T.C.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

ICME SUYU POMPALARINDA ESCHERICHIA
COLI’NIN OLUSTURDUGU BiYOFILM
YAPISININ INCELENMESI VE OLUSMASININ
ONLENMESI

MALHUN KUBA

MIKROBIYOLOJI VE KLINIK MIKROBIiYOLOJi AD
YUKSEK LISANS TEZI

IZMIiR-2012

TEZ KODU: DEU.HSI.MSc-2009970115



T.C.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

ICME SUYU POMPALARINDA ESCHERICHIA
COLI’NIN OLUSTURDUGU BiYOFILM
YAPISININ INCELENMESI VE OLUSMASININ
ONLENMESI

MIKROBIYOLOJI VE KLINIK MIKROBIiYOLOJi AD

YUKSEK LiSANS TEZi

MALHUN KUBA

Danisman Ogretim Uyesi: Prof. Dr. Nuran ESEN

Bu arastirma DEU Bilimsel Arastirma Projeleri Sube Miidiirliigii tarafindan

2011.KB.SAG. 057 ile desteklenmistir.

TEZ KODU: DEU.HSI.MSc-2009970115



Dokuz Eyliil Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Mikrobiyoloji Yiiksek Lisans programi grencisi
Malhun KUBA ‘ICME SUYU POMPALARINDA ESCHERICHIA
COLPNIN OLUSTURDUGU BiYOFILM YAPISININ iNCELENMES]
VE OLUSMASININ ONLENMESI’ konulu yiiksek lisans tezini 06.07.2012
tarihinde bagarili olarak tamamlamaistir.

T
Prof. Dr. Nuran ESEN

Juri Uyesi Baskant

—
%}i&}.’ l'!(LQJ\
Prof. Dr. G’ ERGOR Prof. Dr. Arzu SAYINER
Juri Uyesi Jiri Uyesi
Dog. Dr. Cem ERGON Yard. Dog. Dr. Dilek CIMRIN

Yedek Jiiri Uyesi Yedek Jiiri Uyesi



ICINDEKILER

ICINDEKILER ..ottt ettt ettt en ettt en ettt en s st en sttt s s nseaetas e i
TABLOLAR DIZINI....oiiiiiiiiiiiiiececis s iv
SEKILLER DIZINT ....ooiiiieieieicecece ettt v
KISALTIMALAR ..ottt bbbttt b e bbbt vii
TESEKKUR ..ottt ettt s sttt n sttt s s saste s s st s sanen e, viii
OZET ..ot 1
ABSTRACT e E et 3
1. GIRIS VE AMAGC ...ttt sttt sttt s s e 5
2. GENEL BILGILER..........ccoooiiiiiiiiiiesise s 7
2.1, BiyOFilMIn TariiGeSI ....ucivveiiiieiiieie ettt ettt reesre e 7
2.2, BIiyOfilm TaANIMI ....couviiiiiiiiieiie e 8
2.3. Biyofilm Gelisiminin Be§ EVIESi......cccuiiiiiiiiiiiiiie e 9
2.4, YUZEY EKILETT ...veiviiiieee e 11
2.5. Hiicre Dis1 Polimerik Maddeler (Extracellular Polymeric Substances - EPS) ............. 11
P €T I N Q- 5 1 11 OSSR 12
2.7. “Quarum Sensing” MeKaniZmMasl.........c.cccvirreerriiiienniesee e 13
2.8. Biyofilm Saptama YONtemIeri.........ccooviiiiiiiiiiiiiii e 13
2.9. Biyofilm Olusturmanin Avantajlar .........cccoccevviiiiiiiiii 14
2.10. Biyofilmin Halk Sagligt Agisindan Onemi...........c.cccevvevevrereisicresiereneeesseesesee s 15
2.11. Escherichia coli Hakkinda Genel Bil@iler...........cccccooiiiiiiiniiiiiicccc e 16
2.11.1. Yapusal, Biyokimyasal ve Ureme OzelliKIETi............c.ccerrirerrrirerrirerercresienennn, 16



2.11.2. Enterik Patojen

ESCherichia COli..oovvneeeeeeeeee

2.11.3. Barsak Dig1 Escherichia coli Enfeksiyonlart ..o

2.11.4. Tan1 ve Tedavi.

2.12. Escherichia coli Biyofilm YapiSl ...c.cccvciveieiieiiiie e

2.13. 1¢ME SUYU SISLEMIETT 1.v.vvvevveeeieieiee ettt sttt

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Materyali....

3.2. Biyofilm Yapisinin INCEIENMES .........ccvrvevieeveiceeiiicieseeeie ettt

3.2.1. Taramal1 Elektron Mikroskobu Yontemi (TEM) .......ccccooviiiiininniiiiic e

3.2.2. Kristal Viyole ile Boyama YOntemi..........cceeveueireriuerceeiesceeseeie s,

3.3. Biyofilm Yapisinin Olusumunun Onlenmesi ve Giderimi ..........c.cocoeveveveeerevicnnennnns

3.4. Etik Kurul Onays......

4. BULGULAR................

4.1. Biyofilm Yapisinin Inceleme SONUGIAIL...........cccovuiveviveiiiireiiireeicieeseeseie e

4.1.1. Taramal1 Elektron Mikroskobu Yonteminin Sonuglart..........cccccvevvvveiviieiiinesinnenns

4.1.2. Kristal Viyole ile Boyama Yonteminin SONUGIAIT .........cocvvvvviinieienese e

4.2. Biyofilm Yapisinin Olusumunun Onlenmesi ve Gideriminin Sonuglari.......................

4.2.1. Taramal1 Elektron Mikroskobu Yonteminin Sonuglari..........cccccvevvvveevivieiiiinesinnenns

4.2.2. Kristal Viyole ile Boyama Yonteminin Sonuglart ..........ccocoeeviiiiiiiiniieniie s

5. TARTISMA ...............

6. SONUC VE ONERILER ...........c.cooviiiiiiieiiieeee ettt en st en e

7. KAYNAKLAR ............



8. EKLER



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 1: TEM sonuglarina gore hiicre yoZunluKIari..........cccccvereevieeceeneesienieseeeeeese e 44

Tablo 2: TEM sonuglarina gore, dezenfeksiyon uygulamadan 6nce ve sonra hiicre
yoZunluKlarinin sKOTIANMAST ......eiiiiiiiiiiieiiicciecee e s s 54

Tablo 3: Dezenfeksiyon uygulanmamis ve uygulanmis 6rneklerin kristal viyole ile boyama
yontemiyle elde edilen OD degerlerinin karsilastirilmalart .........ccceeevceeiniiieinieeinieeiiiee e 59

Tablo 4: Farkli dezenfeksiyon yontemi uygulanan gruplarin kristal viyole ile boyama
yontemiyle elde edilen OD degerlerinin kargilastirilmalart .........ccceeevcieiniiieinieennieeiiieeiieee 59



SEKILLER DIiZiNi

Sekil 1: Planktonik hiicreden biyofilm gelisimi agamalart ...........cccceviviiiiiiiiiieniie e 9
Sekil 2: Su kanallari ile ayrilmig, mantar veya hiicre kuleleri seklindeki mikrokoloniler-....... 10
Sekil 3: Pseudomonas aeruginosa’nin biyofilm gelisim evreleri.......coovvvivveiveieiieseesieseene. 11
Sekil 4: Birinci giin 2000 biiyiitmede elde edilen TEM gOrintiisii.........cooveverveviieenininiinenn. 31
Sekil 5: Birinci giin 3000 biiyiitmede elde edilen TEM gOrintiisii..........ccoovervriiernneiinnnnene 32
Sekil 6: Birinci giin 4000 biiylitmede elde edilen TEM gOrintiisii..........cooevevvvriiieneeiiiennnnnn 32
Sekil 7: Birinci giin 4000 biiyiitmede elde edilen TEM gOriintiisii........covvvevverveseenenensnnnens 33
Sekil 8: Birinci giin 6000 biiyiitmede elde edilen TEM gOrintiisii..........cooevevveiivienneiiiennnnnn 33
Sekil 9: Birinci giin 6000 biiyiitmede elde edilen TEM gorintiisii..........ccccoverveiieeneniieennenn 34
Sekil 10: Birinci giin 7800 biiyiitmede elde edilen TEM gOrintlisli........cccoverveiieerverinernenne 34
Sekil 11: Birinci giin 7800 biiyiitmede elde edilen TEM gOrintlisli........cccovervvriveenneniieernene 35
Sekil 12: Birinci giin 10000 biiylitmede elde edilen TEM gOriintlisii........ccoevveeiveenneninernenne 35
Sekil 13: Dordiincii giin 2000 biiylitmede elde edilen TEM gOrintiisii..........ooovvveiiiniieene. 36
Sekil 14: Dordiincii giin 2000 biiylitmede elde edilen TEM gOrintiisii..........ocoovvveiiiniinenne. 36
Sekil 15: Dordiincii giin 2000 biiyiitmede elde edilen TEM gOorintlisii.........ccccvvevveeriieennnnen. 37
Sekil 16: Dordiincii giin 3000 biiylitmede elde edilen TEM gOorintlisii.........ccccovvvrveeriieennnnen. 37
Sekil 17: Dordiincii giin 4000 biiylitmede elde edilen TEM gOrintlisii.........cccccvvevveeriieennnnen. 38
Sekil 18: Dordiincii giin 4000 biiylitmede elde edilen TEM gOorintlisii.........ccccovevvveeriieennnnen. 38
Sekil 19: Dordiincti giin 6000 biiyiitmede elde edilen TEM gOorintlisii.........ccocvevrveennieennnen. 39
Sekil 20: Dordiincii giin 6000 biiylitmede elde edilen TEM gOrintlisti........coveeeveerviriieerinenne 39
Sekil 21: Yedinci giin 1000 biiyiitmede elde edilen TEM gorintiisii .........ccocvvrveerineiineinnnne 40



Sekil 22: Yedinci giin 1500 biiyiitmede elde edilen TEM gOrintiisii .........cccoevveieeiveiieennnnne 40

Sekil 23: Yedinci giin 1500 biiyiitmede elde edilen TEM gorintiisii .........cccoevveiveeiveiieeinenne 41
Sekil 24: Yedinci giin 1500 biiyiitmede elde edilen TEM gOrintlisii .........cccvvvvveriieeniveenninnn. 41
Sekil 25: Yedinci giin 2000 biiyiitmede elde edilen TEM gOrtintlisii ........cccvvvvveniieeniieeninnnn. 42
Sekil 26: Yedinci giin 2000 biiyiitmede elde edilen TEM gOrintlisii ........cccvvvvveriiieeniveeninnnn. 42
Sekil 27: Yedinci giin 3000 biiyiitmede elde edilen TEM gOrintlisti .........cccvvvvveriiieenivennnnnnn. 43
Sekil 28: Yedinci giin 4000 biiyiitmede elde edilen TEM gOrintlisti.........cccvvvvveriiieenivennnnnen. 43

Sekil 29: Birinci giin 500 ppm sodyum hipoklorit ile dezenfeksiyon sonucu 4000 biiyiitmede
elde edilen TEM @OTUNTUSTL .....c.veeiueeiiieiiie ittt nee 47

Sekil 30: Birinci giin fir¢alandiktan sonra 500 ppm sodyum hipoklorit ile dezenfeksiyon
sonucu 1000 biiyiitmede elde edilen TEM gOrintlisii ........cccveeivveiiiiiieniieiie e 48

Sekil 31: Birinci giin 5000 ppm sodyum hipoklorit ile dezenfeksiyon sonucu 2000 biiylitmede
elde edilen TEM @OTUNTUSTL .....veveereiriiiiesii et 49

Sekil 32: Birinci giin fircalandiktan sonra 5000 ppm sodyum hipoklorit ile dezenfeksiyon
sonucu 4000 biiyiitmede elde edilen TEM gOrintlisii ..........cvevveirviiieniiniie e 50

Sekil 33: Dordiincii glin 500 ppm sodyum hipoklorit ile dezenfeksiyon sonucu 2000
biiylitmede elde edilen TEM OTUNTUST. ......vvererieiieeirieee e 51

Sekil 34: Dordiincii giin firgalandiktan sonra 500 ppm sodyum hipoklorit ile dezenfeksiyon
sonucu 4000 biiyiitmede elde edilen TEM gOrtintlisii ..........ccvevveiriiiieniiiiic e 52

Sekil 35: Dordiincii giin 5000 ppm sodyum hipoklorit ile dezenfeksiyon sonucu 2000
biiyiitmede elde edilen TEM gOrtntliSili.........ocovviiiiiiiiiiieiiiiiici e 53

Sekil 36: Dordiincii giin firgalandiktan sonra 5000 ppm sodyum hipoklorit ile dezenfeksiyon
sonucu 2000 biiyiitmede elde edilen TEM gOrintlisti .........cooverviiviiiiiiiiiiiciicecsecc e 54

Vi



KISALTMALAR

E.coli ................. Escherichia coli

TEM ................. Taramali Elektron Mikroskobu

EPS ... Hiicre Dis1 Polimerik Maddeler

QS .o Quarum Sensing

LTKM ............... Lazer Taramali Konfokal Mikroskop

UV . Ultraviyole

PH ... Potansiyel Hidrojen

EMB .................. Eozin Metilen Mavili Besiyeri (Eosin Methylene Blue)
EIEC ................. Enteroinvazif Escherichia coli

OD...coevvin Optik Dansite

Vii



TESEKKUR

Tez calismalarim boyunca bilgi ve deneyimleri ile yol gosteren, hosgoriisiinii ve
yardimlarin1 esirgemeyen Prof. Dr. Nuran ESEN’e, laboratuvar c¢alismalarimda imkan
saglayan ve emek veren Uzm. Dr. Hatice YILMAZ’a, verilerin analizinde yardimci1 olan Prof.
Dr. Giil ERGOR’e, her konuda sabirla yanimda olan esim Murat KUBA’ya ve aileme

desteklerinden dolay1 tesekkiir ederim.

Saygilarimla
Malhun KUBA

viii



ICME SUYU POMPALARINDA ESCHERICHIA COLI’NIN OLUSTURDUGU BiYOFILM
YAPISININ INCELENMESI VE OLUSMASININ ONLENMESI

Malhun Kuba, Dokuz Eyliil Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Mikrobiyoloji ve
Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dah

OZET

Hiicrelerin birbirlerine, canli veya cansiz yiizeylere yapisarak olusturduklari
mikroorganizma kiimesine biyofilm denmektedir. Koli basili olarak bilinen Escherichia coli,
memeli hayvanlarin kalin bagirsak florasini olusturan bakteriler arasinda yer almakla birlikte
birgok hastaliga da sebep olmaktadir. Su aritim tesislerinde E.coli su kirliliginin "gostergeci"
olarak kullanilmaktadir. Canli ve cansiz yilizeylerde biyofilm olusturma yetenegine sahiptir.
Olusturdugu biyofilm yapisiyla zorlu ¢evre kosullarina, antibiyotiklere ve dezenfektanlara

direncli hale gelir. Boylece hastalik olusturma riski artmaktadir.

Calismamizda, toplumda igme suyu olarak sik¢a kullanilan damacanalardaki
pompalarin yiizeyinde deneysel olarak olusturulan E.coli’nin biyofilm yapisi, taramali
elektron mikroskobu (TEM) ve kristal viyole ile boyama yontemi kullanilarak birinci,
dordiincii ve yedinci giinlerde incelendi. Ayrica halk sagligini tehdit eden biyofilm yapisinin
giderimi i¢in mekanik ve kimyasal dezenfeksiyon yontemlerinin etkileri arastirildi. Ornekler
(n: 192) iki grupta incelendi. Doksan alti adet ornek sadece kimyasal olarak sodyum
hipoklorit soliisyonu (n:48, 500 ppm ve n:48, 5000 ppm) ile dezenfekte edildi. Diger 96 adet
ornek ise Oonce mekanik olarak fir¢calanip daha sonra kimyasal olarak sodyum hipoklorit
soliisyonu (n:48, 500 ppm ve n:48, 5000 ppm) ile dezenfekte edildi. Tiim 6rnekler; birinci ve
dordiincii giin, taramal1 elektron mikroskobu ve kristal viyole ile boyama yontemi kullanilarak

incelendi. Elde edilen sonuglar istatistiksel olarak karsilastirildi.

Sonug olarak, E.coli’nin birinci giin biyofilm yapisini olusturmaya basladigi, dordiincii
giin en yogun biyofilm yapisim1 olusturdugu, yedinci giin yogunlugun giderek azaldigi
saptand1. Dezenfeksiyon uygulandiginda ise, hem sadece kimyasal dezenfeksiyon uygulanan,
hem de fiziksel ve kimyasal dezenfeksiyonun birlikte uygulandigi Orneklerde bakteri
saptanmadi. Ayrica sodyum hipokloridin 500 ppm ve 5000 ppm’lik konsantrasyonlari

arasinda da fark gozlenmedi. Bu sonuglar i1s18inda, igme suyu damacanalarindaki su


http://tr.wikipedia.org/wiki/H%C3%BCcre
http://tr.wikipedia.org/wiki/Mikroorganizma

pompalarinin  dezenfeksiyonu i¢in sodyum hipokloridin 500 ppm (%0,05)’lik

konsantrasyonunun dort giinde bir 20 dakika uygulanmasi 6nerilmektedir.

Anahtar kelimeler: Biyofilm, Escherichia coli, igme suyu, taramali elektron

mikroskobu, sodyum hipoklorit



ANALYSIS AND PREVENTION OF BIOFILM STRUCTURE FORMATION
GENERATED BY ESCHERICHIA COLI ON DRINKING WATER PUMPS

Malhun Kuba, Dokuz Eylul University, Institute of Health Sciences, Microbiology and

Clinical Microbiology Department
ABSTRACT

A biofilm is an aggregate of microorganisms in which cells adhere to each other and to
a living or nonliving surface. Escherichia coli, which is known as coli bacilli, is a member of
the bacterial flora of the lower intestine of mammals, can also cause serious diseases. E.coli is
used as an “indicator” of pollution in the water treatment systems. It has the capacity of
forming biofilm on surfaces in vivo and in vitro. Within the biofilm structure, it becomes
resistant to tough environmental conditions, antibiotics and disinfectants. Thus, the risk of

diseases that caused by E.coli, increases.

In this study, the structure of experimentally formed E.coli biofilm on the surfaces of
the water pumps, have been analyzed by scanning electronic microscope and crystal violet
staining on the first, fourth and seventh days. In addition, affects of mechanical and chemical
disinfection methods have been studied to solve the problem created by biofilm structure that
might threaten the public health. Samples (n: 192) were divided in two groups. Ninety-six
samples have been disinfected only by sodium hypochlorite solution (n:48, 500 ppm and n:48,
5000 ppm), while the remaining 96 samples have been first mechanically cleaned by brushing
and then disinfected by sodium hypochlorite solution (n:48, 500 ppm and n:48, 5000 ppm).
All samples have been analyzed by scanning electronic microscope and crystal violet staining

on the first and the forth day of the study. Findings have been compared statistically.

As a result, it has been found that E.coli starts forming a biofilm structure on the first
day, and builds the densest structure on the fourth day but gradually loses its density on the
seventh day. When methods of disinfection were applied, no bacterium was found on the
surface of the material. There was no difference between the chemical and physical plus
chemical disinfection. In addition, no difference has been observed between the effects of 500
ppm and 5000 ppm sodium hypochlorite solutions. In the light of the foregoing results, it is



advisable to use 500 ppm (%0.05) sodium hypochlorite solution every four days for the
disinfection of drinking water pumps.

Key Words: Biofilm, Escherichia coli, drinking water, scanning electron microscope,
sodium hypochlorite



1. GIRIS VE AMAC

Biyofilm, polisakkarit matriks i¢ine gomiilii olarak birbirine veya bir ylizeye geri
doniistimsiiz olarak tutunmus halde yasayan mikroorganizmalarin olusturdugu topluluktur (1-
3). Biyofilm yapisim kiifler, mayalar, algler, protozoonlar, viriisler, bakteriler
olusturabilmektedir (4). Saf kiiltiirlerden olusabildigi gibi karisik mikroorganizma tiirlerinden
de olusabilir. Biyofilm yapisindaki mikroorganizmalar hiicre dis1 polimerik maddeler (EPS)
salgilayip canli veya cansiz yiizeylere geri doniisiimsiiz olarak baglanirlar (4-6). “Quarum
sensing” (QS) sinyal molekiilleri, otoindiikleyiciler, EPS’nin salgilanmasina neden olan
islemler li¢ boyutlu biyofilm yapisinin olusumuna yol acar (7, 8). Planktonik hiicrelerle
karsilastirildiginda fenotipik 6zellikleri, ireme hizlari, antimikrobiyal diren¢ oranlari, gen
transkripsiyonlar1 ve diger hiicrelerle etkilesimleri farklidir (4, 5, 9, 10). Biyofilmler, sadece
antibiyotiklere ve antimikrobiyal ajanlara karsi degil, konagin immiin sistemine karsi da

direng gosterebilirler (11-14).

Biyofilm, farkli veya aymi tlirdeki bakterilerin koordine bir sekilde toplanarak
olusturdugu yapidir (4, 15). Cesitli ekolojik ortamlarda koruyucu ve fonksiyonel olarak rol
oynarlar. Ornegin, endiistriyel alanlarda, farkli bakteri tiirlerinin olusturdugu biyofilmler,
insan ve fabrika atiklarmin biyoremediasyonunda kullanilmaktadir (4, 16). Ayrica, insan
bagirsak epiteline tutunan bakterilerin olusturdugu biyofilmler gida kaynakli patojenlere kars:
koruyucu bariyer gorevi gormektedir. Iyi yonlerinin yan1 sira énemli ekonomik problemlere
de yol agmaktadirlar. Ornegin, endiistriyel metal yiizeylerde siilfiir indirgeyen ve oksitleyen
bakteri tiirlerinin olusturdugu biyofilm yapist korozyona sebep olmaktadir. Ayrica bazi
biyofilmler gidalarin bozulmasina, patojenik bakterilerin gidalarin yiizeyiyle etkilesip
kontaminasyona neden olurlar. Bu durum, gidalarin raf émriiniin kisalmasina, gida kaynakl

hastaliklara ve bunlarin sonucunda ekonomik kayiplarin artmasina neden olmaktadir (4, 17).

Escherichia coli, gastrointestinal sistem igerisindeki fakiiltatif anaerobik bakteriler
arasindaki en baskin tirdiir. Genetik materyali sik kullanildigi i¢in E.coli yiizey
kolonizasyonunun o6grenilmesinde model organizma olarak gosterilmektedir (18, 19). Su
sistemlerindeki boru ve pompa yiizeylerinde biyofilm olusturup halk sagligin1 olumsuz yonde
etkilerler (20-22).



Biyofilm yapisinin incelenmesinde, mikroskobik ve mikroskobik olmayan yontemler
kullanilmaktadir. Kullanilan mikroskoplar arasinda, lazer taramali konfokal mikroskobu
(LTKM), faz kontrast 11k mikroskobu, epifloresan mikroskobu, taramali ve gegirimli elektron
mikroskoplar1 vardir (23, 24). Mikroskobik olmayan yontemler arasinda, kristal viyole,
floresein diasetat, resazurin, tetrazolyum tuzlari, dimetil metilen mavisi ile boyama
bulunmaktadir (23). Klorlama, ozonasyon ve ultraviyole (UV) 1sigina maruz birakma gibi
teknikler biyofilm yapisinin gideriminde kullanilmaktadir (20, 21, 25-27).

Bu bilgiler 15181nda, bu tez calismasinda;

1) Toplumda igme suyu olarak sik¢a kullanilan plastik yapidaki damacana pompalarinin
yiizeyinde Escherichia coli ATCC25922 susunun biyofilm olusturup olusturmadigi

taramali elektron mikroskobu ve kristal viyole boyama yontemi ile incelenmesi,

2) Biyofilm yapisinin giderilmesi ve olusmasinin Onlenmesi i¢in evde uygulanabilecek

uygun dezenfeksiyon yontemlerinin bulunmasi amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Biyofilmin Tarihcesi

Biyofilm, mikrobiyal hiicrelerin hiicre disi polimer matriksle birbirlerine ve ylizeye
tutunarak toplanmasidir. ilk olarak 17. yiizyilda Antony van Leeuwenhoek basit mikroskobu
kullanarak biyofilm yapisin1 dis plaklarinda tespit etmistir. Daha sonra mikrobiyal
biyofilmlerin kesfi ile de bu tespitin dogru oldugu kanitlanmistir. Heukelekian ve Heller deniz
mikroorganizmalarinda bakterilerin dnce ylizeye tutunduklarini daha sonra bakteriyel gelisim
ve aktivitelerinin meydana geldigini saptamislardir. Zoobel ise, su altinda olusan biyofilm
yapisina katilan bakterilerin sayisinin herhangi bir yiizeyde olusanlara kiyasla daha az

oldugunu gézlemlemistir.

Isik mikroskobundan daha yiliksek ¢Oziiniirliigii olan ve daha biiylik goriintiileri
saglayan elektron mikroskobunun kullanilmasiyla biyofilm yapisi daha da aydimnlatilmistir.
Jones ve arkadaslar1 taramali ve gecirimli elektron mikroskobu ile biyofilm yapilarini
incelemisglerdir. Atik su aritim tesislerinde kirma tasl filtrelerinden elektron mikroskobu ile
farkli morfolojideki mikroorganizma gruplarmi gozlemlemislerdir. Spesifik polisakkarit
boyast olan Ruthenium kirmizisi ile boyayip, osmium tetroksitle fikse edip incelediklerinde
biyofilm yapisinda tutunmayr saglayan hiicre disi matriksin polisakkarit oldugunu

kanitlamislardir.

Characklis 1973’iin baslarinda endiistriyel su sistemlerinde biyofilm yapisini
arastirmistir. Bu ¢alismada giiclii biyofilm yapisinin dezenfektan ve klorine direncgli oldugu
One siiriilmiistiir. Marshall 1976 yilinda ¢ok ince ekstraselliiler polimer fibrillerin bakteri
yiizeyine sabitlendigini bildirmistir. Costerton ve arkadaslarinin 1978’de dis plaklar1 ve
nehirlerdeki sesil hiicre topluluklarinda yaptiklar1 ¢alismalarda yiizeylere tutunan
mikroorganizmalarin, ekolojik ortamlardan faydalandiklari belirtilmistir. Yeterli besine sahip
ekosistemlerde bakterilerin biiyiik kisminin biyofilm tabakasini olusturan matrikste tiredikleri
ve bu sesil bakterilerin planktonik esdegerlerinden farklilik gosterdikleri belirtilmigtir. O
tarthten itibaren ekolojik ortamda biyofilmler {izerine yapilan calismalar halk saglig ile
iligkili bulundugundan paralel olarak ilerlemektedir (28). Biyofilmlerin varligi derin yer alti

sular1 ve okyanusun derinleri disinda tiim dogal ekosistemlerde saptanmistir (4).



Son 20 yilda biyofilm yapilar1 taramali elektron mikroskobu ve standart
mikrobiyolojik kiiltiir yontemleriyle incelenmektedir. Son 10 yilda yapilan iki ana calisma
biyofilmler hakkinda bilinenlere biiyiik katkida bulunmustur. Bu ¢alismalar; lazer taramali
konfokal mikroskobu kullanilarak biyofilmin ultrastriiktiirel yapisinin belirlenmesi ve

biyofilm olusumunda hiicrelerin birbirlerine tutunmasinda rol oynayan genlerin

arastirilmasidir (5, 18, 28, 29).

Gilinlimiize kadar biyofilm yapilarini goriintiilemek i¢in 151k mikroskopisi, ge¢irimli ve
taramal1 elektron mikroskopisi kullanilmistir. Elektron mikroskobunda incelemede, biyofilm
preparatt hazirlanmasinda dehidrasyon ve deformasyon gibi morfolojik degisiklikler ve
fiksasyon esnasinda hacimde %50 ye varan kiiciilmeler ortaya ¢ikabilmektedir. Biyofilm
yapisinin  goriintiilenmesinde kullanilan en yeni teknik ise lazer taramali konfokal
mikroskopisidir. Bu teknikte, geg¢irimli veya taramali elektron mikroskopisinde goriilen

istenmeyen morfolojik degisiklikler gézlenmemektedir (29).

2.2. Biyofilm Tanim

Biyofilm, bakterilerin olusturdugu kompleks bir organizasyondur. Organize bir yapi
icerisinde birlikte yasayan bakteriler yiizeylere tutunur ve birbirleriyle uyum ig¢indedirler.
Bakteriler, polisakkaritlerden, niikleik asitlerden, lipidlerden ve hiicre disi polimerik
maddelerden olusmus matriksin igine gomiiliidiirler (6, 16, 30-33). Fosil kayitlari ti¢ milyar
seneden beri prokaryotlarin biyofilmler halinde yasadiklarini géstermektedir. Pseudomonas
aeruginosa, Hemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae ve Staphylococcus aureus
gibi bir¢ok hastalik etkeni biyofilm olusturabilir (33, 34).

Biyofilmin gelistigi ¢evreye bagli olarak, matriksinde mineral kristalleri, korozyon
parcaciklari, kan bilesenleri bulunabilir. Biyofilm yapisi oldukga ¢esitli yiizeylerde meydana
gelebilir. Ornegin; canli dokularda, dis {initelerinde, tibbi cihazlarda, medikal aletlerde, dogal
su sistemlerinde, su aritim, depolama, isletim ve dagitim sistemlerinde, endiistriyel veya evsel

su sistemlerinde, 1siticilarda ve dogada olusabilmektedir (28, 35-39).

Biyofilm olusumu cesitli i¢ ve dis faktdrlere baglidir. Ornegin; su aktivitesi, besin

ihtiyaci, antimikrobiyal madde igerigi, potansiyel hidrojen (pH) degeri, asidite, oksijen



degiskeni ve elektriksel degiskenlik gibi i¢ faktorler, ylizey materyali, yiizey alani, yiizey
diizgiinliigl, sivinin akis hizi, sinirl besin maddesi gibi dis faktorler etkendir (5, 28, 40).

Biyofilmdeki bakteriler planktonik hiicrelerle karsilastirildiklarinda genotipik ve
fenotipik farkliliklar gostermektedirler. Biyofilmi olusturan bakteriler arasinda gen transferi,

genlerin ¢esitlenmesini saglamaktadir. Bu sonuglar 6nemli evrimsel gelisime yol agmaktadir

(33, 41).

4
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planktoni
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Sekil 1: Planktonik hiicreden biyofilm gelisimi agamalar1 (42)

2.3. Biyofilm Gelisiminin Bes Evresi

Biyofilm yapis1 bakterinin yiizeye tutunmasiyla baslayan dinamik bir islemdir. Gen
kasetlerinin kademeli olarak ifadesi ile biyofilm fenotipi olugsmaya baglar. Bakterilerin yiizeye
tutunmasi i¢in yiizeyle kesin olarak temasa gectiklerini fark etmeleri gereklidir. Bakteriler,
alici-verici olmak tizere iki bilesenli diizenleyici sistemleri sayesinde c¢evresel etkileri
algilayip fenotipik farklilik gosterirler. Tutunmadan sonraki degisiklikler ise, bakterilerin
poplilasyon yogunlugunu belirlemesini saglayan iki bilesenden olusan “quarum sensing”
sistemleri sayesinde gerceklesir. “Quarum sensing” sisteminde, ylizeye tutunmus her bakteri
“ben buradayim” mesaj1 verir ve daha fazla bakterinin ylizeye tutunmasiyla bu sinyalin

yogunlugu artmaktadir. Boylece bakteriler hiicreler arasi diisiik molekiil agirligina sahip

habercilerle haberlesip, biyofilmin gelismesini tetiklemektedirler (33, 43).



Ikinci evrede, bakterilerin yiizeye yapismasi veya kuvvetli bir sekilde tutunmasi
gerceklesir. Uciincii evrede ise bakterilerin mikrokoloniler halinde kiimelesmesi gergeklesir.
Dordiincii evrede, mikrokoloniler biiyiiylip olgunlagir ve mantar seklinde yapilar haline
gelirler.  LTKM ile incelendiginde, biyofilm bakterilerinin kompleks hiicre dist
polisakkaritlerle kaplanmis mikrokolonilerden olusan hiicre kuleleri seklinde yasadiklari
gozlenmistir. Mikrokoloniler, besin maddelerinin, oksijenin iletimini ve metabolik artiklarin
atilmasin1  saglayan su kanallar1 ile ayrilmistir. Bu yapi, ilkel dolasim sistemine

benzetilmektedir (33, 44, 45).

Sekil 2: Su kanallari ile ayrilmig, mantar veya hiicre kuleleri seklindeki mikrokoloniler (5)
Biyofilm gelisim evrelerinin besinci basamagi kopma/ayrilma evresidir. Tek bir
bakteri veya bakteri kiimesi koparak ayrilmaktadir. Bu ayriliy, EPS’nin azalmasi gibi dis

kuvvetlerin etkisiyle, biyofilm yapisinin kazinmas gibi fiziksel kuvvetlerin etkisiyle veya tek

bir hiicre / hiicre kiimesinin kopmasiyla ger¢eklesmektedir (33).
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Sekil 3: Pseudomonas aeruginosa’nin biyofilm gelisim evreleri (46)

2.4. Yiizey Etkileri

Tutunma islevinde kati yilizeylerin onemli karakteristik Ozellikleri bulunmaktadir.
Mikrobiyal kolonilesmenin derecesi yiizey sertligi arttik¢a artar. Bunun sebebi, kati yiizeylere
daha siki tutunabilmeleridir. Daha sert olan yiizeylerin alan1 daha fazladir. Yiizeyin
fizikokimyasal 6zellikleri, tutunmanin oranin1 ve miktarini etkilemektedir. Bir¢ok arastirmaci,
mikroorganizmalarin teflon ve diger plastikler gibi hidrofobik yiizeylere, cam ve metal gibi

hidrofilik yiizeylerden daha iyi ve ¢abuk tutundugunu tespit etmislerdir.

Hiicre ile yiizey arasinda hidrofobik etkilesim meydana gelmektedir. Bu etkilesim
sirasinda hiicre, ylizeyin uyguladig aktif itici giicii engeller ve geri doniisiimsiiz olarak

baglanir (28).

2.5. Hiicre Dis1 Polimerik Maddeler (Extracellular Polymeric Substances - EPS)

Biyofilmler esas olarak, mikrobiyal hiicreler ve EPS’den olusmaktadir. EPS,
biyofilmlerin baslica maddesidir ve biyofilmin organik karbonlarinin  %50-90’1n1
olusturmaktadir. EPS esas olarak polisakkaritlerden olusur. Gram negatif bakterilerde oldugu
gibi bu polisakkaritlerden bazilar1 dogal, bazilar1 da polianyoniktir. D-glukuronik, D-
galakturonik, veya mannuronik asit gibi uronik asitler veya ketal baglantili piruvatlar anyonik

ozellik gosterirler. Bu anyonik 6zellikler, kalsiyum ve magnezyum gibi divalent katyonlarin
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etkilesimlerini saglar. Kalsiyum ve magnezyum iyonlari, aralarinda polimer iplik¢iklerle
capraz bag kurarlar ve gelismis olan biyofilmlerde baglanma giicliniin artmasini
saglamaktadirlar. Stafilokoklar gibi Gram pozitif bakterilerde ise EPS’nin kimyasal bileseni
oldukca farklilik gostermekte ve katyonik ozelliktedir (28, 47). Hussain ve arkadaslari
koagiilaz negatif bakterilerin olusturdugu biyofilm yapisindaki EPS’nin az miktarda proteinle

karismis olan teikoik asit igerdigini one siirmiistiir (48).

EPS yiiksek oranda su igermektedir. Sadece hidrofobik kisimlardan olusabilecegi gibi
birgogunda hem hidrofilik hem de hidrofobik kisimlar bulunmaktadir. Ayni zamanda farkli

¢Oziiniirlikk 6zellikleri de gosterebilirler.

Farkli organizmalarin EPS iiretim miktar1 degisiklik gostermektedir. EPS’nin miktari
biyofilmlerin yaslariyla dogru orantili olarak artmaktadir. EPS {iretiminin artmasi, besiyerinin
karbon, nitrojen, potasyum ve fosfat gibi besinlerine baglidir. Yavas bakteriyel gelisim EPS
tiretimini arttirmaktadir. Ayrica EPS yliksek su icerdiginden dolay1 baz1 dogal biyofilmlerdeki
kurumay1 da Onlemektedir. Ayn1 zamanda antibiyotiklerin biyofilm kanallarina girmesini

engelleyerek biyofilmlerde antimikrobiyal direncin gelismesine katkida bulunmaktadir (28).

2.6. Gen Aktarim

Biyofilmler, plazmidler gibi kromozom dist DNA aktariminda ideal bir ortam
olustururlar. Konjugasyon ile gen aktarimi, biyofilm igerisindeki hiicreler arasinda, planktonik
hiicrelerin arasinda oldugundan daha yiiksek oranda meydana gelmektedir (49). Ghigo,
bakterilerin konjugatif plazmid iceren suslarinin, biyofilm olusturmaya daha yatkin oldugunu
one siirmiistiir (50). Escherichia coli’nin igerdigi F konjugatif pilusu (tra operonu kodlayan F
plazmid), hem hiicre yiizeyi hem de hiicre-hiicre etkilesiminde yapistiric1 faktor olarak rol
oynamakta ve ii¢ boyutlu biyofilm yapis1 olusmaktadir. Plazmid tasiyan suslar, alic1 hiicrelere
plazmid aktarirlar ve alic1 hiicreler de biyofilm yapist olusturur. Plazmid tasimayan ayni
organizmalar daha ileri bir gelisim gdstermeden sadece mikrokoloniler olustururlar. Artmis
konjugasyonun sebeplerinden biri, biyofilm yapisindaki hiicrelerin birbirine yakinlasip, hiicre-
hiicre temasinin artmasidir. Plazmidler antimikrobiyal ajanlara karst c¢oklu direnci

kodladiklarindan, biyofilmde antimikrobiyal ajanlara karsi direncin yayilmasini saglarlar (49).
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2.7. “Quarum Sensing” Mekanizmasi

Bakteriler, biyofilm yapilarin1 rastgele olusturmazlar ve c¢esitli kimyasal isaret
mekanizmalart kullanmaktadirlar. Bakteriler tarafindan olusturulan kimyasal sinyalin, hiicre
dis1 konsantrasyonunun belirli bir seviyeye ulagmasi, ¢evrede bulunan bakteriler i¢in o
bolgede belirli yogunlukta bir hiicresel kiimelenmenin bagladigi anlamina gelmektedir.
Kimyasal olarak populasyon yogunlugunun algilanmasi islemine “quorum sensing” adi
verilir (49, 51). Hiicreler aras1 haberlesme, hiicrelere tutunmada ve biyofilmlerden ayrilmada

rol oynamaktadir.

Davies ve arkadaglarinin yaptigi bir g¢alismada, P. aeroginosa’nin olusturdugu
biyofilm yapisinda, lasR-lasl ve rhIR-rhll’dan olusan iki farkli hiicre arasinda sinyal
sistemlerinin varlig1 saptanmistir (28, 51). Kimyasal sinyaller, biyofilmi farklilastiran genlerin
aktif hale gelebilmesi i¢in gereken konsantrasyona erisirler ve bakteriler yeterli populasyon
yogunluguna ulasirlar. Her iki sinyali de {iretemeyen mutantlar da biyofilm
olusturabilmektedir. Fakat yabanil tiirlerinin aksine bunlarin biyofilmleri daha ince, hiicreler
daha yogun kiimelenmis ve tipik biyofilm mimarisinden yoksundur. Ayrica mutant
biyofilmler yiizeylerden daha kolay ayristirilirlar. Mutant biyofilmleri iceren ortamlara
homoserin lakton sinyallerinin eklenisi ile yap1 ve kalinlik agisindan yabanil tiirlere benzer
biyofilmler olusturmuslardir (28). Stickler ve arkadaslar1, lireter kateterlerin tizerindeki Gram
negatif biyofilmlerin igerisinde acil homoserin lakton sinyallerini belirlemistir (52). Yung-
Hua ve arkadaslari, Streptococcus mutans biyofilmi igerisinde transformasyon yoluyla gen
aktarimmin quarum sensing mekanizmasi ile indiiklendigini g6zlemlemistir (53).
Transformasyonel aktarim, biyofilmler igerisindeki hiicrelerde planktonik hiicrelerde

oldugundan 10 ila 600 kat daha fazla meydana gelmektedir (28, 53).

2.8. Biyofilm Saptama Yontemleri

e Klasik bakteri sayimi (Conventional plate counting): Yiizeylerde olusan bakteri

biyofilmlerinin saptanmasinda kullanilan indirekt yontemdir. Bu yontem, tutunmus
hiicrelere asindirict etki edebilir ve biyofilm yapisim1 hasara ugratabilir. Biyofilm

yapisini, olustugu yerde incelemeye olanak saglamayan yontemlerdir.
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e Direkt veya metabolik indikatorler kullanilarak canli sayimi: Floresan boyalarla

boyanan biyofilm hiicreleri floresans mikroskobuyla direkt olarak goriintiilenir.

e Lazer taramali konfokal mikroskobisi: Floresan molekiiler problar ve lazer isinlar

kullanilarak bakteriler biyofilm olusturduklar1 yiizeyde {ic boyutlu olarak
goriintiilenirler.

e Taramal elektron mikroskobisi: Yiizeylerde olusan biyofilmlerin morfolojisi bu

yontemle gozlemlenir.

o Atomik kuvvet mikroskobisi: Cok yaygin olarak kullanilmayan bu mikroskobik

teknik, birkag nanometre ¢Oziniirlik Olgcegine sahiptir. Boyama veya kaplama
gerektirmeyen, biyofilmlerin olustugu yerde incelenmesine olanak saglayan bir

yontemdir (4).

2.9. Biyofilm Olusturmanin Avantajlari

Bakteriler, canli veya cansiz yiizeylerde biyofilm olusturduklarinda bir¢ok avantaja
sahip olurlar. Biyofilmler, nem, 1s1, pH degisiklikleri ve UV 1s181ina maruziyet gibi ¢evresel
degisimlere daha dayaniklidirlar. Ayrica besinleri konsantre eder ve atiklarin kolayca atilimini
saglarlar. Biyofilmdeki bakterilerin kiimelesmesi, hiicreler arasi etkilesimleri kolaylastirir.
Biyofilm yapisi, bakteriyi konak savunma mekanizmasina kars1 direngli hale getirir. Ciinkii
EPS ile g¢evrelenmis hiicre kiimelerinin olusturdugu biyofilm yapisit biiyiik oldugu i¢in
fagositoz olamayacaktir ve boylece konagin bagisiklik sistemi tarafindan yakalanamayacaktir
(33).

Klinik acidan sagladigi 6nemli avantajlardan biri, biyofilm olusturan bakteriler
antibiyotiklere karsi planktonik bakterilere kiyasla daha direngli olmalaridir (33, 54-57).
Baglarda EPS matriksin, antimikrobiyalleri absorbe ettigi veya sinirl bir sekilde yayildig:
diistintilirken, artik ¢ogu antibiyotigin biyofilm icine girebildigi kanitlanmistir.
Biyofilmlerdeki bakterilerin sergiledigi fenotipik degisiklikler de antibiyotiklere kars1 direncte
rol oynamaktadir. Bircok antibiyotik hizla bdliinen bakterileri hedeflemektedir. Bu nedenle,
biyofilmin derin tabakalarinda bulunan, azalmis metabolik ve boliinme hizlari sergileyen

bakterilere antibiyotikler etkili olamamaktadir. Dolayisiyla, antibiyotigin uygulanmasiyla
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birlikte biyofilm yapisindaki ¢evreye yakin olan bakteriler 6liir, biyofilmin derinlerinde kalan

bakteriler ise 6lmezler ve tekrar gelismeleri i¢in ortam olustururlar.

Antibiyotiklere ve bagisiklik sistemine karsi direng gosteren biyofilm yapisindaki
bakterilerin laboratuvar ortaminda kiiltiire edilmesi zordur. Kiiltiirde iiretilemeyen enfeksiyon

olgularinda bakteriyel mRNA saptanmustir (33).

2.10. Biyofilmin Halk Saghg Acisindan Onemi

Klinik ve halk saglig1 mikrobiyologlariin tanimlamalarina gore, mikrobiyal plaklarin

dogada her yerde bulunabilmesi ¢ok sayida bulasict hastaligin olusumuna neden olmaktadir

(28).

Biyofilm olusturan mikroorganizmalardan kaynaklanan hastaliklarin bazilari; kistik
fibrozis, dogal kapak endokarditi, orta kulak iltihabi, periodontit, kronik prostat gibi dogal
seyirli hastaliklar ve bunlarin disinda, protez kapak, santral vendz katater, {iriner kateter,
ortopedik protez, kontakt lens ve rahim i¢i ara¢ gibi yabanci cisim enfeksiyonlarina yol
acmaktadirlar. Saglik sektoriinde kullanilan ¢ok sayida tibbi cihazda saptanan biyofilm
plaklar1 bu cihazlardan kaynaklanan enfeksiyonlara neden olmaktadir (28, 58-64). igme suyu
dagitim sebekelerinde biyofilm olusturan mikroorganizmalar ise enterik patojenler, Legionella

pneumophila, tiiberkiiloz dis1 mikobakteriler ve Helicobacter pylori’dir.

Patojenik organizmalarin biyofilmle enfeksiyon hastaligin1 nasil olusturdugu net
olarak anlasilmamistir. Bulasici hastaliklara neden olan biyofilmin 6zellikleri asagida yer

almaktadir:

a) Hiicrelerin veya biyofilm kiimelerinin ayrilmasi, kan ve idrar yolu enfeksiyonlarina

veya emboli olusumuna yol agar.
b) Biyofilm igerisindeki hiicreler, direngli plazmidleri birbirlerine aktarabilmektedir.

c) Biyofilm igerisindeki hiicrelerin, antimikrobiyal ajanlara kars1 duyarliligi

azalmaktadir.

d) Gram negatif bakterilerden olusan biyofilmler endotoksin tiretebilmektedir.
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¢) Biyofilmler, konagin bagisiklik sistemine karsi daha direnglidir (28).

2.11. Escherichia coli Hakkinda Genel Bilgiler

Escherichia coli, mikrobiyoloji laboratuvarlarinda en sik izole edilen bakterilerdendir.
Su ve gidalar ile alinarak, insan ve sicak kanli hayvanlarda dogumu takiben 1-2 saat veya giin
icinde ince barsaklarin son kismi ve kalin barsak mukozasina tutunurlar. Bir E.coli susu
yerlestikten sonra aylar veya yillarca normal florada kalir ve zararli mikroorganizmalarin
kolonizasyonuna engel olur (65, 66). Ancak enterik enfeksiyonlar ve antibiyotik kullanimi ile
ortamdan kaybolabilir. Gegici olarak yerlesen E.coli’ler ise birkag¢ giin veya hafta kalabilir.
E.coli normal floranin temel elemani olmakla beraber, bazi1 suslar1 barsak patojeni olarak

karsimiza ¢ikabilir. Ayrica barsak disi enfeksiyonlarin basta gelen nedenleri arasinda yer alir

(65, 67, 68).

2.11.1. Yapisal, Biyokimyasal ve Ureme Ozellikleri

Escherichia coli, Enterobacteriaceae ailesinin bir¢ok temel ozelligini tagimaktadir
(65). Yaklasik olarak 2 - 6 um boyunda ve 1.0 - 1.5 pm eninde, basil seklinde bakterilerdir.
Genellikle etraflarinda bulunan kirpikleri araciligi ile hareketli olmakla beraber hareketleri
yavasg, hatta bazen hareketsiz goriilebilirler. Hemagliitinasyon yapan fimbriyalar1 vardir.
Cogunlukla hemagliitinasyonun mannoz tarafindan 6nlendigi (Mannoza duyarli MS) Tip 1, az

bir kisminda ise hemagliitinasyonu mannoza direngli tipte (MR) Tip 2 fimbriya bulunur.

Bakteriyolojik boyalarla kolay boyanirlar ve Gram negatiftirler. Organizmada barsak
disindaki yerlerden soyutlanan kokenlerin ¢ogunda kapsiil ya da mikrokapsiil bulunur (69). O,
H ve K antijenleri vardir ve farkli kombinasyonlari ile yiizlerce degisik serotip ortaya ¢ikabilir

(teorik olarak 10° adettir). Ancak bunlarin sinirli sayidaki kismi klinik 6neme sahiptir (65).

E.coli genel besiyerlerinde kolayca iirer. Fakiiltatif anaerop olup ortalama pH 7.2’de
iyi iirerler. Optimal iireme 1s1s1 37°C°dir ve 6zellikle 44 °C de iireyebilmeleri benzer bazi
bakterilerden (Enterobacter, Serratia) ayirt edici bir 6zelliktir. Sivi besiyerinde homojen

bulaniklilik yaparlar. Kati besiyerinde ise hafif kabarik, yuvarlak, diizgiin 1 - 2 mm capinda
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parlak S tipi koloniler yaparlar. Baz1 kdkenleri hafif mukoid (M) koloniler, bazilar1 da R tipi
koloniler olusturabilirler. Jelatinde kolonileri kiiglik, beyaz ve opaktir. Jelatini ve serum
koagiileyi eritmezler ancak baz1 kokenler (Ozellikle idrar yolu enfeksiyonlarindan
soyutlananlar) kanli jelozda hemoliz yapabilirler (69). Eozin-Metilen Mavili (Eosin
Methylene Blue, EMB) besiyerinde; kiigiik, koyu renkli ve metalik refle veren, Endo ve Mac
Conkey agarda kirmizi parlak, Salmonella-Shigella besiyerinde ise pembe renkli koloniler

olusturur.

Glukozdan gaz olusturur, laktozu fermente ederler. Metil kirmizisi testi pozitif, Voges
proskauer testi negatiftir. Indol pozitif, sitrat negatiftir (IMVIC reaksiyonu: ++-- dir) (65, 69).
Baz1 kokenleri disinda flreyi pargalamazlar. Genellikle H,S i¢in ayirachh besiyerlerini
siyahlandiracak kadar H,S yapmazlarsa da sisteinli besiyerlerinde az miktarlarda H,S

yaptiklar1 saptanmistir. Hemen tiimiinde potasyum siyanit testi negatiftir (69).

2.11.2. Enterik Patojen Escherichia coli

Enterik patojen E.coli; patogenez, klinik ve epidemiyolojik 6zellikleri farkli olan

gruplarda asagidaki sekilde toplanabilirler.

- Enterotoksijenik E.coli (ETEC): Gelismekte olan iilkelerde, infant ve turist
diyarelerinin baslica nedenleri arasindadir. Bakteri, kontamine su ve gidalarla alinir.
Enfektif dozu 108 dir. Bakteri 6nce kolonize olur, sonra toksinlerini salgilar. Klinik
tablo; basit rahatsizlik hissi seklinde olabilecegi gibi, bol sulu, kolera benzeri diyare
ile de seyredebilir (65).

- Enteropatojenik E.coli (EPEC): Daha ¢ok siit ¢ocuklarinda goriiliir ve salginlara yol
acar. Cogu antibiyotiklere kars1 ¢oklu direngli olan serotipleri yer alir (69).

- Enteroinvazif E.coli (EIEC): Distal ileum ve kolonda epitel hiicrelerine penetre olarak
Shigella benzeri bir patoloji ve klinik tabloya neden olur. Invazyon yetenegi plazmid
kontroliindedir. Korunma ile tedavisi sigellozdakine benzer.

- Enterohemorajik E.coli (EHEC): E.coli O157:H7 serotipi Shigella ve EIEC’e benzer
diyareye neden olur. En onemli yonii bobreklere yaptigi toksik etki ile hemolitik
tiremik sendroma neden olmasidir. Invazyon yetenegi ve toksinleri yoktur, fakat

plazmid kontroliinde olan bir virulans faktorii ve bakteriyofaj kontroliinde olan
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Shigella toksinine benzeyen sitotoksini vardir. Bu toksinlerin vero hiicrelerine olan
sitotoksik etkileri nedeniyle verotoksin 1 ve 2 ismi verilmistir. Bu toksinler hemolitik
tiremik sendrom ve trombotik trombositopenik purpuraya neden olmaktadir (65).

- EnteroAggregatif E. coli (EAEC): Barsak epiteline baglanip tugla gibi dizilmis
bakteriler seklinde goriiniirler. Bu gruba has bakterilerin salgiladigi toksinler
mukozaya zarar verip kronik diyareye yol acarlar.

- Diffusely Adherent E. coli (DAEC): Bir yasindan kii¢iik ¢ocuklarda diyareye yol agar.
Ozellesmis fimbiralar sayesinde epitele baglanirlar ve hiicre i¢i sinyal mekanizmasini

etkinlestiriler. Bu grup hakkinda bilgi azdir (70).

2.11.3. Barsak Dis1 Escherichia coli Enfeksiyonlari

Normal barsak florasinda bulunan E.coli bakterileri, herhangi bir nedenle baska
dokulara ge¢me olanagi bulduklarinda (barsagin mekanik veya diger biyolojik etkilerle
yaralanmalar1 veya organizmanin savunma mekanizmasindaki bozukluklar nedeniyle) énemli
yangili enfeksiyonlarin olusmasina neden olmaktadir (69). Uriner sistem enfeksiyonlar1 ve
neonatal menenjitler baglica Onemli enfeksiyonlar1 olmakla beraber nozokomiyal
enfeksiyonlar, bakteriyemi, cerrahi yara ve alt solunum yolu enfeksiyonlarina da neden
olmaktadir (65).

Uropatojenik E. coli (UPEC), iiriner sistem enfeksiyonlarmin %90'min nedenidir. Bu
E. coli tipleri idrar yolu epitel hiicrelerine 6zellikle baglanabilen fimbrialara sahiptir (70).
Uriner sisteme bagli olarak en fazla sistit olmak iizere piyelit ve piyelo-nefrit goriiliir. Safra ve
safra yollarina yerlesmeleri ile kolesistit ve kolanjit olusur. Barsaklarin kesici aletlerle
yaralanmalar1 veya cesitli hastaliklarla delinmeleri sonucu peritona gecen koli basilleri diger
mikroorganizmalarla birlikte akut peritonit olustururlar. E.coli O:157 H:7 serotipi barsak

disinda hemolitik {iremik sendrom ve trombotik trombositopenik purpuraya neden olur.

Bunlarin disinda E.coli bakterilerinin yaptig1 enfeksiyonlar arasinda prostatitler, ¢esitli
perineal abseler, daha az olmak iizere tonsillit, farinjit, siniizit, otit, yara enfeksiyonlar1 gibi

lokalize iltihaplanmalar sayilabilir (69).
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2.11.4. Tam ve Tedavi

Yangili koli enfeksiyonlarinda inceleme maddesi hastaliga gore degismek {iizere;

idrar, irin, kan, beyin omurilik s1vis1, balgam ve safradir. ishallerde disk1 incelenmelidir.

Endo, EMB, Mac Conkey agar gibi ayirt edici besiyerlerine ekim yaparak kiiltiir
yontemleri veya ¢esitli sekerleri fermente etmesiyle ayirt edilebilinir. Gerek kiiltiir
lizatlarindan gerekse dogrudan digki O6rneklerinden enterotoksinlerin arastirilmasi amaciyla
ELISA, koagliitinasyon ve E.coli DNA’larin saptanmasi i¢gin DNA hibridizasyon yontemleri
uygulanmaktadir. Ayrica indirekt hemagliitinasyon, indirekt floresan antikor testleriyle ya da
biyokimyasal 6zelliklerinin aragtirilmasi igin ticari testler (Api, Enterotube vb.) ve bilgisayar

programli otomatik yontemler giivenilir sonu¢ vermektedir.

E.coli  enfeksiyonlarinda tedavide ampisilin, tetrasiklinler, kloramfenikol,

sefalosporinler ve aminoglikozidler kullanilmaktadir (69).

2.12. Escherichia coli Biyofilm Yapisi

Siv1 cevresel kosullarda hidrodinamik kuvvet, bakterinin ylizeye yaklasmasi i¢in
onemlidir. Bakteriler, Brownian ve yercekimi kuvveti gibi pasif hareketlerin yani sira,
ylizeyin itici elektrostatik ve hidrodinamik giiclerine karsilik aktif hareketler
yapabilmektedirler. Boylece ylizeyle etkilesim sanslar1 artmaktadir. Biyofilm olusum
asamasinda, bakterinin hareketi yiizeye tutunmasina yardimci olur. Hareket icin gerekli yap1
flajeldir. Stvi/yar1 kat1 besiyerlerinde yiizeye tutunmada veya yiizeye yayilmada etkilidir (18,
71, 72). Hareketsiz bakteriler de biyofilm olusturma yetenegine sahip olabilirler. Konjugatif

plazmid E.coli suslari igin giiglii bir adhezyon faktor olarak rol oynamaktadir.

Biyofilm olusumunda ilk adim olan geri doniisiimlii tutunma; ¢evrenin sicakligindan,
pH’sindan, iyonik giiciinden ve tutunacagi ylizeyin Ozelliginden etkilenmektedir. Teflon,
plastik gibi hidrofobik yiizeylerde cam ve metaller gibi hidrofilik yilizeylere nazaran daha iyi

kolonize olurlar.

Sonraki adim geri doniisiimsiiz tutunmadir. Hiicreler bir araya gelip kiimelesirler (18).

Termodinamik yonlerinin yani sira bakterinin yiizeye yapismasinda yardimei olan organelleri
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bulunmaktadir. Bunlar; tip 1 flajel, pilus ve konjugatif pilustur. Bu yapilar1 sayesinde
yiizeylere tutunma gergeklesir (10, 18, 73-77). Piluslar ve konjugatif piluslar ile ayrica
hiicreler arasi etkilesimler de gerceklesmektedir. Konjugatif piluslar ile yatay gen aktarimi
gergeklesir. Konjugatif plazmid, suslarin olgun biyofilm yapisi olusturmasini tetiklemektedir.

Ayrica plazmide bagl virulans faktorleri olusmaktadir (18, 50, 78).

Daha sonraki adim ise, olgun biyofilm yapisinin olugmasidir. Bakteriler yiizeye
tutunduktan sonra ti¢ boyutlu gelisim gostererek olgun biyofilm yapisini olustururlar (18, 79).
Cogunlukla bakteriler arasi etkilesimlere, ¢evrenin heterojenik fizikokimyasal yapisi neden
olmaktadir. Boylece biyofilmdeki bakteriler, planktonik eslerinden farkli fizyolojik 6zellikler
sergilemektedirler. Ayrica biyofilm yapisinin olusumunda ve olgunlasmasinda yiizey

adhezinleri 6nemli katkida bulunmaktadir. E.coli’nin yiizey adhezinleri sunlardir;

- Ototransporter adhezinler: Gram negatif bakterilerde proteinlerin, hiicrenin disina
dogru translokasyonunun saglanmasi igin sitoplazmik membran, periplazma ve dis
membrandan gegmeleri gereklidir. Translokasyonun saglanmasi icin alt1 farkli salgi
yolu vardir. Aralarinda Tip 5 salgi yolu proteinlerin ylizeye ulasmasin1 saglamaktadir.
Siirli sayida salgi faktorleri salgilanir ¢iinkii translokasyon igin gerekli bilgilerin
cogunu, salgilanacak proteinin kendisi icermektedir. Bu proteinlere, dis membrandan
kendilerinin taginmasini saglayabildikleri i¢in ototransporter denilmektedir. Gram
negatif bakterilerin ototransporter proteinleri tanimlanmis ve ili¢ grupta toplanmustir.

Bunlar; proteazlar, esterazlar ve adhezinlerdir.

e Tip 5 salg1 yolu: Ototransporter proteinler tip 5 salgt yolu ile hiicre i¢inden
disina salgilanir.

e Antijen 43: Dis membran proteinidir. Hiicreler arasi tutunmayr saglar.
Okaryotik hiicrelere veya cansiz yiizeylere tutunan hiicrelerin, olgun biyofilm
yapisi olusturmalarinda rol oynar (18, 80).

e AidA ve TibA proteinleri: Okaryotik hiicrelere ve cansiz yiizeylere tutunmayz,
otoagregasyonu ve biyofilm olusumunu saglayan glikozillenmis ylizey
proteinleridir. Ayrica patojenik E.coli suslarinda virulans faktor olarak da rol
oynarlar.

- E.coli adhezin potansiyeli: Genetik analizler sonucu, ¢esitli E.coli adhezinlerinin

kolonizasyon veya olgun biyofilm yapisi olusumuna katki sagladigi bulunmustur.
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Yapilan c¢aligsmalar sonucunda, yfalL, yeed, ypjA ve ycgV genlerinin E.coli’nin

tutunmasinda rol oynadig1 kanitlanmistir.

Cesitli patojenik E.coli suslarinda bu adhezyon faktorlerine ek olarak flajel yapilart ve
plazmidler sayesinde bakteri hiicreleri diger hiicrelere veya cansiz yiizeylere

yapisabilmektedirler (18, 81, 82).

Son adim dagilma evresidir. Hiicre kiimeleri arasinda kanallar olusur ve ayrilma

gerceklesir (18).

2.13. Icme Suyu Sistemleri

20. yiizyil boyunca gelismis tilkelerdeki halk saglig lizerine biiyiik etkisi olan en iyi
teknolojik gelismelerden birisi igme suyu kaynaklaridir. Glinlimiizde gelismis ilkelerde,
giivenli igme suyuna ulagsmak insani bir haktir. Fakat 2004’teki Diinya Saglik Orgiitii’niin
istatistiklerine gdére bu bdlgelerde yasayan toplam insan niifusunun %383’i buna
ulasabilmektedir. Diger gelismekte olan iilkelerin kirsal kesimlerinde ise ekonomik
kisitliliklar sebebiyle giivenli igme suyuna ulasmak miimkiin degildir. Gelismis tilkelerdeki su
kaynakli patojenlerden dogan saglik riskleri, dogal su kaynaklarinin yanlis kullanimindan,

teknolojik yetersizlik ve uygun olmayan analizlerden kaynaklanmaktadir.

Igme suyu kaynaklarindaki patojenlerin ¢alisilmasinda sirasiyla su adimlar

izlenmektedir:

- Igme suyunun hijyenik kalitesinin incelenmesi
- Su kaynakli yaygin enfeksiyon 6rneklerinin degerlendirilmesi
- Mikrobiyal kontaminasyon kaynaklarinin saptanmasi

- Mikrobiyal patojenlerin agiga ¢ikmasi

Igcme suyunda bulunan mikroorganizmalarin patojenitesini ve yaygmlifini saptayan

mikrobiyolojik prensipler sinirlidir. Nedenlerinden bazilar1 asagida siralanmustir:

- Sularda bulunan mikroorganizmalarin kesin olarak saptanmasi, tanimlanmasit ve
miktarlarinin belirlenmesi oldukg¢a zordur, klasik ve molekiiler yontemler birlikte

kullanilmalidir.
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- Su kaynakli patojenlerin viriilansi, ¢evresel faktorler ve kaynak sularinin aritilmasina
bagl olarak degisiklik gosterir.
- Sudan kaynaklanan enfeksiyonlarin igme suyu ile insanlara bulasmasi, patojenin tiirti

ve miktarina, kisinin bagisiklik yanitina ve diger birgok faktore baglhdir.

Igme suyundaki mikrobiyal patojenler ii¢ farkli gruba aittir. Bunlar, viriisler, bakteriler
ve protozoonlardir. Giiniimiizde bakteriler, sudan kaynaklanan salginlarin c¢ogunlugunu
olusturan etyolojik ajan olarak tanimlanmaktadir. Ayni zamanda diinyanin gelismis diger
bolgelerinde sudan kaynaklanan salginlardaki patojenik bakterilerin artmasinin sebebi, yasam

tarzindaki degisiklikler ve yeni bakteriyel patojenlerin aciga ¢ikmasidir.

Igme suyu icin kaynak su, cogunlukla nehirlerden ve godllerden, insan yapimi
depolardan ve yer alti kaynaklarindan elde edilir. Kaynak sulari, kalitesine bagli olarak
flokiilasyon ve kumlu filtrasyon gibi ¢esitli islemlerle igilebilinir hale getirilir. Dezenfeksiyon
basamagindan (ozonasyon ve klorinasyon) sonra pompa sistemine aktarilir ve insanlara ulasir.
Su kaynakli enfeksiyonlarin tehlikesinin azaltilmasi i¢in ¢oklu bariyer sisteminin kullanilmasi
gereklidir. Clinkii bahsedilen aritma sistemlerinin hi¢ biri mikrobiyal giivenligi tam olarak
saglayamamaktadir. Bu yiizden, igme suyu mikrobiyolojisinin amaglarindan biri, patojenik
bakterilerin fiziksel azaltimi ve kimyasal inaktivasyonu gibi c¢esitli aritma basamaklariyla
mikrobiyal verimliligi degerlendirmektir. Patojenik bakteriler ya su kaynagindan ya da igme
suyu dagitim sisteminden kaynaklanmaktadir. Patojenik bakterilerin ana kaynagi 6zellikle

hastane ve biiyiik sehirlerde yetersiz aritma yapan kanalizasyon sistemleridir.

Ekonomik Ortaklik ve Gelisim Organizsayonu'na gore giivenli i¢gme suyunun
korunmasi ve yonetimi ile ilgili ileride karsilasilacak sorunlarin en biiyligli, aritilmaya
dayanikli patojenler olacaktir. Buna ek olarak, topragin daha yogun bir sekilde kullanima,
iklim degisikligi ve biyoterdrizm ise diger sorunlar arasindadir. Iklim degisikligi, biitiin agik
su kaynaklarinin derecesini ylikseltmektedir. Bu durum, patojenik bakterilerin hayatta kalma
ve gelisim kosullarinin giiclenmesine yol agmaktadir. Kiiresel 1sinmanin diger etkileri ise,
artan siklikta yogun yagmurlar, firtinalar ve seller, kanalizasyon sularinin aktarilmasinda ve
aritilmasinda ciddi hasarlara yol agmakta ve dogal su kaynaklarinin fekal kontaminasyonuna

neden olmaktadir.
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Icme suyu kaynaklarinda ve dagitim sistemlerinde bulunan bakterilerin bazilari

sunlardir:

- Escherichia coli

- Shigella flexneri

- Salmonella enterica

- Vibrio cholerae

- Yersinia enterocolitica

- Campylobacter jejuni, C.coli

- Helicobacter pylori

- Arcobacter butzleri

- Legionella pneumophila

- Mycobacterium avium kompleks
- M. avium subspecies paratuberculosis (MAP)

- Francisella tularensis (83)

fcme suyunun, igilebilir hijyenlikte oldugunu tespit etmek icin 6nemli mikrobiyal
gruplarin hizli testleri yapilarak analiz edilir. Escherichia coli igme sularmin kirliliginin
degerlendirilmesinde indikatér mikroorganizmadir. Enterotoksijenik ve enterohemorajik
formlar1 su kaynakl salginlarin en 6nemli nedenleridir. Su kaynakli salginlarin orani, dagitim
sistemlerindeki hatalarla iligkili olarak yillar gegtik¢e artmaktadir. Ayrica, dogru tekniklerle
numune alma ve tanimlama yonteminin dogru se¢imi halk sagliginin korunmasi agisindan ¢ok

onemlidir (21).

Igme suyu dagitim sistemlerindeki mikrobiyal iireme, borularda korozyona, suyun tat
ve kokusunun kalitesinin azalmasima ve hastaliklarin yayilmasina neden olur. Bu dagitim
sistemlerindeki mikroorganizmalarin canli kalmasi sadece biyolojik faktorlere degil, boru
malzemesi, su sicakligi, hidrolik kosullar, besin, dezenfektan tipi ve konsantrasyonu gibi

cesitli fizikokimyasal faktorlere de baglidir (84).

Biyofilm yapisinin giderimi veya olusumunun Onlenmesi icin cesitli fiziksel ve

kimyasal yontemler mevcuttur. Bunlardan bazilari;

- Membran filtrasyon yontemi
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Aktif karbon filtrasyon yontemi
Hipoklorik asit, monokloramin ve klorin dioksit ile dezenfeksiyon
UV ile dezenfeksiyon

Ozon ile dezenfeksiyon (20, 85-92)
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3. GEREC VE YONTEM

Deneysel nitelikteki arastirma, Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi-T1bbi
Mikrobiyoloji ~ Anabilim  Dali  ve Miihendislik  Fakiiltesi-Maden  Miihendisligi

Laboratuvarlarinda gergeklestirildi.

3.1. Calisma Materyali

Igme suyu damacanalarinda kullanilan plastik yapidaki pompalardan 264 adet 5x5 mm
boyutlarinda (0,0360+5gr) parcalar hazirlandi. Yirmi dort kuyucuklu diiz tabanli hiicre
plaklarma yerlestirildi ve yeni pasajlanmis E.coli ATCC 25922 susu inokiile edildi. Bu
orneklerin 36 adeti taramali elektron mikroskobu yontemi, 36 adeti ise kristal viyole ile
boyama yontemi ile biyofilm yapisi incelendi. Daha sonra dezenfeksiyon yontemi uygulanmig
orneklerin 96 adeti taramali elektron mikroskobu yontemi, 96 adeti ise kristal viyole yontemi

ile incelendi.

3.2. Biyofilm Yapisinin incelenmesi
Geregler
1. McFarland No: 1,0 bulaniklik eseli
- %1’lik baryum kloriir 0.1 ml
- %]1’lik siilfuirik asit 9.9 ml
Karstirthip McFarland No:1,0 bulaniklig: elde edildi.
2. Fosfat Tamponu (pH: 7,2)
- Sodyum fosfat  11.9gr

- 1000 ml distile su ile karistirildi ve otoklavlandi.
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3. Kristal Viyole Boyasi
- Kristal viyole 10 gr
- Fenol kristali 20 gr
Cam havanda ezildi.
- % 96’lik etanol 100 ml
Cam havanda ezilen boya karisimina etanol yavasca karistirilarak ilave edildi.

- Distile su ile 1000 ml ye tamamlandi.

4. i¢gme suyu damacana pompas (plastik)

5. E.coli ATCC25922

6. Kanli agar besiyeri

7. Yirmi dort kuyucuklu diiz tabanli hiicre kiiltiir plagi
8. %2,5’luk Gluteraldehit

9. %1’lik Osmium tetroksit

10. %50, %70, %90, %95 ve %100’lik etanol

11. Hekzametil disilizan (HMDS)

12. Aseton

13. Ekiivyon

14. Pipet

15. Doksan alt1 kuyucuklu diiz tabanli ELISA plag:
16. Cift tarafli karbon bant

17. Serit altin
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18. Sodyum hipoklorit hazirlanmasi
- 500 ppm’lik konsantrasyonda (%0.05) sodyum hipoklorit i¢in,
0.5ml 50000 ppm’lik sodyum hipokolorit
49.5 ml steril distile su
Karistirilir.
- 5000 ppm’lik konsantrasyonda (%0.5) sodyum hipoklorit i¢in,
5ml 50000 ppm’lik sodyum hipokolorit
45 ml steril distile su
Karistirlir.
19. Scanning elektron mikroskobu (JEOL, JXAT733 Super Probe)
20. ELISA cihaz1 (Thermo Multiscan FC)

21. Etiiv (Memmert)

Yontem

1. Igme suyu damacanalarinda kullanilan plastik yapidaki pompalardan 5x5 mm boyutlarida

(0,0360+5gr) parcalar hazirlandi.

2. Hazirlanan pompa parcalart 24 kuyucuklu diiz tabanl plaklara yerlestirilip etilen oksit

yontemiyle steril edildi.

3. Stoklanmis olan E.coli ATCC 25922 susunun kanli agara pasaj1 yapildi ve 37°C’de 24 saat
inkiibe edildi.

4. Ureyen koloniler ekiivyon ile almip, tiipte fizyolojik tuzlu su ile karistirildi.

5. Tiipteki bakteri yogunlugu, McFarland No:1 c¢ozeltisi ile ¢iplak gozle kiyaslanarak

ayarlandi.

6. Hazirlanan siispansiyondan her kuyucuga 2 ml aktarildi. Etiivde 37 °C’de inkiibe edildi.
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3.2.1. Taramah Elektron Mikroskobu Yéntemi (TEM)
Incelemede uygulanan basamaklar:

1. Biyofilm olusumu, inkiibasyonun birinci (12 6rnek), dordiincii (12 6rnek) ve yedinci

giinlerinde (12 6rnek), taramali elektron mikroskobu yontemi ile incelendi.
2. Pompa pargalar1 fosfat tamponu ile yikandi.

3. Kurutulduktan sonra 1 saat 1 ml %2,5 gluteraldehit ve ardindan 1 saat 1 ml %1 osmium

tetroksit ile tespit edildi.

4. Pompa pargalart sirastyla 1 ml %50, %70, %90 ve %95’lik etanol soliisyonlarinda 10’ar
dakika (toplam 40 dakika) dehidrate edildi.

5. 1 ml %100’liik etanolde iki kere 10 dakika dehidrate edildi.

6. 1 ml hekzametil disilizan ile iki kere 10 dakika dehidrate edildi.

7. Havada kurutulduktan sonra altin ile kaplandi.

8. Taramali elektron mikroskobunda incelemeye alindi (84).

9. Incelenen drnekler, goriilen bakteri yogunluguna gore 0 ile 4 arasinda skorlandh.

10. Inkiibasyonun birinci, dordiincii ve yedinci giinlerinde incelenen 6rnek sonuglar:

karsilastirildi.

3.2.2.Kristal Viyole ile Boyama Yéntemi
Incelemede uygulanan basamaklar:

1. Biyofilm olusumu; inkiibasyonun birinci (12 6rnek), dordiincii (12 6rnek) ve yedinci

glinlerinde (12 6rnek), kristal viyole ile boyama yontemiyle incelendi.
2. On iki adet pompa pargas1 fosfat tampon ile yikandi.

3. Kurutulduktan sonra tiiplere yerlestirildi. 400 pul %1°lik kristal viyole eklenerek 15 dakika
boyandi.
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4. Fosfat tampon ile yeniden yikanip kurutuldu.
5. 220 pl etanol-aseton (80:20 vol/vol) karisiminda 10 dakika beklendi.

6. Tiplerdeki karisim (pompa pargalar1 lizerinde kalan kristal viyolenin eritildigi etanol-
aseton karigimi), 96 kuyucuklu diiz tabanli ELISA plaklarina, her kuyucuga 200 pl olacak
sekilde aktarildi.

7. Negatif kontrol olarak, 200 pl etanol-aseton karisimi bir kuyucuga aktarildi.
8. Plaklar 620 nm’de okutularak optik yogunluklari (OD) saptandi (92,93).

9. Inkiibasyonun birinci, dordiincii ve yedinci giinlerinde incelenen &rneklerin sonuglari,
SPSS 15.0 programi kullanilarak Friedman testi karsilastirildi. Gruplar ikili olarak
Wilcoxon Signed Ranks testi ile karsilastirildi.

3.3. Biyofilm Yapisimin Olusumunun Onlenmesi ve Giderimi

Biyofilm yapisinin incelenmesi yontemindeki gibi (Bkz. 3.2) hazirlanan E.coli ATCC
25922 ile inokiile edilen pompa parcalarina inkiibasyonunun birinci ve dordiincii gilinii
dezenfeksiyon uygulandi. Toplam 96 adet 6rnek taramali elektron mikroskobu yontemiyle, 96

adet 6rnek ise kristal viyole ile boyama yontemiyle biyofilm yapis1 incelendi.

Caligma gruplart:

Birinci grup: Bir giinliik inkiibasyon sonrasi sadece 500 ppm sodyum hipoklorit ile kimyasal

dezenfeksiyon (12 adet)

Ikinci grup: Bir giinliik inkiibasyon sonrasi fiziksel ve 500 ppm sodyum hipoklorit ile
kimyasal dezenfeksiyon (12 adet)

Ucgiincii grup: Bir giinliik inkiibasyon sonrasi sadece 5000 ppm sodyum hipoklorit ile
kimyasal dezenfeksiyon (12 adet)

Dordiincii grup: Bir giinliik inkiibasyon sonrasi fiziksel ve 5000 ppm sodyum hipoklorit ile

kimyasal dezenfeksiyon (12 adet)
29



Besinci grup: Dort giinliik inkiibasyon sonrast sadece 500 ppm sodyum hipoklorit ile
kimyasal dezenfeksiyon (12 adet)

Altinct grup: Dort giinliik inkiibasyon sonrasi fiziksel ve 500 ppm sodyum hipoklorit ile
kimyasal dezenfeksiyon (12 adet)

Yedinci grup: Dort giinliik inkiibasyon sonrasi sadece 5000 ppm sodyum hipoklorit ile
kimyasal dezenfeksiyon (12 adet)

Sekizinci grup: Dort giinliik inkiibasyon sonrasi fiziksel ve 5000 ppm sodyum hipoklorit ile
kimyasal dezenfeksiyon (12 adet)

Yontem
1. Her bir grup i¢in 12 adet pompa pargasi fosfat tamponu ile yikanip kurutuldu.

2. Sadece kimyasal dezenfeksiyon uygulanan gruplarda belirtilen konsantrasyonlarda sodyum
hipoklorit iginde 20 dakika bekletildi.

3. Kimyasal ile birlikte fiziksel dezenfeksiyon uygulanan gruplarda ise 6nce pompa pargalari
mekanik olarak fir¢alandi. Fosfat tamponu ile yikanip kurutulduktan sonra belirtilen

konsantrasyonlarda sodyum hipoklorit iginde 20 dakika bekletildi.
4. Fosfat tamponu ile yikandi.

5. Kurutulduktan sonra taramali elektron mikroskobuyla (Bkz. 3.2.1) ve kristal viyole ile

boyama yontemiyle (Bkz. 3.2.2) incelendi.

6. Inkiibasyonun birinci ve dordiincii giinlerinde dezenfeksiyon uygulanan &rneklerin, TEM
sonuglari bakteri yogunluguna goére 0-4 arasi skorlandi. Boyama yontemleriyle elde edilen

sonuglar SPSS 15.0 programi kullanilarak Wilcoxon Signed Ranks testi ile karsilastirildi.

3.4. Etik Kurul Onay1

Etik kurul tarafindan 25.02.2011 tarihinde 32-GOA protokol numarali, 2011/05-32

karar numarasi ile goriisiilmiis ve onay alinmistir (Bkz. EKLER).
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4. BULGULAR
4.1. Biyofilm Yapisinin inceleme Sonuclar
4.1.1. Taramal Elektron Mikroskobu Yonteminin Sonuclari

Taramal1 elektron mikroskobu ile birinci, dordiincii ve yedinci giinlerde 12’ser adet

pompa pargasi incelendi. Olusan biyofilm yapilar1 goriintiilendi.

Birinci, dordiincii ve yedinci giin elde edilen goriintiiler

Sekil 4: Birinci giin 2000 biiylitmede elde edilen TEM goriintiisii
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Sekil 6: Birinci giin 4000 biiyiitmede elde edilen TEM goriintiisii
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Sekil 8: Birinci giin 6000 biiyiitmede elde edilen TEM goriintiisii
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Sekil 9: Birinci giin 6000 biiyiitmede elde edilen TEM goriintiisii

Sekil 10: Birinci giin 7800 biiyiitmede elde edilen TEM goriintiisii
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Sekil 11: Birinci giin 7800 biyiitmede elde edilen TEM goriintiisii

Sekil 12: Birinci giin 10000 biiyiitmede elde edilen TEM goriintiisti
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Sekil 14: Dordiincii giin 2000 biiyilitmede elde edilen TEM goriintiisii

1
| O tirry
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Sekil 16: Dordiincii giin 3000 biiylitmede elde edilen TEM goriintiisii
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Sekil 18: Dordiincii giin 4000 biiylitmede elde edilen TEM goriintiisii
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Sekil 20: Dordiincii giin 6000 biiylitmede elde edilen TEM goriintiisii
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Sekil 22:

Yedinci giin 1500 biiyiitmede elde edilen TEM goriintiisii

2O
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Sekil 24: Yedinci giin 1500 biiyiitmede elde edilen TEM goriintiisii

(=
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Sekil 26: Yedinci giin 2000 biiyiitmede elde edilen TEM goriintiisii
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Sekil 28: Yedinci giin 4000 biiylitmede elde edilen TEM goriintiisii
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Omneklerden elde edilen goriintiiler kiyaslandiginda, hiicre yogunluklari Tablo 1°de

skorlandi.

Tablo 1: TEM sonuglarina gore hiicre yogunluklari

Hiicre Yogunlugu
Ornek Sayisi 1. Giin 4. Giin 7. Giin
1. 6rnek 1+ 3+ 2+
2. 6rnek 1+ 3+ 2+
3. ornek 1+ 3+ 2+
4. ornek 1+ 3+ 2+
5. 6rnek 1+ 3+ 2+
6. 6rnek 1+ 3+ 2+
7. 6rnek 1+ 3+ 2+
8. drnek 1+ 3+ 2+
10. 6rnek 1+ 3+ 2+
11. 6rnek 1+ 3+ 2+
12. 6rnek 1+ 3+ 2+
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4.1.2. Kristal Viyole ile Boyama Yonteminin Sonuglari

Kristal viyole ile boyama yontemi ile birinci, dordiincii ve yedinci giinlerde 12’ser
adet pompa parcasi incelendi. Negatif kontrol olarak sadece etanol-aseton (80:20) kullanildu.

Spektrofotometre ile 620 nm’de optik yogunluklar 6l¢iildii.

Birinci giiniin sonuglart Negatif kontrol 0,036
1. 6rnek 0,094
2. ornek 0,062
3. Ornek 0,065
4. 6rnek 0,054
5. Ornek 0,075
6. 0rnek 0,056
7. ornek 0,071
8. ornek 0,059
9. drnek 0,072
10. 6rnek 0.044
11. 6rnek 0.058
12. 6rnek 0.053

Dérdiincii giiniin sonuglart Negatif kontrol 0,037
1. 6rnek 0,271
2. drnek 0,258
3. ornek 0,268
4. drnek 0,271
5. 6rnek 0,226
6. ornek 0,210
7. drnek 0,332
8. ornek 0,229
9. 6rnek 0,220
10. 6rnek 0,179
11. 6rnek 0,212
12. 6rnek 0,259
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Yedinci giiniin sonu¢lart ~ Negatif kontrol 0,038

1. 6rnek 0,178
2. drnek 0,234
3. Ornek 0,199
4. drnek 0,168
5. 6rnek 0,143
6. 6rnek 0,187
7. Ornek 0,198
8. drnek 0,170
9. 6rnek 0,181
10. 6rnek 0,192
11. 6rnek 0,225
12. 6rnek 0,185

Tablo 2: Inkiibasyonun birinci, dérdiincii ve yedinci giinlerinde kristal viyole ile boyama

yontemiyle elde edilen OD degerlerinin karsilastirilmasi

Istatiksel Analiz (Wilcoxon Signed Ranks)

Karsilastirmalar | 1.Giin — 4. Giin 4. Giin - 7. Giin 1. Giin - 7. Giin

p degerleri 0,002 0,005 0,002
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4.2. Biyofilm Yapisinin Olusumunun Onlenmesi ve Gideriminin Sonuclar
4.2.1. Taramah Elektron Mikroskobu Yonteminin Sonug¢lari
Birinci giiniin sonuglart

Birinci grup: 500 ppm sodyum hipoklorit ile dezenfeksiyon sonuglart
On iki adet pompa pargasi incelendi ve higbirinde higbir biiyiitmede bakteri goriilmedi.

Sekil 29: Birinci giin 500 ppm sodyum hipoklorit ile dezenfeksiyon sonucu 4000
biiylitmede elde edilen TEM goriintiisii
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Ikinci grup: Fir¢aladiktan sonra 500 ppm sodyum hipoklorit ile dezenfeksiyon sonuglar:
On iki adet pompa pargasi incelendi ve higbirinde higbir biiyiitmede bakteri goriilmedi.

Sekil 30: Birinci giin fircalandiktan sonra 500 ppm sodyum hipoklorit ile
dezenfeksiyon sonucu 1000 biiylitmede elde edilen TEM goriintiisii
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Ugiincii grup: 5000 ppm sodyum hipoklorit ile dezenfeksiyon sonuclar
On iki adet pompa pargasi incelendi ve higbirinde higbir biiyiitmede bakteri goriilmedi.

Sekil 31: Birinci giin 5000 ppm sodyum hipoklorit ile dezenfeksiyon sonucu 2000
biiylitmede elde edilen TEM goriintiisii
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Dordiincii grup: Fir¢aladiktan sonra 5000 ppm sodyum hipoklorit ile dezenfeksiyon sonuglart
On iki adet pompa pargasi incelendi ve higbirinde higbir biiyiitmede bakteri goriilmedi.

Sekil 32: Birinci giin fircalandiktan sonra 5000 ppm sodyum hipoklorit ile
dezenfeksiyon sonucu 4000 biiylitmede elde edilen TEM goriintiisii
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Dordiincii giintin sonuglart

Besinci grup.: 500 ppm sodyum hipoklorit ile dezenfeksiyon sonuglar
On iki adet pompa pargasi incelendi ve higbirinde higbir biiyiitmede bakteri goriilmedi.

Sekil 33: Doérdiincii giin 500 ppm sodyum hipoklorit ile dezenfeksiyon sonucu 2000
biiylitmede elde edilen TEM goriintiisii
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Altinct grup: Fur¢aladiktan sonra 500 ppm sodyum hipoklorit ile dezenfeksiyon sonuglart
On iki adet pompa pargasi incelendi ve higbirinde higbir biiyiitmede bakteri goriillmedi.

Sekil 34: Dordiincii giin fircalandiktan sonra 500 ppm sodyum hipoklorit ile
dezenfeksiyon sonucu 4000 biiylitmede elde edilen TEM goriintiisii
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Yedinci grup: 5000 ppm sodyum hipoklorit ile dezenfeksiyon sonug¢lari
On iki adet pompa pargasi incelendi ve higbirinde higbir biiyiitmede bakteri goriilmedi.

Sekil 35: Dordiincii giin 5000 ppm sodyum hipoklorit ile dezenfeksiyon sonucu 2000
biiylitmede elde edilen TEM goriintiisii
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Sekizinci grup: Fir¢aladiktan sonra 5000 ppm sodyum hipoklorit ile dezenfeksiyon sonuglart

On iki adet pompa pargasi incelendi ve higbirinde higbir biiyiitmede bakteri goriilmedi.

Sekil 36: Dordiincii giin firgalandiktan sonra 5000 ppm sodyum hipoklorit ile

dezenfeksiyon sonucu 2000 biiylitmede elde edilen TEM goriintiisii

Incelenen oOrneklerden elde edilen goriintillere gdre her bir gruba uygulanan

dezenfeksiyon igleminden sonra bakteri bulunmadi (Tablo 3).

Tablo 3: TEM sonuglarma gore, dezenfeksiyon uygulamadan oOnce ve sonra hiicre

yogunluklarinin skorlanmasi

Hiicre Yogunlugu
Uygulama 1. Giin 4. Giin
Dezenfeksiyon uygulanmamis (n: 12) 1+ 3+
500 ppm Sodyum hipoklorit (n:12) 0 0
500 ppm Sodyum hipoklorit + Fir¢alama (n:12) 0 0
5000 ppm Sodyum hipoklorit (n:12) 0 0
5000 ppm Sodyum hipoklorit + Firgalama (n:12) 0 0

54



4.2.2. Kristal Viyole ile Boyama Yonteminin Sonuglari

Birinci giiniin sonuglart

Birinci grup: 500 ppm sodyum hipoklorit ile dezenfeksiyon sonug¢lari
Negatif kontrol

1
2

3.

10.
11.
12.

4
5
6.
7
8
9

. Ornek
. 0rnek
Oornek
. 0rnek
. Ornek
Ornek
. 0rnek
. 0rnek
. 6rnek
Oornek
Oornek

Ornek

0,036
0,065
0,073
0,066
0,054
0,069
0,062
0,065
0,068
0,061
0,058
0,051
0,070

Tkinci Qrup: Fir¢aladiktan sonra 500 ppm sodyum hipoklorit ile dezenfeksiyon sonuglari

Negatif kontrol

1

O o0 N N D B~ W DN

—_—
N = O

. 0rnek
. 0rnek
. ornek
. ornek
. 0rnek
. 0rnek
. ornek
. ornek
. 0rnek
. 0rnek
. Oornek

. Ornek

0,037
0,065
0,074
0,069
0,084
0,069
0,072
0,075
0,066
0,081
0,081
0,076
0,064
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Ugiincii grup: 5000 ppm sodyum hipoklorit ile dezenfeksiyon sonuclar

Negatif kontrol 0,037
1. 0rnek 0,068
2. 0rnek 0,057
3. Ornek 0,083
4. 6rnek 0,062
5. 6rnek 0,054
6. 0rnek 0,047
7. Ornek 0,051
8. Ornek 0,075
9. drnek 0,066

10. 6rnek 0,067
11. 6rnek 0,061
12. 6rnek 0,062

Dordiincii grup: Fir¢aladiktan sonra 5000 ppm sodyum hipoklorit ile dezenfeksiyon sonuglar

Negatif kontrol 0,036
1. Ornek 0,098
2. 6rnek 0,088
3. Ornek 0,075
4. ornek 0,084
5. 6rnek 0,091
6. 6rnek 0,090
7. 6rnek 0,086
8. ornek 0,082
9. 6rnek 0,076
10. 6rnek 0,086
11. 6rnek 0,094
12. 6rnek 0,103
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Dordiincii giintin sonuglart

Besinci grup.: 500 ppm sodyum hipoklorit ile dezenfeksiyon sonuglar

Negatif kontrol 0,036
1. 0rnek 0,092
2. 6rnek 0,069
3. Ornek 0,064
4. 6rnek 0,076
5. 6rnek 0,083
6. Ornek 0,095
7. drnek 0,072
&. Ornek 0,078
9. drnek 0,060
10. 6rnek 0,086
11. 6rnek 0,061
12. drnek 0,060

Altinci grup: Furgaladiktan sonra 500 ppm sodyum hipoklorit ile dezenfeksiyon sonuglart

Negatif kontrol 0,037
1. 6rnek 0,079
2. drnek 0,077
3. ornek 0,083
4. ornek 0,075
5. 6rnek 0,102
6. ornek 0,078
7. drnek 0,100
8. drnek 0,087
9. drnek 0,094

10. 6rnek 0,084
11. 6rnek 0,095
12. 6rnek 0,079
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Yedinci grup: 5000 ppm sodyum hipoklorit ile dezenfeksiyon sonug¢lari

Negatif kontrol 0,036
1. 0rnek 0,070
2. 0rnek 0,060
3. ornek 0,075
4. 6rnek 0,054
5. 6rnek 0,065
6. 0rnek 0,061
7. Ornek 0,060
8. Ornek 0,053
9. drnek 0,062

10. 6rnek 0,072
11. 6rnek 0,071
12. 6rnek 0,090

Sekizinci grup. Fur¢aladiktan sonra 5000 ppm sodyum hipoklorit ile dezenfeksiyon sonuglar

Negatif kontrol 0,038
1. 0rnek 0,085
2. 6rnek 0,094
3. ornek 0,079
4. drnek 0,080
5. drnek 0,109
6. ornek 0,084
7. drnek 0,089
8. ornek 0,104
9. drnek 0,090

10. 6rnek 0,108
11. 6rnek 0,091
12. 6rnek 0,090
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yontemiyle elde edilen OD degerlerinin karsilastirilmalart

Tablo 4: Dezenfeksiyon uygulanmamis ve uygulanmis orneklerin Kristal viyole ile boyama

Uygulama 1. Giin 4. Giin

Dezenfeksiyon uygulanmamis (n: 12) 0,061 0,244
500 ppm Sodyum hipoklorit (n:12) (p*()z,g’67555) (pg’(;)’ ggz)
Firgalama + 500 ppm Sodyum hipoklorit (n:12) (pg,(%jl) (pgg ?)32)
5000 ppm Sodyum hipoklorit (n:12) (pgc?gi 4) (pg’(;)’ 232)
Firgalama + 5000 ppm Sodyum hipoklorit (n:12) (pg,o(f)Z)Z) (pgbo’ 282)

*p degerleri dezenfeksiyon uygulanmamug 6rneklerin OD degerleriyle, dezenfeksiyon uygulanan 6rneklerin
OD degerlerinin farkim1 géstermektedir. p degerleri Wilcoxon Signed Ranks testi ile elde edildi.

Tablo 5: Farkli dezenfeksiyon yontemi uygulanan gruplarin kristal viyole ile boyama

yontemiyle elde edilen OD degerlerinin karsilastirilmalari

Karsilastirma

1. Giin

4. Giin

500 ppm Sodyum hipoklorit
ile
5000 ppm Sodyum hipoklorit

p*=0,783

p=0,117

500 ppm Sodyum hipoklorit
ile
Firgalama + 500 ppm Sodyum hipoklorit

p=0,028

p=0,049

5000 ppm Sodyum hipoklorit
ile
Fir¢alama + 5000 ppm Sodyum hipoklorit

p=0,004

p=0,003

Firgalama + 500 ppm Sodyum hipoklorit
ile
Firgalama + 5000 ppm Sodyum hipoklorit

p=0,005

p=0,054

*p degerleri Wilcoxon Signed Ranks testi ile elde edildi.
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4. TARTISMA

Cogu bakteri, biyofilm yapist olusturabilmekte ve biyofilm icerisinde es giidiimlii
olarak calismaktadir. Ornegin, besin alinimini kolaylastirirlar, ¢evresel streslere karsi
(antibiyotik, termal stres, predasyon gibi toksik bilesiklerden korunma) direng gosterirler. Bu
nedenle, biyofilm yapisi mikroorganizmalar i¢in hayatta kalma mekanizmasi olabilmektedir

(7, 11).

Igcme sular1 Escherichia coli, Aeromonas spp. ve Pseudomonas spp. gibi
organizmalarin olusturdugu biyofilmleri igerir ve insan saghigini tehdit eden potansiyel risk
olusturur. Bir biyofilm kiimesi i¢erisindeki hiicrelerin sayis1 1.0 x 10° kadar yiiksek olabilir ve

patojen enfeksiyon dozunu olusturabilir.

Biyofilm yapisinin incelenmesinde g¢esitli yontemler kullanilmaktadir. LTKM ile
olgun biyofilm yapisi, faz kontrast 151k mikroskobu ve epifloresan mikroskobu ile biyofilm
gelisiminin erken evreleri (hiicrelerin tutunmasi, mikrokoloni olusturmak igin gocii)
goriintlilenebilmektedir. Taramali ve gecirimli elektron mikroskoplar: ile ise her evredeki
biyofilm yapis1 incelenmektedir. Ayrica mikroskobik olmayan; kristal viyole, floresein
diasetat, resazurin, tetrazolyum tuzlari, dimetil metilen mavisi ile boyama biyofilm yapisinin

incelenmesinde kullanilmaktadir (7).

Calismamizda, biyofilm yapist olusturabildigi ve toplumda sik¢a karsilasildig igin
model organizma olarak E.coli ATCC 25922 susu kullanildi. Plastik yapidaki igme suyu
damacana pompalarinda birinci, dordiincli ve yedinci giinlerde olusturulan biyofilm yapisi
incelendi. Uygulamada, biyofilm asamasinin her evresinin gozlemlenmesi i¢in uygun olan
taramal1 elektron mikroskobu ve kristal viyole ile boyama yontemleri kullanildi. Her iki

yontemle de benzer sonuglar elde edildi.

Birinci, dordiincii ve yedinci giinlerde 12 adet 6rnek hem boyama hem de TEM
yontemiyle incelendi. Her giiniin sonuglari degerlendirilip diger giinlerle karsilastirildi.
Taramali elektron mikroskobu ile goriintiilendiginde hiicre yogunluklar1 skorlandi. Birinci
giin hiicre yogunlugu 1+, dordiincii giin 3+, yedinci giin 2+ olarak skorland: (Bkz. Tablo 1).
Kristal viyole ile boyama yontemi uygulandiginda 620 nm’de OD degerleri olgiildi. Elde

edilen ii¢ giiniin sonuglar1 Friedman testi ile karsilastirildi (Bkz. Tablo 2). Hem birinci giin ile
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dordiincii giin, hem birinci giin ile yedinci giin, hem de dordiincii giin ile yedinci giin arasinda

istatistiksel olarak anlaml farklar saptandi.

Sonuglara gore, birinci giin TEM ile incelendiginde bakterilerin pompa ylizeylerine
tutunmaya ve mikrokoloniler olusturmaya basladigi saptand1 (Bkz. Sekil:4-12). Kristal viyole
yonteminden elde edilen OD degerleri de TEM ile elde edilen sonuglarla paralellik gosterdi.
Dordiincii giin, TEM ile E.coli’nin yogun biyofilm yapisi olusturdugu gozlendi (Bkz.
Sekil:13-20). Kristal viyole ile boyama yontemi uygulandiginda OD sonuglarinin ortalamasi
birinci giin 0,063 iken dordiincii giin 0,242’ye yiikseldi. Istatistiksel olarak
degerlendirildiginde aralarinda anlamli fark gozlendi (p=0,002). Bu da pompa yiizeyinde daha
fazla miktarda bakterinin oldugunun gostergesidir. Yedinci giin, ¢alismada yer alan her iki
yontemle de biyofilm yogunluklarinin azaldig tespit edildi. TEM ile elde edilen goriintiilerde
dordiincii giinde gézlenen kadar yogun biyofilm yapilarina rastlanmadi (Bkz. Sekil:21-28).
Ayrica var olan biyofilm yapilarimin bakteri yogunluklarinda da azalma saptandi. Kristal
viyole ile boyama yontemiyle de degerlendirildiginde dordiincii gin OD degerlerinin
ortalamasi 0,242 iken yedinci giin 0,188’¢ kadar diistiigii saptandi (p=0,005). Biyofilm
yogunlugundaki azalmanin besin yetersizligi, metabolik artiklarin birikimi ve yapida yeterli
oksijen iletiminin saglanamamasi gibi nedenlere bagli olabilecegi diisiiniilmektedir.
Calismamiz, 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir plaklarinda (2 cm? alanli)) Mc Farland No:l
bulanikliginda hazirlanan 2 ml E.coli silispansiyonu iginde gergeklestirildi. Yedinci giin
gozlenen biyofilm yapisindaki azalma, olasilikla uygulanan hacmin kiigiik olmasindan
kaynaklanmaktadir. Besin maddelerinin tiiketimi ve metabolik artiklarin birikiminin kiigiik
hacimlerde daha kisa siirede gerceklesecegi disiiniilmektedir. Daha biiyiik hacimlerde
yapilacak caligmalarda olgun biyofilm yapisinin olustuktan sonra, azalmanin daha geg

baslayacagini 6ngoriilmektedir.

Bakterilerin yiizeylere tutunmasi1 birkag dakikada gergeklesmektedir. Yiizeye
tutunmay1 engellemek icin cesitli uygulamalar vardir. Yiizey materyalinin antimikrobiyal
ajanlardan olugmasi, metal iyonlar1 igermesi, yiizey hidrofobisitesi veya heparinle kaplanmasi
gibi ylizeyde tutunmay1 onleyici uygulamalar, 6zellikle in-vivo kullanilan tibbi malzemelerde
tercih edilen yontemlerdendir. In-vivo olarak kullanilmayan malzemelerde ise sik sik yiizey

temizliginin yapilmasi 6nerilmektedir. Temizlik esnasinda biyofilm yapisinin giderilmesi i¢in

61



mekanik temizlik, daha ¢ok bakterinin giderilmesi i¢in mekanik temizlikle birlikte kimyasal

ajanlar da uygulanmaktadir (4).

Bu caligmada, biyofilm yapisinin olugmasinin engellenmesi ve olusan biyofilm
yapisinin giderimi igin fiziksel ve kimyasal etkili dezenfeksiyon uygulandi. Dezenfeksiyon
uygulanmayan orneklerde, birinci giin az sayida da olsa bakteri saptandi. Dordiincii giin ise
biyofilm yogunlugu en yiiksek seviyeye ulasti. Bu nedenle birinci ve dordiincii giinlerde
dezenfeksiyon isleminin denenmesi uygun goriildii. Yedinci giin dezenfeksiyon islemi
uygulanmadi, ¢linkii yedinci gliin mikroorganizma yogunlugunda dezenfeksiyon
uygulanmadan bile istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptandi (p=0,005). Calismamizdan
elde edilen sonuglar 1s18inda, biyofilm yapilarinin en yogun bulundugu dordiincii giinde

dezenfeksiyon isleminin uygulanmasi dnerilmektedir.

Dezenfeksiyon isleminde, kimyasal dezenfeksiyonun ve kimyasalin yaninda fiziksel
dezenfeksiyonun etkileri arastirildi. Birinci ve dordiincii giinlerde orneklerin inkiibasyonu
sonucu, bir gruba sadece kimyasal, diger gruba hem fiziksel hem kimyasal dezenfeksiyon
islemi uygulandi. Kimyasal dezenfeksiyonda orta diizey ve yiliksek diizey dezenfektanin
etkisini degerlendirmek i¢in sodyum hipokloridin 500 ppm (%0,05) ve 5000 ppm (%0,5)’1ik
konsantrasyonlar1 denendi. Mekanik olarak dis firgas1 ile fiziksel dezenfeksiyon
gerceklestirildi. Ardindan bir gruba sodyum hipokloridin 500 ppm, diger gruba 5000 ppm’lik

konsantrasyonlar1 uygulandi.

Dezenfeksiyon uygulanmis ve uygulanmamis 6rneklerin birinci giin her iki yontemle
elde edilen sonuglar1 karsilagtirildi. Birinci giin, boyama yontemiyle dezenfeksiyon
uygulanmamis Orneklerde OD degeri 0,063 iken sodyum hipokloridin 500 ppm’lik
konsantrasyonu uygulandiginda 0,063  (p=0,755), 5000 ppm’lik konsantrasyon
uygulandiginda ise 0,062 (p=0,844) bulundu. Sadece kimyasal dezenfeksiyon uygulanan
ornekler (hem 500 ppm hem de 5000 ppm’lik konsantrasyonlar) dezenfeksiyon
uygulanmamis Orneklerle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi.
Sadece kimyasal dezenfeksiyonun uygulandigi gruplar (hem 500 ppm hem de 5000 ppm’lik

konsantrasyonlar) TEM ile incelendiginde ise mikroorganizma goriilmedi (Bkz. Sekil:29, 31).

Birinci giin, boyama yontemiyle fiziksel ve kimyasal (hem 500 ppm hem de 5000

ppm’lik konsantrasyonlar) dezenfeksiyonun birlikte uygulandigi orneklerin OD degerleri
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dezenfeksiyon uygulanmamis orneklerle karsilastirildiginda daha yiiksek bulundu ve
aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (500 ppm i¢in p=0,041, 5000 ppm i¢in
p=0,002). Fiziksel ve kimyasal (hem 500 ppm hem de 5000 ppm’lik konsantrasyonlar)
dezenfeksiyonun birlikte uygulandigi 6rnekler TEM ile incelendiginde ise higbir Grnekte
mikroorganizma saptanmadi (Bkz. Sekil:30, 32). iki yontem arasindaki bu celiskili sonug,
mekanik fircalama sirasinda meydana gelen mikro hasarin yiizeyin daha fazla boya tutmasina

neden oldugu seklinde yorumlandi.

Dordiincii giiniin dezenfeksiyon isleminden sonra elde edilen sonuglari dezenfeksiyon
uygulanmamis orneklerle karsilastirildi. Boyama yontemiyle incelendiginde, dezenfeksiyon
uygulanmamig Orneklerin OD degerleri ortalamasi 0,242 bulundu. Sadece kimyasal
dezenfeksiyon uygulandiginda, sodyum hipokloridin 500 ppm’lik konsantrasyonunda OD
degeri 0,074 (p=0,002), 5000 ppm’lik konsantrasyonunda ise 0,065 (p=0,002) bulundu.
Firgalandiktan sonra kimyasal dezenfeksiyon uygulandiginda, sodyum hipokloridin 500
ppm’lik konsantrasyonunda OD degeri 0,086 (p=0,002), 5000 ppm’lik konsantrasyonunda ise
0,092 (p=0,002) bulundu. Fir¢alandiktan sonra elde edilen OD degerleri birinci giinde oldugu
gibi daha yiiksek sonuglar elde edildi. Tiim dezenfeksiyon uygulamalarindan sonra ornekler
TEM ile incelendiginde, higbirinde mikroorganizma saptanmadi (Bkz. Sekil:33-36). Hem
sadece kimyasal dezenfeksiyon, hem de fiziksel ardindan kimyasal dezenfeksiyon

uygulamalarinin mikroorganizmalarin giderilmesi i¢in etkili oldugu saptandi.

Sadece kimyasal dezenfeksiyon uygulanan 6rneklerin boyama yontemi sonuglarina
gore, hem birinci hem de dordiincii giinlerde sodyum hipokloridin 500 ppm ve 5000 ppm
konsantrasyonlarinin sonuglart istatistiksel olarak karsilastirildiginda anlamli fark gézlenmedi
(birinci giin i¢in p=0,783, dordiincii giin i¢in p=0,117). Ayn1 gruplar TEM ile incelendiginde
higbirinde bakteriye rastlanmadi. Orta diizey dezenfektan olarak kullandigimiz sodyum
hipokloridin 500 ppm’lik konsantrasyonunun biyofilm olusumunun engellenmesi ve olusmus
olan biyofilm yapisinin giderimi i¢in yeterli etkide oldugu saptandi. Daha yiiksek

konsantrasyonlarin kullanilmasinin gerekli olmadig: diistiniilmektedir.

Boyama yontemiyle hem birinci hem de dordiincii gilinlerde; fiziksel ve kimyasal
dezenfeksiyonun ardisik uygulandigi 6rneklerin OD degerleri, sadece kimyasal dezenfeksiyon
uygulanan 6rneklerden daha yiiksek bulundu. (birinci giin 500 ppm igin p=0,028, birinci giin
5000 ppm i¢in p=0,004, dordiincii giin 500 ppm icin p=0,049, dordiincii giin 5000 ppm icin
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p=0,003). Ayni gruplar TEM ile incelendiginde ise hi¢bir grupta mikroorganizma saptanmadi.
Fircalama isleminin pompa yiizeyinde fiziksel travma yarattigi ve boyanin tutulmasina neden

oldugu diistiniilmektedir.

Firgalama isleminden sonra kimyasal dezenfeksiyonun uygulandigi 6érneklerde TEM
yontemiyle bakteri saptanmamasina ragmen boyama yonteminde OD degerlerinin yiiksek
bulunmasi, bu islem grubunda kristal viyole yonteminin giivenilirliginin sorgulanmasina

neden olmaktadir.

Boyama yontemiyle birinci giin dezenfeksiyon uygulanmamis 6rneklerle dezenfekte
edilmis Orneklerin birbirine ¢ok yakin OD sonuglar1 elde edildi. Birinci giin dezenfeksiyon
uygulanmamis ornekler TEM ile degerlendirildiginde ylizeyde mikroorganizma ve kiimeleri
gozlendigi i¢in hiicre yogunlugu 1+ olarak belirlendi. Dezenfeksiyon uygulandiktan sonra hig
mikroorganizma goézlenmedi. Bu nedenle kristal viyole ile boyama ydnteminin 1+ hiicre

yogunlugunu saptayacak kadar hassas bir yontem olmadigina karar verildi.

Sodyum hipoklorit bazli temizlik iriinleri toplum tarafindan kolaylikla piyasadan
temin edilebilinir. Temizlik irinlerinde genellikle sodyum hipoklorit oranlarinin %5’den
diisiik oldugu belirtilmekte, ultra yogun olarak nitelendirilen ¢esitlerde bile bu oran %4,6’dir.
Calismamizda, evlerde yaygin olarak kullanilan su pompalarimin temizliginde kolay
ulasilabilir ve uygulanabilir dezenfeksiyon yontemini saptamayir amagladik. Elde ettigimiz
sonuglar 1s181inda, dort giinde bir en az 500 ppm sodyum hipoklorit veya 1/10 oraninda
sulandirilmig sodyum hipoklorit bazli temizlik iriinti iginde 20 dakika bekletilmesi kullanilan
su pompalarinin dezenfeksiyon i¢in yeterli olacaktir. Evlerdeki su pompalarinda, damacana
degisimi sirasinda meydana gelebilecek bulaslar veya su kaynakli kontaminasyonlar
calismamizda uyguladigimiz yogunlukta bakteri liremesine neden olmayacagi diisiiniilse de
bu ¢aligmada Onerilen dezenfeksiyon yontemi E.coli ile kontamine pompalarin temizliginde
yeterli olacaktir. Ancak, bu g¢alismada sadece E.colinin olusturdugu biyofilm yapisi ve
giderilmesi test edildi. Igme suyu sistemlerinde biyofilm olusturabilecek diger etkenler igin de

ek calismalar 6nerilmektedir.
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. SONUC VE ONERILER

Cesitli mikroorganizma gruplari canli veya cansiz yiizeylerde biyofilm olusturma

yetenegine sahiptir.

Plastik (polivinil kloriir, polietilen vb.) yapida olan igme suyu damacana pompalari
toplumda yaygin olarak kullanilmaktadir. Pompalarin yiizeyleri mikroorganizmalarin

biyofilm olusturmasi i¢in uygun ortami saglamaktadir.

Calismamizda, model olarak kullanilan Escherichia coli ATCC25922 susu zaman iginde
pompalarin yiizeylerinde biyofilm olusturdugu saptanmistir. Olgun biyofilm yapisin1 dort
giinde olusturmaktadir.

. Pompalarda olusan biyofilm yapisi halk sagiligini olumsuz yonde etkilemektedir. Bu
nedenle, biyofilm yapisinin giderilmesi ve olusmasimin Onlenmesi icin her evde

uygulanabilecek uygun dezenfeksiyon yontemi arastirildi.

Kullanilan pompalarin dort giinde bir en az 500 ppm sodyum hipoklorit veya piyasadan
saglanacak sodyum hipoklorit bazli temizlik iirlinliiniin 1/10 oraninda sulandirilmasiyla
elde edilen karisim iginde 20 dakika bekletilerek dezenfekte edilmesi Onerilmektedir.
Boylece, pompa ylizeylerine tutunmus veya biyofilm olusturmus mikroorganizmalarin

giderimi saglanmis olacaktir.

Toplumun ve o6zellikle bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarin sagliginin korunmasi,
hayat kalitelerinin yiliksek tutulmasi ve olusabilecek bircok hastaligin Onlenmesi

saglanacaktir.
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