entansif olarak yetistirilen salmonidlerin en 6nemli hastalig1
olarak kabul edilmektedir (Horne ve Barnes, 1999). 1950’li yillarda ilk defa Hagerman
Vadisi’nde raporlanan bu hastalik simdilerde bir¢ok kitada ve cografik alanlarda dagilim
gostermektedir (Bullock ve ark., 1978; Alvarez ve ark., 1992). Karinda siv1 toplanmasi,
renk koyulagmasi, agiz, operkulum ve yiizge¢ tabanlarnda hemorajik odaklar ile
karakterize bulasici, oldiiriicii bir bakteriyel bir hastalik olan kizil agiz hastalig1 siddetli
seyrettigi durumlarda balik tiretim tesislerinde ciddi kayiplara sebebiyet verebilmektedir
(Arda ve ark., 2002). Hastaligin sagaltiminda antibiyotik tedavisinden faydalanilmaktadir.
Fakat son yillarda antibiyotiklerin siklikla kullanilmasi ve bilingsiz tiiketimi hastalig1
tedavi etmekten ¢ok, daha ciddi problemleri (kalinti sorunu, c¢evre kirliligi olusturma,
antibiyotik direnci arttirma vb.) ortaya ¢ikarmistir. Dengeli beslenme bakimindan iiretimin
artisgina paralel olarak sanitasyon onemli hale gelmis ve bundan dolayr dezenfektan
maddelere olan talep artmistir. Son yillarda bu dezenfektanlarin ilk sirasinda yer alan ozon
alternatif olarak 6nem kazanmaktadir.

Bu hastaligin etkeni olan Yersinia ruckeri 1991 yilinda ilk kez Denizli’deki bir
alabalik yetistiricilik linitesinden identifiye edilmistir (Timur ve Timur, 1991). Daha sonra
yayiliminda hiz gostererek baska alabalik iinitelerinde de ortaya ¢ikmis ve lilkemiz igin
ciddi bir sorun olusturmustur. Y. ruckeri, aerobik ve anaerobik kosullarda iireyebilen
Gram-negatif (Gr -) bir basildir. TSA, BHIA ortamlarinda 24-48 saat icerisinde ve 22-
25°C’lerde beyazdan krem rengine kadar degisen renklerde 1-2 mm capinda seffaf,
diizgiin, konveks koloniler olusturmaktadir (Arda ve ark., 2002). Bakteri hareketli, sporsuz
ve peritrik tip kamgiya sahiptir (Cengizler, 2000).

Infeksiyonun baslica klinik belirtileri arasinda rengin koyulasmasi, agzm i¢ ve dis
kisimlarinda, operkulumlarda, viicudun dis yiizeyinde ve yiizgeclerin tabaninda kanamalar,
karmda sigkinlik (stvi toplanmasi), ekzoftalmus go6zlenebilir. Bu belirtilere bakarak
infeksiyon i¢in kesin teshis konamaz. Otopside, i¢ organlarda ve peritonda kanamalar,

mide ve karin boslugunda sarimsi bir sivi birikmesi, i¢ organlarda hemorajik septisemi



tablosu gozlenebilir. Bobreklerin 6n ve arka porsiyonunda nekrozlara rastlanabilir (Timur
ve Timur, 1991; Arda ve ark., 2002).

Yersiniozis’te oldugu gibi birgok bakteriyel balik hastaliklarinin tedavisinde
antibiyotik uygulamalar1 (tetrasikin, sulfanamid, oksolinik asit, flumekuin gibi) yakin
zamana dek tercih edilmekteydi. Ancak, mevzu bahis antibakteriyellere daha Onceleri
hassas olan Y. ruckeri’nin bu antibiyotiklerin agir1 kullanimina bagli olarak zamanla direng
kazanabilecegi  bircok arastirict  tarafindan  vurgulandiktan sonra  antibiyotik
uygulanmasmin smirlandirilmasi gerektigi ifade edilmistir (DeGrandis ve Stevenson,
1985; Kirkan ve ark., 2006).

Su iirtinleri yetistiriciliginde son yillarda kullanilmaya baslayan ozon alternatif
tedavi stratejilerinden biri olarak degerlendirilmistir. Saf oksijen ile ozonun belirli
oranlarda karistirilip dezenfeksiyon amacli kullanimin yaninda yiiksek oksidasyon kuvveti
ile mikroorganizma tahribatinda da tam etkin bir rol iistlenerek bakterisid, virusid ve
fungusid olarak etki gostermektedir (Broadwater ve ark., 1973; Bocci, 2006).

Ozon (03) gaz1 ilk kez 1785 yilinda Van Marum tarafindan bildirilmistir. C.F.
Schonbein ise, 1840 yilinda bu maddenin suyun elektrolizi sirasinda olustugunu gostermis
ve ozon olarak tanimlamistir (Andersen ve Sarma, 2002). Ozon ya da triatomik oksijen
(03), oksijenin dogada yiiksek enerjili elektrik akimina ve ultraviyole i1smlarma maruz
kalmas1 sonucunda olusan, 3 oksijen atomu tasiyan bir molekiil olup son derece
kararsizdir. Ozon mavimsi, patlayici bir gaz ya da mavi bir sividir. Ozon gazi kolay bir
sekilde serbest oksijen atomlar1 yada radikaller olusturarak daha kararli formu olan
diatomik oksijen (O2) haline doniisiir. Serbest oksijen atomlar ya da radikaller son derece
reaktiftir ve temasta oldugu hemen her seyi (viriis, bakteri, organik ve inorganik bilesikler)
oksitleyebilmekte, ¢ok giiclii bir dezenfektan ve oksidan olarak etki gdstermektedir. Son
derece reaktif bir gaz olan ozon, 0.02- 0.05 ppm’e kadar diisiik konsantrasyonlarinda bile
fark edilebilir karakteristik, keskin bir kokuya sahiptir. Daha yiiksek konsantrasyonlarda (>
0,1 ppm) goz ve solunum yolunu tahris edebilmekte ve hatta yiliksek konsantrasyonlar
oliimciil olabilmektedir (Leh, 1973).

Giinesin ultraviyole 15m1 ve yildirim aninda ortaya ¢ikan ozon elektrik arklari ile
olusan canlilar1 koruyan aktif bir oksijendir. Ozonun olusum mekanizmasinda yiiksek
enerjili mor 6tesi 1smlar bir oksijen molekiiliine (O2) ¢arpip bu carpma sonucunda oksijen
molekiilii iki serbest oksijen atomuna ayrilir. Serbest kalan oksijen atomlari, oksijen

molekiilleriyle birlesir. Bu birlesimle ozon molekiilii (O3) olusur (De Fabo, 2000;



Andersen ve Sarma, 2002). Yildirim esnasinda olusan yiiksek voltajli elektrik bosalimi
ozon tlretimini saglar. Her yildirim ve saganak sonrasinda ozon olarak bilinen temiz bir
koku fark edilir (Subasi, 2008).

Laboratuvar ortaminda oksijen iceren gazlara UV radyasyon ya da elektrik akimi
uygulanarak ozon gaz iiretilebilmektedir. Ozon lireten bir sistem genellikle dort bilesenden
olusur: bir gii¢ kaynag1 ya da ozon jeneratorii, bir gaz kaynagi, bir ozon dagitim sistemi ve
bir de istenmeyen gazlar yok eden bir sistem (United States Environmental Protection
Agency, 1999). Ozon jeneratorlerinin yardimiyla {iretilen O3 icme suyunun daha iyi hale
getirilmesi, atik su yonetimi, saf su eldesi, balik¢ilik, tarim, kagit, gida ve boya sanayi gibi
bircok endiistriyel alanda kullanilmaktadir. Ayrica, Oz kaynak sularinda dezenfektan
olarak, gidalarda tazeligin korunmasi ve depolama Omriiniin uzatilmasi amaciyla da
kullanilan bir maddedir.

Aldigimiz havadan veya oksijenden iiretilen ozonun hammaddesi oksijendir ve
natlirel tek dezenfektandir. Maliyet agisindan digerlerine gore daha iyidir. Havada ve suda
koku birakmaz ayni1 zamanda mikropta barindirmaz (Subasi, 2008). Dezenfektan madde
olarak etkinligini yiikseltgen 0zelligi ve yiiksek reaktivitesi araciligiyla gosterir. Sudaki
organik madde icerigini, ila¢ kalintilarini, suda kirlilige sebep olan maddeleri etkili olarak
yiikseltgeyerek suyun daha kaliteli olmasini1 saglamakta, zararli maddeleri de minimize
ederek bulanikligin1 yok etmekte dncelikli olan ozon (0O3), oksidasyon giicii ¢cok fazla,
artik ve kalint1 birakmayan etkili bir dezenfektan maddedir (Summerfelt ve ark., 1997;
Baysan ve Lynch, 2004). Suffet ve ark. (1986), cesitli kalitedeki su orneklerini 2,5-2,7
mg/L ozon gazma maruz birakarak 10 dakikada tiim koku ve kotii tadin biiylik oranda
indirgendigini rapor etmislerdir.

Su kalitesinde iyilesme, biiyiimede hiz, 6liim oraninda azalma, kotii organik madde
iceriginde iyilesme, etkili dezenfekte etme, oksijence bol su iiretme gibi bircok yoniiyle
kullanilan ozon yetistiricilik iiniteleri icin vazgeg¢ilmez unsurlarin basinda gelmektedir.
Tiim bu uygulanim alanlarinda ozonun dozaji, balik miktari, biiyiikliigii, suyun debisi,
tathilik-tuzluluk orani, pH ve sicaklik bircok faktor ile paraleldir. Bu konu iizerinde
onceden yapilmis arastirmalar, balik yetistiricilik sistemlerinde su kalitesini arttirmak,
suyun sirkiilasyonunu saglamak ic¢in ozonun dezenfeksiyon niyetiyle kullanildigmni
gostermektedir (Brazil, 1996; Summerfelt ve ark., 2008). Saglikli balik yetistirmek, suyu
daha kaliteli hale getirmek i¢in ozonasyon seviyesinin 15-25 g Os/kg yem arasinda olmas1

gerektigi vurgulanmistir (Brazil, 1996; Bullock ve ark., 1997). Otte ve Rosenthal (1979),



balik yetistiriciliginde ozonun etkin bir bi¢imde uygulanabildigini, ozona maruziyet ile
baliklardaki ortalama biiyiime oranmnm % 30 ve sudaki nitrit (NO>") ile amonyum (NH4")
konsantrasyonlarinin ise azaldigini rapor etmislerdir.

Oksijenin {i¢ atomlu bir allotropu olan O3 bakteri, fungus, protozoa, viriis ile
bakteriyel ve fungal sporlara karsi giiclii ve genis spektrumlu bir antimikrobiyal ajandir
(Scott ve Lesher, 1963; Mudd ve ark., 1969; Hinze ve ark., 1987; Pryor, 1992; Greene ve
ark., 1993; Khadre ve ark., 2001). Bircok dezenfektandan farki, toksik olmayan
parcalanma {iriinlerine doniisen ve oksidasyon yolu ile antimikrobiyal aktivite gésteren bu
kimyasal, antimkrobiyal etki mekanizmasini genetik materyal iizerinde etki gdstererek
mikroorganizmanin hiicre membraninda glikoproteinleri ve lipoproteinleri okside etmesi
ile saglamaktadir. Mikroorganizmalarin hiicre yapilarinda parcalanma saglayarak zarar
gdsteren ozon, ayni zamanda enzim sistemini {izerinde etki gosterip solunumu durdurarak
mikroorganizmanin Gliimiine neden olmaktadir (Kim ve ark.,, 1999). Ozonun
antimikrobiyel etkileri ile 1ilgili c¢alismalarda c¢esitli balik patojenlerinin ozon ile
sagaltiminin ancak uygun dozlar dahilinde patojenleri yok ettigi bildirilmistir (Conrad ve
ark., 1975; Wedemeyer ve Nelson, 1977; Colberg ve Lingg, 1978; Austin, 1983; Sako ve
Sorimachi, 1985). Colberg ve Lingg (1978), tarafindan yapilan bir ¢alismada 0,12-0,50
mg/L ozon konsantrasyonun bir dakikalik uygulama ile dort bakteriyel balik patojeni
(Aeromonas liquifaciens, Aeromonas salmonicida, Pseudomonas fluorescens, ve Yersinia
ruckeri) tzerinde %99,9 oraninda azalma oldugunu bildirmislerdir. Balik viriisleri
(Infeksiy6z hematopoietik nekrozis viriis-IHNV ve Infeksiyoz pankreatik nekrozis viriis-
IPNV) ile kontamine suyun 0.005— 0.010 mg/L ozon uygulamasi ile dezenfeksiyonunu
saglandig1 gosterilmistir (Wedemeyer ve ark., 1978). Liltved ve ark. (1995) ise, dort balik
bakterisinin 0,15-0,20 mg/L konsantrasyonda %99,9 inaktive oldugunu raporlamislardir.
Yapilan caligmalar gostermistir ki yaklasik 2 mg/L ozon konsantrasyonunu ylizey sularinda
bulunan spesifik balik patojenlerini kontrol etmek icin kullanilmaktadir (Owsley, 1991;
Summerfelt ve ark., 1997).

Balik yetistiricilik tinitelerinde dncelikli dezenfeksiyon amaciyla kullanilan ozonun,
bu tez ile antimikrobiyal etkinligi ortaya konmustur. Balik ¢iftliklerinde 6nemli bir hastalik
olan Yersiniozis’in etkeni olan Y. ruckeri ozon ile belirli dozlarda muamele edilerek
bakteri iizerinde ozonun en etkin oldugu konsantrasyon arastirilmistir. Konu ile ilgili bilim

insanlar1 glinlimiizde balik hastaliklarmin  ozon ile sagaltimi1 icin c¢aligmalarin



stirdiirmektedir. Mevcut calisma ileriki ¢alismalar i¢in bir literatiir niteligi tasimasinin yani

sira ozonun farkli bir kullanim alani olarak ta dnem arz etmektedir.



2. MATERYAL ve YONTEM
2.1. Materyal
2.1.1. Bakteri (Yersinia ruckeri ATCC cat no: 29473, Serotip 1)

Calismamizda, ATCC 29473 katolog no’lu gokkusagi baligindan izole edilen
Yersinia ruckeri susu kullanildi. Bakteri susu Pendik Veteriner Arastirma Entitiisii’nden
temin edildi (Istanbul, Tiirkiye). Y. ruckeri triptik soy agar besiyerinde inokiile edildi ve 22
°C’de 24 saat inkiibe edildi (Resim 2.1). Elde edilen saf kiiltiirden 1 ml’lik fizyolojik tuzlu
su (FTS - % 0,9 NaCl - Sigma) igeren tiiplerde 0.5 Mcfarland bulanikligina karsilik gelen
(UV spektrofotometre ile OD600nm=0.132 absorbans) 1.5x10® cfu/ml konsantrasyonunda
bakteri siispansiyonu hazirland1 (Mcfarland, 1907).

Resim 2.1. Yerisina ruckeri (ATCC 29473) (Orijinal)



2.1.2. Ozon Jeneratori

Mustafa Kemal Universitesi Veteriner Fakiiltesi Cerrahi Anabilim Dali Arastirma
Laboratuarinda bulunan ozon/oksijen karigiminit saglayan ozon jeneratorii kullanildi

(Resim 2.2). Saatte 10,5 mg ozon olusturan cihaz, oksijen tiipii ile desteklenmektedir.

Resim 2.2. Ozon jeneratdrii (orijinal)
2.2. Yontem

2.2.1. Bakterilerin Uretilmesi, Pasajlanmasi1 ve Ozon Uygulanmasi

Calismamizda Y. ruckeri’nin ozon gazina duyarlilig: arastirildi. Bu amagla 1.5x10%
cfu/ml bakteri konsantrasyonundan seri diliisyon yapildi ve diliie edilen bakteri
konsantrasyonlarmmm her birinden 3 agar plaga yayma ekimleri gergeklestirildi.
Inkiibasyonu takiben (22 °C 24-48 saat) koloni sayilarmin ortalamalar1 alind1.

Ozonlama islemi i¢in, deneysel siire olarak belirlenen (5, 10, 15 ve 30 dk.)
zamanlarda {i¢ tekrarh olarak 1.5x10* cfu/ml diliisyondan 100 pl almarak TSA plaklara
yayma ekimleri gergeklestirildi. Ekimleri takiben besi yerlerinin agzi1 hava almayacak

sekilde para filmle kapatildi ve ozon jeneratoriinden steril enjektor yardimiyla 12 ve 40



y/ml ozona maruz birakildi (Ozone HELPS-EOG100) (Resim 2.3). Deneme siireleri
sonunda plaklardaki parafin uzaklastirilarak etiivde 22 °C’de 12-24 saatlik inkiibasyonu
sagland1 (Resim 2.4 ve 2.5). Bir sonraki giin kontrol plaklar ve ozon gazina maruz
birakilan plaklar i¢in koloni sayimlar1 gerceklestirildi ve ortalamalarinin almmasiyla

mevcut degerler kaydedildi.

Parafin

Petrilere ozon uygulama dizenegi

Resim 2.3. Y. ruckeri iizerine in vitro ozon gazi uygulama iglemi (Orijinal)

Resim 2.4. Ozonlama sonrasi agar plaklara ekim islemi (Orijinal)



Resim 2.5. Ekim sonrasi inkiibasyon islemi (Orijinal)
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3. BULGULAR
3.1. Bakteri Konsantrasyonu

Calismamizda Y. ruckeri’nin ozon gazina duyarligi arastirildi. Bu amagla 0.5
McFarland bulanikligma karsilik gelen 1.5x10% cfu/ml konsantrasyondan 1:10 oraninda
seri dillisyonlar yapildi ve koloni saymmlar1 belirlendi (Resim 3.1). Elde edilen koloni

sayilarma gore 10* diliisyon konsantrasyonunda bakteri ozon islemine maruz birakma

islemi i¢in segildi.

Resim 3.1. Seri diliisyon sonrasi (1:10) besi yeri koloni goriiniimleri (Orijinal)

Koloni saymm sonras1 10* diliisyondaki bakteri konsantrasyonu 11000 cfu/ml olarak

hesaplandi (Tablo 3.1).




Tablo 3.1. Yersinia ruckeri konsantrasyonuna bagli koloni sayisi

Yersinia ruckeri konsantrasyonu (cfu/ml) Koloni Sayisi
103 1.5x108
107 1.5x10’
106 1.5x10°
10° 1.5x10°
104 11000

3.2. Ozonlama islemi

Agar plaklara ekimi gergeklestirilen Y. ruckeri’nin ozon gazma duyarh oldugu ve
deneysel asamanm ardindan koloni sayilarina gore bakterisidal etkinligini yiizdesi
hesaplanarak kaydedilen azalmalarin istatistiksel agidan anlamli oldugu belirlendi (p<0.05)

(Tablo 3.2).

Tablo 3.2. Agar yiizeyine 10,5 mg/saat (12 ve 40 y/ml) ozon maruziyeti ile Y. ruckeri koloni sayisindaki
degisim (TBE: tam bakterisidal etki)

Siire (Dk) Y. ruckeri (10* cfu/ml)
12 y/ml (%) a0y/ml (%)
(Kontrol) - -
5 75 75
10 90 50
15 25 100 (TBE)
30 10 100 (TBE)

Y. ruckeri’nin 12 y/ml ozon uygulanimi ile 5 ve 10 dk igerisinde en etkin
bakterisidal etkinin saglandig1 belirlendi. Ancak ilerleyen zamanlarda ozonun etkinligini
kaybettigi gozlendi (Resim 3.2). Bununla birlikte 40 y/ml ozon uygulanmasiyla
bakterisidal etkinin zamana bagli olarak arttigi ve 15 ile 30 dakikalarda bakterilerin

tiimiiniin (%100) o6ldiigii tespit edildi (Resim 3.3).
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Resim 3.2. Bakteri siispansiyonu 10* diliisyonda 12 y/ml ozon maruziyeti uygulanan gruplar (Kontrol, 5, 10,
15 ve 30 dk) (Orijinal)
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Resim 3.3. Bakteri siispansiyonu 10* diliisyonda 40 y/ml ozon maruziyeti uygulanan gruplar (Kontrol, 5, 10,
15 ve 30 dk) (Orijinal)
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4. TARTISMA

Ozon (0O3) kararli olmayan, depolanmasi zor olan, mavi renkli, kokusu keskin,
havadan daha agir {i¢ oksijen atomuna sahip bir gazdir. Oksijenden daha agir olan ozon
suda ¢ok daha fazla ¢oziinme yetenegi gostermektedir. Yunancada koku yayan anlamina
gelmekte ve “ozein” kelimesinden tiiremistir. Giiglii bir oksitleyici etkiye sahip olan ozon
florin ve persiilfattan sonra {igilincii en kuvvetli oksidan ajandir. Atmosferdeki ozonun
%90’1na yakin stratosfer tabakasi icinde yer alir (Ozler ve ark., 2009).

Bircok formda kullanim alanina sahip olan ozon en fazla tibbi alanda
kullanilmaktadir. Laboratuvar ortaminda ozon 6zel jeneratorlerde saf oksijenin yiiksek
voltaj farkindan ge¢mesi sonucu elde edilir. Jenerator vasitasiyla temin edilen bu gazin
sadece %3 - %5’1 ozondan olusmaktadir, diger kisim oksijenden olusmaktadir (Bocci,
2007).

Uzun yilladir ozon ile tedavi saglanmaktadir. Klinik uygulamalarda (viral, kronik,
inflamatuvar, mantar, dejeneratif (bunama gibi), bagisiklik sistemi hastaliklar1 gibi) bircok
hastalik i¢in ozon terapiden faydalanilmaktadir (Bocci ve ark., 1998; Margalit ve ark.,
2001; Jordan ve ark., 2002).

Etrafimizda hemen her yerde karsilastigimiz mikroorganizmalarin yada mikrobiyal
biiylimenin kontrolii i¢in li¢ farkli metot kullanilir. Dekontaminasyon isleminde kontamine
mikroorganizmalar ve potansiyel mikrobiyel nutrientler tasinir. Bakteri ve mantar gibi
mikroorganizmalarin biliylimesi onlenir. Dezenfeksiyon amaciyla kimyasal (1s1, filtrasyon,
radyasyon) ve fiziksel (alkol, fenol, halojen, gaz, oksitleyici maddeler) islemler ile
neredeyse tiim patojenler elemine edilir (tiim mikroorganizmalar degil). Sterilizasyon ise
tim canli mikroorganizmalar ve viriislerin eleminasyonu iglemidir. Sterilazyon ile
mikroorganizmalar lethal bir ajana maruz kaldig1 anda Oliir ve logaritmik olarak
popiilasyonlar1 azalir. Yapilan ¢aligmalar gostermistir ki ozon ile mikrobiyal biiylimenin
kontrolii saglanabilir hatta % 99 oraninda 6liim dahi gerceklesebilir (Kowalski ve ark.,
1998). Ozon viriis, mantar, mantar sporlari, protozoa, bakteri ve bakteri sporlarina karsi
etki gosteren giiclii, hizli ve genis spektrumlu bir antimikrobiyel ajandir. Ozonun
sterilizasyon etme kabiliyeti diger bircok strelizasyon ajanlarindan ¢ok daha etkili ve
hizlidir. Herhangi bir kimyasal kalinti, koku ve tat birakmayan ozonun sudaki etkisi

havadaki etkisinden ¢ok daha fazla oldugu Kowalski ve ark. (1998) tarafindan rapor
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edilmistir. Sudaki bakteriler iizerine ozon etkisinin ¢alisildig1 bir ¢alismada ise 20 ppm
ozon konsantrasyonun Salmonella typhimurium, Yersinia enterocolitica, Staphylococcus
aurues ve Listeria monocytogenes’in duyarli oldugu raporlanmistir (Restaino ve ark.,
1995). Peeters ve ark. (1989), 2.27 ppm ozon konsantrasyonu ile 5x10° Cryptosporidium
parvum ookistlerini 8 dk deneme siliresine tabi tutmuslar inaktive olduklarini
bildirmiglerdir. Heindel ve ark. (1993) tarafindan yapilan bir diger ¢alismada ise, havada
mevcut olan Staphylococcus epidermidis, Micrococcus luteus, Arthrobacter citreus,
Bacillus subtilis, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Serratia marcescens,
Pseudomonas fluorescens ve Candida albicans bakterileri iizerine 50 ve 600 pg/m’
konsantrasyon araliklarinda ozonlama islemi uygulanmistir. Bir saat sonunda 50-100
pg/m’® konsantrasyon araliklarinda ozonlama islemi sonras1 mikroorganizma sayisinda ¢ok
az bir azalma gdzlenmisken; 500-600 pg/m’ araliginda tiim bakteri koloni sayilarinda %99
azalmalar gosterdigi saptanmistir. Arastiricilarin sonuglar1 gostermistir ki gram pozitif
bakterilerin gram negatiflere oranla ozon gazina daha duyarli oldugu bildirilmistir.
Candida albicans ise ozon gazina en duyarh tiir oldugu ozona bakterilerden daha direngli
oldugu kanitlanip raporlanmistir. Aritma amacgli ozon kullanima yonelik ¢alismalarda ise
ozonun atik su sistemlerinin dezenfeksiyonunda son derece etkili oldugu ve bakteri
sayisinda % 99 oraninda azalmalar gdzlendigi bildirilmistir (Giirsoy, 2009).

Hiicre zar1 ve protein, DNA gibi hiicresel makromolekiillerdeki yag asitlerine zarar
vererek diizensizlige neden olan ozonun antimikrobiyal aktivitesi temelde gii¢lii oksitleyici
etkisine dayanmaktadir (Fettner ve Ingols, 1959; Hoffman, 1971; Naitoh, 1994). Bu etki
yiiksek bagil nemden dolay1 6zellikle havada etkilidir ki bakterinin sismis durumu kuru
halinden ¢ok daha hizli bir sekilde ozon tarafindan 6ldiiriilmektedir. Yapilan ¢alismalar
gostermistir ki ozonun etkinligi gram pozitif bakteriler lizerinde gram negatiflerden daha
fazladir (Giese ve Christenser, 1954; Scott ve Lesher, 1963; Murray ve ark., 1965).
Restaino ve ark. (1995), farkli bakteri tiirlerine karsi ozonun antibakteriyel etkinligin
belirlemislerdir. Arastiricilarin bulgular1 goéstermistir ki incelenen tiim gram negatif
bakterilerin (Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, ve
Yersinia enterocolitica) inaktivasyonlar1 arasmda Onemli bir fark olmadigi, fakat gram
pozitif bakterilerden Listeria monocytogenes digerlerinden (Staphylococcus aureus ve
Enterococcus faecalis) daha hassas oldugunu rapor etmislerdir.

Bakteri inaktivasyonunun saglanmasinda ozon gazi uygulamasi iizerine ¢aligmalar

incelendiginde goriilmistiir ki ilk 10 dakika igerisinde bakteri inaktivasyonu saglanmistir.
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Streptococcus mutans ve Lactobacillus casei bakterileri lizerine farkl siirelerde (10-30-60
sn) ozon (2100 ppm) uygulanan ¢alismada 10 sn ozonun S. mutans’’ i koloni sayisinda
%73, L. casei ise % 64 azalmalar gbzlenmis; 60 sn’de ise tiim bakterilerde %99 inaktivite
saptanmustir (Johansson ve ark., 2009). Thanomsub ve ark. (2002) tarafindan yapilan ozon
gazi uygulamasinda, 6,6 mg/saat ozon maruziyetinin ilk 10 dk i¢erisinde biitiin bakterilerin
ortalama bakteri konsantrasyonlarinda %99.79 - 9%99.84 arasinda azalmalar gozlendigi
bildirilmistir. Siirenin artmasiyla inaktivasyonun daha yavas gergeklestigi saptanmistir.
Pseudomonas  fluorescens, Leuconostoc mesenteroides, Listeria monocytogenes ve
Escherichia coli O157:H7 gibi gida kaynakli bakterilerin ozona kars1 etkinliginin
incelendigi bir diger calismada 1,5 ppm ozon konsantrasyonunda 15 dk’lik bir uygulama
stiresinde tiim bakterilerin inaktive olduklar1 bildirilmistir (Kim ve ark., 1999). Yaptigimiz
calismada iki farkl konsantrasyonda (12 ve 40 y/ml) ozon gazi dort farkl stireyle (5, 10,
15 ve 30 dk) uygulanmis ve ozonun Yersinia ruckeri tizerine etkili oldugu gdsterdigi
bakterisidal etki ile belirlenmistir. 12 y/ml konsantrasyonda ozon gazi uygulanan grupta ilk
5 ve 10 dakika igerisinde bakterisidal etki (sirasiyla %75 ve %90) gézlenmis fakat izleyen
zamanlarda etkinligini kaybettigi belirlenmistir ki bu bulgular Thanomsub ve ark.
(2002)’nin  bulgularini desteklemektedir. Bunun aksine 40 y/ml ozon uygulamasinda
zamana bagli ozon aktivitesini siirdiirmiis ve 15 ve 30 dakika sonra tam bir bakterisidal
etki (%100) saptanmustir. Elde ettigimiz bulgular Kim ve ark. (1999) ve Kowalski ve ark.
(1998) ile benzerlik gostermis fakat Thanomsub ve ark. (2002)’nin ¢aligmalarina kismen
uyumlu oldugu goriilmiistiir. Ozon gazi uygulama siire farkliligi, yiiksek ya da diisiik
bakteri konsantrasyonu, ozon bakteri inaktivasyon iliskisinde etkili olup c¢aligmalar
arasindaki farkliliklar bunun sonucu olabilir (Chiang ve ark., 2003). Ozon gazmna maruz
birakilan Escherichia coli, Streptococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa (10* cfu/ml)
bakterilerinin 1 saat sonunda koloni sayimlar1 incelenmis tiim bakterilerin inaktive olup
biiylime inhibisyonlar1 ile sonug¢landigi raporlanmistir (Pereira ve ark., 2005). Actinomyces
naeslundii, Lactobacilli casei ve Streptococcus mutans (NCTC 10449) bakterilerinin ozon
ile muamele edilmesinden 60 saniye sonra tiimiiniin elemine edildigi bir diger ¢alisma
bulgularin1 gdstermektedir (Johansson ve ark., 2009). Bizim c¢alismamizda ise Y.
ruckeri’nin ozon gazma duyarliligi 6zellikle 40 y/ml konsantrasyonda 15 ve 30 dakika
icerisinde tam bir bakterisidal etki ile izlenmistir.

Mikroorganizmalarin inhibisyonunda son yillarda kullanim1 giderek artan ozon gazi

uygulamalar1 balik yetistiricilik iinitelerinde de islevsel bir duruma gelmistir. Giiglii bir
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dezenfektan olmasmin yaninda kalmti ve koku birakmamasi ayni zamanda
mikroorganizmalar {lizerine genis spektrum Ozellikli olmasi ozon gazini avantajli hale
getirmektedir. Kararsiz bir molekiil olan ozon gazi O3 bilesiminde olup mikroorganizmalar
iizerinde hiicre yapisini bozma, ortamdaki molekiilleri oksitleme gibi etkileri
bulunmaktadir ki bu etkilere bagli olarak mikroorganizmalar1 yok etmektedir. Balik
yetistiriciligi yapilan isletmelerinde daha ¢ok dezenfeksiyon amagli kullanilan ozon son
yapilan calismalarda goriildiigii tizere balik patojen bakterileri {izerine bakteriostatik ya da
baterisid etkiler gostermektedir. Bizim ¢alismamizda da in vitro olarak balik ¢iftliklerinde
onemli bir patojen olan Y. ruckeri bakterisi {izerine ozonun etkinligi arastirilmustir. Iki ozon
konsantrasyonu denenmis ve dort deneysel siire belirlenmistir. Gii¢lii ozon konsantrasyonu
(40 y/ml) ile 15 ve 30 dakika siireler sonunda tam bir bakterisidal etki gozlenmistir.
Yapilan birgok calisma ile uyumlu olan sonuglarimiz bazi durumlarda farkliliklar
gostermistir ki bu farkliliklar muhtemelen mikroorganizmanin ozon gazina duyarhiligi,
bakterinin tiiri ve konsantrasyonu ve uygulanan ozon teknigi, konsantrasyonu ve

uygulama stiresi vb. gibi nedenlerden kaynaklanmaktadir.
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5. SONUCLAR

Bu calismada, 1.5x10* cfu/ml bakteri konsantrasyonunda Yersinia ruckeri 4 farkli
stirede (5 dk, 10 dk, 15 dk ve 30 dk) ozon gazmna maruz birakilarak Y. ruckeri’nin ozona
kars1 inaktivasyonu incelenmistir. Bakterinin ozon gazma duyarhiligt 12 ve 40 y/ml
konsantrasyonuna sahip jenerator yardimiyla belirlenmistir. Denenen tiim siirelerde ozonun
aktivasyonu saglansa da en yiiksek bakteri tireme inhibisyonu 40 y/ml konsantrasyon ozon
maruziyetinde 15 ve 30 dakikada gerceklesmistir. Siire ve koloni miktarlarinin paralel bir
seyir izlemesi diger ¢alisma bulgulariyla benzerlik gosterse de ilk bakteri inaktivasyonun
gozlenmesinde farkliliklar izlenmistir.

Sonu¢ olarak calismaya dahil edilen mikroorganizmanm ozon gazina duyarl
oldugu bu calisma ile belirlenmistir. Balik yetistiriciligi yapilan isletmelerde Yersiniozis
hastaligma karst ozonun etkinliginin arastirilmasi ve tedavi stratejisi olarak

degerlendirilebilmesi i¢in daha detayli caligmalara yer verilmesi 6nem arz etmektedir.
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