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Doktora Tezi
Igme Sularinda Termofilik Campylobacter Tiirlerinin Arastirilmasi
T.U. Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoteknoloji ve Genetik Anabilim Dali

OZET

Campylobacter’ler hem ishal, hem de sistemik hastaliklara yol acan ve diinyada
en yaygin enfeksiyon etkenleri arasindadir. Termofilik Campylobacter tiirlerinin sebep
oldugu gastroenteritlerin genellikle gida kaynakli oldugu bildirilmesine ragmen son

yillarda su kaynakli olgular da bildirilmistir.

Bu ¢alismanin amaci, Edirne il merkezi, ilge merkezleri ve kirsal bolgelerdeki
(koy, belde ve ozel isletmeler) igme sularindan termofilik Campylobacter’lerin (C.
jejuni, C. coli ve C. lari) tespit edilmesidir. Ayrica tespit edilen termofilik
Campylobacter’lerin  mevsimlere ve su kaynaklarmma gore degiskenliklerinin
saptanmasidir. Bunun i¢in toplanan 6rneklerden, 6nce ISO 9308-1: 2014 standardina
gore membran siizme yontemiyle fekal kirliligin kesin bir gostergesi olan Escherichia
coli’nin aragtirilmasi ve sayimi yapilmistir. Daha sonra sadece E. coli’nin tespit edildigi
orneklerden iki farkl ticari kit ile termofilik Campylobacter tiirlerinin qPCR analizleri

yapilmistir.

Calismamizda, 455 farkl istasyondan alinan 1644 su 6rneginin 67 tanesinde E.
coli tespit edilmistir. E. coli tespit edilen Orneklerin tamaminin yer altt suyu oldugu,
herhangi bir aritma isleminden gecirilmedigi ve sadece 1 su 6rneginde 0,3 ppm olup

geri kalanlarin serbest klor miktarlarinin O ppm oldugu goriilmiistiir.



Mericon Campylobacter Triple Kit ile multipleks qPCR analizinde 67 su
orneginin 32 tanesinde termofilik Campylobacter (C. jejuni, C. coli ve C. lari) tespit
edilmistir. Ancak Mericon Campylobacter Triple Kit ile {i¢ tiirden hangisine ya da
hangilerine ait oldugu saptanamadigindan goriilme ihtimali en fazla olan C. jejuni’nin
tespiti icin C. jejuni Standart Kit kullanilmistir. C. jejuni Standart Kit ile qPCR

analizinde 67 su 6rneginin 5 tanesi pozitif tespit edilmistir.

Bolgemizde ve Tiirkiye’de ilk kez yapilan bu g¢alismada, Edirne’nin biitlin
bolgelerindeki igme sularinda termofilik Campylobacter’lerin bulunabilecegini ve igme
suyu olarak kullanilan suyun aritimi, depolanmasi ve dagitiminda meydana gelen
aksakliklarin muhtemel termofilik Campylobacter salginlarina sebep olabilecegini

gostermektedir.

Yil: 2020

Sayfa Sayisi: 92

Anahtar Kelimeler: Edirne, Escherichia coli, termofilik Campylobacter, QPCR



PhD Thesis
Trakya University Institute of Natural and Applied Sciences

Department of Biotechnology and Genetic

ABSTRACT

Campylobacters are among the most common infectious agents in the world that
cause both diarrhea and systemic diseases. Although gastroenteritis caused by
thermophilic Campylobacter species has been reported due to food consumption, water-

borne cases have also been reported in recent years.

The aim of this study is to determine the presence of thermophilic
Campylobacter (C. jejuni, C.coli and C. lari) in drinking water sampled from Edirne
city center, district centers and rural areas (villages, towns and private enterprises). We
also aimed to determine the variations in the distribution of thermophilic
Campylobacter according to the seasons and water resources. For this purpose,
Escherichia coli, which is a definite indicator of fecal pollution, was investigated and
counted by membrane filtration method according to ISO 9308-1: 2014 Standard. Then,
gPCR analyses of thermophilic Campylobacter species were performed by using two

different commercial kits for E. coli detected samples.

In our study, E. coli was detected in 67 out of 1644 water samples taken from
455 different stations. It was observed that all of the samples contaminated with E. coli
were groundwater samples, which were not subjected to any treatment process, and only
1 water sample contained 0,3 ppm of chlorine. The free chlorine amount was 0 ppm in

the rest of the samples

vi



Thermophilic Campylobacter (C. jejuni, C. coli and C. lari) was detected in 32
out of 67 water samples by multiplex qPCR analysis using Mericon Campylobacter
Triple Kit. However, since the Mericon Campylobacter Triple Kit could not determine
the bacterial species, C. jejuni Standard Kit was used to detect the C. jejuni which is the
most likely species to be seen. In qPCR analysis by using the C. jejuni Standard Kit, 5

of 67 water samples were positive.

This study, which was carried out for the first time in our region, and in Turkey,
shows that thermophilic Campylobacter can be found in drinking water in all regions of
Edirne, and disruptions in the treatment, storage and distribution of water may cause

possible thermophilic Campylobacter epidemics.

Year: 2020

Number of Pages: 92

Keywords: Edirne, Escherichia coli, thermophilic Campylobacter, qPCR
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BOLUM 1

GIRIiS

Campylobacter’ler hem ishal, hem de sistemik hastaliklara yol agan ve diinyada
en yaygin enfeksiyon etkenleri arasindadir (National Institute of Health and Welfare
vd., 2019; Paruch vd., 2020; Van Dyke vd., 2010). Campylobacter enfeksiyonlari
miicadeleye ragmen hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde artmaya devam
etmektedir (Mandal vd., 2017). Insan enfeksiyonunun en yaygin nedeni Campylobacter
Jjejuni'dir ve bunu C. coli takip etmektedir, ancak C. lari, C. fetus ve C.upsaliensis'in de
insan enfeksiyonlarina neden oldugu bildirilmistir (Whiley vd., 2013). Hastalik ¢ok
cesitli semptomlar iiretebilir, ancak mortalite diisiiktiir. Diger bakteriyel patojenlerle
karsilastirildiginda, enfektif doz nispeten diisliktiir ve 1000 organizmanin altinda
olabilir (World Health Organization, 2017). Genellikle kiimes hayvanlar1 ve evcil
hayvanlarda flora bakterisi yada enfeksiyon etkeni olarak bulunup hayvanlardan
insanlara bulagarak enfeksiyon olustururlar (Banting vd., 2016; World Health
Organization, 2017).

Giivenli icme suyu insan saglhigir i¢in onemlidir. Tiim diinyada i¢me
suyunun fekal kirliligi ve su kaynakli gastrointestinal enfeksyon salginlar1 biiyilik bir
halk sagligi sorunudur. Giivenli igme suyunun saglanmasi i¢in alinan tiim 6nlemlere
ragmen su kaynakli salginlar gelismis iilkelerde bile meydana gelmektedir (Pitkdnen,
2010). Termofilik Campylobacter tiirlerinin sebep oldugu gastroenteritlerin genellikle
gida orjinli oldugu bildirilmesine ragmen su kaynakli olgular da bildirilmistir (Ferguson
vd., 2013; World Health Organization, 2017). Son yillarda Campylobacter enteriti, gida
zehirlenmesinden c¢ok, su ve gida kaynakli bulag gosteren bir hastalik olarak ele

alinmaktadir (Pitkdnen, 2013). Rapor edilmis Campylobacter salginlarinin ¢cogunlugu



su kaynakhdir ve su kaynakli Campylobacter salginlar1 igme suyu dagitim sebekesi
yoluyla binlerce insami etkileyebilir (Pitkdnen, 2010). Su kaynakli Campylobacter
salgint ilk defa 1978 yilinda 3000 kisinin etkilendigi ABD’nin Vermont eyaletinde
meydana gelmistir (Ferguson vd., 2013). O tarihten sonra ayni anda binlerce kisiyi
etkileyen pes pese bir¢ok su kaynakli Campylobacter salginlari rapor edilmistir. Ancak
pek cok iilkede bu salginlar tespit etme yetersizlikleri sebebiyle raporlanamamistir

(National Institute of Health and Welfare vd., 2019).

Igme yada rekreasyon sularmin analizindeki amag zararli mikroorganizmalarin
olup olmadigini tespit etmek ve halk sagligi riskini en aza indirmektir. Mevcut su
kalitesi i¢in uygulanan yontemler zahmetli ve zaman alic1 olabilir (Pitkdnen, 2013;
Tanchou vd., 2014). Ayrica gosterge mikroorganizmalar olmadan da su kaynakl
gastrointestinal hastaliklarla iliskili salginlar rapor edilmistir. Dolayistyla halk sagligin
korumak amaciyla sadece gosterge mikroorganizmalarin sayimi yetersiz kalip suda

spesifik patojenlerin analizi gerekli olabilir (Pitkénen, 2013).

Farkli su kaynaklar1 Campylobacter enfeksiyonlarmin gegisinde Onemli rol
oynamaktadir. Pek ¢ok vaka igme suyuna atik su alt yapisindan capraz gegisi ile
iligkilendirilmistir (Pitkédnen, 2013). Halk saglig1 riskleri agisindan bilgi saglamanin en
iyi yolu su kaynaklarindaki patojen mikroorganizmalarin dogrudan gosterilmesidir
(Fittipaldi vd., 2011). Ancak diisiik metabolik aktivitelerinden dolay1 in vitro sartlarda
tiretilmeleri ve fenotipik yontemlerle identifikasyonlari, uygun alt yap1 ve tecriibeli
personele sahip laboratuvarlarda bile son derece diisiik duyarlilik ve 6zgiilliige sahiptir.
Ayrica uygulanmasi zor, pahali ve zaman alicidir. Geleneksel tani yontemlerinde
yasanan ve bakteriden kaynaklanan bu olumsuzluklarin asilmasi amaci ile alternatif
yontemler, 6zellikle PCR gibi niikleik asit ¢ogaltma ydntemleri bir¢ok arastirmaci
tarafindan denenmistir (Ahmed vd., 2009; Banting vd., 2016; Fermér & Engvall, 1999;
Pitkdnen vd., 2009; Pitkdnen, 2013). Yasayabilir fakat kiiltiire edilemez (VBNC)
Campylobacter varyantlar1 ortaya ¢ikmasi nedeniyle sudan Campylobacter tespiti igin
yalnizca geleneksel kiiltlir yontemiyle tespitine glivenmek pratik degildir. Bu formdaki
bakteriler metabolik aktivite sergilerler, patojenik 6zelliklerini korurlar, konvansiyonel
bakteriyolojik besiyerlerinde iiremezler ve uygun kosullarda tekrar aktivitelerini

kazanirlar (Casey vd., 2017; Vondrakova vd., 2014).



Campylobacter enfeksiyonlarinda gelisen antimikrobiyal ila¢ direnci ve
ozellikle bagisiklik sistemi baskilanmig hastalarda olusturacaklar1 enfeksiyonlar, 6nemli

bir tedavi problemi yaratmaktadir (Geissler vd., 2017).

Biitiin bu gerek¢eler Campylobacter enfeksiyonlarinin 6nemini arttirmakta ve
enfeksiyonlar1 daha duyarli ve 0zgiil mikrobiyolojik taniyr gerekli kilmaktadir

(Pitkdnen, 2010).

[limizde igme suyunda Campylobacter tiirlerinin tespitine ve sayimma ydnelik
bir arastirma yapilmamistir. Bu bakimdan ¢alismamizda, ilimizde C. jejunu, C. coli ve
C. lari’nin igme suyunda var olup olmadigi, hangi bolgede goriildiigii ve mevsimsel

fark olup olmadig1 agikliga kavusmustur.
Bu calismada;

1- Edirne il merkezi, ilge merkezleri ve kirsal bdlgelerdeki (kody, belde ve 6zel
isletmeler) igme sularindan termofilik Campylobacter’lerin (C. jejuni, C. coli ve C. lari)
tespit edilmesi,

2- Tespit edilen termofilik Campylobacter’lerin mevsimlere ve su kaynaklarina

gore degiskenliklerinin saptanmasi amaglanmustir.

Bunun i¢in toplanan oOrneklerden, dnce ISO 9308-1: 2014 standardina gore
membran siizme yoOntemiyle fekal kirliligin kesin bir gostergesi olan Escherichia
coli’nin tespit edildigi orneklerden iki farkli ticari kit ile termofilik Campylobacter

tiirlerinin qPCR analizleri yapilmistir.



BOLUM 2

KAYNAK ARASTIRMASI

Campylobacter, ishal hastaliklarinin dort kiiresel ajanindan biridir (World Health
Organization, 2017). ABD'de 2004-2012 yillar1 arasinda bildirildigi gibi insan
gastroenteritine neden olan en yaygin bakteriyel patojen olarak kabul edilmistir, yilda
1.3 milyon hastaliga, 13.240 hastaneye kabul ve 119 6liime neden olmustur (Geissler
vd., 2017). Kampilobakteriyoz, Avrupa'da da en sik bildirilen gida kaynakli hastalik
olarak bildirilmistir (Ferrari vd., 2019; Isabel, 2019). Latin Amerika'da C. jejuni ve C.
coli, ishal vakalarmin % 25'ine kadar enfeksiyon nedenidir ve asemptomatik tastyici
durumu yaygindir. Asya ve Orta Doguda, kampilobakteriyozun, 6zellikle ¢cocuklarda
endemik oldugu gosterilmistir (Kaakoush vd., 2015). Bununla birlikte, salginlarin
yarisinda, enfektif ajan saptanamamistir. Enfeksiyonlarin kaynagini saptamaya yonelik
bu tiir bir zorluk, C. jejuni ve C. colimin farkli konakg¢ilar arasinda hizli bir sekilde
iletilmesinden otiirdi, belirgin zay1f konakei birligi ile iliskili olabilir (Dearlove ve ark.,

2016).

C. jejuni enfeksiyonlari hakkindaki mevcut bilgimiz son yillarda giderek
artmistir. C. jejuni enfeksiyonu, bazen Salmonella, Shigella ve E. coli'ye bagh diger
enfeksiyonlardan daha yaygin asan bakteriyel gastroenterit nedenidir. Enfeksiyonlarin
¢ogu, ¢ig veya az pigmis kiimes hayvanlari, pastorize edilmemis siit ve kontamine su
tiketimi nedeniyle edinilir. C. jejuni'yi tespit etmek i¢in teshis yOntemleri

gelistirildiginden beri, enfeksiyonu belirleme olasilig1 artmistir (Nyati & Nyati, 2013).



2.1. Tarih¢e ve Siniflandirma

Campylobacter tirii bakteriler ilk olarak 1886 yilinda Theodor Escherich
tarafindan “cholerae infantum”dan 6len ¢ocuklarin kolonlarindan spiral bakteri olarak
tanimlanmis, fakat bakteri kiiltlirde iiretilememistir. Takip eden yillarda gastrointestinal
sistemde spiral morfolojide bakteriler tanimlanmissa da kiiltiirlerin basarisiz olmasi, bu
mikroorganizmalara duyulan ilginin azalmasina sebep olmustur (Topgu vd., 2008).
Enfeksiyon etkeni olarak Campylobacter tiirlerinin insanda izolasyonu 1947°de Vincent
ve arkadaslar1 tarafindan bir septik abortus olgusundan kanda Vibrio fetus’un
tiretilmesiyle gergeklesmis, 1963°de ise Sebald ve Veron bu grup bakterileri kivrik basil
anlamina gelen “Campylobacter” adim1 vererek gercek Vibrio’lardan ayirmustir. 1972
yilinda Butzler saglikli geng bir kadinda goriilen akut febril gastroenterit olgusunda, kan
ve diskidan Campylobacter tiiriinii izole etmis ve bu bakterilerin insanda enterite neden
oldugu kesinlik kazanmistir. 1979 yilinda ise insanlardaki Campylobacter tiirlerinin tim
ozellikleri tammmlanmistir  (Topgu vd., 2008). Ulkemizde Campylobacter
enfeksiyonlariyla ilk defa Tezcan ve arkadaslar tarafindan 1984 yilinda yapilmistir. O
tarihten gilinlimiize kadar konuyla ilgili bir¢cok arastirma yapilmistir (Kayman vd.,

2016).

Campylobacteriaceae ailesindeki bakterilerin siniflandirilmasi ilk kesfedildikleri
giinden giliniimiize kadar siirekli degisiklik gdstermistir. Mikroaerofilik olmalari,
nonfermentatif metabolizmaya ve diisik DNA Guanin + Sitozin (G+S) baz
kompozisyonuna sahip olmalart (%27-47) nedeniyle Vibrio cinsinden ayrilmistir
(Topgu vd., 2008). Molekiiler yontemlerle hiicre duvarit proteinleri ve lipidlerinin
tespiti, serolojik ve biyokimyasal arastirmalarla karisikliklar ¢oziilmiistiir (Bui, 2012;

Kaakoush vd., 2015; Murray vd., 2010).

Campylobacteraceae ailesi Arcobacter, Sulfurospirillum, Dehalospirillum ve
Campylobacter cinslerini igerir ve Gram-negatif, genellikle diisik G + C igerigi ve
nispeten kiigiik bir genomu olan mikroaerofilik organizmalardir. Giiniimiizde
Campylobacter cinsinde 29 tiir ve 12 alttiir siniflandirilmistir. Bunlarin yedi tiirii ve bir
alt tliri 2009'dan sonra tanimlanmistir (National Institute of Health and Welfare vd.,
2019).



Insan gastroenteritindeki en &nemli Campylobacter tiirii, bildirilen tiim
kampilobakteriyoz vakalarinin % 90 ila 95'ini olusturan C. jejuni'dir. Kalan vakalarin
coguna C. coli neden olur, ancak enterik bir patojen olarak C. coli'nin 6nemi bolgelere
gore degisir. Diger bazi tiirlerin (C. lari, C. upsaliensis, C. concisus) rolii iyi
tanimlanmamugtir. Deneysel enfeksiyonlarin verilerine dayanarak ve dolayli olarak su
kaynakli salginlardan yola ¢ikilarak, sadece birka¢ yiliz bakteriye maruz kalmanin
hastaliga neden olabilecegi bilinmektedir. Su kaynakli maruziyetlerde tipik olarak
diisiik dozlarda doz yanit iligkisinin tahmin edilmesindeki belirsizlikler nedeniyle, C.
jejuni maruziyetleri i¢in risk tahminleri olduk¢a belirsizdir ve C. coli veya diger
Campylobacter tiirleri i¢in doz yanit verilerinin yoklugunda, dogrudan miimkiin degildir

(National Institute of Health and Welfare vd., 2019; Ozkuyumcu, 2009).
2.2. Genel Ozellikler

Campylobacter tiirleri genelikle 0.2-0.8 pm genisliginde, 0.5-5 pm uzunlugunda
kivrik, spiral morfolojiye sahip veya S seklinde, sporsuz, Gram negatif, mikroaerofilik
basillerdir. Eski kiiltiirlerde veya oksijenle fazla temas ettiginde oldugunda yuvarlak,
kokoid forma doniisiirler. Yapilan calismalar kokoid formdaki bakterilerin canliligini
yitirmis oldugunu az miktarda niiklek asit ve peptid igerdigini gostermistir. Cogu
Campylobacter tiirleri bir ucunda veya her iki ucunda tek polar kamgisi sayesinde
hareketli (C. gracilis ve C. hominis hari¢) bakterilerdir. Bu bakteriler kamgilari
sayesinde tirblison benzeri ani ve ileriye dogru donerek hareket ederler. Hizli
hareketlerinden ve kii¢iik boyutlarindan dolay: diger enterik bakterilerin aksine 0.45 ve
0.65 um por capina sahip membran filtrelerden gegebilme 6zelligine sahiptirler. Bu
hareketleri sayesinde intestinal kolonizasyonda onemli rol oynamaktadirlar. Oksidaz

aktiviteleri ve katalaz reaksiyonlar1 pozitiftir (Ferguson vd., 2013; Fittipaldi vd., 2011).

Ulkemizde enfeksiyonlarin mevsimsel dagiliminin, yaz aylarinda arttis
gostermekle birlikte sonbahar ve kis aylarinda da goriilmeye devam ettigi belirlenmistir.
Campylobacter enfeksiyonlarmin genellikle ¢ocuk ve geng yetiskinler ile erkeklerde

daha sik goriildiigii bildirilmektedir (Kayman vd., 2016).

Campylobacter’ler soguk suda (4°C) birkag¢ hafta, ancak 1lik suda sadece birkag
giin (25°C) yasayabilir (Cook ve Bolster, 2007; Gonzélez ve Hanninen, 2012). Donma,

Campylobacter’leri derhal inaktive etmez, ancak yogunlugunu azaltabilir (Solow ve



digerleri, 2003). Etkili pastorizasyon ve suyun klorlanmasi bakterinin 6lmesini
saglamaktadir (Topgu vd., 2008). Campylobacter’ler, 5 ila 10 saat arasinda yavas
oliimlerine neden olan % 2 NaCl'den daha yiiksek tuz oranina duyarlidir. Askorbik ve
laktik asitler bu organizmalarin biiyiimesini inhibe edebilir (Hudson vd., 2007).
Campylobacter’ler ayrica radyasyona karsi hassastir. C. jejuni ve C. coli, UV
radyasyona ornegin E. coli'den daha duyarlidir (Hudson vd., 2007). C. jejuni, ¢evresel
stres ve elverissiz bilylime kosullar1 altinda canli fakat kiiltiire edilemeyen (VBNC) bir
forma  doniigebilir.  Bununla  birlikte, C. jejunimin  VBNC  formunun
kampilobakteriyozdaki rolii olup olmadigr konusu celiskilidir (Hudson vd., 2007).
Campylobacter tiirleri kuruluga 8-10 saat dayanabilmektedir. Toprak, saman ve giibrede
1s1 ve neme bagl olarak 10-20 giin canli kalabilirler. pH 4.5 altindaki ve pH 9
tizerindeki degerlerde yasayamazlar, bu nedenle mide asitini notralize eden veya
mideden ge¢isi hizlandirarak mikroorganizmay1 koruyan yagli gidalar ve siit gibi

besinler enfeksiyon gelisimini kolaylastirmaktadir (Hudson vd., 2007).
2.2.1. Termofilik Campylobacter tiirleri

42°C’de iireyebilme 6zelligine sahip Campylobacter tiirleri genetik olarak yakin
bir grup olusturur ve termotoleran tiirler olarak adlandirilmaktadir. Bu grupta yer alan
tiirler 42°C’de iireyebilirlerken 25°C’de lireyemezler. Termotoleran Campylobacter’ler
arasinda insanda enfeksiyona neden olan en dnemli tiirler C. jejuni, C. coli, C. lari ve C.
upsaliensis’ticr  (Fitzgerald, 2015). Hayvan ciftliklerinin oldugu yerlerde, tarim
arazilerinde ve nehir havzalarinda termofilik Campylobacter’ler bulunabilmektedir

(Khan vd., 2014).

Termofilik Campylobacter’ler zor iireyen organizmalardir ve cevresel strese
duyarlidir. Bagirsak sisteminin diginda ¢ogalamazlar. ikisi de enfeksiyon kaynagi olarak

islev gorebilen yiyecek veya su i¢inde ¢ogalamazlar (Khan vd., 2009).
2.2.1.1. Campylobacter jejuni

Bir insan patojeni olarak C. jejuni, su ve ¢esitli hayvanlarda rezervuarlar1 olan
tesadiifi bir enfeksiyon etkenidir. Su kaynakli enfeksiyonun daha az oldugu gelismis
tilkelerde hayvanlar ve insanlarda enfeksiyonun (kampilobakteriyoz olarak adlandirilir)

birincil kaynagidir (National Institute of Health and Welfare vd., 2019). C. jejuni



enfeksiyonlari, gelismis iilkelerde diyare, karn agris1 ve ates ile karakterize akut
gastrointestinal enfeksiyonlara neden olmaktadir. Enterit etkeni olan Campylobacter
tiirlerinin hepsi benzer klinik tabloya neden olmaktadirlar. Ishal, karin agris1 ve ates en
stk goriilen klinik semptomlardir. (Topgu vd., 2008). C. jejuni akut enterit diginda
tilseratif kolit veya Crohn hastaligina benzer akut kolite, septik diisiiklere, yaslilarda
bakteriyemiye, menenjit, endokardit, nadir olarak kolesistit, pankreatit ve sistite neden

olmaktadir (Topgu vd., 2008).

Hastalik siklikla igleme sirasinda kontamine olmus tavuk irilinlerinin
tilkketilmesinden sonra ortaya ¢ikar. C. jejuni, tavuklarin ve diger kanath tiirlerinin
kommensal bir organizmasi olarak kabul edilir. Deneysel olarak C. jejuni enfeksiyonu
tavuklarda diyareye neden olsa da, bu durum tipik degildir ve C. jejuni enfeksiyonu
insanda kanatlilardan daha siddetlidir. Bu durum, sigirlarin ortak bir kolonizdrii olan ve
sigir eti ve sigir digkist ile temas yoluyla kontamine olan diger gidalarin yutulmasi
yoluyla insanda enfeksiyona neden olan enterohemorajik Escherichia coli ile benzerdir

(National Institute of Health and Welfare vd., 2019).

C. jejuni ayrica iki alt tiir igerir: C. jejuni subsp. jejuni ve C. jejuni subsp. doylei.
Birinci alt tlir sigirlarin bagirsak igeriginden izole edilmistir. 1970 yilinda, insanlarda
gastroenterite neden oldugu bulunmustur. Gastritin yam sira, C. jejuni subsp. jejuni
insanlarda septisemiye ve norolojik bozukluklara yol acabilir. Hayvanlarda ise
saprofittir; tavuklar, sigirlar, domuzlar, koyunlar, kopekler ve devekuslarindan izole
edilmistir (Dingle ve digerleri, 2001). C. jejuni subsp. doylei, subsp. jejuni'den bulasma,
dagilim ve biyolojik ozellikleri bakimindan onemli O6lgiide farklidir. Hayvanlarin
konak¢1 olduguna dair bir kanit yoktur. Enterit, gastrit ve septisemi olan insanlardan

izole edilmistir. C. jejuni, 42°C’de 37°C’den daha iyi iirer (Yenen, 2010).
2.2.1.2. Campylobacter coli

C. coli, dizanterili domuzlardan ve sigir, kiimes hayvanlari, deve kuslar1 ve
kopeklerden izole edilmistir. Insanlarda C. coli gastrointestinal hastaligin C. jejuni’den
sonra ikinci nedenidir (Debruyne vd., 2016; Snezana Ivanovic, 2012). C. jejuni ile en
yakin genetik iliskiye sahip olmasina ragmen, ishalli domuzlarda C. jejuni'den daha

hafif semptomlara neden olur (Snezana Ivanovic, 2012).



C. coli, biyokimyasal olarak C. jejuni ile yiiksek oranda benzerlik gostermekle
birlikte hippurati hidrolize edememesi ile C. jejuni’den ayrilir. Ancak, genotipik olarak
hippurat hidrolizinden sorumlu olan hip O genine sahip olup da fenotipik olarak
hippurat1 hidrolize edemeyen C. jejuni tiirlerinin varligindan dolay1 ve atipik 6zellik
gosteren bu suslarla C. coli tiirlerinin ayiriminda kullanilabilecek baska bir
biyokimyasal test bulunmamasindan dolayi, bu iki tiirlin ayirt edilmesinde daha

giivenilir olan molekiiler yontemlerin kullanilmasi dnerilmektedir (Debruyne vd., 2016).
2.2.1.3. Campylobacter lari

C. lari ilk olarak martilardan izole edildi ve ekolojik, genetik ve fenotipik olarak
C. jejuni ve C. coli tirlerinden farklilagti. Yabani kuslarin, kiimes hayvanlarinin, sigir
etlerinin ve kabuklu deniz hayvanlarinin sindirim sisteminden ve atik sulardan izole

edilmistir (Lastovica vd., 2014; Snezana Ivanovic, 2012).

Onceki yillarda “nalidiksik asite direngli termoleran Campylobacter” olarak
adlandirilan C. lari, nalidiksik aside direngli olmast ile C. jejuni ve C. coli’den ayirt
edilmekteydi. Ancak, son yillarda bu tiir icerisinde nalidiksik asite duyarli varyantlarin
bulundugunun saptanmasi ve C. jejuni ve C. coli’de kinolon grubu antibiyotik
direncinin artmastyla birlikte nalidiksik asite dayali tiir ayirimi1 6nemini kaybetmistir. C.
lari, indoksil asetat1 hidrolize etmemesiyle C. jejuni ve C. coli’den ayirt edilebilir. C.
lari’nin baz1 varyantlar1 lireaz enzimi olusturmaktadir ve bu varyantlar “iireaz pozitif

Campylobacter’ler” olarak isimlendirilmektedir (Debruyne vd., 2016).

Son yillarda yapilan filogenetik ¢aligmalarla bu tiir igerisinde C. lari subsp.
concheus ve C. lari subsp. lari olmak iizere iki alt tlirtin bulundugu gosterilmistir. C.
lari insandan hastalik etkeni olarak izole edilen Campylobacter tiirlerinin % 0.1’ini

olusturmaktadir (Vandenberg vd., 2010).
2.2.1.4. Campylobacter upsaliensis

C. upsaliensis Once kopek diskisindan izole edildi. Insanlarda sporadik
gastroenterit vakalarinda soyutlandi (Snezana Ivanovic, 2012). C. upsaliensis’in bazi
bolgelerde C. jejuni’den sonra en sik rastlanan Campylobacter tirii oldugu ve son

yillarda Campylobacter tiirleri arasinda oneminin giderek arttigi bildirilmektedir. C.



upsaliensis’in katalaz reaksiyonu diger termotoleran Campylobacter’lerden farkli olarak
negatif veya zayif pozitiftir (Debruyne vd., 2016). C. upsaliensis, Campylobacter cinsi
bakterilerin izolasyonu i¢in kullanilan selektif besiyerlerinin ¢ogunda bulunan sefalotine
duyarlidir. Bu nedenle, C. jejuni subsp. doylei’de oldugu gibi bu bakterilerin
izolasyonunda da filtrasyon yonteminin tercih edilmesi dnerilmektedir (Vandenberg vd.,

2010).
2.3. Genomik Ozellikler

ik olarak Parkhil ve arkdaslari tarafindan, 2000 yilinda, C. jejuni NCTC 11168
susunun ardindan da RM 12-21 ve C. jejuni 81-176 suslarmin tam genom analizleri
yapilmistir (Lastovica vd., 2014). Daha kolay ve daha hizli1 sonug iireten DNA sekans
analiz tekniklerinin ve multilocus sequence typing (MLTS) gibi ¢ok sayida gen
bdlgesini ayni anda belirleyebilen, yeni tekniklerin kullanilmaya baslamasi ile klinik ve
cevresel orneklerden edilen ¢ok sayida izolatin genomik farkliliklarinin ortaya konmasi
miimkiin olmustur. Bu calismalar Campylobacter genomunun, lateral gen transferleri ve
homolog rekombinasyonlar sebebi ile son derece dinamik bir yapiya sahip oldugunu
gostermistir (Ketley & Konkel, 2005). Olduk¢a kompleks ve diger bakteri tiirlerine
kiyasla kiiciik genomik bir yapiya sahip oldugu belirlenen C. jejuni’nin NCTC 11168’
susunun genomu 1,641,481 bp’ uzunlugundadir ve 1654 acik okuma bolgesi (ORF)
icermektedir. Genomun G+C ortalamast % 29+47’dir. Lipooligoosakkarit ve
ekstraseliiler polisakkarit (EPS) sentezinden sorumlu gen bdlgelerinin G+C orani ise
nisbeten daha disiiktiir (Parkhill vd., 2000). Bu Campylobacter suslar tarafindan
kodlanan proteinler 1.580 ila 2.092 arasindadir. Plazmidler, tam genom dizili
Campylobacter tirlerinde tanimlanmigtir. Bununla birlikte, tim C. jejuni suslari bir

plazmid icermez (Lastovica vd., 2014).
2.4. Yaptig1 Hastahklar

Campylobacter enfeksiyonlart ¢cogunlukla gastrointestinal sistem enfeksiyonlari
seklinde goriilmektedir. Campylobacter ile iliskili salginlar ise diger enterik patojenlerin
neden oldugu salginlara goére daha nadir goriilmekle birlikte diinyanin c¢esitli
bolgelerinden bu bakteri ile iliskili salginlar bildirilmektedir (Igwaran & Okoh, 2019;
Pitkdnen, 2013; World Health Organization, 2017). Yaygin olarak bildirilen
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kampilobakteriyoz semptomlar1 2-5 giinliik bir kulucka doneminden sonra kanli ishal,
karin agrisi, ates, halsizlik ve bas agrisidir. Hastaligin doruk noktasinda oldugu giinlerde
diskilama sayisinda artis gézlenmektedir. Giinliik diskilama Genel olarak kendi kendini
siirlayict olmasina ragmen, laboratuvar onayli vakalarin yaklasik onda biri hastaneye
yatmay1 gerektirir (Isabel, 2019; Murray vd., 2010; Whiley vd., 2013). Campylobacter

enfeksiyonlarina bagli 6liim oranlan diisiiktiir (Bui, 2012).

Baz1 durumlarda, gastrointestinal sistemin enfeksiyonu hayati tehdit eden
ekstragastrointestinal hastaliklara ilerleyebilir (Man, 2011). Kampilobakteriyoz nadiren
bakteriyemiye (<% 1 intestinal enfeksiyon vakalarinda) neden olur, ¢ogu durumda C.
jejuni ve C. coli etkendir. Bununla birlikte, baz1 ¢alismalara gore, Campylobacter
bakteriyemisi tarihsel olarak C. fetus ile iliskilidir ve daha az siklikla enterit ile goriiliir.
Vakalarin % 93 kadar, ileri yas, kronik karaciger hastaligi, insan immiin yetmezlik
viriisii enfeksiyonu, malignite ve humoral immiin yetmezlik gibi iyi bilinen risk
faktorleri ile iligkilidir ve 6liim oran1 % 4-% 16 arasindadir (Igwaran & Okoh, 2019;
Isabel, 2019).

Campylobacter  enfeksiyonlarindan  sonra bazi  komplikasyonlar da
gelisebilmektedir. C. jejuni enfeksiyonu, Guillain-Barré sendromu (GBS) ve Miller
Fisher (MFS) sendromu olarak bilinen otoimmiin hastaliklara neden olabilir (Kaakoush
vd., 2015; Nyati & Nyati, 2013; Ozkuyumcu, 2009). Ozellikle C. jejuni serotip O19 ile
iligkili akut veya subakut simetrik yiikselen motor gii¢siizliik, reflekslerin yoklugu ve
hafif ila orta derecede duyusal anormalliklerle karakterize periferik sinir sisteminin
immiin aracili bir demiyelinizan polindropatisidir. Oliim oran1 % 8 civarinda kalir ve
hastalarin yaklagik % 20'sinin sinir sisteminde sekeller kalmaktadir (Nyati & Nyati,
2013; Ozkuyumcu, 2009). MFS, oftalmopleji (gdz kasi zayifligi), hiporefleksi
(reflekslerin yoklugu) ve ataksi (anormal kas koordinasyonu) ile karakterize edilen bir
GBS varyant1 olarak tanimlanir. MFS insidans1 batidaki tiim GBS vakalarinin % 5'ine

kadar, Asya'da % 26'ya kadar tahmin edilmektedir (Ono vd., 2015).
2.5. Tam

Campylobacter infeksiyonlarinin rutin tanisinda kiiltiir altin standart yontem
olarak yerini korumaktadir. Kiiltiir yonteminin diger yontemlere gore en 6nemli avantaji

enfeksiyon etkeni olarak izole edilen susun antibiyotik duyarhliklarinin
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belirlenebilmesidir. Kiiltiir yontemi ayrica izole edilen suslarin tiplendirilmesine olanak
saglayarak salgin siiphesinin oldugu durumlarda salginin varliginin saptanip kaynaginin
belirlenebilmesine zemin hazirlar (Nachamkin vd., 2008). Tanimlamada, hareketliligi ve
morfolojiyi tespit etmek icin karanlik alan mikroskopisi, Gram boyama, seker, oksidaz
ve katalaz iiretimini tespit etmek i¢in biyokimyasal yontemler, ticlii seker lizerinde
sodyum siilfat iiretimi gibi fenotipik yontemler kullanilarak dogrulanir. % 1 sistein
hidrokloriir varliginda demir agar ve 25°C ve 42°C'de inkiibe edilen beyin kalp
inflizyon agar plakalar iizerinde lireme saptanabilir (Isabel, 2019; Kayman vd., 2013).
Campylobacter tiirlerini iiretmek i¢in % 5-10 O2, % 5-10 CO2, % 10 Hz2 ve % 75 N2
gerekmektedir. C. concisus, C. mucosalis ve C. hyointestinalis gibi bazi tiirler iremeleri
icin artmis hidrojen derisimine gereksinim duyarlar; C. sputorum ve C. gracilis gibi
bazi tiirler ise anaerop ortamda da iireyebilme Ozelligine sahiptirler. Bu bakteriler
karbonhidratlar1 fermente etmezler ve ayrica oksidatif olmayan bir metabolizmaya
sahiptirler. Bu bakterilerin hepsi 37°C’de iiremelerine ragmen, C. jejuni, C. coli ve C.
lari en 1y1 42°C’de iiremektedir. Campylobacter tiirleri kan ve antibiyotik iceren selektif
besiyerlerinde (Skirrow, Butzler, Blaser) ve kan igermeyen selektif besiyerlerinde
tiretilmektedir. Son yillarda Campylobacter tiirlerinin iretilmesinde kullanilan at
kaninin standardizasyon gii¢liigli ve kontaminasyon olasiligini ortadan kaldirmak igin
de bakteriyolojik komiir, aerotoleransi artirmak i¢in ferrdz siilfat ve sodyum piruvat
iceren CCDA (Charcoal Cefaperazone Deoxycolate Agar), CAT (Cefperazone
Amphotericin Teicoplanin) ve CSM (Charcoal-based Selective Medium) kulanilmasi
onerilmektedir (Ozkuyumcu, 2009; Topgu vd., 2008). Campylobacter’ler genel olarak
ortalama % 5 O2, % 10 COz2 ve % 85 N2 igeren mikroaerobik atmosferde iireme 6zelligi
gostermekle birlikte; Campylobacter tiirleri selektif besiyelerinde diiz, gri, irregiiler,
mukoid veya kuru, yuvarlak veya konveks, yayilmaya egilimli koloniler olustururlar.
Stipheli kolonilerden alinan bakteriler Gram boyasi ile boyandiklarinda tipik marti
kanadi veya uzun spiraller seklinde goriiliirler. Eski kiiltlirlerde veya oksijenle fazla
temast olan bakteriler kokoid seklinde saptanirlar. Katalaz ve oksidaz testleri pozitif (C.
jejuni, C. coli ve C. lari) olan bu bakteriler hippurat testi, sefalotin ve nalidiksik asit

duyarliliklarina gore biyokimyasal olarak ayirt edilebilirler (Topcu vd., 2008).

Biyokimyasal aktivitelerinin zayif olmasindan dolay:1 tiir diizeyinde dogru

tanimlama i¢in fenotipik testler her zaman yeterli olmamakta ve molekiiler analize
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ihtiya¢c duyulmaktadir (Kayman vd., 2016). Su kalitesi arastirmalarindaki son
gelismeler, gosterge organizmalarimin yasayabilirligine, kiiltiire edilebilirligine ve
metabolik aktivitesine dayanarak tathi su i¢indeki patojenlerin insidansim1 dogru bir
sekilde tahmin etmede zorluklar1 vurgulamistir. qPCR giidiimlii testler, standart kiiltiire
dayali yontemlerin yerini almaya adaydir, ancak rutin kullanima uygun protokoller
heniiz yeterince dogrulanmamustir (Clark vd., 2011). Bir ¢alismada, ger¢ek zamanlh
PCR testinin, C. jejuni'nin kantitatif tespiti i¢in spesifik, hassas ve hizli bir yontem
sagladigini gostermistir (Yang vd., 2003). Baska bir calismada da C. jejuni, C. coli ve C.
lari'yi hedefleyen kantitatif PCR deneyi, nehir suyu 6rneklerinde Campylobacter tespit
sikliginin, kiiltiire dayali yonteme kiyasla daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Van Dyke
vd., 2010). Multipleks PCR testi, insanlarda gastroenterit ve/veya septisemi ile yaygin
olarak iligkili altt Campylobacter taksonun tanimlanmasi i¢in hizl, basit ve pratik bir
aractir ve geleneksel biyokimyasal bazli testlere etkili bir alternatif sunar (Yamazaki-
Matsune vd., 2007). Multipleks qPCR (qmPCR) C. jejuni ve C. coli’nin giivenilir,
ayrica takip eden devamindaki validasyon caligsmalari i¢in uygulanabilir (El-Adawy vd.,
2012; Frasao vd., 2017; Wiemer vd., 2011). Multipleks qPCR monoplex PCR’a gore
avantajlidir, birden farkli DNA hedefini tek bir reaksiyonda ¢ogaltabilmektedir (Toplak
vd., 2012). Multiplex PCR, Campylobacter kontaminasyonunun teshisi i¢in hizli, hassas
ve ucuz bir ara¢ oldugunu kanitlanmistir (El-Adawy vd., 2012). Ayrica o6n
zenginlestirme ile qPCR birlestirilince daha basarili sonuglar alindigr goriilmiistiir

(Pitkénen vd., 2009).
2.6. Patogenez

Campylobacter'lerin yiiksek cesitliligi nedeniyle, klinik semptomlara neden olan
patojenik mekanizmalar hala ¢ok 1iyi anlasilamamistir (Redondo vd., 2019).
Campylobacter'lerde bulunan viriilans 6zellikleri arasinda, kamg¢inin sagladigi motilite,
bagirsak mukozasina yapigsmasi ve kolonizasyonu, invazyon yetenekleri ile sitotoksin
iiretimi yer alir (Redondo vd., 2019). Insanlarda C. jejuninin neden oldugu hastalig
taklit eden iyi bir hayvan modelinin bulunmamasi, C. jejuni patojenitesi ve enfeksiyona

konake1 yanit1 konusundaki anlayisimizi agikg¢a sinirlamistir (Young vd., 2007).

Campylobacter patojenitesi, viriilans faktorlerine dayanmaktadir ve bu viriilans

faktorleri, dogalar1 geregi ¢ok faktorliidiir ve bu bakterilerin hayatta kalma ve fizyolojik
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strese direnme yetenekleri de patojenitesine katkida bulunur. Campylobacter tiirleri
tarafindan sergilenen cesitli viriilansla ilgili mekanizmalar, invazif 6zellikleri, oksidatif
stres savunmasini, toksin iiretimini, demir alimimi ve bunun yasayabilir ancak
kiiltiirlenemez durumda kalma yetenegini icerir. Campylobacter istilasi, yapismasi ve
kolonizasyonu da bu bakteri gruplarimin patojenitesine katkida bulunur.
Campylobacter'in diger hastalik olusturma faktorleri arasinda; bazi protein setlerinin
salgilanmasi, translokasyon yetenekleri ve flagella aracili motilite yer alir (Igwaran vd.,

2019).

Mide asitine duyarli olduklarindan kolayca imha olmaktadirlar. Ancak mide
asitinin az oldugu durumlarda (ilag, gida vb. alim1 ya da mide sekresyonunun azliginda)

enfeksiyonun ortaya ¢ikmasi kolaylagsmaktadir (Murray vd., 2010).

Diisiik bir enfektif dozun yutulmasindan sonra, yaklasik 500 organizma
Campylobacter, Campylobacter istila antijenleri (Cia) adli invaziv antijenleri de
salgilayan kamg¢1 yardimiyla bagirsak mukozasina yapismaya ve kolonilesmeye baglar.
Campylobacter tiirleri, fibronektine baglanan dis zar proteini CadF salgilanarak
bagirsak epitel hiicrelerine yapisabilir. Cogu bakterinin aksine, C. jejuni birgok klasik
viriilans faktoriine sahip degildir, ancak aderans, kolonizasyon ve istila ile baglantili
30'dan fazla proteinin N baglh glikozilasyonunu gerceklestiren tek patojendir (Dasti vd.,
2010).

2.7. Epidemiyoloji

Diinya ¢apinda bakteriyel kaynakli gastroenterit nedeniyle, Campylobacter insan
saglig1 iizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. Gelismis lilkelerde, cogu kampilobakteriyoz
vakasi1 az pismis, kontamine kiimes hayvanlarinin tiiketimine baglanir; bununla birlikte
Campylobacter'lerin kontamine su, sigir eti ve siit gibi diger yiyecekler yoluyla

insanlara bulasabilecegi gosterilmistir (Kelley vd., 2018).

Son on yilda kampylobakteriyoz insidansi incelenmistir; Kuzey Amerika,
Avrupa ve Avustralya'da kampilobakteriyoz vakalarinin sayisi artmistir. Afrika, Asya
ve Orta Dogu'dan gelen epidemiyolojik veriler hala eksiktir. Ayni iilke igerisindeki
farkli bolgelerden rapor edilen insidans ve vaka sayisi arasindaki fark biiylik olclide

degisebilir. Biraz degiskenlik, kismen, tespit metodolojilerinin ve alanin, popiilasyonun
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duyarliligindaki farkliliklardan kaynaklanmaktadir. Ayrica, bildirilen C. jejuni ve C. coli
enfeksiyonu vakalarinin, diisilk raporlamaya bagli olarak buzdaginin sadece ucunu
temsil etmesi muhtemeldir (Kaakoush vd., 2015). Ayni iilke i¢indeki farkl: {ilkelerden
veya bolgelerden bildirilen vakalarin goriilme siklig1 ve sayis1 onemli dl¢lide degisebilir

(Kaakoush vd., 2015).

Genel olarak, kampilobakteriyoz, oniimiizdeki yillarda kiiresel saglikta problem
yaratabilecek en Onemli bulagici hastaliklardan biridir. Su kaynakli hastalik
salginlarinda, igme suyu ile ilgili ikna edici epidemiyolojik veriler olmasina ragmen
Campylobacter nadiren siipheli bir kaynaktan dogrudan tespit edilir. Bu durum,
muhtemelen maruziyet ve semptomatik hastalarin ortaya ¢ikisi arasindaki uzun gecikme
ve bir kaynak aramak i¢in mikrobiyolojik ¢aligmalara baslama karari1 sebebiyledir.
Bagka bir neden, Campylobacter hiicrelerinin 6rnekleme sirasinda hala suda mevcut
olmalari, ancak laboratuvar analizinden 6nce yasayabilir ancak kiiltlir edilemeyen forma

girmeleri olabilir (Kaakoush vd., 2015; Pitkénen vd., 2008).

Su, Campylobacter tiirlerinin insanlara ve hayvanlara bulagsmasinda etkili bir
aragtir ve kirli su, farkli iilkelerdeki bir dizi salgindan sorumludur. Dezenfekte
edilmemis su igmek, kampilobakteriyoz i¢in énemli bir risk faktoriidiir. Bir¢ok ¢alisma,
farkl1 su kaynaklarindaki Campylobacter tiirlerinin yaygmligimi degerlendirmistir. igme
suyu kaynagi olarak belediye yiizey suyu sistemlerinden ziyade 6zel kuyular1 kullanan
bireyler, diger raporlanabilir enterik hastaliklardan daha fazla kampilobakteriyoz riski
altindadir. Bir su kaynagi olarak 6zel su kaynaklar1 kullanan ciftliklerin sigirlarinda
Campylobacter olma olasiligt daha yiksektir, bu da kirlenmis su kanalinin
Campylobacter'in evcil hayvanlara bulagsma araci oldugunu gosterir. Gergekten de, su
oluklarinin daha diizenli olarak bosaltilmasi ve temizlenmesi, sigirlarin Campylobacter
tarafindan kolonizasyon riskini azalttigin1 gostermistir. Ayrica, su kaynagiin gol suyu
oldugu ilkbaharda agik bir otlatma doneminden sonra sigirlarin Campylobacter igin
pozitif olma olasiliklarinin, kisin igeride su kaynagmin belediye klorlu musluk suyu
oldugu zamana gore daha fazla oldugu bildirilmistir. Agik su kirliligine neden olan
diger kaynaklar yabani kus diskist ve evcil hayvan atiklaridir. Kirlenmis suyun,
Campylobacterlerin farkli konakgilara bulagsmasinda yaygin bir faktér olabilecegi g6z

Oniine alinmalidir (Kaakoush vd., 2015).
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Campylobacter, bircok evcil veya vahsi hayvanin bagirsak mikrobiyotasinin
ortak bir tiiyesidir. Dolayisiyla, su kaynakli kampilobakteriyoz salginlari fekal su
kontaminasyonu ile yakindan iligkilidir (Chukwu vd., 2019; Pedati vd., 2019). Bu
nedenle, diski kirliliginin kaynagi en siipheli enfeksiyon kaynagini temsil eder

(Bartholomew vd., 2014).

I¢cme suyu bir takim kampylobakteriyoz sporadik salginlarinda rol oynamistir.
Agirlikl olarak salginlar, aritilmamis veya kontamine su tiiketiminin bir sonucudur (St-

Pierre vd., 2009a).

2000-2014 yillar1 arasinda mikrobiyolojik agidan gilivenli suyun iiretimi ve
dagitimi perspektifiyle igme suyu kaynakli salginlar {izerine yapilan bir derlemede,
salginlar ham su kontaminasyonu, aritma eksiklikleri ve dagitim sebekesi arizalari
olarak kategorize edilir. Kontaminasyonun ana nedenleri sunlardir: yeralti suyu, hayvan
diskisinin veya siddetli yagmurun karistigr atik su, atik suyun su kaynagina desarji,
artan bulaniklik ve renk, aritma tesislerinde dezenfeksiyon ekipmaninin arizalanmasi,
dagitim sistemlerinin, ¢apraz baglantilarin bozulmasi, boru kopmalar1 ve atik sularin

aga girmesidir. (Moreira & Bondelind, 2017).

Kontamine olmusg icme suyu, kampilobakteriyoz salginlarinin énemli bir nedeni
olarak tanimlanmistir. Su kaynakli salginlarin ve vakalarin tespiti artmaktadir. Bu
salginlardaki vaka sayisi, klorsuz veya yetersiz klorlu yilizey su kaynaklar1 ve yabani
kuslarin su depolama rezervuarlarindaki fekal kontaminasyonu gibi nedenlerle birkag ila
birkag bin arasinda degigsmektedir. Su kaynakli bulagma, ayn1 suslarin hastalardan izole
edilmesi ve tiikettikleri igme suyuyla dogrulanmistir (World Health Organization,
2017).

Campylobacter'lerin su kaynaklarinda hayatta kalabilecegi bilinmesine ragmen,
organizmanin degisen c¢evresel kosullar altinda bunu nasil yapabilecegi iyi
anlasilamamistir. Gelismekte olan {ilkelerde bircok insan enfeksiyonu kirli sudan
kaynaklanir ve gelismis iilkelerde da ortaya cikabilir. Bu nedenlerden dolayi,
Campylobacter't su Orneklerinden izole etmek, Campylobacter'in ¢esitli cevresel
kaynaklardan bulasini izlemek i¢in dnemlidir. Bu, Campylobacter'i izole etmek igin su

orneklerinin vakumla filtrelenmesi ve segici besiyeri kullanilarak yapilir. Bu yontem
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ayrica cesitli su kaynaklarinin Campylobacter yiikiinii 0lgmek i¢in bir seyreltme

algoritmasi kullanir (Kelley vd., 2018).

Icme suyu kontaminasyonu bazi kampylobakteriyoz sporadik salginlarinda
gosterilmigstir. Agirlikli olarak salginlar, aritilmamis veya kontamine su tiiketiminin bir

sonucudur (Whiley vd., 2013).

Campylobacter spp. atik su aritma tesislerinden desarj, yagmur sonrasi
meralardan akinti, enfekte hayvan veya insanlardan diski ile dogrudan kontaminasyon
nedeniyle dereler, nehirler ve goller gibi dogal sularda yaygindir. Campylobacter'lerin
neden oldugu su kaynakli salginlar, 6zellikle igme suyu temini i¢in yaygin olarak
kullanilan yeralt1 suyu kaynaklarinin klorlanmadig: iilkelerde bildirilmektedir (Ferrari

vd., 2019).

Diinya c¢apinda giivenli igcme suyuna erisim hedeflerden biridir, ancak su
orneklerinin diizenli analizinden elde edilen rapor, giivenli olmayan igme suyunun insan
hastalig1 icin sekiz numarali risk faktorii olarak kaldigini1 gostermistir. Calismalar ayrica
ev musluklari, sondaj kuyular1 ve 1iyilestirilmis su kaynaklarinin tamamen digki
kontaminasyonundan arinmis olmadigimi gostermistir. Yiiksek gelirli tilkelerde, su
bazen hatali pompalar ve borularla kirlenirken, diisiik gelirli iilkelerde insanlarin ¢ogu
genellikle yiyecek hazirlama, ¢amasir yikama, igme sulari i¢in genellikle akarsulara,
gollere ve diger ylizey suyu kaynaklarina giivenmektedir. Su kaynakli enfeksiyon
olasiligii arttiran insan veya hayvan digkisidir. Bununla birlikte, rekreasyon amach
kullanilan bazi gevresel kaynaklar genellikle hastalik bulagsma yolu olarak gbz ardi
edilmektedir. Su, Campylobacter'lerin insanlara bulagsmasinin, ayrica kontamine
gida/musluk suyu tiiketimi yoluyla ve kuyu suyu dahil diger su kaynaklarinin
Campylobacter salginlarina neden oldugu bildirilmistir. Plaj ve nehirden alinan su
orneklerinde tespit edilen patojenik Campylobacter tiirlerinden bazilar1 C. coli, C. jejuni
ve C. lari'dir. Bu bakterilerin izole edildigi diger su kaynaklar1 arasinda goletler,
akarsular, goller, cocuk cocuk havuzu, yeralti suyu ve deniz suyu bulunmaktadir

(Igwaran & Okoh, 2019).
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2.8. Tedavi

Campylobacter gastroenteriti vakalarinin ¢ogu kendi kendini smirlar ve
antibakteriyel tedavi gerektirmeden ¢ogu vaka iyilesmektedir. (Ozkuyumcu, 2009).
Bununla birlikte, immiin sistemi baskilanmis hastalarda, semptomlar1 siddetli veya
kalict olan hastalarda ve ekstraintestinal enfeksiyonlar1 olanlarda antibiyotikler
kullanilmaktadir (Kaakoush vd., 2015). Bir florokinolon olan siprofloksasin, 6zellikle
seyahatle ilgili vakalarda gastroenteritin ampirik tedavisi i¢in siklikla kullanilir.
Bununla birlikte, kampilobakteriyoz durumunda, makrolidler tercih edilen tedavi
secenegidir. Ancak hayvancilik sektoriinde ve klinikte yogun kullanimi nedeniyle
makrolidlere kars1 direng gelismektedir. Insanlarda siddetli Campylobacter enfeksiyonu
durumunda, aminoglikositlerle (6rnegin gentamisin veya kanamisin) tedavi yaygin

olarak kullanilmaktadir (Kaakoush vd., 2015).
2.9. Korunma

Bir su gilivenligi plam1 dahilinde, Campylobacter’lerden kaynaklanabilecek
potansiyel riski yonetmek i¢in uygulanabilecek kontrol dnlemleri, ham su kaynaklarinin
insanlardan ve hayvanlardan gelen atiklardan korunmasi, igme suyu iiretimini daha az
maliyetli su aritimi1 gerektiren bir sekilde yapilmasi alinacak ilk onlemlerden biridir.
Bir¢ok C. jejuni enfeksiyonlar1 vakalari, atik su altyapisi ile igme suyu ¢apraz baglantisi
ile iligkilidir (Pitkdnen, 2013). Herhangi bir disk1 kontaminasyon kaynaginin kuyuya
yakin olmamasi ve yiizey suyunun kuyuyu kirletmemesi (6rn. siddetli yagmur/selden
sonra) Onemlidir. Aritilmig ve dezenfekte edilmis su depolari kus diskisindan
korunmalidir. Campylobacter’ler diski yoluyla tasinan patojenlerdir ve dezenfeksiyona
kars1 direncli degildir. Bu nedenle, igme suyu kaynaklarinda E. coli (veya termotoleran
koliformlar) saptanmast Campylobacter tiirlerinin varligi i¢in uygun bir gostergedir.
Dagitilan igme suyundaki kalinti klor konsantrasyonunun korunmasi, merkezi su
kaynaklar1 ve dagitimi olan bolgelerde su kaynakli Campylobacter enfeksiyonlarinin

sayisint azaltmak icin kritik kontrol tedbirleridir (World Health Organization, 2017).

Campylobacter’lerin ylkiinii azaltmak i¢in gida zinciri boyunca genel olarak
kabul edilen iyi hijyen uygulamalar izlenmelidir. Hijyenik gida hazirlama igin uygun el

yikama tesisleri, tuvaletler ve temiz su mevcudiyeti gida iiretiminde ve ilgili isleme
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alanlarinda (gida isleme ylizeylerinin ve aletlerinin, ellerin vb. temizlenmesi i¢in)
yuksek kalitede su gerektirir. Ayrica, mutfagin temiz tutulmasi, yiyeceklerin iyice
pisirilmesi ve giivenli sicakliklarda muhafaza edilmesi gerekir (National Institute of

Health and Welfare vd., 2019; Topgu vd., 2008).

Dogal konakgilarin bakteriyel kolonizasyonunu azaltmaya yonelik calismalar,
kontrol dnlemleri daha basarili olabilir (National Institute of Health and Welfare vd.,

2019).
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BOLUM 3

GEREC VE YONTEM

3.1. Orneklerin Alinmasi ve Tasimnmasi

Su ornekleri, 500 ml’lik i¢cine 10 mg sodyum tiyosiilfat ilave edilmis steril,
polipropilen (PP) siselere (Mos Lab, Tiirkiye) alindi. Ornek alma isleminde tarih, saat
ve alinan yer tanimi yapildi. Numune alirken; filtre ve musluk agizlig1 gibi aparatlar
cikarildi, musluk agzi alkol veya alev ile dezenfekte edilip musluk acildi, 2-3 dk akitilip
sise 1/10 bosluk kalacak sekilde dolduruldu ve dikkatlice kapagi kapatildi. Ayrica
ornegin alindig1 her istasyonun basinda serbest klor 6lgiimii yapildi. Ornekler alindiktan
sonra soguk zincirde laboratuvara ulagtirmak icin buz akiilii saklama kabina konuldu.

Hemen calisma imkani olmayan sular +4°C’de en fazla 24 saat bekletildi.
3.2. Serbest Klor Ol¢iimii
3.2.1. Kullamlan Ekipman ve Reaktifler

Serbest klor 6l¢lim cihazi (Permodid Comparator P:777,Tiirkiye) ve ortotoluidin

soliisyonu.
3.2.2. Yontem

Komperatdr tiipiliniin temizligini kontrol edildikten sonra i¢indeki cam tiip iistten
1 cm bosluk kalincaya kadar su ile dolduruldu. Tiipteki suya 3 damla ortotoluidin
sollisyonu damlatildi ve tiipiin agzin1 parmakla kapatilarak 5-6 kez c¢alkalanarak

komparatoriin yuvasina yerlestirildi. Tiipteki suyun rengi, komparatoriin sol tarafinda
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bulunan renk diskindeki skaladan bulunarak su 6rneginin klor miktar1 ppm cinsinden

gosteren rakam okundu.

3.3. Ahnan Orneklerden Membran Filtrasyon Yontemiyle Escherichia coli’nin

Arastirilmasi ve Sayimi
3.3.1. Kullamilan Ekipman

Membran filtrasyon sistemi (Sartorius, Almanya) 36+2°C’ye ayarlanabilen
inkiibator (Elektromag M 420 BP, Tiirkiye), 44+0,5°C’ye ayarlanabilen inkiibator (Niive
N120, Tirkiye), otoklav (Tecno-Gaz Andromeda Plus XP, italya), sterilizatér (Niive
FN500, Tiirkiye), 3-3,5 ml’ye ayarlanabilen dozajli siringa (NJ Phillips, Avustralya), -
20°C’ye ayarlanabilen dondurucu dolap (Fiocchetti Superfreezer 300, italya), buzdolab:
(Arcelik 3021 EC, Tiirkiye), hassas terazi (Gibertini EU-250,italya), manyetik
karistirieili 1sitic1 (Stuart SB162, Ingiltere), koloni sayaci (Fisher 133-8001A), Bunzen
beki, pH metre (Delta Ohm HD2105.1, Italya), petri kab1 (90 mm), 1ml ve 10 mI’lik cam
pipetler, 16x160 mm cam tiipler, 6ze, meziir (500 ml) ve cam balon (1 It) ¢alismada

ekipman olarak kullanildu.
3.3.2. Kullanilan Besiyeri, Seyreltici ve Reaktifler
3.3.2.1. Kromojenik Koliform Besiyeri

Ticari olarak Chromogenic Coliform (Sartorius 14049) besiyeri, ISO 9308-1:
2014 standardina uygun olarak hazirlanmis, 6zel bir kartona emdirilmis, kurutulmus
halde bulunan ve 3-3,5 ml steril su ile 1slatildiginda hazir hale gelen besiyeridir. Ayrica
besiyeriyle birlikte 0,45 pm porlari olan 50 mm ¢apinda seliiloz nitrat membran filtreleri

bulunmaktadir.
3.3.2.2. Tuzlu Peptonlu Su

NaCl 85¢g
Peptone frommeat 1g

Distile su 1000 ml

21



Bir seyreltme ¢ozeltisi olan tuzlu peptonlu su, ticari olarak temin edilen Peptone
from Meat Pancreatic (Merck 1.07214) 1g ve NaCl (Merck 1.06404) 8,5 g 1000 ml
damitik su i¢inde eritildi ve tiiplere 9 ml dagitilip, otoklavda (Tecno-Gaz Andromeda Plus
XP, Italya), 121°C'da 15 dakika sterilize edildi. Berrak renkteki ¢ozelti kullanilincaya
kadar +4°C'da muhafaza edildi.

3.3.2.3. Triptofan Si1v1 Besiyeri

Peptone from casein 10,0 g
NaCl 5¢g
Distile su 1000 ml

Ticari olarak temin edilen Tryptone Water (Merck 1.10859) dehidre besiyeri,
15,0 g/l olacak sekilde damitik su i¢inde ¢dziildi, tiiplere 10'ar ml dagitilip otoklavda
121°C'da 15 dakika sterilize edilidi. 25°C'da pH's1 7,34+0,2’ye ayarlanip hazirlanan

berrak ve sarimsi besiyeri kullanilincaya kadar +4°C'da muhafaza edildi.
3.3.2.4. Kovac’s Reaktifi

Ticari olarak temin edilen Kovacs' indol Cozeltisi (Merck 1.09293) (kullanima
hazir, bilesiminde n-Butanol, hydrochloric acid ve 4-dimethylaminobenzaldehyde

bulunan) +4°C'da muhafaza edildi.
3.3.3. Yontem

Campylobacter cinsi bakteriler suda dogal olarak bulunmayip insan ve hayvan
diskisindan karistig1 icin ¢aligmalarda mikrobiyal kirliligi gosteren bir bakteriye ihtiyag
duyulmustur (Paruch vd., 2020; World Health Organization, 2017). C. jejuni, C. coli ve
C. lari tiirlerinin tespit etme ihtimalini artirmak i¢in oncelikle sularda diski bulaginin
kesin gostergesi olan Escherichia coli’nin varligi arastirildi. “ISO 9308-1: 2014 E. coli
ve koliform bakterilerin tespiti ve sayiminda diigiik bakterili zemin florali sular igin
membranla siizme yontemi” esaslarina gore calisilmistir. ISO 9308-1: 2014’iin bu
boliimii, E. coli ve koliform bakterilerin tayini ve sayimi i¢in bir yontemi kapsar. Bu

yontem, membranla siizme islemine, takiben kromojenik bir koliform agar besi yerinde
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kiltiir yapilmasina ve numunedeki hedef organizmalarin sayisinin hesaplanmasina

dayanir (ISO 9308-1, 2014).

Bunun i¢in Chromogenic Coliform kullanima hazir kurutulmus besiyeri (ped
besiyeri), bir dozajli siringanin ucuna takilan 0.2 um por ¢apindaki sterilizasyon filtresi
(Minisart NML 16534-K, Almanya) ile sterilize edilen 3-3,5 ml deiyonize su ile
sulandirildi. Membran filtrasyonla c¢alismak iizere membran filtre sistemi hazir hale
getirildi. £. coli’nin arastirilmasi ve saymmi i¢in, 500 mililitrelik sodyum tiyosiilfath
plastik siseler (Mos Lab, Tiirkiye) iyice ¢alkalandiktan sonra 100 ml su 6rnegi 0.45 p
porlart olan 50 mm ¢apindaki seliiloz nitrat membran filtreden (Sartorius, Almanya)
siizildii. Membran filtre altta hi¢cbir hava kabarcigi kalmayacak sekilde ve ters
cevrilmeden Chromogenic Coliform besiyerine yerlestirildi. Bu sekilde hazirlanmis
Petriler 21+3 saat boyunca 36+2°C sicaklikta inkiibe edildi. Bu besiyerinde 36°C’deki
Petride mavi-mor renk olusturan tiim koloniler dogrudan E. coli olarak sayildi. Koloni
renginde siipheye diisiildiigii durumlarda indol testi yapildi. Indol testinde, triptofan
iceren sivi besiyerine tek koloniden ekim yapildi ve 2143 saat boyunca 44+0.5°C
sicaklikta inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda siv1 besiyerine 0,2-0,3 ml Kovac’s reaktifi
konarak indol iiretimi kontrol edildi. Besiyeri iizerinde pembe-kirmizi halka olusumu
varsa indol (+) olarak degerlendirilirip siipheli kolonilerin E.coli oldugu dogrulandi.
Eger Petrideki mavi-mor ve istenmeyen kolonilerin sayist 100°den fazla ise koloniler
sayilabilecek duruma gelene kadar seyreltme yapilarak islem tekrarlandi. Seyreltme
islemi i¢in tuzlu peptonlu su kullanarak su 6rneginden cam tiiplerde bir seri seyreltme

hazirland1 (Sekil 3.1.).
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sonra tupler ¢alkalanir

Sekil 3.1. Seyreltme serilerinin hazirlanmasi (Berberoglu, 2012).

Seri seyretmelerden ekim yaparken mikroorganizmalarin membran iizerine esit
dagilabilmesi i¢in filtre sistemindeki hunilere 20 ml tuzlu peptonlu su ilave edildi (Sekil
3.2.). Her bir su 6rnegi i¢in ne kadar seyreltmenin yapilacagi ilk ekimden sonraki koloni
yogunluguna gore karar verildi. Seri seyreltmelerden yapilan ekimlerden koloni sayisi
100’{in altinda olan seyreltme faktorii en diisiik Petri kab1 degerlendirmeye alinarak

sayimlari yapildi.
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Sekil 3.2. Seyreltme serilerinden membran filtrasyon isleminin yapilmasi (Berberoglu,
2012).

3.4. Termofilik Campylobacter Tiirlerinin Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir

Reaksiyonu (qPCR) ile Analizi

Bu yontemle hedef organizmalar olan E. colinin tespit edildigi 6rneklerden
termofilik Campylobacter arastirmasi igin toplanip en fazla bir ay siireyle -20°C’de
derin dondurucuda bekletildi. Campylobacter cinsi bakterilerin donduruldugunda
genetik materyalinin 2 ile 5 ay arasinda dayanabildigi ¢aligmalarla gosterilmistir (Cools
vd., 2003). Bu bakterilerdeki sagkalimin, diisiik sicakliklarda, 6zellikle 4°C civarinda
arttig1 belirlenmistir. Suda C. jejuni i¢in dnceden belirlenmis hayatta kalma siireleri cok

degiskendir, 2- 4 hafta hatta 4 ay olabilmektedir (Bui, 2012).

Bu siire sonunda toplanip -20°C’de bekletilen 6rnekler oda 1sisinda eridikten
sonra 250 ml su 6rnegi 0,20 pm por ¢apinda seliiloz nitrat membrandan (Sartorius,
Almanya) siiziilerek yogunlastirildi ve DNA izolasyonu yapildi. Daha sonra iki farkli
ticari kit ile termofilik Campylobacter tiirleri arastirildi. Once Mericon Campylobacter

Triple Kit (Qiagen, Almanya) kullanilarak multiplex qPCR yontemi ile C. jejunu, C.
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coli ve C. lari’nin tespiti i¢in ¢alisildi. Daha sonra C. jejuni Standart Kit (Genesig,
ABD) kullanilarak miktar1 tespit edildi.

3.4.1. Kullamlan Ekipman ve Malzemeler

DNA izolasyonu i¢in; 15 ml tiip icin santrifiij (Hermle Z216M, Almanya) (<
4000xg), membran filtrasyon sistemi (Sartorius, Almanya), mikrosantrifiij (Hermle
Z216M, Almanya) (13000xg), ayarlanabilen pipetler, vorteks ve vorteks adaptorii
(Biobase MX-S, Cin), 0,20 um seliilloz nitrat membran filtre (Sartorius, Almanya)
kullanilmigtir. Ayrica DNeasy Power Water kitinde (Qiagen, Almanya) bulunan 5
ml’lik Power Water DNA tiipii, PW1, PW3 ve PW4 soliisyonu, 2 ml’lik toplama tiipii,

IRS soliisyonu, MB Spin Kolon Filtresi, etanol ve eliisyon buffer kullanilmistir.

Mericon Campylobacter Triple Kit (Qiagen, Almanya) ve C. jejuni Standart Kit
(Genesig, ABD) kullanimu i¢in; ayarlanabilen pipetler, filtreli pipet uglari, termal dongii
icin 96’11 PCR plastik plaklar1 ve bu plaklar1 kapatmak icin 1siya dayanikli filmler
(Thermo-Fisher, ABD), portiip, mikrosantrifiij, vorteks, sogutmali yiikleme blogu

kullanilmustir.
3.4.2. DNA izolasyonu

Su orneklerinden DNeasy Power Water Kiti (Qiagen, Almanya) ile DNA
izolasyonu asagidaki siraya gore tamamlandi:

1- 250 ml su 6rnegi vakum kaynagina bagl bir filtre hunisi (Sartorius, Almanya)
kullanilarak 50 mm c¢apinda ve 0.20 pum porlart olan seliiloz nitrat membrandan
(Sartorius, Almanya) filtrelendi. Membran filtrenin iist kismi iceri dogru bakacak
sekilde bir iki steril forseps kullanilarak silindir haline getirilip 5 ml Power Water DNA
tiipiine yerlestirildi.

2- Power Water DNA tiipiine 1 ml Soliisyon PW1 eklendi.

3- Tiip yatay olarak vortex adaptoriine sabitlendi ve 5 dk boyunca maksimum
hizda vortekslendi.

4- Oda sicakliginda 1 dakika boyunca <4000 x g tiipler santrifiijlendi.

5- Siipernatant temiz bir 2 ml toplama tiipiine aktarildi.

6- Oda sicakliginda 1 dakika 13.000 x g'de santrifiij edildi.

7- Siipernatant temiz bir 2 ml toplama tiipiine aktarildi.
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8- Soliisyon IRS’den 200 pl eklendi ve karistirmak icin kisaca vortekslendi.

9- 5 dakika boyunca 2-8°C'de inkiibe edildi ve 1 dakika boyunca 13,000 x
g’de tiipler santrifiijlendi.

10- Siipernatant temiz 2 ml'lik bir toplama tiipiine aktarildi.

11- Karistirmak i¢in 650 pl Soliisyon PW3 eklendi ve kisaca vortekslendi.

12- Bir MB Spin kolon iizerine 650 pl siipernatant yiiklendi ve 1 dakika
boyunca 13.000 x g'de santrifiijlendi. Tiim siipernatant islenene kadar bu islem
tekrarlandi.

13- MB Spin Kolon Filtresi temiz bir 2 ml toplama tiipiine yerlestirildi.

14- PW4 soliisyonundan 650 pl eklendi ve 1 dakika boyunca 13,000 x g'de
santrifiijlendi.

15- Akiskan kisim atilip 650 pl etanol eklendi 1 dakika 13.000 x g de
santrifiijlendi.

16- Akiskan kisim atilip 2 dakika boyunca tekrar 13,000 x g'de santrifiijlendi.

17- MB Spin kolonu temiz 2 ml'lik bir toplama tiipiine yerlestirildi.

18- Filtre membranin merkezine 20 pl Soliisyon EB eklendi ve 1 dakika
boyunca 13,000 x g'de santrifiijlendi.

19- MB Spin kolonu atildi ve izole edilen DNA gqPCR uygulamasi yapilana
kadar -20°C’da sakland.

3.4.3. Multiplex gPCR

Campylobacter tiirlerinin tanimlanmasi amaciyla ABI 7500 Fast (Apllied
Biosystems, ABD) cihaz1 ve Mericon Campylobacter Triple Kit (Qiagen, Almanya)
kullanilarak multiplex qPCR yontemi ile C. jejunu, C. coli ve C. lari nin tespiti yapildi.
PCR reaksiyon karisimi son hacim 20 pl olacak sekilde 10,4 ul MgClz; dATP, dCTP,
dGTP ve dTTP’nin igeren dNTP ¢ozeltisi, primerler, HotStarTaq Plus DNA polimeraz
ve 9,6 ul 6rnek DNA kullanilarak hazirlandi. Toplam 6rnek DNA hacmi 20 pl
oldugundan ¢ikan sonuglar 20 pl iizerinden hesaplanmigtir. HotStarTaq Plus DNA
Polimeraz, Taqg DNA Polimeraz'in modifiye edilmis bir seklidir. Ortam sicakliginda
enzimatik aktivitesi yoktur. Boylece reaksiyon kurulumu ve ilk denatiirasyon adimi
sirasinda yanlis primer Uriinlerin ve primer dimerlerinin olusumu 6nlenir. Ek olarak, ana

karistmdaki polimeraz derisimi, her PCR dongiisiiniin kombine baglanma/uzama
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adiminda kisa uzama siirelerine izin verecek sekilde optimize edilmistir. Ayrica DNA
amplifikasyonunu kolaylastiran ve inhibitorlerin varliginda multiplex qPCR verimini
arttiran 1040 pl Multiplex PCR Master Mix igerigi kullanilmistir. Bunun haricinde PCR
ile iligkili olmayan floresan sinyalindeki hatalar1 telafi etmek amaciyla 43,3 ul ROX
pasif referans boyasi kullanilmigtir. Negatif kontrol olarak DNaz-RNaz igermeyen
deiyonize su kullanilmistir. Pozitif kontrol olarak son hacim 20 pl olacak sekilde 10,4 ul
MgClz; dATP, dCTP, dGTP ve dTTP’nin iceren dNTP c¢ozeltisi, primerler, DNA

polimeraz ve 9,6 pul pozitif kontrol DNA kullanilarak reaksiyon karisimi hazirlanmistir

(Cizelge 3.1.).

Cizelge 3.1. Mericon Campylobacter Triple Kit (Qiagen, Almanya) Reaksiyon
Karigima.

Bilesen Ornek | Pozitif PCR Kontrol |Negatif PCR Kontrol
Reaksiyon Karigtmi | 10.4 ul | 10.4 pl 10.4 pul

Ornek DNA 9.6 ul - -

Pozitif Kontrol DNA | - 9.6 ul -

Negatif Kontrol - - 9.6 ul

Toplam Hacim 20 pl 20 pl 20 pl

Deney i¢in tasarlanan PCR primerleri spesifiktir ve test edilen patojen
genomunun biyoinformatik ve deneysel olarak dogrulanmis benzersiz ve korunmus bir
DNA bolgesini hedefler. Capraz reaktivite biyoinformatik olarak arastirilmis ve her bir
PCR testi i¢in secilen hedeflerden olusan bir panel ile test edilmistir. PCR analiz

problari, bir florofor ve bir susturucu eklenmis sekansa 6zgii oligoniikleotitlerdir.

Kurulum sirasinda tiim Ornekler ve reaksiyon tiipleri buz lizerinde tutularak
hazirlanan PCR tiipleri kapatilip termal dongii cihazinin (ABI 7500 Fast, Almanya)
reaksiyon haznesine yerlestirilmistir. qPCR cihazi, dongii protokoliine gore
programlanmigtir (Cizelge 3.2.). qPCR c¢alismasit baglatilip sonuglar analiz edilmistir.
Mericon Campylobacter Triple Kit (Qiagen, Almanya); C. jejuni, C. coli veya C. lari
DNA'sin1 bir reaksiyonda en az 10 kopyasini tespit edebilir.
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Cizelge 3.2. Multiplex gPCR’da Is1 Dongii Programa.

Is1 Dongii Programi

Yorum Zaman |Derece |Islem Basamag

DNA Polimeraz enziminin aktivasyonu |5 dk 95°C [k Denatiirasyon

15 sn 95°C Denatiirasyon

Primerlerin
Baglanmasi

10 sn 72°C Uzama

40 Déngi 23sn | 60°C

3.4.4. C. jejuni Standart Kit ile gPCR

C. jejuni'nin hem varligint hemde miktarim1 diger iki tlirlin varhigi ve
miktarindan ayirmak i¢in bu agamada ikinci bir kit olan C. jejuni Standart Kit (Genesig,
ABD) kullanilmustir. C. jejuni, standart kit miktar1 belli olan (ul’de 2x10° kopya) pozitif
kontrol icermektedir. Boylece ¢alismada bundan sonraki 6rneklerde C. jejuni nin varligi
ve miktart tespit edilmistir. Ayn1 zamanda bu pozitif kontrol Mericon Campylobacter
Triple Kit (Qiagen, Almanya) i¢in de kilavuz olarak kullanilmig ve ii¢ tliriin de
miktarini analiz etme imkani saglamistir. C. jejuni Standart Kit (Genesig, ABD)

reaksiyon karisimi Cizelge 3.3.’te verilmistir.

Cizelge 3.3. C. jejuni Standart Kit (Genesig, ABD) Reaksiyon Karigimi.

. . POZITIF NEGATIF
BILESEN ORNEK PgR KONTROL PCI(: KONTROL
Reaksiyon Karigim1 |15 pl 15 pl 15 pl
Ornek DNA 5ul - -

Pozitif Kontrol DNA | - Sul -
Negatif Kontrol - - Sul
Toplam Hacim 20 pl 20 pl 20 pl

Kit, genis bir tespit profiline sahip olacak sekilde tasarlanmistir. Kullanilan

primerler hedef bolgeler ile % 100 uyumludur. Bu hedef bdlgeler NCBI veri tabaninda

29



C. jejuni susunun tespiti icin CP000814.1, AL111168.1, CP000025.1, AF104303.1,
CP000538.1, CP000768.1, AF104302.1 erisim numaralari ile kaydedilmistir.

Gergek zamanli PCR’da C. jejuni'ye 6zgii saglanan bir primer ve prob karisimu,
FAM (6-karboksiflofesein) kanali yoluyla tespit edilmektedir. Saglanan primer ve prob
karisimi, TagMan® prensibinden yararlamir. PCR amplifikasyonu sirasinda, ileri ve geri
primerler C. jejuni DNA'sina hibridize olur. 5'-raportér ve 3'-susturucu ile etiketlenmis
bir DNA probundan olusan ayn1 reaksiyon karisimina bir floresan prob dahil edilmistir.
PCR amplifikasyonu sirasinda, prob yikilir ve raportor ile baskilayici boya birbirinden
ayrilir. Sonucta ortaya ¢ikan floresan 1s1ma her bir dongiide artar ve iissel artis qgPCR

cihazi tarafindan pozitif kontrol ile kiyaslanarak tespit edilebilir.

Pozitif kontrol icin, her bir konsantrasyon 1/10 olacak sekilde bes nokta
seyreltme serisi hazirlanmistir. Her bir 6rnekten 5 pl kullanilmistir. Kitin i¢indeki
pozitif kontrol ul’de 2x10° kopya icerdigi icin; PK1 500000 kopya, PK2 (PK1/10)
50000 kopya, PK3 (PK2/10) 5000 kopya, PK4 (PK3/10) 500 kopya ve PK5 (PK4/10)
50 kopya igermesi gerekmektedir. Negatif kontrol i¢in, RNaz / DNaz icermeyen su
kullanilmigtir. Negatif bir sonug, reaktiflerin ¢alisma sirasinda kontamine olmadigini

gosterir. Is1 dongii programi Cizelge 3.4.’te verilmistir.

Cizelge 3.4 . C. jejuni Standart Kit (Genesig, ABD) Is1 Dongii Programu.

ISI DONGU PROGRAMI
ISLEM BASAMAGI |ZAMAN SICAKLIK
Enzim Aktivasyonu 2 dk 95°C
10 sn 95°C
50 Dongl
60 sn 60°C
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BOLUM 4

SONUCLAR

Termofilik Campylobacter tiirlerinin aragtirmasi i¢in 2019 yilinda Ocak ayindan
baslayip Aralik aymin sonuna kadar Edirne il merkezi, 8 ilge merkezi ile 260 kirsal
bolgeden (koy, belde, 6zel isletme vb.) icme ve kullanma amaciyla kullanilan sebekeden

toplam 455 istasyondan 1644 su 6rnegi toplanmistir (Sekil 4.1.).
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Sekil 4.1. Icme ve kullanma amaciyla su Orneklerinin toplandigi bolgeler
(https://webdosya.csb.gov.tr).

Toplanan 1644 su orneginin % 38’1 il ve ilge merkezlerinden, % 62’si kirsal

bolgeden alinmistir (Cizelge 4.1.).
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Cizelge 4.1. Ocak-Aralik 2019 tarihleri arasinda, Edirne il merkezi, ilgeleri ve
koylerinden i¢gme ve kullanma amaciyla kurulmus sebekeden alinan su 6rnekleri.

istasyon No. Ocak Subat Mart Nisan Mayis | Haziran |Temmuz | Agustos | Eyliil Ekim Kasim | Arahk
. Tlge Merkezi 17 23 15 33 23 27 45 21 37 35 14 24
Kirsal Kesim 22 28 13 3 5 12 9 12 12 7 5 1
. ilce Merkezi 3 6 4 11 5 4 4 7 11 5 9 6
Kirsal Kesim 12 15 14 12 10 8 26 8 16 20 14 12
. Tlge Merkezi 5 18 18 6 4 3 3 3 15 3 8 6
Kirsal Kesim 21 21 20 4 8 17 21 23 25 10 3 19
. Tlce Merkezi 4 1 3 3 0 1 2 2 2 2 1 8
Kirsal Kesim 13 9 5 8 4 3 11 8 8 12 3 4
. Tlge Merkezi 0 0 2 0 1 3 1 2 2 0 1 0
Kirsal Kesim 12 7 16 2 1 8 9 13 13 4 1 4
. flge Merkezi 4 4 1 4 5 7 3 1 1 1 3 3
Kirsal Kesim 12 7 4 12 9 9 31 4 4 13 5 4
. ilce Merkezi 1 2 2 2 0 1 2 2 2 1 2 1
Kirsal Kesim 9 13 1 1 4 0 17 3 3 0 3 1
. ilce Merkez 1 0 2 0 2 1 0 3 3 1 1 1
Kirsal Kesim 20 16 16 9 5 4 12 10 10 16 12 5
. flge Merkezi 0 3 2 0 7 4 10 2 2 1 2 1
Kirsal Kesim 2 5 8 6 5 4 0 5 5 5 0 3
Toplam 158 178 146 116 98 116 206 129 171 136 87 103

4.1. E. coli’nin tespiti

“ISO 9308-1: 2014 E. coli ve koliform bakterilerin tespiti ve sayiminda diisiik
bakterili zemin florali sular icin membranla siizme yontemi” esaslarina gore yapilan
calismada 2019 yilinda alinan 1644 su 6rneginden 67 adet (toplanan 6rnek miktarinin %
4’1i) ornekte E. coli tespit edilmistir (Cizelge 4.2.). 67 adet E. coli 6rnegi yil iginde 37
istasyondan 1 defa, 12 istasyondan 2 defa ve 2 istasyondan 3 defa olmak iizere toplam

51 farkli istasyondan tespit edilmistir.
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Cizelge 4.2. E. coli tespit edilen 6rneklerin bolgelere gore dagilima.

E. coli tespit edilen bolge E. coli tespit edilen 6rnek sayisi
1. llge 22
2. Tlce 9
3. llce 7
4. llge 3
5. Tllge 1
6. llge 10
7. llge 3
8. llce 5
9. llge 7

Toplam 67

E. coli tespit edilen 6rneklerin (Cizelge 4.3.) tamamu yer alt1 suyu olup herhangi
bir aritma isleminden gegirilmemistir ve sadece 34 nolu 6rnekte 0,3 ppm serbest klorun
oldugu, diger orneklerin tamaminin serbest klor miktariin 0 ppm oldugu tespit
edilmistir. Cizelge 4.3.’teki 17 numaral 6rnekte (Sekil 4.2.) sayilabilir ve 58 numaral

ornekte (Sekil 4.3.) sayillamayan (100’den fazla) mavi mor renkteki E. coli kolonileri

goriilmekterdir.
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Cizelge 4.3. E. coli tespit edilen 6rnekler.

AY 011{\11\331( BOLGE (iLCE) K:;fi?;;ﬂ
1 8. Ilce 2
2 8. 1lge 6
OCAK 3 1. 1lge 5
4 8. Ilce 4
5 1. Ilge 8
6 9. Ilce 2
7 2. Ilce 1
8 2. Ilce 5
SUBAT 9 " nge 6
10 7. llge 1
11 8. Ilce 1
12 1. Ilge 47
13 1. Ilce 34
14 7. 1lge 1
MART 15 O ?1‘?6 !
16 9. Ilge 2
17 9. Ilce 8
18 2. lge 2000
NISAN 19 4, Tlge 200
20 1. Ilce
21 6. Ilce
22 1. Ilge
23 . Tlge 100
MAYIS 24 1. Ilge 3
25 1. Ilge 300
26 9. Ilge 5
27 6. Ilce 4
28 6. ilge 3
HAZIRAN |22 > ?I‘Pe 15
30 2. Ilge 10
31 6. Ilge 3000
32 3. Ilce 6
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Cizelge 4.3. E. coli tespit edilen 6rnekler (devami).

33 1. Ilge 20
34 |5, ilge 100
35 6. Ilce 4
TEMMUZ 36 |6 ilce 2
37 6. Ilce 4
38 6. Ilce 12
39 6. Ilce 6
40 1. Ilce
AGUSTOS 41 1. 1lge 28
42 2. Iige 2
43 3. Ilce 20
44 1. flge 100
45 2. Ilge 100
46 1. Ilce 10
47 1. lge 18
48 1. Ilce 2
) 49 |1, ilge 200
EYLUL 5
50 1. Ilge 10
51 |1 ilge 3
52 4. {lce 1000
53 3. 1lge 30
54 3. e 4
55 3. Ilce 10
56 8. 1lce 5
57 | 1. flge 2
58 |4 ilge 520
EKIM 59 3. 1lge 30
60 2. Ilce 3
61 1. Ilce 2
KASIM 62 6. ?lge 4
63 |1 ilce 2
64 3. Ilge 2
ARALIK 65 9. yge 10
66 6. ilce 38
67 2. Ilce 50
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Sekil 4.2. Chromogenic Coliform besiyerinde 36°C’de goriilen sayilabilir mavi mor
renkte E. coli kolonileri. Goriintii 17 numarali drnekten yapilan ekimden alinmustir.

Sekil 4.3. Chromogenic Coliform besiyerinde 36°C’de goriilen 100°den fazla mavi mor
renkte E. coli koloni 6rnegi. Goriintii 58 numarali 6rnekten yapilan ekimden alinmustir.
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4.2. Pozitif Kontrollerin Miktarlarinin Hesaplanmasi

C. jejuni Standart Kit (Genesig, ABD), miktar1 belli olan (ul’de 2x10° kopya)
pozitif kontrol icermektedir. Herbir 6rnek 5 pl kullanildigindan pozitif kontrol 1’de
(PK1) 2x10°x5 pl, yani 10° kopya/5 ul bulunmaktadir. Pozitif kontrol 1’den hazirlanan
1/10’luk bes nokta seyreltme serisi (PK1, PK2, PK3, PK4, PK5) ve beraberinde
kullanilan Mericon Campylobacter Triple Kitin (Qiagen, Almanya) i¢indeki miktari
belli olmayan pozitif kontroliin (PKM) kritik esik (Cr) degerleri ve kopya sayilart (RQ)
Cizelge 4.4.°de verilmistir. Boylece C. jejuni Standart Kit (Genesig, ABD), pozitif
kontroliin bes nokta seri seyreltmeye bagli cogalma egrisinin dogrulugu 6l¢iilmiistiir ve
Mericon Campylobacter Triple Kitin i¢indeki miktari belli olmayan pozitif kontroliin
miktari 6 kopya/5 pl tespit edilmistir. Ancak Mericon Campylobacter Triple Kit kalitatif

oldugundan ¢ikan sonuglara sayisal deger verilmemistir.

Cizelge 4.4. C. jejuni Standart Kit (Genesig, ABD) pozitif kontrol (PK1, PK2, PK3,
PK4, PK5) 5 nokta standart seyreltme serisi ile Mericon Campylobacter Triple Kitin
(Qiagen, Almanya) pozitif kontrol (PKM) kritik esik degerleri ve kopya sayilari.

K(l;?tzri (t)ilfer Raportor Susturucu Cr (Kritik Esik) | RQ (Goreceli Sayi)
PK1 FAM NFQ-MGB 17.496 1000000 kopya/5 ul
PK2 FAM NFQ-MGB 21.316 70805 kopya/5 ul
PK3 FAM NFQ-MGB 25.046 5336 kopya/5 pl
PK4 FAM NFQ-MGB 28.343 543 kopya/5 pl
PK5 FAM NFQ-MGB 31.963 44 kopya/5 pl
PKM FAM NFQ-MGB 34.795 6 kopya/5 pl

C. jejuni Standart Kit (Genesig, ABD) Pozitif kontrol 1°’den hazirlanan 1/10’luk
bes nokta seyreltme serisi ve beraberinde kullanilan Mericon Campylobacter Triple
Kitin (Qiagen, Almanya) i¢indeki miktari belli olmayan pozitif kontrolin (PKM)

cogalma egrisi Sekil 4.4.’de verilmisgtir.
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Sekil 4.4. C. jejuni Standart Kit (Genesig, ABD) Pozitif kontroliin bes nokta seyreltme
serisi ve Mericon Campylobacter Triple Kit (Qiagen, Almanya) pozitif kontroliin
cogalma egrisi.

4.3. Multiplex qPCR sonuclari

Patojen DNA'smin varligmi veya yoklugunu belirlemek, hedef dizisinin
amplifikasyonu temelinde gerceklestirilir ve kullanilan ger¢ek zamanli PCR cihazinin
uygulama yazilimi tarafindan iiretilen amplifikasyon grafiginde ger¢cek zamanli olarak

gorsellestirilir.

Mericon Campylobacter Triple Kit (Qiagen, Almanya) ayni anda birden fazla
hedefi ¢ogaltma (multipleks) 6zellige sahiptir. Kitin i¢inden ¢ikan pozitif kontrol, 6rnek
icermeyen negatif kontrol, karsilastirmak amaciyla Campylobacter spp. igeren mCCDA
agardan saf bir koloni suya karigtirilarak 1-22 numarali 6rneklerin kritik esik (Cr)
degerleri ve sonuglar1 Cizelge 4.5.’te verilmistir. Boylece hem kitin diizgiin bir sekilde
calistif1 (eger analiz edilmek istenen Ornek miktarr yeterli degilse, internal kontrol
cogalacagindan kitin ¢alistigi kontrol edilebilmektedir) hem de arastirilan Grnegin

varlig1 veya yoklugu belirlenebilmektedir.

E. coli tespit edilen 67 Ornekten, 28 istasyondan 1 defa, 2 istasyondan 2 defa
pozitif ¢ikmig olup 30 farkli istasyondan toplam 32 ornekte (% 47,76) Mericon
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Campylobacter Triple Kit ile pozitif tespit edilmistir (Cizelge 4.5., Cizelge 4.6., Cizelge
4.7. ve Cizelge 4.8.).

Cizelge 4.5. Multiplex qPCR ile pozitif kontrol, negatif kontrol, Campylobacter spp. (C
(+)) ve 1-22 numaral1 6rneklerin kritik esik dongi sayisi (Cr) ile sonuglari.

Ornekler Cr (Kritik Esik Déngii Sayisi) Sonuc

Mericon PK 30,69889 Pozitif
1 0 Negatif

2 15,00091 Pozitif

3 0 Negatif

4 0 Negatif

5 18,00465 Pozitif

6 17,93065 Pozitif

7 22,61234 Pozitif

8 0 Negatif

9 33,99436 Pozitif
10 24,34466 Pozitif
11 34,96129 Pozitif
12 0 Negatif
13 35,99902 Pozitif
14 0 Negatif
15 0 Negatif
16 0 Negatif
17 0 Negatif
18 0 Negatif
19 0 Negatif
20 38,66728 Negatif
21 0 Negatif
22 37,875 Negatif
C( 10,00045 Pozitif

Kitin icinden ¢ikan pozitif kontrol, ornek icermeyen negatif kontrol,

karsilagtirmak amaciyla Campylobacter spp. igeren mCCDA agardan saf bir koloni suya
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kanistirilarak orneklerle birlikte RT-PCR yontemiyle yapilan analizlerin ¢ogalma egrisi

Sekil 4.5.te verilmistir.
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Sekil 4.5. Multiplex qPCR ile pozitif kontrol, negatif kontrol, Campylobacter spp. (C
(+)) ve 1- 22 numarali 6rneklerin ¢ogalma egrisi.
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Cizelge 4.6. Multiplex qPCR ile pozitif kontrol ve 23- 43 numaral1 6rneklerin kritik esik
dongii sayilar1 (Cr) ile sonuglart.

Ornekler Crt (Kritik Esik Dongii Sayisi) Sonuc¢
PK Mericon 26,60347176 Pozitif
23 23,23252869 Pozitif
24 28,74941444 Pozitif
25 17,31285095 Pozitif
26 36,07877731 Negatif
27 25,64371872 Pozitif
28 11,94557667 Pozitif
29 32,30728149 Pozitif
30 38,3801384 Negatif
31 34,4078598 Negatif
32 30,92212868 Pozitif
33 38,37699127 Negatif
34 29,73836708 Pozitif
35 11,14158535 Pozitif
36 11,37949753 Pozitif
37 23,19154739 Pozitif
38 14,85310936 Pozitif
39 34,14884949 Pozitif
40 0 Negatif
41 31,03388214 Pozitif
42 21,06176376 Pozitif
43 25,08424034 Pozitif
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Sekil 4.6. Multiplex qPCR ile pozitif kontrol, negatif kontrol ve 23-43 numarali

orneklerin ¢ogalma egrisi.

Sekil 4.6., Sekil 4.7. ve Sekil 4.8.’de, pozitif kontrol, negatif kontrol ve 6rneklerin

cogalma egrileri goriilmektedir.
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Cizelge 4.7. Multiplex qPCR ile pozitif kontrol ve 44-63 numarali 6rneklerin kritik esik
dongii sayilar1 (Cr) ile sonuglart.

Ornekler Ct (Kritik Esik Dongii Sayisi) Sonuc
PK Mericon 21,93132973 Pozitif
44 21,20454758 Pozitif
45 0 Negatif
46 0 Negatif
47 24,87968636 Pozitif
48 0 Negatif
49 31,76025772 Negatif
50 0 Negatif
51 35,00484467 Negatif
52 14,58177853 Pozitif
53 14,65433121 Pozitif
54 12,4411974 Pozitif
55 0 Negatif
56 0 Negatif
57 38,67535019 Negatif
58 20,99507713 Pozitif
59 0 Negatif
60 8,334105492 Pozitif
61 0 Negatif
62 0 Negatif
63 0 Negatif
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Sekil 4.7. Multiplex qPCR ile pozitif kontrol, negatif kontrol ve 44-63 numarali
orneklerin ¢ogalma egrisi.

Cizelge 4.8. Multiplex qPCR ile pozitif kontrol ve 64-67 numarali 6rneklerin kritik esik
dongii sayilar1 (Cr) ile sonuglari.

Ornekler Cr (Kritik Esik) Sonuc
PK Mericon 32,80662537 Pozitif
64 0 Negatif
65 0 Negatif
66 0 Negatif

67 20,85744667 Pozitif
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Sekil 4.8. Multiplex qPCR ile pozitif kontrol, negatif kontrol ve 64-67 numaral
orneklerin ¢ogalma egrisi.

4.4. C. jejuni PCR Sonuclar

Pozitif kontrol i¢in, 1/10’luk seri seyreltilmesine bagli bes nokta seyreltme serisi
daha once agiklandigi sekilde hazirlanmistir. Gerek pozitif kontroliin seri seyretlemeleri
gerekse Orneklerin  miktarinin  minimum dlgiilebilen esik degerleri (CT Critic

Threshold”) RT-PCR cihazinda sirasiyla su sekilde hesaplanmistir:

Real time PCR cihazinin miktar hesaplama mantig1 Orneklerin esik degeri
gectikleri dongii sayilarinin birbirinden ¢ikartilmasina bagl fark hesaplamasina goredir.
Bunun i¢in kopya sayisi belli olan 6rnek referans olarak kullanilir. Bu referansin miktari
ornegin 100 olsun. Referans esik degeri 23. dongiide geciyorsa, miktarini bilmedigimiz
ornek ise 25. dongilide geciyorsa aradaki fark hesaplanir 25-23= 2 real time PCR’da
cogalma ilk bastaki miktar sayisi carpi 2 iizeri dongii sayisi oldugu icin 22 alinir. Ancak
25. dongii 23. dongiiden sonra geldigi i¢in 2 {izeri iki esittir 4 oldugu i¢in 23. dongiide
esik degeri gegen Ornek miktar1 100 ise 4’e¢ boliiniir. Yani miktarini arastirdigimiz
ornekteki kopya sayist 100/4= 25 olmalidir. Buna gore hem 5 nokta pozitif kontrol

hemde 1-22 numarali 6rneklerdeki C. jejuni kopya sayilar1 Cizelge 4.9.’da verilmistir.

E. coli tespit edilen 67 Ornekten toplam 7 farkli noktadan 8 C. jejuni pozitif
tespit edilmistir (Cizelge 4.9., Cizelge 4.10., Cizelge 4.11. ve Cizelge 4.12.). Ancak 22,
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23 ve 37 numarali 6rnekler kitin tespit limiti olan 100’iin altinda kalmaktadir (Cizelge

4.9. ve Cizelge 4.10.).

Cizelge 4.9. C. jejuni PCR pozitif kontroller, Campylobacter spp. (C (+)) ve 1-22

numarali 6rneklerin kritik esik (Cr) degerleri ile kopya sayilart (RQ).

Ornekler |Cr (Kritik Esik) RQ (Goreceli Sayr)

PK1 15,91045731 1000000 kopya/5 pl

PK2 19,23427492 99857 kopya/5 pul

PK3 22,59589767 8178 kopya/5 ul

PK4 26,22533842 661 kopya/5 ul

PKS5 29,85727332 53 kopya/5 pl

1 Tespit Edilemeyecek Kadar Az Tespit Edilemeyecek Kadar Az
2 Tespit Edilemeyecek Kadar Az Tespit Edilemeyecek Kadar Az
3 Tespit Edilemeyecek Kadar Az Tespit Edilemeyecek Kadar Az
4 Tespit Edilemeyecek Kadar Az Tespit Edilemeyecek Kadar Az
5 Tespit Edilemeyecek Kadar Az Tespit Edilemeyecek Kadar Az
6 Tespit Edilemeyecek Kadar Az Tespit Edilemeyecek Kadar Az
7 Tespit Edilemeyecek Kadar Az Tespit Edilemeyecek Kadar Az
8 Tespit Edilemeyecek Kadar Az Tespit Edilemeyecek Kadar Az
9 Tespit Edilemeyecek Kadar Az Tespit Edilemeyecek Kadar Az
10 Tespit Edilemeyecek Kadar Az Tespit Edilemeyecek Kadar Az
11 26,092 725 kopya/5 pul

12 Tespit Edilemeyecek Kadar Az Tespit Edilemeyecek Kadar Az
13 Tespit Edilemeyecek Kadar Az Tespit Edilemeyecek Kadar Az
14 Tespit Edilemeyecek Kadar Az Tespit Edilemeyecek Kadar Az
15 Tespit Edilemeyecek Kadar Az Tespit Edilemeyecek Kadar Az
16 Tespit Edilemeyecek Kadar Az Tespit Edilemeyecek Kadar Az
17 Tespit Edilemeyecek Kadar Az Tespit Edilemeyecek Kadar Az
18 Tespit Edilemeyecek Kadar Az Tespit Edilemeyecek Kadar Az
19 Tespit Edilemeyecek Kadar Az Tespit Edilemeyecek Kadar Az
20 Tespit Edilemeyecek Kadar Az Tespit Edilemeyecek Kadar Az
21 Tespit Edilemeyecek Kadar Az Tespit Edilemeyecek Kadar Az
22 35,943 lkopya/5 ul

C+ 19,694 72595 kopya/5 pl
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Sekil 4.9. C. jejuni pozitif kontrol, negatif kontrol, Campylobacter spp. (C (+)) ve 1-22
numarali 6rneklerin ¢ogalma egrisi.

Ik ve son ¢alismada, 5 nokta pozitif kontrol kullanilarak ¢ogalma egrilerindeki

orneklerin kopya sayilar1 hesaplanmustir (Sekil 4.9. ve Sekil 4.11.).
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Cizelge 4.10. C. jejuni pozitif kontrol ve 23-43

degerleri ile kopya sayilar1 (RQ).

numarali drneklerin kritik esik (Cr)

Ornekler Cr (Kritik Esik) RQ (Goreceli Sayn)

pk4 26,62380981 1000 kopya/5 pl

pk5 29,71736336 117 kopya/5 pl

23 37,38822937 1 kopya/5 pl

24 Tespit edilemeyecek kadar az Tespit edilemeyecek kadar az
25 Tespit edilemeyecek kadar az Tespit edilemeyecek kadar az
26 43,68595886 Tespit edilemeyecek kadar az
27 Tespit edilemeyecek kadar az Tespit edilemeyecek kadar az
28 Tespit edilemeyecek kadar az Tespit edilemeyecek kadar az
29 Tespit edilemeyecek kadar az Tespit edilemeyecek kadar az
30 Tespit edilemeyecek kadar az Tespit edilemeyecek kadar az
31 Tespit edilemeyecek kadar az Tespit edilemeyecek kadar az
32 Tespit edilemeyecek kadar az Tespit edilemeyecek kadar az
33 Tespit edilemeyecek kadar az Tespit edilemeyecek kadar az
34 22,40015221 18636 kopya/5 pl

35 Tespit edilemeyecek kadar az Tespit edilemeyecek kadar az
36 Tespit edilemeyecek kadar az Tespit edilemeyecek kadar az
37 32,3737 19 kopya/5 pul

38 Tespit edilemeyecek kadar az Tespit edilemeyecek kadar az
39 Tespit edilemeyecek kadar az Tespit edilemeyecek kadar az
40 Tespit edilemeyecek kadar az Tespit edilemeyecek kadar az
41 Tespit edilemeyecek kadar az Tespit edilemeyecek kadar az
42 44,20158386 Tespit edilemeyecek kadar az
43 28,94634666 200 kopya/5 ul
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Sekil 4.10. C. jejuni pozitif kontrol, negatif kontrol ve 23-43 numarali orneklerin
cogalma egrisi.

Cogalma egrilerindeki 23 ile 63 numarali 6rneklerin kopya sayilari, iki pozitif

kontrol kullanlarak hesaplanmustir (Sekil 4.10. ve Sekil 4.11.).
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Cizelge 4.11. C. jejuni pozitif kontroller ve 44-63 numarali 6rneklerin kritik esik (Cr)

degerleri ile kopya sayilar1 (RQ).

Ornekler | Ct (Kritik Esik) RQ (Géoreceli Sayn)

pk4 26,14565468 1000 kopya/5 pl

pkS 28,97920609 134 kopya/5 ul

44 28,56805611 178 kopya/5 pl

45 40,04471588 Tespit edilemeyecek kadar az
46 Tespit edilemeyecek kadar az Tespit edilemeyecek kadar az
47 Tespit edilemeyecek kadar az Tespit edilemeyecek kadar az
48 Tespit edilemeyecek kadar az Tespit edilemeyecek kadar az
49 Tespit edilemeyecek kadar az Tespit edilemeyecek kadar az
50 Tespit edilemeyecek kadar az Tespit edilemeyecek kadar az
51 Tespit edilemeyecek kadar az Tespit edilemeyecek kadar az
52 Tespit edilemeyecek kadar az Tespit edilemeyecek kadar az
53 Tespit edilemeyecek kadar az Tespit edilemeyecek kadar az
54 43,62965775 Tespit edilemeyecek kadar az
55 Tespit edilemeyecek kadar az Tespit edilemeyecek kadar az
56 Tespit edilemeyecek kadar az Tespit edilemeyecek kadar az
57 Tespit edilemeyecek kadar az Tespit edilemeyecek kadar az
58 Tespit edilemeyecek kadar az Tespit edilemeyecek kadar az
59 Tespit edilemeyecek kadar az Tespit edilemeyecek kadar az
60 22,79157066 10225 kopya/5 pl

61 Tespit edilemeyecek kadar az Tespit edilemeyecek kadar az
62 41,55773163 Tespit edilemeyecek kadar az
63 Tespit edilemeyecek kadar az Tespit edilemeyecek kadar az
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Sekil 4.11. C. jejuni pozitif kontrol, negatif kontrol ve 44-63 numarali 6rneklerin
cogalma egrisi.

Cizelge 4.12. C. jejuni pozitif kontrol ve 64-67 numarali 6rneklerin kritik esik (Cr)
degerleri ile kopya sayilar1 (RQ).

Ornekler | Crt (Kritik Esik) RQ (Géoreceli Sayn)

pkl 13,50596046 1000000 kopya/5 ul

pk2 16,85880089 98073 kopya/5 pul

pk3 20,46965981 8027 kopya/5 ul

pk4 23,48251343 994 kopya/5 pl

pkS 26,72303963 105 kopya/5 ul

64 Tespit edilemeyecek kadar az Tespit edilemeyecek kadar az
65 Tespit edilemeyecek kadar az Tespit edilemeyecek kadar az
66 Tespit edilemeyecek kadar az Tespit edilemeyecek kadar az
67 35,9925499 Tespit edilemeyecek kadar az
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Sekil 4.12. C. jejuni pozitif kontrol, negatif kontrol ve 64-67 numarali orneklerin
cogalma egrisi.

4.5. Multiplex qPCR ve C. jejuni PCR Sonu¢larmin karsilastirilmasi

Mericon Campylobacter Triple Kit (Qiagen, Almanya) ile pozitif tespit edilen 32
ornek bolgesel olarak incelendiginde; 1. Ilce Merkezi 8, 6. Ilge Merkezi 7, 2. Ilge
Merkezi 5, 3. Ilge Merkezi 4, 8. flce Merkezi 2, 4. flge Merkezi 2, 7. flge Merkezi 2, 9.
Ilce Merkezi 1 ve 5. Ilce Merkezi 1 olacak sekilde dagilmaktadir (Cizelge 4.14.). C.
jejuni Standart Kit (Genesig, ABD) ile pozitif tespit edilen 8 6rnek bolgesel olarak
incelendiginde; 1. Iice Merkezi 3, 6. Tlge Merkezi 1, 2. ilge Merkezi 1, 3. Ilce Merkezi
1, 8. Ilge Merkezi 1 ve 5. Ilge Merkezi 1 olacak sekilde dagilmaktadir. ki kitin pozitif
ornek sayisinin aylara gore dagilumi ise Cizelge 4.13°teki gibidir. Yapilan bir¢ok
calismada Campylobacter enfeksiyonlarinin % 85-90 gibi bir oranda C. jejuni sebep
oldugundan iki kit sonuglarmin benzer olmasi1 beklenirdi. Ancak Mericon
Campylobacter Triple Kit bir reaksiyonda en az 10 DNA kopyasini tespit edebilirken C.
Jjejuni Standart Kit bir reaksiyonda en az 100 DNA kopyasini tespit edebilir.
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Cizelge 4.13. Iki kitin pozitif drnek sayisinin aylara gore dagilimi.

Ay Mericoz; S;;::l;gilt()baaer C. jejuni Standart Kit
Ocak 2 0
Subat 6 !
Mart 0 0
Nisan 0 0
Mayis 3 2
Haziran 4 0
Temmuz 6 2
Agustos 2 0
Eyliil 6 2
Ekim 2 :
Kasim 0 0

Aralik 1 0
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Cizelge 4.14. Multiplex qPCR ve C. jejuni PCR Sonuglari.

Mericon Triple

RQ (Goreceli Say1)Genesig C.

Ay | Swa | Bolge (Tice) Kit Sonug jejuni Kiti

1 8. 1lge Negatif Tespit Edilemeyecek Kadar Az
2 8. Ilge Pozitif Tespit Edilemeyecek Kadar Az

Ocak |3 1. lge Negatif Tespit Edilemeyecek Kadar Az
4 8. Ilge Negatif Tespit Edilemeyecek Kadar Az
5 1. lge Pozitif Tespit Edilemeyecek Kadar Az
6 9. ilge Pozitif Tespit Edilemeyecek Kadar Az
7 2. 1lge Pozitif Tespit Edilemeyecek Kadar Az
8 2. 1lge Negatif Tespit Edilemeyecek Kadar Az
9 7. 1lge Pozitif Tespit Edilemeyecek Kadar Az

REDat 10 7. 1lge Pozitif Tespit Edilemeyecek Kadar Az
11 8. Ilge Pozitif 725 kopya/5 ul
12 1. Ilge Negatif Tespit Edilemeyecek Kadar Az
13 1. Ilge Pozitif Tespit Edilemeyecek Kadar Az
14 7. 1lge Negatif Tespit Edilemeyecek Kadar Az

Mart 15 0. ilge Negatif Tespit Edilemeyecek Kadar Az
16 9. Ilge Negatif Tespit Edilemeyecek Kadar Az
17 9. ilge Negatif Tespit Edilemeyecek Kadar Az
18 2. 1lge Negatif Tespit Edilemeyecek Kadar Az

Nisan 19 4. ilg:e Negatif Tespit Edilemeyecek Kadar Az
20 1. Ilge Negatif Tespit Edilemeyecek Kadar Az
21 6. Ilge Negatif Tespit Edilemeyecek Kadar Az
22 1. 1lge Negatif lkopya/5 pl
23 1. lge Pozitif 1kopya/5 pl

Mayis |24 1. lge Pozitif Tespit edilemeyecek kadar az
25 1. lge Pozitif Tespit edilemeyecek kadar az
26 9. 1lge Negatif Tespit edilemeyecek kadar az
27 4. Tlge Pozitif Tespit edilemeyecek kadar az
28 4. Tlge Pozitif Tespit edilemeyecek kadar az

] 29  |2.1lce Pozitif Tespit edilemeyecek kadar az

Haziran - ; T
30 2. llge Negatif Tespit edilemeyecek kadar az
31 4. 1lge Negatif Tespit edilemeyecek kadar az
32 3. Ilge Pozitif Tespit edilemeyecek kadar az
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Cizelge 4.14. Multiplex qPCR ve C. jejuni PCR Sonuglar1 (devami).

33 1. lge Negatif Tespit edilemeyecek kadar az
34 |5.1lge Pozitif 18636 kopya/5 ul
35 |4 1lce Pozitif Tespit edilemeyecek kadar az
Temmuz |36 4. 1lge Pozitif Tespit edilemeyecek kadar az
37 |4.1lge Pozitif 19 kopya/5 pl
38 4. 1lge Pozitif Tespit edilemeyecek kadar az
39 4. 1lge Pozitif Tespit edilemeyecek kadar az
40 1. 1lge Negatif Tespit edilemeyecek kadar az
Agustos |41 1. lge Pozitif Tespit edilemeyecek kadar az
42 2. 1lge Pozitif Tespit edilemeyecek kadar az
43 |3.1Ilce Pozitif 200 kopya/5 ul
44 1. lge Pozitif 178 kopya/5 ul
45 2. 1lge Negatif Tespit edilemeyecek kadar az
46 1. lge Negatif Tespit edilemeyecek kadar az
47 | 1.1lge Pozitif Tespit edilemeyecek kadar az
48 1. lge Negatif Tespit edilemeyecek kadar az
. 49 1. Ilge Negatif Tespit edilemeyecek kadar az
Eylal 50 1. 1lge Negatif Tespit edilemeyecek kadar az
51 1. 1lge Negatif Tespit edilemeyecek kadar az
52 4. 1lge Pozitif Tespit edilemeyecek kadar az
53 3. 1lge Pozitif Tespit edilemeyecek kadar az
54 3. 1lge Pozitif Tespit edilemeyecek kadar az
55 3. 1lce Negatif Tespit edilemeyecek kadar az
56 8. Tlge Negatif Tespit edilemeyecek kadar az
57 1. lge Negatif Tespit edilemeyecek kadar az
58 4. Tlge Pozitif Tespit edilemeyecek kadar az
Ekim 59 3. Ilge Negatif Tespit edilemeyecek kadar az
60 |2 1lce Pozitif 10225 kopya/5 ul
61 1. lge Negatif Tespit edilemeyecek kadar az
Kasmm 62 4. ilge Negatif Tespit edilemeyecek kadar az
63 1. Ilge Negatif Tespit edilemeyecek kadar az
64 3. 1lge Negatif Tespit edilemeyecek kadar az
Aralik 65 0. il(;e Negatif Tespit edilemeyecek kadar az
66 4. Ilge Negatif Tespit edilemeyecek kadar az
67 2. 1lge Pozitif Tespit edilemeyecek kadar az
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BOLUM 5

TARTISMA

Glivenli igme suyu, mikrobiyal su kalitesinin degerlendirilmesi, tiiketicileri
bakteri, viriis ve protozoa gibi patojenlerin neden oldugu su kaynakli hastaliklardan
korumak icin gereklidir (Masaaki K, 2014; Pitkdnen, 2010). Kiiresel olarak, i¢me
suyunun fekal kontaminasyonu ve bunu takiben su kaynakli gastrointestinal enfeksiyon
salginlart 6nemli bir halk sagligi sorunudur (Pitkdnen, 2010). Tim diinyada gida
kaynakli enfeksiyonlarin yani sira kirlenmis igme suyu tiiketimi Campylobacter igin
onemli bir bulasma yolu olusturur ve cesitli {ilkelerde ¢ok sayida su kokenli salgina
neden olabilecegini gosteren birgok ¢alisma vardir (Pitkdnen, 2010; Tissier vd., 2012;
Van Dyke vd., 2010; World Health Organization, 2017). Kirli igme suyu bazi
kampylobakteriyoz sporadik salginlarinda da rol oynamistir. Agirlikli olarak salginlarin,
aritilmamis veya kontamine su tiiketiminin bir sonucu oldugu goriilmiistiir (St-Pierre
vd., 2009a). Su kaynakli gastroenterit salginlar1 gelismis iilkelerde goriilmeye devam
etmektedir. Yeni Zelanda'nin Giiney Adasi'ndaki kirsal bir kasaba olan Daradd’da, 16
Agustos 2012'de  Escherichia colimin identifikasyonunun ihlali sonrasinda
kampilobakteriyoz salgini yasadi. Tanimlayici bir salgin sorusturmasi yapildi. Sonug
olarak, 29 olguda laboratuvar onayli kampilobakteriyoz tanisi vardi ve 138 olguda olas1
vakalar saptand: (Bartholomew vd., 2014). Ingiltere ve Galler'de 6zel su kaynaklarinin
cogunlugu pinarlar, sondaj kuyular1 ve kuyulardir ve 1992-2003 yillar1 arasinda yapilan
bir inceleme, 6zel su kaynaklarin1 insan kampilobakteriyoz salginlarinin kaynagi olarak
tanimlamistir (Said vd., 2003). Yagmur suyu tanklar1 kampilobakteriyoz salginlarinda
kontaminasyon kaynagi olarak tanimlanmistir (Daoud vd., 2011). Avustralya'da yapilan

bir ¢alismada, igme suyu icin kullamilan 27 yagmur suyu tankindan 12’sinin
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Campylobacter spp. kontaminasyonunda baglica kaynagmin kus fegesi oldugu

bildirilmistir (Ahmed vd., 2008).

Gida kaynakli enfeksiyonlardan farkli olarak igme suyu yoluyla bulasan
mikroorganizmalar ayn1 anda binlerce insan1 etkileyebilmektedir. Su ortami
Campylobacter’lerin dogal yasam ortami degildir. Insanlardan ve sicakkanli hayvan
atiklarindan suya karistiklarinda buradaki besin kithgi, 1s1, pH, serbest oksijen,
ultraviyole 1sinlar vb. olumsuz faktorlerle kisa siirede 6lmekte ya da yasayabilir fakat
kiiltiire edilemez forma doniismektedir. Bundan dolay1 geleneksel yontemlerle klinik
orneklere kiyasla tespit edilmeleri olduk¢a zorlasmakta ya da imkansiz hale gelmektedir
(Van Dyke vd., 2010; Yang vd., 2003). Diinya Saglik Orgiiti (WHO), énemli su
kaynakli bakteriyel, viral ve protozoon patojenlerini listelemis ve igme suyunun kabul

edilebilirligi i¢in kriterler saglamigtir (World Health Organization, 2017).

Calismamizda, Edirne ili merkezinde ve ¢evresindeki ilge ve kdylerde igme suyu
olarak kullanilan sularda, C. jejuni, C. coli ve C lari tiirlerini tespit etme ihtimalini
artirmak amaciyla E. coli indikatoriiniin aragtirilmasi yapilmistir. Campylobacter cinsi
bakteriler suda dogal olarak bulunmayip insan ve hayvan digkisindan karistigi igin
calismalarda mikrobiyal kirliligi gosteren bu indikator bakteriye ihtiya¢ duyulmustur
(Paruch vd., 2020; World Health Organization, 2017). Suda kesin bir digk1 kirliliginin
gostergesi olan E. coli’nin varliginin saptanmasi, C. jejuni, C. coli ve C. lari tiirlerinin
tespit etme ihtimalini artirmaktadir (Paruch vd., 2020). Bagka bir ¢calismada da E. coli
gibi su kalitesi parametreleri Campylobacter seviyeleri ile yliksek diizeyde korelasyon
gostermemekle birlikte, daha soguk su sicakliklarinda daha yiliksek patojen
konsantrasyonlar1 gozlendigini ortaya koymustur (Van Dyke vd., 2010). Suda E.
coli'nin hayatta kalmasinin, sucul ortamlarda tiremeyen C. jejuni gibi enterik bakteriyel
patojenlerin varlig1 ile korelasyon gosterdigi bildirilmistir. Calismalar, koliform
bakterilerin igme suyundan uzaklastirilmasi i¢in tasarlanan dezenfeksiyon islemlerinin
Campylobacter spp.'yi ortadan kaldirmak igin yeterli oldugunu bulmustur. Ornegin,
Blaser ve ark. cesitli sicaklik ve pH kosullar1 altinda, C. jejuni'nin klor ve
monokloramin dezenfeksiyonuna E. coli'den daha duyarli oldugunu gostermistir (St-

Pierre vd., 2009b).
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Calismamizda Edirne merkezi ve ilgeleri de dahil olmak {izere biitiin bolgelerden
E. coli’nin tespiti ve saymmi yapilmustir. Y1l i¢inde tespiti ve sayimi yapilan E. coli
iceren numune sayist en az Kasim ayinda (2) ve en fazla da Eyliil ayinda (15)
goriilmiistiir. Diger aylarda tespit edilen E. coli igeren numune sayisinda aylara ve
mevsimlere gore anlamli bir degisimin olmadigi gorilmistiir. Bir c¢alismada,
kampilobakteriyozun, net ama agiklanamayan bir mevsimsellik gosterdigini ve insan
vakalarinda  gozlenen yaz  aylarindaki  artisin,  Campylobacter  kaynak
kontaminasyonundaki bir artisin sonucu olmaktan ziyade, daha sik riskli maruziyetler
nedeniyle olabilecegi bildirilmistir (David vd., 2017). Bir baska c¢alismada ise giiglii
mevsimsel degisimin hiikiim silirdiigii tropikal iklimde, kuru ve sicak mevsimler,
kontaminasyon ve bulasin yillik riskin {izerinde olabilecegini, ayrica, su dagitim
sisteminin onemli bir risk faktorii oldugunu ve suyun kirlenme derecesinin genellikle

mevsimsel degisikliklerden etkilendigini bildirmistir (Etchie vd., 2014).

Calismamizda, E. coli tespit edilen 6rneklerden sadece 34 nolu 6rnekte 0,3 ppm
serbest klor tespit edilmis olup diger orneklerin tamaminda 0 ppm’dir. 0,3 ppm serbest
klora ragmen suda E. coli tespit edilmesi burada yeni bir digki bulasinin oldugunu
diistindiirmektedir. Ayrica E. coli tespit edilen numunelerin tamami yer alti suyu olup
herhangi bir aritma isleminden gecirilmemistir. Igme suyu giivenligi, fecesin suya
erisiminin Onlenmesi ve su aritma ile dezenfeksiyon islemlerine dayanmaktadir.
Salginlarin ¢ogu, minimum su aritimi kullanan nispeten kii¢lik yeralti suyu soyutlama
tesislerinde gergeklesir ve kontaminasyon kaynagi genellikle belirsizdir (Pitkénen,
2010). Baska bir calisma, igme suyunun kirlenmesine bagli salginlarin, gosterge
organizmalarinin  varligima veya yokluguna bakilmaksizin meydana geldigini

gostermistir (Ahmed vd., 2009; Masaaki K, 2014).

Campylobacter tiirlerinin patojen olup olmadigmin tespiti, igme ve kullanma
suyu bakimindan onemlidir. Campylobacter tirleri genellikle fenotipik testlerle
tanimlanmakta, ancak biyokimyasal aktivitelerinin zayif olmasindan dolay1 tiir
diizeyinde dogru tanimlama i¢in fenotipik testler her zaman yeterli olmamakta ve
molekiiler analize ihtiya¢ duyulmaktadir (Kayman 2012; Oyarzabal, 2013). Canl1 fakat
kiiltiirlenemeyen hiicrelerin olusumu ve kiltiir yonteminin diisiik geri kazanimi
nedeniyle kantitatif PCR kullanilarak daha yiliksek prevalans oranlar1 bulunmasi

muhtemeldir (Van Dyke vd., 2010). Bir¢ok calismada, qPCR testi, C. jejuni'nin
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kantitatif tespiti i¢in spesifik, hassas ve hizli bir yontem oldugundan yaygin olarak
benimsenmistir (Paruch vd., 2020; Yang vd., 2003). Multipleks qPCR, C. jejuni ve C.
coli’nin tespitinde giivenilirdir. Ayrica tespiti takip eden validasyon caligsmalari i¢in
multipleks qPCR, farkli 6rnekler i¢in uygulanabilir, hizli ve alternatif bir metodolojidir
(Isabel, 2019; Lopez-Roldan vd., 2013; Toplak vd., 2012). Multipleks gPCR monopleks
PCR’a gore avantajlidir, birden farkli DNA hedefini tek bir reaksiyonda
cogaltabilmektedir (Toplak vd., 2012).

Multipleks PCR testi, insanlarda gastroenterit ve/veya septisemi ile yaygin
olarak iliskili Campylobacter’lerin tanimlanmasi i¢in hizli, basit ve pratik bir aragtir ve
geleneksel biyokimyasal testlere etkili bir alternatif sunar (Yamazaki-Matsune vd.,
2007). Farkli Campylobacter tiirleri, ozellikle C. jejuni, C. coli ve C. lari ve diger
enterik patojenleri ayirt etmek i¢in c¢esitli caligmalar yapilmistir. Dolayisiyla, yeni
gercek zamanli multipleks PCR kisa silirede gilivenilir sonuglarin sagladigini ve
enteropatojenik bakterilerin teshisinde zaman 6nemli oldugunda ek bir teshis araci

olarak yararli olabildigini gostermistir (Frasao vd., 2017; Wiemer vd., 2011).

Fenotipik yontemlere gore daha basarili sonuglar alinan molekiiler yontemlerle
tespitte ge¢miste yapilan calismalarda bazi sorunlarla karsilasilmistir. Campylobacter
tiirleri siklikla dogal su ortamlarindan ve kanalizasyondan izole edilmelerine ragmen bu
organizmalari kontamine i¢gme suyundan izole edilmeleri zor oldugundan, su
yogunlagtirma tekniklerinin ve molekiiler yontemlerin kullanimina daha fazla vurgu
yapilmistir (Oyarzabal, 2013). Calismamizda, bu sorunlarla karsilasmamak igin
sulardan DNA izolasyonunda standardize edilmis hazir ticari kit kullanilmigtir. DNA
izolasyon asamasinin ilk basamaginda, su 6rneklerinden bakterinin yogunlastiriimasi
icin 0.20 um porlart olan seliilloz nitrat membran filtre kullanilmistir. Bir ¢aligmada
etanol i¢inde korunan veya bir -20°C dondurucuda saklanip seliiloz nitrat filtre kagidi
kullanilarak yapilan stizme isleminde, DNA geri kazaniminin maliyeti ve verimliligi
acisindan diger kombinasyonlardan daha iyi performans gosterdigini tespit etmistir
(Hinlo vd., 2017). Bu nedenle ¢alismamizda Campylobacter spp. yogunlastirilmasinda

filtrasyon yontemi kullanilmigtir.

Calismamizda, termofilik Campylobacter’lerin tespiti i¢in iki farkli ticari kit

kullanilarak qPCR ¢alismast yapilmustir. ilk olarak Mericon Campylobacter Triple Kit
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ile 3 tiir termofilik Campylobacter’in (C. jejuni, C. coli ve C. lari) multipleks qPCR ile
tespit ¢alismast yapilmistir. Ancak bu kit ile pozitif tespit edilen Orneklerde ii¢ tir
arasinda ayirim yapilmadigindan pozitif sonuglarin {i¢ tlirden hangisine ya da
hangilerine ait oldugu saptanmamustir. Calismamizda patojen oldugu bilinen C.
Jejuni’nin tespiti i¢in kit C. jejuni Standart Kit kullanilarak insan sagligini tehdit eden

bu tiirlin saptanmasi1 hedeflenmistir.

Yaptigimiz calismada, E. coli tespit edilen 67 ornekten 32’sinde Mericon
Campylobacter Triple Kit ile bu bakteri i¢in pozitif sonug¢lanmistir. Campylobacter
pozitif tespit edilen 32 numunenin tamaminin kirsal bdlgeden alinan numunelerden
olmasi, bu bolgelerdeki igme ve kullanma suyunda hem indikator bakterilerin hem de
spesifik patojenlerin bulunabilecegini gostermektedir. Yeralti sularinin higbir islemden
gecirilmeden su depolarina ve dezenfeksiyon islemi yapilmadan sebekeye verilmesi
sonucunda digki  kirliginin oldugu durumlarda suda diger patojenler de
bulunabilmektedir. Ozellikle kanalizasyon ve hayvan fegesi ile kirlenmis sularda insan
saglhigint korumak amaciyla spesifik patojenler icin ileri analizler gerekebilir (Hellein
vd., 2011). Hayvan ve insan atiklarina ek olarak, su kuslarinin Campylobacter'in

cevreye yaylliminda dnemli bir katkis1 olabilir (Van Dyke vd., 2010).

C. jejuni Standart Kit ile yaptigimiz ¢alismada E. coli tespit edilen 67 6rnekten,
Mericon Campylobacter Triple Kitin tespit ettigi 32 pozitif drnege karsilik sadece
8’inde C. jejuni tespit etmemiz bekledigimiz bir durum degildir. Ustelik C. jejuni
Standart Kit, kantitatif bir kit oldugundan ¢ikan sonuglarin DNA kopya sayilar1 da
hesaplanmistir. Ancak kitin tespit limiti en az 100 kopya oldugundan {i¢ su 6rnegi tespit
limitinin altinda kalmaktadir. Bundan dolay1 C. jejuni Standart Kit ile pozitif 6rnek
sayisini bes olarak degerlendirmekteyiz. Ge¢miste yapilan calismalarin genelinde
enfeksiyona biiylik oranda C. jejuni’nin sebep oldugu belirtilmektedir (Nyati & Nyati,
2013). Bu bakimdan elde ettigimiz sonuglar ge¢miste yapilan ¢alismalarla
celismektedir. Bu c¢eliskinin birka¢ olasi sebebinin olabilecegini diisiinmekteyiz.
Birincisi, kullanilan iki kitin DNA kopya tespit limitleri farklidir. C. jejuni Standart
Kitin tespit limiti 100 kopya iken Mericon Campylobacter Triple Kitin tespit limiti 10
kopyadir. Ote yandan izole edilen Campylobacter’lerin yaklasik olarak % 27- 50sini C.
Jjejuni ve C. coli disindaki tiirlerin olusturdugunu bildiren ¢alismalar da vardir (Bullman

vd., 2011; Lastovica, 2006). Ikinci sebep, Campylobacter cinsi bakterilerin
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identifikasyonunda farkli primerlerin, farkli miktarda reaksiyon karisimlarinin ve
amplifikasyon programlarinin yer aldigi ¢esitli PCR yontemleri kullanilmaktadir. Farkli
PCR yontemlerinin performanst hem PCR yontemi ile iliskili fizikokimyasal etkenlere
hem de bakteri ile iliskili biyolojik etkenlere (genetik ¢esitlilik gibi) bagli olarak
degiskenlik gostermektedir. C. jejuni’nin identifikasyonu igin alti, C. coli’nin
identifikasyonu i¢in dort, C. jejuni ve C. coli’nin multipleks temelli identifikasyonu i¢in
bir yontem olmak tizere toplam 11 farkli PCR ydnteminin karsilagtirildig: bir ¢alismada,
C. jejuni tanisinda hig¢ bir yontemin % 100 dogru olmadig: bildirilmis ve C. jejuni’nin
PCR ile identifikasyonunda farkli gen bolgelerini hedef alan primerlerin kullanildigi

birden fazla yontemin tercih edilmesi 6nerilmistir (On & Jordan, 2003).

Sonu¢ olarak calismamiz, i¢cme suyu kaynaklarinda ilk kez termofilik
Campylobacter’lerin Edirne’nin biitiin bolgelerinde bulunabilecegini gostermektedir.
Ulkemizde gidalarla ve klinik 6rneklerle yapilan birgok ¢alisma varken i¢gme suyu ile
yapilan calismaya rastlanmamistir. Calismamiz, igme suyu olarak kullanilan suyun
aritimi, depolanmasi ve dagitiminda meydana gelen aksakliklarin, diinyanin degisik
bolgerinde oldugu gibi arastirdigimiz bdlgede de olasi salginlara sebep olabilecegini
gostermektedir. Bu bakimdan Campylobacter enfeksiyonlarinin epidemiyolojisinin tam
olarak aydinlatilmast amaciyla daha genis arastirmaya ihtiyag vardir. Ayrica
calismamiz, indikator bakteri yoklugunda termofilik Campylobacter’lerin varliginin

arastirilmasi onerilmektedir.
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OZGECMIS

Ilk 8 yillik 6grenimini 1989 yilinda Bulgaristan’da tamamladim. 1993 yilinda
Kirklareli 60.Y1l Saglik Meslek Lisesi’'nden mezun oldum ve aym yil Kirklareli’de
Saglik Bakanligi’nin personeli olarak Saglik Memuru iinvaniyla goéreve basladim.
1995 yilinda T.U. Kurklareli Saghk Hizmetleri Meslek Yiiksekokulu Saglik
Teknikerligi (Saglik Memurlugu) Béliimiinden mezun oldum. 2002 yilinda T.U. Fen-
Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’nden mezun oldum. 2003 yilinda askerlik
gorevimi tamamladim. 2013 yilinda T.U. Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Endiistriyel
Mikrobiyoloji Béliimii'nde yiiksek lisansi tamamladim. Halen Edirne II Saghk
Miidiirliigii Halk Sagligi Laboratuvari’nda Biyolog iinvaniyla ¢alismaktayim. Evli ve

iki kiz babastyim.
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