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Disuk Konsantrasyonlu Ozonun Candida albicans
Uzerine Olan Etkisi

Gigdem ileri', Yavuz i. Sezen?

Ozet

Bu calismada ozonun Candida albicans ATCC 1213 Uzerine olan etkileri arastirildi.
Nutrient agara ekilen Candida albicans susu bir gecelik inklibasyona birakildi. Bu
agar kualturunden bir koloni alinip 10 ml lik serum fizyolojik tuzlu su igerisinde
sulandirildi. Vorteks yardimiyla karisimin homojen hale gelmesi saglandi. Bu
suspansiyondan 1 ml alinip 9 ml lik serum fizyolojik tuzlu su igerisinde sulandirildi.
Seri diliisyonlarla elde edilen 10 ~ konsantrasyonlu maya siispansiyonundan 0,1 ml
Sabouroud — dekstroz agar (SDA) yuzeyine ekildi. Ekilen maya hucreleri 15, 30, 45,
60 dakika gibi farkh surelerde, %40 ve %85 gibi farkli nemli ortamlarda, 0,2 ppm
ozon verildi. Ozonun C. albicans Uzerine olan etkisi gozlendi. %40 nemli ortamda;
kontrol grubunda 398, 15 dakika ozonlanan petride 387, 30 dakika ozonlanan petride
261, 45 dakika ozonlanan petride 197, 60 dakika ozonlanan petride 167 koloni
uredigi gozlenmigtir. %85 nemli ortamda yapilan denemelerde ise kontrol grubunda
271, 15 dakika ozonlanan petride 260, 30 dakika ozonlanan petride 63, 45 dakika
ozonlanan petride 4, 60 dakika ozonlanan petride 1 koloni Uredigi gozlenmistir.
Ozonun yuksek nemli ortamda mayalar Uzerine daha etkili oldugu gosterilmis oldu.
Daha sonraki calismalarda, ozonun, C. albicans ve insan sagligi Uzerine olan
etkilerinin farkli konsantrasyonlarda arastiriimasi gerekmektedir.

Giris

Dogal bir gaz olan ozon gerektigi gibi kullanildiginda son derece saglikhdir. Ozon,
yuksek reaktivitesi sayesinde cesitli organik, inorganik molekll ve atomlarla
reaksiyona girerek onlari oksitler. Bu reaksiyonlar sonucunda havadaki bakteri ve
diger mikroorganizmalar etkisiz hale getirilerek sterilizasyon saglanmis olur (1).

Ozon vyillarca igme sularinin dezenfekte edilmesi igin kullaniimistir. Ozon,
bakterilerin, mantarlarin ve virtslerin inaktivasyonunda kullanilabilecek gugliu bir
oksitleyici oldugu c¢esitli arastirmacilar tarafindan kanitlanmistir. (2, 3, 4)
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Pseudomanas putida, Shewanella putrefaciens, Brochothrix thermosphacta,
Enterobacter sp. ve Lactobacillus plantarum gibi bakteri turleri uygun besiyerlerine
ekim yapip, 6zel bir kabin icerisinde, degisik ozonlama sureleri uygulanarak yapilan
denemeler sonucunda; ozonun ¢ok diisiik konsantrasyonlarinin bile (<0,27 X 107 g/l)
bu bes farkh tlrdeki bakterinin vejetatif formlari Gzerinde bakterisit etki gosterdigi
belirtilmigtir (5).

Mikroorganizmalarin ozona duyarlihginda nem, pH, sicaklik ve organik madde varligi
gibi birkacg faktor etkilidir (6). Ozon ilk olarak bakteri membranlarindaki glikoprotein,
glikolipit veya tryptophan gibi belirli amino asitler Uzerine etki eder. Bakteri olumleri
hizli geligir ve siklikla hlicre permeabilitesindeki degisikligi lizis olayi takip eder. Ozon
Gram pozitif (spor formu icerenler), Gram negatif bakterilere karsi etkilidir (7). Ozon
kullaniminin  mikrobiyal aktiviteyi azaltmasi nedeniyle genelde c¢abuk bozulan
yiyeceklerin raf dmrand uzattigi (8) tarafindan rapor edilmistir.

2002 yilinda yapilan c¢alisma da mikroorganizmalarin inaktivasyonunda OH
radikallerinin édnemli rol oynadigini kanitlamiglar. Ozon molekilinun pH 8,2’de pH
56'ya oranla %40 daha yavas bozuldugunu Chic-Watson modeline gore
hesaplamiglardir (9).

Ozonun dusik nemli ortamlarda zayif bir dezenfektan oldugu, fakat ortamin nem
oraninin %60’in Uzerine ¢ikarildiginda ozonun ¢ok kiguk miktarlariyla bile patojenleri
yok edebildigi deneysel olarak ispatlanmistir (10).

Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens, Salmonella typhimurium, Proteus tirleri
Uzerine ozonun etkisi arastiriimigtir. 23 °C den 26 °C ye kadar olan sicakliklarda,
%60’dan %80’e kadar olan nem oranlarinda mikroorganizma inokule edilmis petriler
ozona (agirhkga %1,52 den %1,65 kadar olan konsantrasyonlarda) 8 dakika maruz
birakildiktan sonra koloni sayillarinda azalma gdzlenmistir. Bakteri koloni
sayllarindaki azalma 4 - 7 logaritma birimi kadar deg@ismistir (11).

Ozonun potansiyel faydalari yapilan bilimsel c¢aligmalarla belirlenmis olsa da,
endustriye yodnelik olarak spesifik uygulamalar igin spesifikasyonlari (uygulama
konsantrasyonu, sicakligi, suresi vb.) henuz tanimlanmamistir (12)

Materyal ve Metot

Nutrient agara ekilen Candida albicans ATCC 1213 susu bir gecelik inkibasyona
birakildi. Bu taze agar kultirinden bir koloni alinip 10 ml lik serum fizyolojik tuzlu
suya birakildi. Vorteks yardimiyla karisgimin homojen hale gelmesi saglandi. Bu
suspansiyondan 1 ml alinip 9 ml lik serum fizyolojik tuzlu suya konuldu. Seri
dilisyonlarla elde edilen 1072 oranindaki maya siispansiyonundan mikro pipet
yardimiyla 0,1 ml alinip Sabouroud — dekstroz agar (SDA) ylzeyine yayma ekim
yontemi kullanilarak ekim yapildi. Bu islem 8 ayr petride uygulandi. 8 Petri
kutusundan 4’4 ozonlanan kabinde 4’G de kontrol i¢in hazirlanan kabinde, %40 nemli
bir ortamda, 23 °C’ de farkli slrelerde bekletildi. Ayni deneme %85 nemli ortamda 27
°C’ de yapildi.



Sonug

Bu calismada 0,2 ppm ozonun Candida albicans Uzerine etkili oldugu gorilmustar.
%40 nemli ortama oranla %85 nemli ortamda ozonun daha gugclu bir oksitleyici
oldugu kanitlanmistir. Tablo 1° de sureler ve petrilerdeki maya koloni sayilari
verilmistir.

Tablo 1: %40 ve %85 nemli ortamda 0,2 ppm konsantrasyondaki ozonun C. albicans
lizerine olan etkisi (SDA besiyerinde 10 seyreltiden Petri kutularina 0,1 ml ekim

yapimistir).

%40 Nemli Ortamda Koloni Sayisi | %85 Nemli Ortamda Koloni Sayisi
Ozonlama
Siresi Ozon Kontrol Ozon Kontrol
(dakika)
15 387 398 260 271
30 261 398 63 270
45 197 397 4 284
60 167 398 1 275

0,1 ml 10 konsantrasyonlu maya siispansiyonundan alinarak Sabouroud — dekstroz
agar (SDA) ylzeyine ekilip, 15, 30, 45, 60 dakika gibi farkli surelerde, %40 ve %85
gibi farkli nemli ortamlarda, 0,2 ppm ozona maruz birakilan Petri Kutularinin
fotograflari sekil 1 ve 2 de yer almaktadir.

Elde edilen sonuglar bir formdl yardimi ile karsilastirabilinir. Bu formdl araciligi ile
ozonun C. albicans Uzerine olan etkisini yuzdelerle ifade etmek mumkundur.

[(Kontrol grubundaki koloni sayisi — ozonlanmis petrideki koloni sayisi) / Kontrol
grubundaki koloni sayisi] X 100 = yapilan islemin verimliligi] formalt kullanilabilir.

Bu formul %40 nemli ortamdaki verilere uygulandidinda;

15 dakika ozonlama; [ (398 — 387) / 398 1 X 100 = 2,7

30 dakika ozonlama; [ (398 — 261) / 398 ] X 100 = 34,44

45 dakika ozonlama; [ (397 — 197) / 397 1 X 100 = 50,3

60 dakika ozonlama; [ (398 — 167) / 398 ] X 100 = 58,0 sonuglari elde edilir.

%85 nemli ortamdaki verilere uygulandiginda;

15 dakika ozonlama; [ (271 — 260) / 271 ]1 X 100 = 4,0

30 dakika ozonlama; [ (270 — 63) / 2701 X 100 = 76,66

45 dakika ozonlama; [ (284 — 4) / 284 ] X 100 =98,59

60 dakika ozonlama; [ (275 —1)/275] X 100 = 99,63 sonuglari elde edilir.

Hesaplamalar sonucunda ozonun %85 nemli ortamda dezenfektan etkisinin daha
yuksek oldugu gosterilmistir.



Sekil 1: A: Kontrol (ozonlanmamig ) petri. B: 15 dakika ozonlanmig petri. C: 30
dakika ozonlanmig petri. D: 45 dakika ozonlanmigs petri.E: 60 dakika ozonlanmig
petri (tim denemelerde nem orani %40 olacak sekilde ayarlanmistir).

Sekil 2: A: kontrol (ozonlanmamig ) petri. B: 15 dakika ozonlanmig petri. C: 30 dakika
ozonlanmis petri. D: 45 dakika ozonlanmig petri.E: 60 dakika ozonlanmis petri (tum
denemelerde nem orani %85 olacak sekilde ayarlanmistir). ??7?7?



Tartisma

Bu calismada ¢ok dusuk konsantrasyon (0,2 ppm) kullanilarak maya kolonilerinin
sayisinda yaklasik 2 logaritma birimi bir azalma gergeklestirildigi gosterilmistir.

Oda sicakliginda, 600 ppm konsantrasyondaki ozonun, Bakteriophage A, Candida
albicans, Escherichia coli Uzerine olan etkisi arastirilmistir (13). Bakteriophage A’nin,
10 dakikada tamamen inaktive oldugu gozlenirken, Escherichia coli ve Candida
albicans ‘da 40 dakikada 10° ve 10* faktorliik azalma gdzlenmistir.

1993 yilinda yapilan calismada 50 ve 600 mikrogram/m® ozonun havadaki S.
epidermidis, M. luteus, A. citreus, B. subtilis, E. coli, S. typhimurium, S. marcescens,
P. fluorescens ve C. albicans mikroorganizmalari Uzerine olan etkilerini
arastirmislardir. 50 mikrogram/m® den 100 mikrogram/m? e olan konsantrasyonlarla
bir saat muamele sonunda mikroorganizma sayisinda ¢ok az bir azalma
gerceklesirken, 500 mikrogram/m¥den 600 mikrogram/m¥e kadar olan
konsantrasyonlarla bir saat muamele sonunda deneydeki tum bakteri koloni
sayllarinda %99 azalmalar gergeklesmistir. Ozona, Gram pozitif tlrlerin gram
negatiflere oranla daha duyarli oldugu goérulmastir. C. albicans ise ozona
bakterilerden daha direncli oldugu kanittanmistir (14).

Dis plaklarinin g¢ogunlukla C. albicans ’tan olustugu ve ozonun bu tir
mikroorganizmalari inhibe ettigi bilinmektedir. Bu nedenle diglerin temizliginde 10
ppm ozonun kullaniimasi klinik olarak uygun oldugu duastunulmustar. Bu amagla
yapilan deneylerde 10 ppm ozona 30 dakika maruz birakilarak C. albicans sayisinda
yaklagik 1/10 azalma gerceklestigi, 60 dakika ozonlama sonunda da 1/1000 azalma
oldugu kanitlanmistir ( 15).

2003 yihinda yapilan bir galismada arpa yuzeyindeki mantar sporlari ve miselleri
uzerinde ozonun ¢ok etkili oldugunu gostermiglerdir (16).

Ayrica Aspergillus fumigatus lzerine ozonun etkisi arastirilmistir. 23 °C’den 26 °C ye
kadar olan sicakliklarda, %60’dan %80’e kadar olan nem oranlarinda Aspergillus
fumigatus inokule edilmis petriler ozona (agirlikgca %1,52 den %1,65 kadar olan
konsantrasyonlarda) 8 dakika maruz birakildiktan sonra koloni sayilarindaki azalma
gOzlenmistir. Koloni sayisindaki azalmanin 4 logaritma biriminden fazla oldugu tespit
edilmistir (17).

Sonug olarak, %85 nemli ortamda bulunan Candida albicans inokule edilmis petrilere
60 dakika 0,2 ppm ozona maruz birakildiginda maya koloni sayisinda % 99,63 ‘luk
bir azalma oldugu tespit edilmistir. Bu calisma ve diger literatlire bakarak ozonun
gugli bir oksitleyici ve dezenfektan oldugu ve bu amagla pek c¢ok vyerde
kullanilabilecegi soylenebilir.
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