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Yiiksek Lisans Tezi

Edirne ilindeki Cevresel Sularda Kirlilik indikatérii Mikroorganizmalarin ve Yeni Cikan Bakteriyel
Patojenlerin Molekiiler Yontemlerle Saptanmasi

T.U. Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dali

OZET

Insanm yasaminda gerekli olan su, cevresel ve antropojenik kaynakli kimyasal,
fiziksel ve mikrobiyal kirlilik riski tasimaktadir. Bu tez ¢alismasinin amaci Edirne Ili
kent merkezi ve yakinlarindaki bazi siis havuzlari, nehirler, dere ve Ergene Nehri
kiyisinda bulunan bir ¢eltik tarlasi olmak iizere toplam on istasyondan su 6rnegi alarak
mikrobiyal kirlilik indikatorii bakteriler ve bazi yeni/yeniden ortaya ¢ikan, son yillarda
onem kazanan patojenlerin varliginin ve kantitatif incelemelerinin, konvansiyonel
secici/ayirt edici besiyerlerine ekim yapilarak ve molekiiler yontemlerle arastirilmasidir.
Membran filtrasyonu ve 22°C ve 36 °C’de inkiibasyon yéntemiyle toplam koloni sayst,
koliformlar, Escherichia coli, fekal enterokoklar, siilfit indirgeyen anaerop
Clostridium’lar ve Aeromonas cinsi bakterilerin izolasyonu ve sayimi yapildi. Gergek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (real time PCR) (Q-PCR) yontemiyle Escherichia
coli’nin bes patojenik tipi (EHEC, ETEC, EPEC, EIEC ve EAEC), Enterococcus
faecalis, Clostridium perfringens, Legionella pneumophila ve Leptospira interrogans
bakterilerinin varlig1 arastirildi.

Sonuglara gore, nehirler, dere ve celtik tarlasindaki mikrobiyal kirlilik
diizeylerinin siis havuzlarina gore daha yiiksek oldugu goriildii. Q-PCR yontemiyle
Leptospira interrogans ve Escherichia coli’nin patojenik tiplerinden EIEC
inceledigimiz su orneklerinde tespit edilmedi, ancak, bazi numunelerde bu bakterinin
diger patojenik tipleri ve ayrica E.faecalis, C.perfringens, L.pneumophila patojenleri
saptandi. Calisma, klasik kirlilik indikatorii olan koliform bakteriler kadar C.perfringens
bakterisinin de su numunelerinde fekal kirliligi etkin olarak gdsterdigini ve patojen
bakterilerin varligiyla fekal kirlilik indikatorii bakterilerin konvansiyonel ve molekiiler
yontemlerle saptanmasi arasinda pozitif korelasyon bulundugunu kanitlamigtir.
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Sayfa Sayis1 190
Anahtar Kelimeler : Edirne, ¢evresel sular, indikator, patojen, bakteri, molekiiler yontemler,

konvansiyonel yontemler
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Detection of Pollution Indicator Microorganisms and Emerging Bacterial Pathogens by Using Molecular
Methods in Environmental Water Samples from Edirne Region
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ABSTRACT

Water which is essential for human life carries the risk of chemical, physical and
microbial pollution coming from environmental and anthropogenic sources. The aim of
this dissertation is investigating the presence and quantification of microbial pollution
indicator bacteria and some newly emerging or re-emerging pathogens which are
recently gaining importance by inoculating into conventional selective/differential
media and by using molecular methods for the water samples collected from a total of
10 stations including decorational fountains, rivers, a creek and a rice field located near
the Ergene river in Edirne and surroundings. Investigation of the total colony counts of
coliform bacteria, E.coli fecal enterococci, sulfate reducing anaerobic Clostridia and
bacteria of the Aeromonas sp. were done by using membrane filtration and incubation at
22°C ve 36 °C. Presence of five pathogenic types of E.coli (EHEC, ETEC, EPEC, EIEC
and EAEC), Enterococcus faecalis, Clostridium perfringens, Legionella pneumophila
and Leptospira interrogans bacteria were investigated by using real time PCR (RT-
PCR) (Q-PCR) methods.

According to the results, the microbial pollution levels in rivers , creek and rice
field were higher than the levels of the decorational fountains. Leptospira interrogans
and EIEC, one of the pathogenic types of Escherichia coli was not detected in any of
the water samples that we tested by the RT-PCR method, however, other pathogenic
types of this bacterium and also E.faecalis, C.perfringens, L.pneumophila pathogens
were found in some of these samples. This study has been proven that the detection of
C.perfringens in water samples demonstrated the presence of fecal pollution as efficient
as the detection of coliform bacteria which are the classical fecal pollution indicators
and a positive correlation exists between the presence of pathogens and fecal pollution
levels detected by using classical and molecular methods.
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BOLUM 1

GIRIS VE AMAC

En hayati ihtiyactmiz olan su, biitiin toplumsal faaliyetlerimizi yliriitmemiz
acisindan kritik bir dneme sahiptir [1]. Ayrica insan sagligi agisindan en dnemli gevresel
etkenlerden birisidir. Ote yandan su, yasam ortaminin olusmasinda temel dgelerden biri
oldugu gibi ayn1 zamanda kendisi bir yasam ortamidir [2]. Yasam i¢in olmazsa olmaz
on kosullardan biri olmasi nedeniyle, suyun yasam ortaminda bulunmasi ve kalitesi son
derece onemlidir [3].

Insanlar, yasamsal ve ekonomik gereksinimleri i¢in suyu hidrolojik ¢evrimden
alirlar ve kullandiktan sonra tekrar ayn1 dongiiye iade ederler. Bu islemler sirasinda
suya karisan maddeler sularin fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerini degistirerek,
"su kirliligi" olarak adlandirilan olguyu ortaya ¢ikarirlar [4]. Su kirliligine neden olan
etmenler genel olarak evsel ve endistriyel kokenli atik sular seklinde
siiflandirilabilirse de, su kirlenmesi ¢ok daha karmasik bir karaktere sahiptir [4].

Iklim degisikligi, artan sehirlesme ve niifus artisi nedeniyle temiz su
kaynaklarinin azalmasi ve tiilkenmesi son yillarda uluslararasi alanda {izerinde giderek
daha fazla diisiiniilen ve tartisilan bir konu haline gelmistir. Diinyadaki su tiiketiminin
stirekli artmasi ve gelecekte de artmasinin beklenmesi konuyu 6nemli hale getirmektedir
[1].

Sularin mikrobiyolojik kirliligi kisa vadeli riskleri olusturmaktadir, yani
enfeksiyon ajanina bir defa bile maruz kalinmas: durumunda agir hastaliklar olusabilir
ve ciddi travmalara sebep olabilir [5]. Diinyada ve iilkemizde goriilen bulasici
hastaliklar arasinda suyla bulasan hastaliklar 6nemli bir yer tutmaktadir. Sularla bulagsan
hastaliklarla miicadelenin etkin olarak yiiriitiilebilmesi ve alinacak tedbirlerin

belirlenmesi i¢in bu hastaliklarin iyi bilinmesi 6nem arz eder [5].



Uluslararas1 seyahatlerin yayginlagsmasi, insanlarin demografik ve davranis
ozelliklerinin degismesi, ekolojik degisiklikler, halk sagligi ¢aligmalarinin yetersizligi
ve mikroorganizmalardaki yap1 ve davranis degisiklikleri, su ile bulasan enfeksiyonlarin
sikligini etkileyen faktorlerdir [6].

Gelecekte yasam siiresi giderek artan niifusun bagisiklik sistemi, niifusun artan
yas diizeyiyle azalacagindan mikrobiyolojik riskler ¢ok daha fazla 6nem kazanacaktir
[5]. Yiizey sular1 (dere, nehir, baraj, gol, golet, ¢esitli havuzlar) 6zellikle
kontaminasyona ¢ok agiktir. Tarimsal kullanim ve lagim-insan aktiviteleri kaynakli atik
su desarjinin artigi, sularin mikrobiyolojik kalitesinde 6nemli degisiklikler meydana
gelmektedir. Sularin mikrobiyolojik kirlenmesine neden olan bakteriler, viriisler ve
diger hastalik yapici canlilar, genellikle hastalikli veya portor (hastalik tasiyici) olan
hayvan ve insanlarin diskilarindan kaynaklanir. Bazi hayvanlarin idrarlarinin ve
kalintilarinin suya karigsmasiyla da zoonotik hastaliklar meydana gelebilir. Bulasici etki
ya bu atiklarla dogrudan temasla veya bu atiklarin karistigi sulardan dolayli olarak
gerceklesir. Digki kirlenmesinin yaninda sular, dogada bulunan (toprakta ve bitkilerde)
diger mikroorganizmalarla da kontamine olabilirler. Bu mikroorganizmalara patojen
g0zii ile bakilmaz ancak bazen firsat¢i enfeksiyonlara sebep olabilirler [7].

Su kaynaklarinin kirliligi sadece saglik agisindan degil ekolojik denge agisindan
da onem tagimaktadir. Endiistri atiklari, kanalizasyon sulari, tarim amagli giibreleme,
tagsmalar, seller ve diger kirletici etmenler ile meydana gelen su kirliligi ¢cevre sagliginin
bozulmasinda biiyiik rol oynamaktadir [8].

Bu ¢alismadan;

1- Edirne ili civarinda ve Edirne kent merkezinde se¢ilmis yilizeysel su
orneklerinden kirlilik indikatorii bakterileri ve bazi yeni/yeniden ortaya ¢ikan patojen
bakterileri molekiiler yontemlerle ¢alisarak tespit edilmesi,

2- Molekiiler yontemlerle c¢alisilan indikator bakterilerin -membran filtrasyon
yontemiyle de ¢alisilarak iki yontemin karsilastirilmast,

3- Membran filtrasyon yontemiyle sularin toplam mikrobiyal yiikii ile insanlarda
firsatg1 enfeksiyonlara ve hayvanlarda enfeksiyonlara sebep olan Aeromonas cinsinin
tespit edilmesi,

4- Membran filtrasyon yontemiyle klasik ve yeni indikator bakteriler ile yeni ¢ikan

bakteriyel patojenlerin sayilarindaki paralelliklerinin karsilastirilmast,



5- Sularin bakteriyolojik parametreler bakimindan kirlilik sinifinin belirlenmesi
amaglanmstir.

Edirne kent merkezindeki fiskiyeli su havuzlarindan daha 6nce buna benzer bir
calisma yapilmamistir. 2012 Yili Cevre ve Sehircilik i1 Miidiirliigii il Cevre Durum
Raporu’na gore Edirne ilindeki nehirlerden su ornekleri alinip fiziksel ve kimyasal
parametreler bakimindan analiz edilmis, ancak bakteriyolojik parametreler analiz
edilmemistir. Edirne ilindeki nehirlerin kimyasal parametrelere gore kirlilik siniflari
belirtilmis olmasina ragmen mikrobiyolojik parametrelere ¢alisiilmadigindan bu

nehirlerin mikrobiyolojik kalite sinifi belli degildir [9].



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1. Yiizeysel Sulardaki Mikrobiyolojik Kalite

Sular dogal yapilarinda az miktarda mikroorganizma igerirler. Ancak ekolojik
sistem igerisinde havadan, topraktan, hayvan-bitki artiklar1 ve organik atiklardan gelen
mikroorganizmalar sularin mikroorganizma igeriklerini zenginlestirmektedirler [10].

En kolay kontamine olan su grubu akarsulardir ve bunlarin sahip oldugu bakteri
florasini lice ayirmak miimkiin olmaktadir. Birinci grup, suyun dogal yapisinda bulunan
bakteriler (Spirillum, Vibrio, Pseudomonas, Achromobacter, Chromobacterium ve bazi
Micrococcus ve Sarsinia tiirleri), ikinci grup, toprak kokenli bakteriler (Bacillus,
Streptomyces, Aerobacter ve Enterobactericaea familyasinin saprofit cinsleri), ligiincii
grup, insan ve hayvanlarin barsak mikroflorasinda dogal olarak bulunan bakterilerdir
(Escherichia coli, Enterococcus fecalis, Enterococcus faecium, Clostridium welchii,
Salmonella spp., Vibrio cholera, Shigella spp. vb.) [10].

Birgok yerde akarsular kanalizasyon atiklari da dahil olmak tizere, organik
maddeler tarafindan asir1 derecede kirletilmektedirler. Sanayi kentlerinde de yine
akarsular organik ve inorganik maddelerle kirlenmektedir. Gol sularinda akarsulara gore
daha az bakteri bulunmaktadir. Gollerin ortalarindan alinan sular, kiyilara yakin
yerlerden alinan sulardan daha temizdir. Kisacasi, yiizeysel sularin kalitesi ¢cogunlukla
diisiiktiir, ¢linkli kirli ve mikroplu olmasi yaninda ¢ok defa askidaki kati maddeler
igermesi nedeniyle bulaniktir [3].

Sular kalitelerine gore yiiksek kaliteli, az kirlenmis, kirli ve ¢ok kirlenmis su

olmak iizere dort sinifta degerlendirilir [3].



Tablo 2.1. Sularin Kullanim Amaglarina, Kalitelerine ve Kaynaklarina Gore

Siniflandirilmasi [11].

Kullamim amacina gore

sular

Kalite derecesine gore sular

Kaynagina gore sular

Icme sular

Yiiksek Kkaliteli sular (I. Sinif)
Yalniz dezenfeksiyon ile
icme suyu olarak
Rekreasyonal amaglar
icin (yiizme gibi viicut temasi
gerektirenler)
Alabalik tiretimi
Hayvan iiretimi ve ciftlik
ihtiyaci

Yiizeysel sular (Dere, ¢ay,

nehir, gol, baraj vb.)

Rekreasyon sulari

Az Kirlenmis sular (II. Sinif)

fleri veya uygun bir
aritma ile igme suyu olarak

Rekreasyonel amaglar
igin

Balik iiretimi  (Alabalik
haric)

Sulama suyu olarak

I. Simf sular disinda

kalan diger kullanimlar i¢in

Yeralt1 sular1

Sifali 6zellikleri bulunan

Kirlenmis sular (ITI. Sinif)

sular Gida, tekstil gibi kaliteli
su gerektiren sanayiler harig,
uygun bir aritmadan sonra
sanayide kullanilabilir.

Sulama suyu Cok kirlenmis sular (V.

Sinif)

I, II. ve III. simf sular
disinda kalan, kalite olarak
diisiik kalitedeki sulardir.




Sularin  bakteriyolojik olarak kirlenmesi; yetersiz aritma veya organik
materyallerin suya karigmasi sonucu meydana gelmektedir. Bu organik materyallerin
parcalanmasi ise bakteriler ve mantarlar tarafindan gerceklestirilmektedir. Normalde
temiz sular bakterilerin uzun siire yasayabilecegi bir ortam degildir. Kirlenme sonucu
bakteriler i¢in uygun iireme ortamlari olusmaktadir. Kullanilan sularin kirli olmasi
direkt veya indirekt olarak halk saglig1 i¢in risk olusturmaktadir. Kirli sularla sulanan
sebze ve meyvelerin tliketimi, kontamine sularda avlanan baliklarin tiiketimi yada bu
sularda ylizme bir ¢ok patojen bakteri kaynakli enfeksiyon yada toksikasyonlara neden
olmaktadir. Su ile nakledilen hastaliklar i¢inde en sik goriilenler mikrobiyal ve paraziter
kokenli olanlardir [12].

Ulkemizde niifusun hizli artig1, sanayilesmenin biiyiimesi, tarimda giibre ve ilag
kullaniminin yayginlagsmasi ve ¢evre bilincinin yeterince yerlesememesi gibi nedenlerle
mevcut yiizey ve yer alt1 sularinmn kirliligi asir1 boyutlara ulastig1 saptanmistir. Oyle ki
bazi havzalarin yiizey sularinda 4. dereceden kirlenmis sular bulunmaktadir. Bunlardan,
Meri¢-Ergene, Marmara, Sakarya, Gediz, Kiiciik Menderes, Biiyiik Menderes, Burdur
ve Akarcay (Afyon) havzalarinda bulunan ¢ay, nehir ve gollerde asir1 kirlenmeler tespit

edilmistir [2].

2.2. Indikator ve Patojen Mikroorganizmalar

Bazi1 su kaynakli patojenlerin sulardan tespit edilmesi ve tanimlanmasinda
kullanilabilen metotlarin uygulanmasi ¢ok zordur. Bazilar i¢in ise bu metotlar mevcut
degildir. Bakteriyel patojenlerin tespiti i¢in ise metotlar mevcut olsa da, hassas besin
ihtiyaglar1 ve ¢evresel sartlara degisik sekildeki duyarliliklar1 bu bakterilerin de tespitini
giiclestirmektedir. Patojen bakterilerin arastirilmasinda yasanan bu gligliikler ve
uygulanabilen metotlarin zaman alic1 olmasi nedeniyle, suya bagl risklerin yonetimi ve
onleyici tedbirlerin alinmasinda patojen mikroorganizmalarin arastirilmast sorunlu bir
alandir. Analiz edilen sularin az miktarda olusu, bu mikroorganizmalarin sularda seyrek
olusu ve su Kkiitlelerindeki dagilimlarmmin homojen olmayis1 nedeniyle, bir analiz
sonucundan suyun toplam kiitlesi i¢in bir anlam ¢ikarmanin miimkiin olamamasi da
patojen bakterilerin arastirilmasinda diger Onemli zayif yanlar olarak karsimiza
cikmaktadir. Tiim bu sebeplerle, 20. yiizyilin basindan itibaren patojenleri suda aramak

yerine suda olmadiklarint gostermek i¢in dolayli yollarin kullanilmasina karar



verilmistir. 100 y1l 6nce bu alanda c¢alisan arastirmacilar, diskida her zaman bulunan ve
basit bakteriyolojik besi yerlerinde kolaylikla tespit edilen zararsiz organizmalarin
kullanimini, sudaki digki materyalinin varliginin gostergesi olarak onermislerdir. Bu
yolla, bu  gosterge  mikroorganizmalar  gastrointestinal ~ hastalilk  sebebi
mikroorganizmalarin potansiyel varliklarinin bir isareti olarak degerlendirilmistir [5].

Gosterge mikroorganizma kavrami uzun yillardir basarili  bir sekilde
kullanilmistir. Mikrobiyolojik su kalitesi i¢in, bazi durumlarda spesifik patojen
yogunluklarinin degerlendirmesini igeren mikrobiyolojik yontemler kullanilsa da pek
cok durumda fekal gosterge mikroorganizmalarinin analizleri yapilmaktadir [5]. Bugiin
en sik kullanilan fekal gosterge parametreleri; termotoleran koliform, E.coli ve fekal
(intestinal) enterokoklardir. Cesitli ¢evresel ve fiziksel faktorler, gosterge olarak fekal
bakterilerin kullanilmasina etki edebileceginden, su kalitesinin izlenmesindeki
etkinlikleri ile ilgili pek ¢ok soru/sorun bulunmaktadir. Bu sebeple tek gosterge veya
yaklasim, su sistemlerinin digki materyaliyle kontaminasyonu ile iligkili tim sorunlari
yansitmamaktadir [5].

E.coli kullanigli bir goésterge iken kullanimda bazi sinirlamalart da vardir.
Enterik viriis ve protozoalar dezenfektanlara E.coli’den daha direngli olduklarindan,
E.coli olmayisi enterik virlis ve protozoonlarin olmadiginin gosterilmesinde yeterli
degildir. Bu sebeple bakteriyofajlar ve/veya bakteri sporlari gibi daha direngli
mikroorganizmalarin hesaba katilmasi istenebilir. Bu parametreler, enterik viriisler ve
parazitler ile kontamine oldugu bilinen kaynak sularinin kullaniminda veya toplumda
viral ve parazitik hastaliklarin yiiksek seviyelerinde arastirilabilir [5].

Tatli sularin izlenmesinde intestinal enterokok ya da E.coli’den biri
kullanilabilir. Bu bakterilere ek olarak Clostridium perfringens’in de dahil oldugu
anaerob sporlu Clostridium cinsi bakteriler de kirlilik indikatorii olarak kullanilabilirler
[5, 8].

Bir mikroorganizmanin uygun bir fekal indikatér olarak anlamli sonuglar
verebilmesi i¢in belirli kriterlere sahip olmas1 gerekmektedir. Bunlar:

- Insan diskisinda yiiksek miktarda bulunmal:
- Kolayca ve basit metotlarla tespit edilmeli
- Suda ¢ogalmamali

- Suda uzun siire yasayabilmeli



- Aritma islemlerine olan duyarlilig1 su kaynakli patojenlere benzer olmali
- Insan diskisia 6zgii olmali
- Diski harici kaynaklarla suya bulagsmamali

- Patojenler kadar ¢evre kosullarina dayaniklilik gostermeli [8].

2.2.1. Toplam Koliform, Fekal (Termotoleran) Koliform ve Escherichia coli

Koliform grubu bakteriler Enterobacteriaceae ailesinin  bir grubudur.
Enterobacteriaceae ailesi, Gram negatif basiller i¢inde en biiylik ve heterojen ailedir.
Enterobacteriaceae ailesinde bulunan tiirler biyokimyasal 6zellikleri, antijenik yapilari
ve niikleik asit hibridizasyon ve DNA dizi analizlerine gore siiflandirilmaktadir. Her
gecen gilin bu biiylik aileye yeni iiyeler eklenebilmekte ya da genetik analizler sonucu
var olan tiirlerin isimleri degisebilmektedir [13, 14].

Bu bakterilerin genel ve ortak dzelliklerine bakacak olursak: Yaklasik 0.3-0.5
um en ve 1-6 pm boyunda, ¢ogu hareketli, bazisi hareketsiz, diiz Gram negatif, gomak
biciminde bakterilerdir. Endospor olusturmazlar. Fakiiltatif anaeropturlar. Genel
kullanim besiyerlerinde kolaylikla tirerler. Bazilar1 tek karbon kaynagi olarak glikozu
kullanirlar. Fermantatif metabolizmalar1 var olup glikozu parcalayarak asit ve bir ¢ogu
gaz olustururlar. Shigella dysenteriae O grup 1 ve Xenorhabdus nematophylus disindaki
Enterobacteriaceae bakterilerinin tiimii oksidaz negatif ve katalaz pozitiftir. Erwinia ve
Yersinia cinslerindeki bazi kokenler diginda tiimii nitratlari nitritlere indirgerler [15].

Koliform grubu bakteriler, Enterobacteriaceae ailesinin tiim &zelliklerinin
yaninda 36°C’de laktozlu segici besiyerinde 48 saat igerisinde laktozu fermente ederek
asit olusturan bakterilerdir [5]. Bu bakteri grubunda, Escherichia, Citrobacter,
Enterobacter, Klebsiella ve Serratia cinslerine ait tiirler bulunmaktadir [8].

Bir koliform grubu iiyesi olan E.coli, 1-1,5 pm eninde, 2-6 pm boyunda diiz,
uclar1 yuvarlak bakteriyolojik boyalarla iyi boyanan, hareketli, fakiiltatif anaerob Gram
negatif gubuklardir [14, 8]. Gelisme sicakliklar1 3-50°C (optimum 37-41°C) arasindadir.
Cogaldiklari pH ise 4 ve10 degerleri arasindadir [8].

Escherichia coli nadir mutantlar hari¢ ¢ok aktif bir betagalaktosidaz’a sahiptir.
Mannitol, indol, ve metil red testleri (+); adonitol, inositol, voges proskauer, sitrat,
ireaz, jelatin, KCN testleri (-); sakaroz, salisin ve dulsitol testleri degiskendir. Lisin
dekarboksilaz genellikle (-)’dir [8].



E. coli nutrient agar ve kanli agar, enterobakteriler igin bazi selektif ve
diferensiyel besi yerlerinde (Mac Conkey Agar, Eosine Methylene Blue Agar, vs.)
37°C’de 24 saatte gozle goriilebilir -S tipli koloniler meydana getirir. E. coli’nin bazi
suslart kanli agarda hemoliz olusturur. E. coli laktozu ayristirdigi i¢in Mac Conkey
Agar’da pembe renkli koloniler, Eosine Methylene Blue Agar’da ise metalik refle
goriiniimiinde koloniler olusturur. Nutrient Buyyon’da 24 saatte 37°C’de bulaniklik
yaparak tirer [8].

E. coli, kalinbarsak ve diskida en bol bulunan fakiiltatif anaeroptur. Barsak
florasinin bir iiyesi olmasinin yaninda toplum kaynakli ve hastane enfeksiyonlarina
sebep olan firsat¢1 bir patojendir [14]. E.coli'nin patojen suslari ile normalde barsakta
kommensal yasayan ve patojen olmayan suslarinin bircok ozellikleri ortaktir. Bu
nedenle diski florasinda bulunan E.coli suslari iginden virulan tipleri ayirt ederek barsak
enfeksiyonlarin tanisini koymak kolay degildir. EC2 Gastrointestinal hastaliklara alt1
farkl1 E.coli grubu neden olmaktadir [14].

Enteropatojenik E.coli (EPEC), tiim diinyada fakir ve gelismekte olan iilkelerde
ozellikle alt1 ayliktan kiigiik bebeklerde diyare etkenidir [14]. EPEC ge¢miste gelismis
tilkelerde kreslerdeki epidemilerle iligkili bulunmustur [13].

Enterotoksijenik E.coli (ETEC), gelismekte olan {ilkelerde, iki yasin altindaki
cocuklarda bakteriyel diyare etkenlerinden biridir. ETEC suslarmin yaygin oldugu
bolgelerde yasayan toplumun 6nemli bir kismi bagisikti. Ancak bu bolgelere digaridan
gelen eriskinlerde diyareye neden olur. Buna turist diyaresi ad1 verilir [14].

Enterohemorajik E.coli (EHEC) suslari verotoksin olusturan E. coli suslar1 yada
Shiga toksin olusturan E. coli suslar1 olarak da adlandirilir. Bu giine kadar 50’den fazla
EHEC serotipi tanimlanmis olmakla birlikte en sik neden olan serotip O157:H7’dir.
EHEC enfeksiyonlar1 sicak mevsimlerde ve bes yasin altindaki ¢ocuklarda sik goriiliir
[14].

Enteroinvaziv E.coli (EIEC), ¢ogunlukla sulu ishallere neden olur [14].

Enteroagregatif E.coli (EAEC) suslari diinyanin birgok yerinde ve her yasta
goriilebilmekle beraber, ¢ocuklarda ve endemik bolgelere seyahat edenlerde daha sik

gortliir [14].



Diffiiz-aderan E.coli (DAEC) enfeksiyonlari ile 1-5 yas arasindaki ¢ocuklardaki
sulu ishalin 6nemli oranda birlikteligi saptanmistir. Ancak DAEC i¢in patogenez ve
klinik tam olarak heniz agiklanamamaktadir [14].

Toplam koliform bakteri sayisi, su kalitesinin en gilivenilir gdstergesi olarak
kullanilir. Koliform bakteriler insan ve hayvan bagirsaginda bulunabilecegi gibi
cevresel ortamda da bulunabilir ve potansiyel fekal kirliligin gostergesi olabilirler. Fekal
koliformlar ve E.coli ise sadece insan ve hayvan bagirsaginda bulunur ve sulardaki
varliklar1 i¢in yapilan testler, insan ve hayvan orijinli digk1 kirliligin dogrulanmasi igin
gereklidir [5].

Fekal kirlenme ile daha yakin iliskide olan fekal koliformlar toplam
koliformlarin alt grubunu olusturur. Bu bakteriler, aerop ve fakiiltatif anaerop, gram
negatif, spor formu olmayan, 36°C’de 24-48 saatte laktozdan gaz ve asit iireten koko-
basil bakteriler olarak tanimlanan toplam koliformlarin tim o&zelliklerine sahip
olmasiin yaninda, 44°C’de iireyerek laktozdan gaz ve asit olusturur. Bu sebepten fekal
koliform yerine “termotoleran koliform” terimi daha dogrudur ve termotoleran koliform
tanimi1 taksonomik kriterlere dayanmaz. Termotoleran koliformlarda gelismis sicaklik
fenotipinin fizyolojik temeli, termotoleran uyum proteini olarak agiklanir. Termotoleran
koliformlar Klebsiella ve Escherichia cinsinin tiirlerini icerir. Baz1 Enterobacter ve
Citrobacter tiirleri de termotoleran koliform igin tanimlanan sartlarda ireyebilir. Fakat
E.coli hemen her zaman fekal kokenli olan Enterobacteriaceae ailesinin tek biyotipidir.
Bu sebeple, termotoleran koliform terimi kullanilacagi zaman fekal kirliligin gostergesi
olarak E.coli bunun yerini rahatlikla alabilir. Fekal koliform terimi pek ¢ok iilkede
tartisma konusudur ve drnegin Ingiltere’de, su mikrobiyolojisi terminolojisinde fekal
koliform bakterileri E.coli olarak degerlendirilmektedir [5].

Tiim bunlarin yaninda pek ¢ok calisma, uygun fekal gosterge olarak E.coli ve
termotoleran koliform grubun her ikisinin kullaniminda bazi sinirlamalarin oldugunu
gostermistir. Pek ¢ok termotoleran Klebsiella tiirleri agikga fekal kirlilik olmadiginda da
karbonhidrat seviyeleri yiiksek cevresel sartlardan izole edilmistir. Benzer sekilde,
termotoleran koliformlarin diger iyeleri de, E.coli dahil, igme suyu dagitim
sistemlerinde yeniden iiremeyle iliskili olarak temiz alanlarda tespit edilmistir. Tiim
bunlardan yola ¢ikarak, sularda bir gosterge olarak kullanilan bu mikroorganizmalarin

dezavantajlari; fekal kontaminasyon olmadan baska cevrelerden tespit edilmeleri ve
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fekal patojenler ile kiyaslandiklarinda su ¢evrelerinde diisiik yasam kapasitelerine sahip

olmalar seklinde 6zetlenebilir [5].

2.2.2. Fekal Enterokoklar

Enterokoklar, duvarlarinda D grubu antijen igermelerinden dolay1 eskiden D
grubu streptokoklar i¢inde siniflanan Gram pozitif koklardir. Yapilan DNA-DNA ve
DNA-rRNA hibridizasyon ¢alismalar1 sonucunda 1984 yilinda enterokoklar yeni bir
cins olarak siniflandirilmistir. Enterococcus cinsi i¢inde 33 tiir bulunmaktadir [5].

Enterokoklar, tekli, ikili veya kisa zincirler halinde bulunan Gram pozitif
koklardir. Fakiiltatif anaerop, katalaz negatiftir ve optimum 35°C’de iirer. Ancak
izolatlarin cogu 10-45°C’de iireyebilir. Kanli agarda hemolizsiz, alfa—hemoliz yada beta
hemoliz yapmis biiyiik beyaz koloniler olustururlar. PYR pozitiftir. % NaCl ve %40
safra tuzlar varliginda canliligini korur. Eskiilini hidrolize eder [14].

Siklikla kullanilan bir terim olan enterokok; 60°C’ye 30 dk dayanikli, 10-
45°C’de tireyen, pH 9.6’da ve %6.5 NaCl’de tireme kriterlerini saglayan Enterococcus
cinsi iiyeleri olarak tanimlanan tiim tiirleri igerir. En siklikla bulunan cevresel tiirler bu
kriterlere sahiptir ve bdylece pratikte fekal streptokok, enterokok, intestinal enterokok
ve Enterococcus grup terimi es anlamli olarak kullanilir [5].

Enterococcus tiirlerinin orant hayvan ve insan digkisinda ayni degildir. Her iki
cinsteki pek c¢ok tiir, enterokok terimi altinda toplanir. Kirli su ¢evrelerinde en baskin
tirler E.faecalis, E faecium ve E.durans’dir [5].

Enterokoklar hayvan ve insanlarin bagirsaginda bulunur ve suda iiremezler.
Klorlama ve g¢evresel sartlara E.coli’den daha direnglidirler ve daha uzun yasarlar.
E.coli 6liim hiz1 orani giines 1sinlart arttigi zaman hizla artarken, enterokoklarin 6lim
hiz1 oran1 giines 1511 yogunlugu ile ¢ok degismez. Ayrica E.coli ve enterokoklarin her
ikisi de klora duyarli olsa da enterokoklar E.coli’den biraz daha fazla direng gosterirler.
Tim bunlardan dolay1 enterokoklar ge¢mis kirliligin bir gostergesidir. Enterokoklar i¢in
yapilan calismalar, E.coli’nin yoklugunda yiiksek sayidaki koliform mevcudiyeti gibi
diger testlerden siipheye diisiilen sonuglarin yorumlanmasina da yardimci olur [5].

Intestinal enterokoklar, yaygin olarak dogal su ekosistemlerinde fekal kirliligin
kullanisl bir gostergesi olarak kabul edilir. Bu organizmalar, ylizme amagli kullanilan

tatlt su ve deniz sularindan kaynakli saglik sorunlariyla yakin bir iligki gosterir. Bunlar

11



koliform bakteriler gibi her yerde degil, her zaman sicakkanli hayvanlarin diskilarinda
bulunur. Bununla birlikte deniz sularinda 6liim hizlar1 koliformlarin sayilarindaki
diisiisten daha yavastir ve kalicilik 6zellikleri potansiyel su kaynakli patojenlerinkine
benzerdir. Toplam koliformlar i¢in tatli sularda Tgy (organizmalarin %90’inin Slmesi
icin gecen siire) 58 saat iken deniz sularinda yaklasik 2,2 saattir. Benzer bir davranisi
termotoleran koliformlar ve E.coli de géstermistir. Enterokoklar ile benzer bir ¢aligma
yiriitilmemistir. Ancak ¢esitli arastirmacilarin laboratuvar calismalar1 gdstermistir ki
enterokoklar da deniz sularinda tath sulardakinden c¢ok daha hizli Oliirler. Yine de

enterokok igin 6liim hiz1 farklilig1 E.coli’deki kadar biiyiik degildir [5].

2.2.3. Siilfit Indirgeyen Sporlu Anaerop Clostridiumlar

Clostridium tiirleri iri, anaerop, Gram pozitif hareketli ve sporlu ¢omaklardir.
Genellikle Gram ile boyandigi zaman negatif boyanir veya degisken boyama 6zelligi
gosterirler [13, 14].

Clostridium perfringens biiyiik, dikdortgen bigimli, hareketsiz bakteridir.
Uzunlugu 20 um kadar olabildigi gibi 2,5 um genisligine ulagabilir. Sporlar1 oval sekilli
ve santral yerlesimli olmasina karsilik, klinik 6rneklerden ve kiiltiirlerinden hazirlanan
preparatlarda nadiren goriiliir. Laboratuar sartlarinda hemoliz yaparak kolaylikla iirerler.
Bakteriler A-E olarak kodlanan bes tipe ayrilirlar. Bu ayirim salgiladiklar1 dort 6ldiiriicti
toksine gore yapilmaktadir. Bakteri insanda hastalik yapmadan kolonize oldugu gibi,
agir seyreden enfeksiyon hastaliklarina da neden olabilmektedir. C. perfringens, gazli
gangren, besin zehirlenmesi ve nekrotizan enterit gibi kendisine 6zgiil klinik tablolarin
yaninda bir¢ok organ ve dokuda enfeksiyon olusturur [14].

C.perfringens insan ve hayvanlarin barsak florasinda, toprak ve kontamine
sularda bulunur. Spor, ¢erve sartlarina uzun siire dayaniklidir. C.perfringens
enfeksiyonlar1 baglica baslica ii¢ klinik tablo ile karsimiza c¢ikar; yumusak doku
enfeksiyonlari, besin zehirlenmesi ve nekrotizan enterit. 11k iki tablo C.perfringens tip
A, nekrotizan enterit ise C.perfringens tip C tarafindan olusturulur [14].

Clostridium perfringens su analizlerinde 6nemli bir rol oynar. Vejetatif
hiicrelerle kiyaslandiginda 1siya direncgli spor formunda bulunabilmesi, bu
organizmalarin sulardan tespiti i¢in bir avantaj olarak kullanilir. C.perfringens en

onemli siilfit indirgeyen Clostridium cinsi bakteridir ve insan ve hayvan diskisinda
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dogal olarak bulunur. Clostridial sporlar sularda koliform bakterilerden, E.coli’den ve
enterokoklardan daha uzun yasar ve eski fekal kirliligin gostergesi olarak kullanilir.
Sporlar her zaman klorlamayla da inaktive olmaz [5].

Yiizey sular1 gibi ¢evresel sularda, genis bir dagilima sahip olan Clostridium
tirlerinin pek ¢ogu bulunabilir. Clostridium tiirlerinin pek ¢ogu 44°C’de iiremezken
C.perfringens tirer. Bu nedenle 44°C’de inkiibasyon, bazi numunelerde C.perfringens’in
izole edilmesi igin segiciligi artirabilir [5].

Tropikal sularda yapilan pek ¢ok epidemiyolojik calismada fekal gostergeler ve
saglik sonuglari arasinda giiglii baglantinin kurulamamasi, bu ¢esit yiizme sularinda su
kaynakli patojenlerin gostergesi olarak kullanilan E.coli veya fekal enterokoklarin
uygun Ozelliklere sahip olmamasi olarak degerlendirilmistir. Bu nedenle tropikal sularda
gosterge mikroorganizmalara alternatif olarak, siilfit indirgeyen Clostridia ve
C.perfringens sporlarinin arastirilmasi 6nerilmektedir [5].

C.perfringens sporlar1 biiylik dl¢iide fekal orijinlidir. Her zaman lagim sularinda
10*° ¢fu/100 ml bulunur ve cevresel sartlara oldukga dayaniklidir. Ilging bir not olarak,
domuz diskis1 insaninkine benzer sekilde 4.8x10° cfu/g C.perfringens icerirken, kopek
diskis1 9x108 cfu/g C.perfringens igerdigi belirtilmektedir [5].

C.perfringens sporlarmin genelde lagimdan etkilenmis sularda viriisler ve
protozoalar i¢in gosterge organizma olarak kullanilmasi uygundur ve dezenfektanlara

direngli patojenlerin gosterilmesinde avantaj saglarlar [5].

2.2.4. Legionella pneumophila

Legionella cinsi iginde 48’den fazla tiir ve 70°den fazla serogrup vardir.
Insanlarda hastalik yapan baslica tiir L.pneumophila’dir. L. micdadei ve bir-iki tiir daha
bazen pnomoniye yol agabilir. L.pneumophila serogrupl ve 6 insanlarda enfeksiyona
neden olan en 6nemli serotiplerdir [13, 14].

L.pneumophila, ilk kez 1976 yilinda Philadeldpia’da bir Amerikan ordu
toplantis1 sirasinda pndmomi salginina neden olan patojen olarak kesfedildi. Benzer
bakterilerin 1947°den itibaren solunum sistemi ile ilgili salginlar olusturduklar
retrospektif incelemelerle belirlenmistir. L.pneumophila, farkli olarak yiiksek demir ve

karmagik besinlere ihtiyaci olan ince, Gram negatif, zorunlu aerop basildir [13, 14].
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L.pneumophila bakterisi Lejyoner hastaligina neden olur ve normalde igme suyu
veya rekreasyonel sudan ziyade aerosoller ile yayilan énemli su kaynakl: bir patojendir
[14].

Legionella cinsindeki bakteriler Gram negatif c¢omaklar olup genellikle
pleomorfik bir goriiniime sahiptir. Dokuda kisa basiller halinde goriiliirken laboratuar
ortaminda iiretildigi zaman pleomorfik goriiliirler. Gram boyamasi esnasinda safranin
yerine bazik fuksin kullanilmasi 6nerilir. Giemez, Warthin-Starry glimiisleme boyalari
ile daha iyi boyanabilirler [14].

Zorunlu aerop olan bakteri nazlidir. Kullanilan besiyerine L-sistein ve demir
ilavesi gerekir. Bunlar eklenmeden klasik kanli agarda bakteriyi liretmek miimkiin
degildir. Demir ihtiyacin1 ¢esitli yontemlerle karsilayan bakteri bu kabiliyetini
kaybettigi zaman virulansim1 da kaybeder. Bakterileri ¢ogu hareketli ve katalaz
pozitiftir. Ureyi ve nitrati hidroliz edemezler [14].

Serolojik taramalar Legionella enfeksiyonlarinin = biiyiik  bir  kisminin
asemptomatik seyrettigini gostermektedir. Legionella baslica Pontiak atesi ve
Lejyonelloz olmak tizere iki farkli klinik tabloya sebep olur [14].

Pontiak atesi bakteri alindiktan 6-12 saat i¢inde baslayan ates, bas agrisi, kas
agrisi, halsizlik ve titreme ile giden gribe benzeyen bir klinik tablodur [14].

Lejyonelloz ise 2-10 giinliik bir kulugka doneminden sonra baslar. Ates, titreme,
kuru Okstiriik, bas agrisi, hipoksi, ishal ve biling degisikligi meydana gelir. Klinik
tablonun hizli seyretmesi 6nemli bir &zelligidir. Once akciger tutulur, daha sonra
karaciger bobrekler, mide barsak sistemi ve sinir sistemi gibi birden fazla organ ve
sistemin olaya karismasi ile tablo agirlasabilir. Yaslilarda ve hiicresel bagisiklik
yetmezligi olanlarda klinik tablo ¢ok daha agir seyreder. Bu gruplarda daha agir olmak
tizere Oliim oran1 % 10-15tir. Yashlik, sigara kullanimi, KOAH, steroid kullanimi,
ilaglar ile veya hastalik sonucu bagisiklik sisteminin baskilanmis olmasi seker hastaligi
enfeksiyonu kolaylastirir. Bu grup hastada pndmoni bulgular1 goriildiigiinde ayirici
tanida mutlaka lejyonelloz disiiniilmelidir [14].

Legionella tiirlerinin dogadaki yerlesim ortami sudur. Insana yapay su
sistemlerinden geger. Havalandirma sistemlerinin sogutma kuleleri, sicak su tanklari,
dus bagliklart ve musluklar, su tesisatinda yaygin sekilde bulunabilen biyofilm

katmanlari, hastanelerde solunum terapi ekipmanlari insandaki enfeksiyonun en c¢ok
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bilinen kaynagi olarak gozlenmislerdir. Legionella bakterisi suyun aerosolize olarak
havaya sacilmasi ile solunum yolundan veya dogrudan aspirasyon ile viicuda alinir [17].

Legionella tiirlerinin insandan insana bulastigi gosterilememistir. Bakterinin
ulagmasinda her zaman ¢evresel bir rezervuarin rolii oldugundan, Lejyoner hastaligi
cevresel enfeksiyon olarak da tanimlanir [17].

Legionella’larin sularda mavi-yesil algler ve suda serbest yasayan amiplerle
simbiyotik bir iliski i¢inde olduklari; bu canlilarin ortama saldiklari metabolizma
tirtinlerini karbon ve enerji kaynagi olarak kullandiklari, amiplerin i¢inde yasayip
cogalabildikleri, kimi zaman amip kistlerinin i¢inde paketlendikleri ve 1si,
dezenfektanlar gibi olumsuz ¢evre sartlarindan bu sayede korunabildikleri
bilinmektedir. Dogal sular, sehir sebeke suyu liretim tesislerinde ¢oktiirme filtrasyon-
dezenfeksiyon gibi tekniklerle islenirken, suyun tortu ve organizma igerigi biiyiik
oranda tutulur. Ancak c¢ok kiigiik miktarda da olsa bu islemlerden ozellikle parazit
kistleri iginde- kacabilen Legionella’lar bina su sistemlerine ulasirlar ve yerlesip
¢ogalma imkani bulurlar. Serbest yasayan Legionella canli ama kiiltiirii yapilamayan,
diisiik metabolik faaliyet gosteren bir formda olabilir. Bu sayede biyositlerin etkilerine
daha direngli hale gelir [14, 17].

Legionella’lar fekal kokenli olmadiklarindan, E.coli bu bakterinin varligini veya
yoklugunu ortaya koymak i¢in bir gosterge degildir [17].

Su orneklerinden bakterinin izolasyon oranlar1 her arastirmada degisiklikler
gosterir [18]. Legionella tiirlerinin sebep oldugu toplumdan kazanilmis pnémoni sikhigi,
Ingiltere’de %2, Almanya’da %S5, Fransa’da %10 olarak bildirilmistir [19]. Ulkemizde
toplum kaynakli lejyoner hastalifi daha c¢ok seyahat iliskili vakalar olarak ortaya
cikmaktadir ve yine lilkemizdeki veriler lejyoner hastaliginin tiim pndmoniler arasinda

% 5- 10 arasi siklikta olduguna isaret etmektedir [7, 20, 21].

2.2.5. Leptospira interrogans

Leptospiralarda gelencksel smiflama sistemi, patojenik tiir olan Leptospira
interrogans ile bagimsiz yasayan ve patojenik olmayan Leptospira biflexa ayrimini
yapmaya yonelik olarak biyokimyasal ve serolojik 6zgiilliige dayandirilmistir. Bu tiirler
daha sonra, L. interrogans’in 200°den fazla ve L biflexanin 60 serovarina ayrilir.

Serovarlar daha ileri olarak, L. interrogans ve L biflexa serogruplari olarak organize
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edilmislerdir. Serogruplar paylasilan antijen 6zellikleri temeline gore diizenlenmistir ve
bunlar oncelikle laboratuar kullanimi i¢indir [13].

Ikinci bir smiflandirma sistemi, geleneksel smiflamadaki iki tiir igerisinde
yiiksek derecede heterojenlik gdsteren DNA-DNA  hibritleme c¢aligmalarina
dayanmaktadir [13].

Leptospiralar, 5-15 um uzunlukta, siki sekilde helezonlagsmis, ince, biikiilebilir,
0.1-0.2 um genislikte spiralleri bulunan spiroketlerdir. Bir uglar1 siklikla kanca
olusturacak sekilde bazen de iki ucu kivrik olabilir. Aktif olarak hareketlidirler ve bu
durum en iyi karanlik alan mikroskobu kullanilarak gosterilebilir. Basit boyalarla
kolaylikla boyanmazlar, ancak giimiisleme ve Giemsa boyalari ile boyanabilirler [13,
14].

Besiyerlerinin, uzun zincirli yag asitleri, amonyum tuzlar1 ve vitamin igermesi
gereklidir. Leptospira gerekli enerjiyi uzun zincirli yag asitlerinin oksidasyonu yoluyla
temin eder. Azot kaynagi olarak amonyum tuzlarmi kullanir. Leptospira aerobik
sartlarda, 28-30°C’de, proteinden zengin yar1 kati besiyerlerinde en iyi lremeyi
gosterirler. Ayrica embriyolu yumurtanin koryoallontoik membraninda da iiretilebilirler
[14].

Leptospira ¢ok ince ve hareketli oldugu i¢in saglam mukoza ve hasarli deriden
iceri girebilirler. Kan yoluyla merkezi sinir sistemi dahil olmak iizere bir¢ok dokuya
yayilim gosterebilir. Bakteriler hizla ¢ogalarak kiigiik damar endotel hiicrelerinde hasara
yol acarlar. Menenjit, hepatit, bobrek fonksiyon bozuklugu ve kanamalara neden olurlar.
Hastaligin siddeti alinan bakterinin miktari, bakterinin virulans1 ve konak bagisiklik
sistemi ile yakindan ilgilidir [14].

Leptospira insanlarda leptospiroz hastaligina neden olur. Leptospira basta fareler
olmak iizere, s1g1r koyun keci, kopek kedi, geyik ve tavsan gibi bir¢ok hayvani enfekte
eder. Bir¢ok hayvan tiiriinde kronik bobrek tutulumu olup bunun sonucunda bol
miktarda Leptospira idrarla atilmaktadir. Insanlarda meydana gelen enfeksiyon
genellikle Leptospira ile kontamine yiyecek ve i¢eceklerin alinmasi ile olur [14].

Leptospira temelde bir hayvan enfeksiyonudur ve insanlarda leptospiroz
hastaligina neden olur. Leptospira basta fareler olmak tizere sigir, koyun, kegi, kopek,
kedi, geyik ve tavsan gibi bircok hayvani enfekte eder. Bir¢ok hayvan tiirlinde kronik

bobrek tutulumu olup bunun sonucunda bol miktarda Leptospira aktif hastalik ve
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belirtisiz tasiyicihik donemlerinde idrarlari ile ¢ikarirlar. Insanlarda meydana gelen
enfeksiyon genellikle Leptospira ile kontamine yiyecek ve igeceklerin alinmasiyla yada
hayvan ¢ikartilar1 ile kirlenmis olan su veya diger maddelerin temasinin takiben kaza
eseri enfeksiyona sebep olur. Madenciler, lagim iscileri, cift¢iler ve balikgilar
enfeksiyon agisindan en riskli kisilerdir [13, 14].

Leptospira infeksiyonlar1 subklinik hastaliktan renal yetmezlik, karaciger
yetmezIligi ve hemorajik diyatez ile birlikte olan 6liimciil hastaliga kadar degisebilir.
Inkiibasyon dénemi ortalama 5- 14 giindiir. Leptospirozlu hastalarm % 90’inda hastalik
hafif, anikterik ve kendi kendini sinirlayan atesli bir hastalik seklindedir. Kalan % 10
olguda ise Weil hastaligi seklinde rastlanir ve ates, sarilik, kanama, renal yetmezlik ve
norolojik bulgular 6n plandadir [22].

Anikterik leptospiroz yiiksek ates, titreme, ciddi bas agrisi, bulanti, kusma ve
miyalji gibi akut influenza benzeri semptomlarla baslar. Ozellikle sirt, karm ve baldir
kaslarini tutan miyalji leptospiral infeksiyonun onemli bir 6zelligidir. Birgok olguda
Oksiiriik, goglis agrist ve az sayidaki hastada hemoptizi pulmoner tutulumun
bulgularidir. Fizik muayenede en sik saptanan bulgu atestir. Onemli klinik bulgular
konjuktival hiperemi, fotofobi, géz agrisi, kas tonusunda artig, hepatosplenomegali ve
lenfadenopatidir. Hastalarin ¢ogunda aseptik menenjit vardir. Semptomatik hastalar
bitemporal ve frontal yogun agridan sikayet ederler. Lenfositik pleositoz meydana gelir
ve artan hiicre sayisi mm®de 500’iin altindadir. BOS proteini hafif artmistir, glukoz
diizeyi normaldir. Hastaligin baslangicindan 5- 7 giin sonra Leptospira’lar idrardan
izole edilebilir [22].

Leptospirozun ~ ciddi  formu  olan  Weil  hastaligt ~ daha  ¢ok
L.icterrohaemorrhagiae/copenhagi  infeksiyonlarinda  tarif  edilmekle  birlikte
Leptospira’larin diger serotipleriyle de goriilebilir. Sarilik, renal disfonksiyon,
hemorajik diyatez ve yiiksek mortalite ile karakterizedir. Baslangigtan 4-9 giin sonra
sarilik, kardiyak aritmiler, renal ve vaskiiler disfonksiyon gelisir. Weil hastalig1 seyrinde
goriilen sarilik ciddi olabilir ve deriye portakal saris1 bir renk verir. Sarilik tipik olarak
hepatik kapillerlerin vaskiiler hasar1 nedeniyle olusur, hepatoselliiler nekroz yoktur.
Hepatomegali ve batin sag tist kadranda hassasiyet bulunur. Serum bilirubin seviyeleri
genellikle 20 mg/dI’nin, serum transaminaz seviyeleri ise 200 U/I’nin altindadir. Akut

olarak ikter gelisen hastada, serum transaminaz seviyeleri orta derecede yiikselmisken,
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kreatinin fosfokinaz diizeyinin belirgin artmis olmasi, leptospirozun diger akut
hepatitlerden ayirt edilmesinde yardimci olur. Akut renal yetmezlik, siklikla sariligin
eslik ettigi hastaligin ikinci haftasinda tiremi ve oligirinin hizli baslangici ile
karakterizedir. Kan iire azot diizeyleri 100 mg/dI’nin altindadir ve serum kreatinini
hastaligin akut doneminde 2-8 mg/dl diizeyindedir. Trombositopeni gelisebilir ve
ilerleyici bobrek disfonksiyonuna eslik edebilir. Aniirinin gelismesi kotii prognoz
isaretidir. Pulmoner tutulum siktir. Oksiiriik, dispne, gdgiis agris1 goriilebilir. Weil
hastaliginda epistaksis, petesi, purpura ekimoz gibi hemorajik bulgular goriliir [22].

Suda veya toprakta haftalar ve aylarca yasayabilir. Deniz suyunda bile 24 saat
yasayabilir. Ozellikle tropikal iklim 6zelligini gosteren yerlerde sik olup, ¢dller harig
tim diinyada bulunabilir. Onlarin ¢evredeki yogunlugu uygun evcil ve vahsi tasiyici
hayvanlarin varlig1 ile c¢evresel degisiklikler, mevsimler ve nemle iligkilidir.
Serovarlarin bulunma egilimi sicak tropikal bolgelerde 1liman alanlardan fazladir. Bu
tropik alanlarda hayvanlarda yogunlugu ve ¢esitliligi yansitabilir. Konak serovar iliskisi
yabanci serovarlarin 6zel tiirlerde tasiyicilik igin adaptasyonunu gosterebilir [23].

Hastaligin kontroliinde potansiyel olarak kontamine olmus kabul edilen sularla
temasin 6nlenmesi ve kemiricilerin kontroliiniin yapilmasi 6nemli rol oynar [14].

Leptospiroza diinyada baz1 bolgelerde endemik olarak rastlanmaktadir.
Yagmurlarin bol oldugu ilkbahar ve sonbahar aylarinda daha sik goriilmektedir [22].
Hastaligin pik insidansit yaz suresinde ve erken sonbahardir. Siklikla gen¢ erkekler
enfekte olurlar. Bunda kontamine sularla meslek dis1 aktiviteler nedeni ile ugraslarin
etkisi oldugu bildirilmistir. Cocuklarin yiizey sular1 ve toprakla temasinin ¢ok olmasina
ragmen leptospiroz onlarda sik saptanmamustir [23].

Son zamanlarda insanin g¢evre ile iligkisini izleyebilen ilave bulas yollar1 ve
enfeksiyon tanimlanmistir. Cogu gelismis iilkede kontamine sularda ylizme, nehirde
rafting gibi kisisel aktiviteler ile ilgili bulaslar ve epidemiler bildirilmistir. Ozellikle
macera turuna katilan turistlerde ve endemik iilkelerde su ile ilgili aktivitelerle
gortilebilir [23].

Leptospirozun biiyiik epidemileri Orta ve Giiney Amerika ve Karayibler’de
tufanlar, tropikal firtina ve kasirga ile iligkili agiklanamayan atesli hastaliklarin

arastirilmasindan sonra bildirilmistir. Irmak, dere, kii¢iik ¢ay boyunca yiiriiyiisler, kirli
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g0l veya su birikintisinde yiiziilmesi ile yemek hazirlanan alanda kemiricilerin
bulunmasi gibi durumlar hastalikla iligkili tanimlanan risk faktorleridir [23].

Tiirkiye’de leptospiroz ile ilgili c¢alismalar siklikla hayvanlarda yapilan
seroepidemiyolojik ¢alismalar ile insanlarda olgu sunumlar1 niteligindedir. Tiirkiye’de

leptospiroz insidansi ve prevalansinin bildirildigi genis seri ¢alismalar yoktur [23].

2.2.6. Aeromonas sp.

Aeromonas cinsi bakterilerin, taksonomileri ve isimlendirilmeleri konusunda
siirekli ~ degisiklikler ~ yapilmaktadir.  Onceleri ~ Pseudomonadacea ailesinde
smiflandirilmig, ancak daha sonra Gram negatif ve polar kirpige sahip olmalarindan
dolay1 Vibrionaceae ailesi i¢ine alinmislardir. Ayn1 zamanda Vibrio, Photobacterium ve
Plesiomonas cinslerini iceren Vibrionaceae ailesi ile yapilan filogenetik g¢alismalar,
Aeromonaslarin vibriolarla benzer olmadiklar1 anlasilmis. En son Vibrionaceae’den
alimip Aeromonadaceae ailesine konmustur [24, 25].

Insanlar igin 6nemli olan ii¢ tiir vardir; Aeromonas hydrophila kompleks,
Aeromonas veronii biotip sobria ve Aeromonas caviae kompleks [14].

A. hydrophila tatli su ekosistemlerinin yerli florasina ait olan ve uygun kosullar
altinda c¢abucak cogalabilen bir bakteridir. Aeromonas cinsi {iiyeleri ayni zamanda
klorlanmis ve klorlanmamis igme sulari, kuyu sulari, dereler, deniz sulari, ham ¢amur,
islenmis camur ve aktif ¢amur, atik su drenaj sistemleri ve yiizme havuzlar1 gibi sucul
cevrelerin yani sira etlerde, baliklarda, deniz kabuklularinda, kiimes hayvanlarinda, siit
ve siit tirlinlerinde de bulunabilmektedirler. Gram negatif comaklardir [24].

Aeromonas 1-4 um uzunlugunda, hareketli bir basillerdir. Bazen kokobasil ya da
uzun filamanl basiller seklinde de goriilebilirler. Mikroskop altinda tek tek, ikili veya
kisa zincirler seklinde goriiliirler. Koloni morfolojileri Gram negatif enterik bakterilere
benzerlik gostermektedir ve kanli agarda biiyiik bir hemoliz yaparlar. Aeromonas tiirleri
Gram negatif enterik bakteriler icin kullanilan besiyerlerinde kolayca iirerler ve
tanimlamada karisikliga neden olurlar. Oksidaz ve katalaz testleri pozitiftir. Basta glikoz
olmak tizere bircok karbonhidrati fermente ederler. Aeromonas tiirleri enterik Gram
negatif bakterilerden oksidaz pozitif olmalar1 ile ayrilirlar. Aeromonaslar O/129 direngli
olmalar1 ve %6 NaCl iceren ortamlarda iireyememeleri ile Plesiomonas ve Vibrio
tirlerinden ayrilir [14, 24, 25].
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A. hydrophila insanlara su kaynaklarindan ve gida maddelerinden bulagmakta,
ayrica yaralarin kirli su veya toprakla temasi sonucu firsatg1 enfeksiyonlara, ishale, yara
enfeksiyonlarina ve septisemiye neden olmaktadir. Bundan baska akut I6semi ve kemik
iligi hastalig1 olan ve immiin sistemleri baskilanmis olan kisiler de A. hydrophila ile
kolayca enfekte olabilmektedirler [14, 26].

Gastrointestinal hastalik cocuklarda ani ve siddetli olmakla beraber yetiskinlerde
kronik seyirlidir. Ishal, karin agrisi, bulant1 ve kusma ile seyreder. Siddetli olgular
basilli dizanteriyi andirir. Bu olgulardan alinan gaita 6rneklerinden eritrosit ve 16kosit
saptanir [14].

Kontamine sular ve toprak ile temas sonucu yara enfeksiyonu gelisir. Bagisiklik
sistemi baskilanmis kisilerde, yara enfeksiyonu ilerleyebilir. Aeromonas tiirli bakteriler
bagisiklik sistemi baskilanmis olan bireylerde bakteriyemi yapabilir. Bagisiklik
sisteminin baskilanmasi, karaciger hastaliklari, kronik bobrek yetmezligi ve diabetes
mellitus kolaylastirict faktorler arasinda yer alir. Bu olgularda 6lim % 35-40
civarindadir. Kontakt lens kullananlarda g6z enfeksiyonlari yapabilirler. Bunlardan
baska solunum sistemi enfeksiyonlari, menenjit ve septik artrit olusturabilirler [14].

Aeromonas enfeksiyonlarinin semptomatolojisinde ve etken tiir dagiliminda
cogafik bolge farkliligi vardir. Cografik lokalizasyon disinda, materyalin toplandigi
mevsim veya izolasyonunda kullanilan kiiltiir vasatlarmin  farklihd, c¢alisma
bulgularindaki degisiklikleri agiklayabilmektedir [27].

Deniz suyu ve tatli su Orneklerinden Aeromonaslarin izolasyonunda 1sinin
uremeye fazla etkili olmadigi, lagim ve atik sularin denizle agizlastig1 yere yakinligi ile
orantili olarak bakteri izolasyon oranlarinin arttigi goriilmiistiir [24].

Cesitli tilkelerde ishalli diski 6rneklerinde Aeromonas tiirleri izole edilmistir.
Ulkemizde de yapilan birgok ¢alisma vardir. Yapilan calismalarda Aeromonas tiirleri

izole edilmistir [24].

2.2.7. Toplam Koloni (Jerm) Sayisi

Yapilar1 ne olursa olsun sular, ¢ok miktarda topraktan ve bitkilerden, genel
olarak cevreden gelen mikroorganizmalar1 ihtiva etmektedir. Bu mikroorganizmalarin
sayimi1 suyun kalitesinin degerlendirilmesi ve gozlemi i¢in faydali bilgiler saglamaktadir

[17].
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Sudan mikroorganizmalarin genis sekilde elde edilmelerini hedefleyen basit
kiiltiire dayanan ¢esitli testler “Heterotrophic Plate Count” (HPC) olarak adlandirilir.
Fakat literatiirde heterotroflar genelde liremek i¢in organik karbona ihtiyag gdsteren
mikroorganizmalar olarak tanimlandiklarindan heterotrof ve HPC terimleri es anlamli
degildir [5].

Toplam koloni sayisini tespit etmek i¢in yapilan testler bakteri, maya ve kiifleri
kapsar. Ulkeden iilkeye ad1 degisen HPC, kiiltiirii yapilabilen mikroorganizmalar, plak
sayimmi (plate count) ve koloni sayimi (colony count) gibi terimler es anlamlidir ve
birbirinin yerine kullanilabilirler [5].

Evrensel bir koloni sayim teknigi bulunmamaktadir. Standart metotlar bir bigim
vermigse de koloni sayim metotlar1 genis aralikta kalitatif ve kantitatif sonuglara
gotiiren cok cesitli test sartlarimi igerir. Sicakliklar 20-40°C civarinda, inkiibasyon
zamanlar1 birka¢ saatten 7 giine ve besin sartlar1 diisiikten yiiksege degisebilmektedir.
Koloni sayimlar1 neticesinde elde edilen mikroorganizma sayisi; numunenin alindigi
yerler arasinda, sezonlar arasinda ve tek bir yerdeki ardisik numuneler arasinda olduk¢a
farkl olabilir. Koloni sayim metotlarinda elde edilen mikroorganizmalar, bazi zamanlar
mubhtelif kirlilik kaynaklarindan gelen mikroorganizmalar olabilse de genellikle suyun
dogal (6zellikle non patojen) mikroflorasinin bir pargasidirlar [5].

Her su cesidi, toprak ve bitki ortiisii gibi pek ¢cok noktadan kaynaklanan gesitli
mikroorganizmalar1 siirekli bulundurmakta ve bu mikroorganizmalarin sayimi, su
kalitesinin aragtiritlmasi ve degerlendirilmesinde faydali bilgiler saglamaktadir. Ortam
sicakligindaki sularda iireyebilen pek ¢cok mikroorganizma 22°C’deki kiiltiir ortaminda
daha 1iyi tiremektedir. En iy1 37°C’de iireyen mikroorganizmalar ise, genellikle daha az
tirer ve muhtemelen insan ve/veya hayvan kaynaklidir. Dolayisiyla bu iki sicaklikta
daha iyi lireyen mikroorganizma grubu, ayri ayri sayilmakta ve sularin genel kalite
degerlendirmesinde kullanilmaktadirlar [5].

Toplam koloni sayimimin insan sagligr i¢in iyi bir risk gostergesi olmadigi
Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan tanimlanmistir[5].

Koloni sayimlarinin anlami, uzun dénem izlemede sikliga bagli olarak beklenen
degerlerin degisiminin saptanmasina dayanir. Sayimlardaki ani bir artig, ciddi bir

kirlenmenin erken bir uyarisi olabilir [5].
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Koloni sayim testlerinin su mikrobiyolojisinde kullanimlar1 uzun bir ge¢mise
sahiptir. 19. yy sonunda koloni sayimi, aritma islemlerinin uygun yapildiginin ve
boylece su gilivenliginin saglandiginin indirek gostergesi olarak kullanilmistir. Glivenli
bir gosterge gibi kullanilmalari, 20. ylizy1l boyunca spesifik fekal gosterge bakterilerinin
benimsenmesi ile azalmistir [5].

Epidemiyolojik caligmalardan veya su kaynakli patojenlerin mevcudiyeti ile
koloni sayimlar1 arasindaki korelasyondan anlasilmistir ki, koloni sayimlar1 tek basina
dogrudan saglik riski ile iligkili degildir. Koloni sayisindaki beklenmedik artislar bazen
fekal kontaminasyon ile yakindan iligkili olabilir ancak bunun i¢in E.coli veya diger
fekal spesifik gostergeler igin kullanilan yontemler, saglik riskinin mevcut olup

olmadiginin tespiti igin sarttir [5].
2.8. Sudaki Patojen ve Indikator Bakterilerin Aranmasinda Kullanilan Yéntemler

2.8.1. Konvansiyonel Yontemler
Rutinde kullanilan iki yontem vardir: Coklu tiip yontemi ve membran filtrasyon

yontemi [7].

2.8.1.1. Coklu Tiip Yontemi (En Muhtemel Say1)

Ozellikle Escherichia coli bakterisinin tanimlanmasindan sonraki yillarda
sularda bu mikroorganizmanin varligmin saptanmasi, diger mikrooganizmalarin da
olabilecegini giindeme getirmis ve 1910'lu yillardan itibaren, giinlimiizde de bir takim
degisikliklerle kullanilmaya devam edilen "Coklu tiip yontemi (veya En Muhtemel
Say1)" kullanilmaya baslanmistir [28].

Coklu tiip yonteminde bir seri 6zel bir sivi besiyeri konmus ve icinde kiiciik
Durham tiipleri bulunan tiipe belirli miktarlarda su 6rnegi ekilerek iireme ve gaz
olusturma yoniinden test edilir. Gaz olusturanlar daha sonra koliformlar i¢in 6zel bir
besiyerine tekrar ekilir. Yine gaz olustururlarsa suda koliform bakteri var demektir.
Ancak bunun fekal koliform oldugunu dogrulamak i¢in 44°C’de tekrar inkiibe etmek
gerekir. 44°C’de gaz olustururlarsa fekal koliform varligina karar verilir. Bakteri sayimi

suyun kantitatif ekimine gore hazirlanan tablolardan yapilir [7].
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Deney genellikle 15 tiiple yapilmaktadir. Deneyde 15 tiipten, her bes tiipe, ii¢
ayrt numune hacminin (10, 1, 0,1 ml ) birer kism1 ilave edilir. Sayet evsel olan bir
numune ile c¢alisilacaksa seyreltme yapmak gerekir. Bu durumda ekim ya tek bir
seyreltmeden 10, 1, 0.1 ml’lik hacimler de duruma goére ardisik olarak gelen
seyreltmelerden en az 3 'tinde (bu 10-4, 10-5, 10-6, 10-7 de olabilir) 1 'er veya 10'ar
ml’lik ekimlerin yapilmasi gerekir. Bunun disinda genellikle igme suyu olarak
kullanilan memba sularinin bakteriyolojik analizlerinde 50 ml veya 100 ml ekimler
bunlara ait tablolar da mevcuttur. Buna benzer bir ¢alisma da 5 veya 10 tiipe 10ar ml
numune ilave edilerek yapilmaktadir. "Tahmin deneyi”, "Dogrulama deneyi",
"Tamamlama testi" olmak iizere coklu-tiip yontemi ili¢ kademede yapilir. Pratik
uygulamalarda ilk iki kademe ile sonuca gidilmektedir. Tamamlama testi biitlin
siipheleri ortadan kaldirip, % 95°lik bir dogruluk derecesi elde etmek icin
yapilmaktadir[29].

Bu yontemle elde edilen sonuglar “en olasi say1” olarak ifade edilir. Uygun
kosullar yerine getirildiginde ve sonuglar fiziksel ve kimyasal verilerle desteklendiginde
islenmemis suyun Kkalitesini ortaya koymada ve aritma isleminin (dezenfeksiyon degil)
etkinligini saptamada en etkili yontem olarak kabul edilebilir. En muhtemel say:
formiile veya standart tablo araciligiyla hesaplanabilir. Ancak eger bakteriler
kiimelesmisse veya icinde numune bulunan sise yeterince sallanmamissa sonuglar yanlis

cikabilir [30].

2.8.1.2. Membran Filtrasyon Yontemi

Coklu tiip yonteminin birtakim kisithiliklar1 ve yanlis negatif sonu¢ verebilme
olasiligimin bulunmasimin anlasilmasi iizerine, 1950'i yillarda "Membran Filtrasyon
Yontemi" olarak adlandirilan yeni bir analiz yontemini gelistirilmistir [28].

Membran filtrasyon yontemi sularda uygulandig: gibi gidalarda da uygulanabilir.
Buna gore membran filtrasyonun genel olarak uygulanis1 sdyledir:

- Membran filtrasyon sistemi sterilize edilir. Sterilizasyon islemi, ekipmanin
ozelligine gore otoklavda yapilabildigi gibi, pratik olarak alkol ya da uygun bir
kimyasal kullamilarak da yapilabilir. Otoklavlama parametresi 121 °C'da 20 dakika iken,

kimyasal  dezenfeksiyon  uygulanirsa  dezenfektanin  kolaylikla  sistemden
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uzaklagtirllmasi1 gerekir. Aksi halde; sistemde kalan dezenfektan, analizi yapilacak
mikroorganizma {lizerinde olumsuz etki olusturur.

- Bu nedenle, alkol wuzaklastirildiktan sonra kalan kisminin yakilarak
giderilmesine ek olarak, analiz 6ncesinde 50 ml kadar steril damitik suyun filtre
edilmesi, sistemde kalabilen dezenfektanin yikanmasi i¢in etkili bir uygulamadir.

- Aseptik kosullara uyularak filtrenin yerlestirilecegi taban steril su ile 1slatilir ve
filtre buraya yerlestirilir. Koruyucu plastik tabaka kendiliginden kalkar, bu kisim
filtreden ayrilir. Sonra siizme haznesi yerine takilir.

-.Beklenen ya da hedef sayrya uygun miktarda sivi hazneye konulur, pompa
calistirilir ve s1vi 6rnek membran filtreden gegirilir.

- Stizme islemi tamamlandiktan sonra c¢eperlerde kalmis olmasi muhtemel
mikroorganizmalarin da alinmasi igin 10-20 ml kadar steril su ile ¢alkalanir. ilave steril
su gecirme islemi, klor gibi inhibitér maddelerin varliginda daha da 6nemlidir.

- Filtrenin mikroorganizmalarin tutulmus oldugu yiizeyi iistte kalacak sekilde
Petri kutusundaki besiyerine yerlestirilir. Petri kutulari, tabanlar1 alta gelecek sekilde
inkiibasyona birakilir.

- Besiyeri olarak ped iizerine emdirilmis hazir besiyeri kullaniliyor ise iiretici
firmanin talimati dogrultusunda steril su ilave edilerek besiyeri aktiflestirilir.

- Membran filtreden fiilen gegirilen miktar esas alinarak sonuglar kob/ml ya da
kob/g olarak verilir.

Asagida cesitli 6rnekler verilmistir:

-100 ml su o6rnegi filtre edilmis ve sonugta 24 koloni sayilmis ise sonug 24 kob/100 ml
olarak verilir.

-5 gram seker 45 ml steril seyreltme ¢o6zeltisinde eritilmis, buradan alinan 5 ml
filtreden gegirilmis ve 17 koloni sayilmus ise; filtrasyon oncesinde 10™ seyreltme
yapilmis demektir. Bu ¢6zeltinin her ml'sinde 0,1gr ve 5 ml'sinde ise 0,5 gr seker vardir.
17 koloni 0,5 gramdan elde edildigine gore, sonu¢ 34 kob/g olarak verilir.

-100 ml su 6rnegi filtre edilmis ve koloni gelismesi goriilmemis ise sonug <lkob/100
ml olarak verilir. Yaygin uygulamada bu sonug¢ "yok/100 mL" olarak da verilmektedir.

-100 ml dere suyunda Salmonella aranmas1 amaciyla yapilan filtrasyondan sonra filtre
50 ml kadar 6n zenginlestirme besiyerine atilip, buradan standart Salmonella analizi ile

selektif zenginlestirme, selektif kat1 besiyeri, tipik kolonilerin tanimlama asamalari ile
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ornekte Salmonella var/yok testi yapilmis olur. Gorildigii gibi burada membran
filtrasyon teknigi bir anlamda var/yok testinin bir bolimi olarak kullanilmaktadir. 100
ml su analizinde filtre dogrudan besiyeri iizerine konularak sayim yapilir. Ancak
buradaki uygulamada siv1 besiyeri kullanildig1 igin analiz prensibi degismektedir [31].

Ozet olarak sularda membran filtrasyon yonteminde 0.20 pm yada 0.45 um por
capt olan steril membran filtreler filtrasyon aletine yerlestirilir. istenilen miktarda su
stizliliir. Sonra filtre sterilizasyon kosullarina uyularak kontamine etmeden alinir alinir
ve dzel bir besiyeri bulunan petrilerde genelliikle 22°C, 37°C ve 44°C’ de inkiibe edilir.
Ozel besiyeri bulunan petrilerde aranan bakterinin olusturdugu tipik koloniler sayilir [7,
31].

2.8.3. Molekiiler Yontemler

Gegtigimiz 20 yil icinde molekiiler biyoloji alanindaki gelismeler bir dizi yeni
metodun bulunmasiyla sonuglandi. Bu yontemler genellikle hizli ve organizmalarin
spesifik zincirlerin tespitinde uygun olabilir. Bu yontemler igme su hijyeni alaninda
gelecekteki uygulamalarinda dnemli bir potansiyele sahiptir. Interlaken’deki (Isvigre)
uluslararast uzmanlarin toplantisinda, molekiiler yontemlerin uygulanmasi igme su
kalitesinin yoOnetimi ¢ergevesinde diisiiniilmesi gerektigi sonucuna vardilar. Yeni
metotlar, epidemiyolojide ve salgin arastirmalarinda islenmis sularin rutin testlerine
gore daha ¢ok etkileyecektir [32].

[k molekiiler testlerin dayandig1 ilke, bir test drnegindeki dzgiil niikleik asit
dizisiyle bu diziye 6zgii bir niikleik asit probunun hibridizasyonu ve sonrasinda da bu
ciftlesmis hibridin saptanmasidir. Ornegin tek iplikli DNA veya RNA probu, drnekte
bulunan komplementer RNA veya denatiire DNA ile birleserek hibrid olusturur. Prob,
enzim, antijenik madde, kemiliiminisan bir molekiil veya radyoizotop ile isaretli olup,
olusan hibrid kullanilan isarete gore belirlenir. Probun dikkatli secilmesi ve
hibridizasyon kosullarinin gii¢lii olmasi 6zgiilliigi ileri derecede arttirir [13].

Bakterilerde ribozomal RNA; 5S, 16S ve 23S alt iinitelerinden olusur. Bu
bolgelerden; 5S, 16S, 23S ve 16S-23S rRNA intergenik bolgenin saptanmasi
bakterilerin molekiiler tanisinda 6nemli yer tutmaktadir. Bu bolgelerden 6zellikle 16S
rRNA geni tan1 amaglt en ¢ok kullanilan bdlge olmustur. Bu bélge, ayn1 cins ve tiir

icinde yiiksek oranda korunmustur. Farkli cins ve tiirlerde ise farkli diziler icermektedir.
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Bundan dolayr 16S rDNA dizi analizi, tani, bakterilerin siniflandirilmasi, yeni tiirlerin
belirlenmesi ve tlirler arasi iligkilerin belirlenmesi amaciyla tercih edilen bolge
olmustur. 16S rRNA geni, yaklasik 1550 baz ¢ifti uzunlugunda olup degisken ve
korunmus bolgelerden olusur. Universal primerler, genellikle korunmus bélgelere
komplementer segilir. Tan1 amaciyla DNA dizi analizi yapildiginda ¢cogunlukla ilk 500
baz c¢iftlik kisim incelenir. Yeni tir belirlenmesi ve tlirler arasi farkliliklarin
saptanmasinda tlim bdlgenin arastirilmasi gerekmektedir. Yeni tiirlerin saptanmasinda
16S rRNA gen dizisinde en az % 0,5 veya %1 fark bulunmasi gerekmektedir [14].

Tan1 amaciyla dizi analizi yapildiginda, 6zellikle nadir goriilen, yavas iireyen,
kiiltiirli yapilamayan bakterilerin tanisinda kullanilmaktadir. Konvansiyonel yontemlerle
tir ve cins diizeyinde tanimlanamayan bakteriler, 16S rDNA dizi analiziyle biiyiik

oranda tanimlanabilmektedir [14].

2.8.3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Sentetik DNA ve DNA dizi analiziyle ilgili gelismeler, DNA’nin in vitro
cogaltilmas1 lizerine polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) adinda yeni bir ydntemin
dogmasina sebep oldu. Polimeraz zincir reaksiyonu, molekiiler biyoloji uygulamalarinin
bir kaynagi olarak kullanilabilecek 6zel genlerin biiylik miktarlarda olugmasini saglar ve
deney tiiplerinde DNA molekiiliinii milyonlarca kez cogaltir. PZR isleminde, DNA
molekiillerini kopyalayan DNA polimeraz enzimi kullanilir [33].

Polimeraz zincir reaksiyonu ¢ift iplikli bir DNA molekiiliinde hedef dizilere iki
oligontikleotid primerin baglanmasi ve uzamasi esasina dayanir. Amplimer olarak da
adlandirilan oligoniikletid primerler, kalip DNA molekiilii yiiksek sicaklik derecelerinde
denatiire edildikten sonra, tek iplikli DNA molekiilleri iizerinde kendilerine tamamlayict
olan bolgelerle melezlenirler. Primerlerin spesifik olarak hedef dizilere baglanmasi
diisiik sicaklik derecelerinde gergeklesir. DNA polimeraz enzimi, uygun tampon ve dort
cesit deoksiniikleozid trifosfat (dANTP) varliginda primerin 3’ hidroksil ucundan
uzamasini saglar. Boylece kalip DNA ipligine tamamlayict olan yeni DNA molekiilii
sentezlenmis olur. Bir PZR dongiisii denatiirasyon, primerlerin baglanmas: ve uzama
olarak adlandirilan ii¢ asamadan olusur. Ardarda tekrarlanan denatiirasyon, primerlerin
baglanmasi ve primerlerin uzamasi evreleriyle DNA pargalar iissel olarak artar [34].

Bu {issel artigin nedeni, bir dongii sonucu sentezlenen iiriiniin, ardisik dongiide
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diger primerler i¢in kalip gorevi yapmasidir. Boylece her PZR dongiisii DNA molekiilii
tizerinde istenilen bolgenin iki katina ¢ikmasi ile sonuglanir. PZR boyunca biriken
tirlinlerin boyu iki primerin boyu ve hedef DNA bolgeleri arasindaki mesafelerin
toplami kadardir [34].

Potansiyel olarak her dongiliniin % 100 gerceklestigi varsayilirsa, ornegin 20
déngii sonucu 2% kat iiriin meydana gelir [34].

PZR verimini etkileyen 6nemli bir faktor, DNA polimeraz enzimidir. Normalde
enzim miktari, 25-30 PZR dongiisii sonucunda hedef dizi artis1 ve termal denatiirasyon
nedeniyle simirlayici bir etken haline gelir. Verimliligi azaltan diger bir faktor de
konsantrasyonu artan hedef dizilerin primer ile baglanma yarisidir [34].

PZR’nin temel bilesenleri, kalip olarak kullanilan DNA molekiili, DNA
polimeraz enzimi, primerler, dNTP karisimi, tampon ve MgCl,’diir [34].

PZR’de genomik DNA'’lar, plazmid ve faj DNA’lar1, ¢esitli genler ve hatta
herhangi bir DNA parcasi kalip olarak kullanilabilir. PZR’de kalip olarak tek ya da cift
iplikli DNA’nin yani sira RNA da kullanilabilir [34].

DNA polimeraz enzimleri, kalip iplige tamamlayict bir DNA ipligi meydana
getirmek {izere, orjinal kalip iplikteki baz bilgisini kullanarak dort ¢esit
deoksiriboniikleozid trifosfattan uzun poliniikleotid zincirin sentezini kataliz ederler. Bu
enzimler sentezi baslatmak igin kalip molekiildeki tamamlayici diziye baglanan kisa
DNA pargcalarina (primerlere) gerek duyarlar. Sentezin yonii 5° ugtan 3’ uca dogru olup,
primerlerin serbest 3’ hidroksil ucuna ortamdaki dNTP’lerin niikleofilik etki
yapmalariyla, fosfodiester baglarinin katalizi ve yeni DNA ipliginin polimerizasyonu
saglanir [34].

Termostabil (sicakliga dayanikl)) DNA polimeraz enziminin PZR’de
kullanilmaya baglanmas1 arastirma ve klinik laboratuarlarinda rutin olarak yapilan
deneylere teknolojik olarak biiyiikk bir avantaj saglamistir. Onceleri kullanilan
Escherichia coli’nin DNA polimeraz I enzimi sicakliga dayanikli olmadigi i¢in, her
PZR dongiisiinde denatiirasyon agamasindan sonra yeniden enzim ekleme zorunlulugu
duyulmaktaydi. Ancak giiniimiizde kullanilan termostabil DNA polimerazlarla bu sorun
ortadan kalktigindan enzimin amplifikasyonun baslangicinda tiiplere konulmas1 yeterli
olmaktadir. Termostabil DNA polimerazlardan PZR’de en yaygin olarak kullanilam
Thermus aquaticus’dan elde edilen Taq DNA polimeraz’dir [34].
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Gen ¢ogalmasi dahil PZR’nin bir¢cok uygulamasi i¢in kalip DNA’ya tamamen
tamamlayici olan primerlere gereksinim vardir. Genel olarak kullanilan kalip ile yiiksek
oranda baglanma saglamak {iizere primerler 20-30 niikleotid uzunlugundadir.
Oligoniikleotid primerler, primer sentezi yapan laboratuarlardan ya da ticari olarak elde
edilebilirler [34].

PZR’de kullanilan ¢esitli tamponlar arasinda en ¢ok kullanilani Tag/Amplitaq
enzimlerine 6zgii olan tampondur [34].

PZR c¢esitli madeler ile engellenebildigi gibi ayni zamanda bu maddelerin
kullanimiyla arttirilabilir. Birgok faktor PZR’nin engellenmesine yol agar [34].

Cok duyarli bir teknik oldugundan dolayi, PZR ¢ok kiigiik miktarlarlardaki
DNA’y1 ¢ogaltmak i¢in kullanilabilir. Hiicre karisimlarindaki DNA’y1 ¢ogaltma ve
analiz etme 6zelligi, PZR’yi hastaliklarin teshisine dayali mikrobiyolojide de yaygi bir
ara¢ haline getirmistir [34].

Su mikrobiyolojisinde PZR’deki bir problem, tahlil hacminin birka¢ mikrolitre
olmasi, su numune hacmi ise 100-1000 ml arasindadir. Bej ve ark. (1991) orneklerin
konsantrasyonu icin bir filtrasyon metodu yayinladi, fakat baska bir problem de dogal
su ornekleri, niikleik asitle birlikte konsantre olan, genellikle inhibitér maddeler igerirler
(hiimik asit ve demir gibi). Bu nedenle pozitif (ve negatif) kontrollerin olmasi her
cevresel ornegin PZR’sinde inhibisyon ve 6zgilliiglin kontrolii i¢in kritik bir 6neme
sahiptir. Ayrica PZR’den elde edilen sinyaller yasayan yada 6lii mikroorganizmalar
nedeniyle kritik 6neme sahip olabilir. Gelistirme asamasindaki diger segenekler, mnRNA
yada rRNA’daki gibi kisa omiirlii hedefleri igerir. PZR’nin en 6nemli avantaji hedef
organizmalarin kiiltiirlenmesi gerekmiyor. Buna 1yi bir 6rnek insan fekal kirliligini diger
hayvanlardan ayirt etmek i¢in insan Bacteroides spp.’nin spesifik tespitidir [28].

Klonlama, genetik tiplendirme, dizileme vb. amaglar i¢in kullanilan farkli PZR
gesitleri vardir. Bunlar; Multiplex PZR, Yuvalanmis PZR (Nested PCR), Ters
Tanskripsiyon PZR (Reverse Transcription PCR), Gergek Zamanli PZR (Real Time
PCR), Demirlenmis PZR (Anchored PCR), Asimetrik PZR, Ters PZR (Inverse PCR) ve
In situ PZR [14, 34].

In vitro niikleik asit amplifikasyon ydntemlerinin en sik kullanilanlarindan olan
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) teknigi 1990'h yillarin basinda su ve cevre

mikrobiyolojisinin glindemine girmis ve Ozellikle kiiltiir ortaminda iiretilmesi ve
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izolasyonu zor mikroorganizmalarin saptanmasi i¢in yaygin olarak kullanilmaya
baglanmistir [28].

Zaman igerisinde sularin mikrobiyolojik kontroliine yonelik ¢ok sayida analiz
yontemi gelistirilmis olmakla birlikte, analiz yontemlerinde kullanilan cihaz veya
malzemelerin  hemen her mikroorganizma igin farkli olmasi, mevcut analiz
yontemlerinin genelde mikroorganizmalart kiiltiir ortaminda {iretmeye yoOnelik
olmalarindan dolay1 uzun zamanda sonug¢ vermesi ve 1990'l1 yillardan itibaren indikator
mikroorganizma olarak adlandirilan ve suyun mikrobiyolojik kalitesini ortaya koydugu
diisiiniilen mikroorganizmalar disinda kalan ¢ok sayida mikroorganizmanin da igme
sularinda bulunabileceginin saptanmasi; giivenilir ve hizli analiz yOntemlerinin
gerekliligini ortaya koymaktadir [28].

Gergek zamanli PZR, amplifikasyon sonrasinda elektroforeze gerek kalmadan,
PZR firiinlerinin olusurken gozlenebildigi bir yontemdir. Amplifikasyon sirasinda
kullanilan floresan bir boya olan SYBR-Green I boyasi, PZR iiriinleri olusurken, ¢ift
zincirli DNA’ya baglanir ve PZR iirlinlerinin gdzlenmesini saglar. SYBR-Green |
boyasimnin yani sira ger¢ek zamanli PZR’de siklikla hibridizasyon problarindan
yararlanilmaktadir. Hibridizasyon problarmin kullanildigi, floresan rezonans enerji
transferi (FRET) yontemine dayali yontem 6zellikle, direngli bakterilerin saptanmasinda
kullanilmaktadir. Birden fazla dalga boyunda floresan alinabilen dolayisiyla birden fazla
prob ¢ifti kullanilarak birden fazla bdlgede mutasyon saptanabilen cihazlar
gelistirilmistir. Mutasyonlarin gosterilebilmesi yontemin Onemli avantajidir. Gergek
zamanlt PZR’nin diger bir 6nemli avantaji ise kantitatif PZR sonucu alinmasina
saglamasidir. PZR sonrast herhangi bir isleme gerek kalmadigi i¢in bulagsma oram
diisiik, otomatize bir yontemdir. Bununla birlikte, amplifikasyon sonrasi diger
molekiiler tekniklerin uygulanmasi zor olabilmektedir. Ayrica, elde edilen PZR fiiriiniin
boyutu gozlenememektedir [14].

Bugiin bir¢ok arastirma ve tani laboratuarlarinda kullanilan gercek zamanli PZR
cihazlar1 mevcuttur. Bu cihazlar birbirlerinden reaksiyon sayist kapasiteleri, eksitasyon

emisyon dalga boylarindaki farkliliklari, hizlar1 ve kanal sayilart ile ayrilirlar [35].
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2.8.3.2. Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH)

Niikleik asit melezleme (hibridizasyon) yontemleri; tek iplikli niikleik asit
molekiillerinin tamamlayici dizileri ile uygun kosullar altinda kendiliginden esleserek
cift iplikli melez molekiiller (hibridler) olusturma 6zelligine dayanir. Bu tip melezleme
reaksiyonlart tamamlayict niikleotid dizileri igeren tiim tek iplikli niikleik asit
molekiilleri (DNA/DNA, RNA/RNA ve RNA/DNA) arasinda gergeklesebilir. Bu 6zgiin
reaksiyonlar, hem RNA hem de DNA molekiilleri lizerindeki belirli niikleotid dizilerini
tayin etmek amaciyla kullanilir. Yontemin uygulanmasi igin, arastirilan niikleik asit
dizisini tamamlayici olan tek iplikli niikleik asit (DNA veya RNA) dizilerine gereksinim
vardir. Ayrica bu dizilerin radyoaktif ve radyoaktif olmayan bir belirleyici ile
isaretlenmesi gereklidir. Bdylece melezleme reaksiyonu sonucu olusan ¢ift iplikli
molekiil goriilebilir hale getirilir. Tanimlanmak istenen niikleik asit bdolgesini
tamamlayict olan ve belirleyici olarak kullanilan tek iplikli 6zglin niikleik asit
pargalarina prob adi verilir [34].

Yontem, belirli bir doku veya hiicrelerden izole edildikten sonra jel elektroforezi
ile ayrilan ve nitroseliil6z veya naylon membranlara transer edilen DNA molekiillerinin
veya 0zgiin RNA dizilerinin saptanmasi ve analizi i¢in uygulandigi gibi, gerek RNA
gerekse DNA dizilerinin belirli hiicre veya dokulardaki varligi ve dagilimimi
belirlemede (in situ melezleme) de kullanilmaktadir [34].

Prob floresan bir boya ile isaretlendiginde, probun hiicresel ribozomlara
baglandigr mikroskobik olarak goriilebilir. Hiicreleri uygun reaktiflerle muamele
ettigimizde, membran gec¢irgen hale gelir ve prob/boya karisiminin hiicre i¢ine girisine
izin verir. Probun direkt olarak ribozomlardaki rRNA ile hibridizasyonundan sonra,
hiicreler benzer sekilde floresan 6zellik kazanir ve bir floresan mikroskobu altinda
incelenebilir. FISH olarak bilinen bu teknik, kiiltiire edilmis veya dogal ortamlardaki
hiicrelere direkt olarak uygulanabilir. Kisacas1 FISH filogenetik bir boyadir [34].

FISH teknolojisi mikrobiyal ekoloji ve klinik tanida sik¢a kullanilmaktadir.
FISH ekolojide mikroskobik teshiste ve organizmalar1 yasam ortamlarinda direk olarak
izlemek amaciyla kullanilabilir. FISH ayni zamanda mikrobiyal topluluklarin
kompozisyonunu direk olarak mikroskopta belirlemede kullanilan bir yontemdir. Bu
teknik, kiiltiire edilmis bir organizmaya ihtiya¢c duyar. Bunun yanisira bir numunenin

mikroskobik olarak incelenmesi ile tehlikeli bir patojenin varligi dogrulanabilir [34].
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Dogal ornekler filogenetik ¢oklu problarla da muamele edilebilirler. Her biri
belirli bir organizma veya organizma grubu ile reaksiyona girecek sekilde dizayn
edilmis ve her biri kendi floresan boyasini igeren uygun problar1 kullanarak, FISH biitiin

bir habitat1 karakterize etmede kullanilabilir [34].

Koliformlarin ve enterokoklarin tespiti i¢in bir dizi FISH yontemi gelistirildi
[33].
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOT

3.1. Arastirma Alam

Arastirma i¢in Mayis 2013 tarihinde Edirne il merkezinden ve cevresinden
belirlenen toplam 10 istasyondan su 6rnegi alindi. Bu istasyonlari belirlerken patojen ve
indikator mikroorganizmalarin bulunma ihtimali olup toplumun genis bir kesimini
etkileyebilecek yiizeysel sular hedef alinmistir. Bunun i¢in Edirne kent merkezinden
etrafi asfalt yolla gevrili olmayip insanlarin yogun ve yakin temasta bulundugu bes adet
slis havuzundan, kent merkezine yakin bir dereden, Merig, Tunca, Ergene Nehirlerinden

ve Ergene Nehri kenarinda bulunan bir ¢eltik tarlasindan drnek alindi.

Tablo 3.1. Su 6rneklerinin alindig1 istasyonlar.

Istasyon No: Istasyonun Bulundugu Yer/Nokta
1. Istasyon Meri¢ Nehri (Meri¢ Kopriisii)
2. Istasyon Tunca Nehri (Tunca Kopriisii)
3. Istasyon 1. Siis Havuzu
4. Istasyon 2. Siis Havuzu
5. Istasyon 3. Siis Havuzu
6. Istasyon 4. Siis Havuzu
7. Istasyon 5. Siis Havuzu
8. Istasyon Dere
9. Istasyon Ergene Nehri (Uzunkdprii Ergene Kopriisii)
10. Istasyon Ergene Nehri Kenar1 Celtik Tarlas1 (Uzunkoprii)
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3.2. Su Orneklerinin Alinmasi

Her istasyondan 1 1t’lik steril sodyum tiyosiilfatli plastik (polipropilen) siseye,
250 ml’lik steril sodyum tiyosiilfatsiz plastik (PP) siseye ve 4 adet 50 ml’lik steril
plastik Falkon tiipiine su 6rnegi alindi. 1 It’lik steril sodyum tiyosiilfath plastik (PP)
sise, su Orneklerinin membran filtrasyon yoOntemiyle analizi i¢in alindi. Sodyum
tiyosiilfat sudaki serbest kloru (varsa) bagladigindan aradigimiz bakterilerin analiz
yapana kadar sisenin ic¢indeki serbest klordan etkilenmesini onlemek i¢in konuldu.
Ozellikle sehir sebeke suyuyla beslenen siis havuzlarinin suyunda serbest klor
olabilecegi ongoriilerek bu uygulamaya gidildi. 250 ml’lik steril sodyum tiyostilfatsiz
plastik (PP) sise, laboratuarda suyun serbest klor ve pH’in 6l¢iimii i¢in alindi. 4 adet 50
ml’lik steril plastik Falkon tiipii de molekiiler analizler i¢in alindi.

Su numunesi alirken digsaridan kontaminasyonu Onlemek i¢in ellere eldiven
giyilip aliiminyum folyo ile sarilmis steril siselerin paketi acildi. Ornek alirken 6nce
Falkon tiiplerinin kapaklar1 dikkatlice agilip dort tlipli ayn1 anda su kenarinda en uygun
noktadan tiiplerin agiz kismi asagiya gelecek sekilde 50 cm iceriye ve 30 cm derine
batirildi. Once 45 derece agiya getirilip daha sonra agizlar1 yukartya getirilerek tiiplerin
agizlan dikkatlice kapatildi. Akintili bolgelerden 45 derece ag1 akintiya karsi gelecek
sekilde ornek alindi. Ayni sekilde 1 1t ve en son 250 ml siselere de numuneler alindi.
Numuneler alindiktan sonra giines 1sinlarindan korunmak ve soguk zincirde laboratuara
ulastirmak i¢in buz akiilii saklama kabina konuldu. Ayrica her istasyondan numune
aldiktan sonra su sicakligi, hava durumu, havanin sicaklifi ve nem orani Olgiilerek
kaydedildi. Biitiin su numuneleri ayni giinde toplam 5 saat icerisinde alind1 ve hig
bekletmeden membran filtrasyon yontemiyle istenilen parametreler dogrultusunda ilk
ekimleri yapildi. Falkon tiipleri molekiiler ¢aligmalar i¢in -20°C’de derin dondurucuya

konuldu.

3.3. Orneklerin Membran Filtrasyon Yontemiyle Calisilmasi

3.3.1. Kullamlan Ekipman
Membran filtrasyon sistemi, 36+£2°C’ye ayarlanabilen inkiibator, 22+2°C’ye
ayarlanabilen sogutmali inkiibator, 45+1°C’ye ayarlanabilen su banyosu, otoklav,

sterilizator, deiyonize su cihazi, 3-3,5 ml’ye ayarlanabilen dozajli siringa, buzdolabs,
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-20°C’ye ayarlanabilen dondurucu dolap, hassas terazi, manyetik karistiricili 1sitici,
koloni sayaci, Bunzen beki, pH Metre, serbest klor dl¢iimii i¢in komparatdr, petri kabi
(90mm ve 60 mm cgapl1), 1 ml ve/veya 10 ml’lik pipetler, deney tiipleri, 6ze, anaerop
ortam saglayici kavanoz, meziir (100 ml, 250 ml, 500 ml ve 1 It), cam balon, deney

tiiplerini tasimak i¢in uygun spor ve tel sepet.

3.3.2. Kullamilan Besiyerleri, Seyrelticiler ve Reaktifler

Kullanilan  besiyerlerleri, seyrelticiler ve reaktifler sularda caligilan
parametrelere gore degismektedir. Bu besiyerleri/reaktifleri hangileri oldugu
uygulanacak standartta (TS EN ISO) belirtilmektedir. Membran filtrasyon teknigi
kullanilan toplam koloni (jerm) ve Aeromonas sp. parametrelerinin arastirilmasi ve
sayimi i¢in bir standart uygulanmadi.

E. coli ve koliform bakterilerin arastirilmasi ve sayimi i¢in TS EN ISO 9308-1
(Nisan 2004) standardi uygulandi [36].

Fekal enterokoklarin arastirilmasi ve sayimi igin TS EN ISO 7899-2 (Nisan
2002) standard1 uygulandi [37].

Siilfit indirgeyen anaerop (Clostridia) bakterilerin arastirilmasi ve sayimi igin TS
8020 EN ISO 26461-2 (Eyliil 1997) standardi uyguland [38].

Toplam koloni sayimi i¢cin Maya 06ziitlii kullanima hazir pet besiyeri kullanildi.
Maya oziitlii besiyerinin icerigi; bir litreye 6 gr tripton ve 3 gr susuz maya ekstrakti
olacak sekilde ayarlanmistir.

Aeromonas cinsinin arastirilmasi ve sayimi i¢in Aeromonas Selektif Agar ve bu
besiyerine ait katkis1 kullanilmistir. Aeromonas Selektif Agar icerigi; bir litrede 5 gr
triptoz, 2 gr yeast extract, 11,4 gr dextrin, 3 gr sodyum kloriir, 2 gr potasyum kloriir, 0,1
gr magnezyum siilfat, 0,06 gr ferric cloride, 0,1 gr sodyum deoxycolate, 0,08 gr
bromtimol mavisi ve 13 gr agar. Besiyerine ait 6zel katkinin bir flakonunda 10 ml steril

distile suyla hazirlanmak tizere 10 mg Ampisilin igerir.

3.3.3. Orneklerin Cahsilmasi
Once kullanilacak biitiin besiyerleri hazir hale getirildi ve iizerlerine ekilecek
orneklerin isimleri yazildi. Kullanilan kurutulmus pet besiyerlerini hazirlamak ig¢in

dozajli sirmganin ucuna takilan 0.2 pum por ¢apindaki hepa filtre ile deiyonize su steril
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edilerek 3-3,5 ml petrilere konuldu. Membran filtrasyonla ¢alismak {izere membran
filtre sistemi hazir hale getirildi. Ek olarak yiizeysel sularin kaba kirliligini almak i¢in
membran filtrasyon sistemine on filtre yerlestirildi.

E. coli ve koliform bakterilerin arastirilmasi ve sayimi i¢in, bir litrelik sodyum
tiyosiilfatli plastik siseler iyice ¢alkalandiktan sonra 100 ml su 6rnegi 6nce 8§ um por
capindaki 6n filtreden, daha sonra 0.45 p por ¢apindaki membran filtreden siiziildii.
Membran filtre altta higbir hava kabarcig1 kalmayacak sekilde ve ters gevrilmeden TTC-
Tergitol laktozlu ped besiyerine yerlestirildi. islem, kirli sularda istenmeyen iiremenin
engellenmesi ve dogru say1 tespit etmek amaciyla 44+0.5°C’de inkiibe edilecek diger
petri icin tekrarlandi. Bu sekilde hazirlanmis petrilerden biri 21+£3 saat boyunca 36+2°C
sicaklikta digeri 2143 saat boyunca 44+0.5°C sicaklikta inkiibe edildi. Deneyin
hassasiyetini arttirmak igin siire 44+4 saate uzatilip ikinci okuma islemi gergeklestirildi.
Dogrulamasi yapilacak kolonilerin rengi dikkate alindi. Boylece, membran altindaki
besiyerinde sar1 bir renk olusturan koloniler olmasi halinde, dogrulanacak koloniler sar1
ve kirmizi-turuncu koloniler oldu. Eger petrideki siipheli koloni sayist ya da istenmeyen
kolonilerin sayist 100°’den fazla ise koloniler sayilabilecek duruma gelene kadar
seyreltme yapilarak igslem tekrarlandi. Seyreltme islemi, tuzlu peptonlu su kullanarak su
orneginden deney tiiplerinde bir seri seyreltme hazirlandi. Her bir su 6rneginin hangi
seyreltme faktoriiniin kullanilacagi ilk ekimden sonraki ¢ikan sonuca gore karar verildi.
Seyreltmeden sonraki ekimlerden sayilabilecek en az seyreltilmis faktor dikkate alindi.
Ayrica seyreltilmis 6rneklerden ekim yaparken mikroorganizmalarin membran iizerine

esit dagilabilmesi i¢in filtre sistemindeki hunilere 20 ml tuzlu peptonlu su ilave edildi.
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Sekil 3.1. Seyreltme serilerinin hazirlanmasi [5].
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Sekil 3.2. Seyreltmelerden yapilan membran filtrasyon islemi [5].

36



Dogrulama ve sayim i¢in ileri ekimler 6ncelikli olarak 36+2°C sicaklikta inkiibe
edilmis petrilerden yapildi. Eger 44+0.5°C sicaklikta inkiibe edilmig petri iizerinde daha
fazla sayida tipik koloni var ise 36+2°C ve 44+0.5°C sicaklikta inkiibe edilmis petrilerin
tipik kolonileri dogrulandi.

Ileri ekimler 4444 saatlik inkiibasyondan sonra yapildi. Ancak 21+3 saat
inkiibasyondan sonra membranlar siipheli kolonilerle birlikte ¢ok sayida tipik olmayan
koloni igerenlerin ekimleri bu safthada yapildi. Siipheli kolonilerin sayis1 10’un tizerinde
ise 10, siipheli kolonilerin sayis1 10’un altinda ise tiim siipheli koloniler ileri
dogrulamaya alindi. Oksidaz testi igin siipheli koloni 6ze ile alinarak 6nce TSA iizerine
sonra Triptofanli sivi besiyerine ekildi (10 siipheli koloni igin tek petri 10’a bdliinerek
kullanild1) ve 2142 saat boyunca 36+2°C sicaklikta inkiibe edildi. Bu siire sonunda
hazir kagit seritler kullanilarak TSA besiyerinden oksidaz testine bakildi (30 sn iginde
koyu mavi-mor rengin olusmasi pozitif reaksiyon olarak kabul edildi. Koliform
bakteriler oksidaz negatiftir ve kagit iizerinde renklenme olmaz). Oksidaz (-) olan
kolonilere Triptofanli siv1 besiyerine Kovacs reaktifinden 0,2-0,3 ml damlatilarak indol
olusturup olusturmadigina bakildi.

Sayilmis ve dogrulanmis karakteristik koloni sayisina bakilarak, filtre edilmis
hacmin igerisindeki toplam koliform, E.coli sayisi ‘‘kob’’ olarak ifade edildi ve
seyreltilmis numunelerde kesin sonug seyreltme faktoriiyle ¢arpilarak verildi.

Enterokoklarmm arastirilmas ve sayimindaki baslangi¢ ekimi ile seyreltmeler E.
coli ve Koliform bakterilerdeki gibi g¢alisildi. Kullanilan besiyeri Slanetz-Bartley ped
besiyeri. Bu sekilde hazirlanmis petriler 44+4 saat boyunca 36+2°C sicaklikta inkiibe
edildi. Merkezi veya etrafi kirmizi, mor veya pembe renkte olan biitiin bombeli
koloniler muhtemel enterokok olarak kabul edildi. Dogrulama igin Slanetz-Bartley pet
besiyerinden pens yardimi ile membran filtre ters ¢evrilmeden Safra Eskiilin Azid Agar
(1 saat boyunca 44°C sicaklikta dnceden 1sitilmis) tizerine konuldu ve 2 saat boyunca
44+0.5°C sicaklikta inkiibe edildi. Koloniyi ¢evreleyen ortamda ten renginden siyah
renge kadar degisen renkler olusturan biitiin tipik kolonilerin pozitif oldugu kabul edildi
ve bunlar bagirsak enterokoklari olarak sayildi.

Sayilmis ve dogrulanmis karakteristik koloni sayisina bakilarak, filtre edilmis
hacmin icerisindeki bagirsak enterokoklari sayis1 ‘‘kob’’ olarak ifade edildi ve

seyreltilmis numunelerde kesin sonug seyreltme faktoriiyle carpilarak verildi.
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Siilfit indirgeyen anaerop bakterilerin (Clostridia) arastirilmasi ve sayimindaki
baslangi¢ ekimi ile seyretmeler E. coli ve Koliform bakterilerdeki gibi ¢alisildi. Farkli
olarak su 6rnekleri 0,2 um por ¢apli membran filtreden gegirildi ve ters gevrilerek bos
bir petri kabina altinda hi¢ hava kabarcigi kalmayacak sekilde konuldu. Daha sonra
eritilmis ve 50°C’de su banyosunda bekletilen Siilfit Demir Agar her 6rnek ig¢in 10 ml
olacak sekilde petrilere dokiildii (membranin {izeri tamamen kaplandi). Bu sekilde
hazirlanmis petriler anaerop jara yerlestirilerek 37+1°C sicaklikta inkiibe edildi. 20+4
saat ve 44+4 saat’ten sonra incelendi. 24 saat sonunda yogun iliremesi olan petrilerin
inkiibasyonu 48 saate uzatilmadi (siire uzadiginda siyah haleler dagildigindan kolonileri
saymak mimkiin olmaz). Siire sonunda siyah hale ile gevrili biitiin siyah koloniler
okundu ve sayildu.

Sayilmis ve dogrulanmis karakteristik koloni sayisina bakilarak, filtre edilmis
hacmin igerisindeki siilfit indirgeyen anaerop bakterilerin (Clostridia) sayist ‘‘kob’’
olarak ifade edildi ve seyreltilmis numunelerde kesin sonu¢ seyreltme faktoriiyle
carpilarak verildi.

Toplam koloni (jerm) sayiminda baslangi¢ ekimi ile seyretmeler E. coli ve
Koliform bakterilerdeki gibi ¢alisildi. Farkli olarak su 6rnegi baslangicta 100 ml yerine
1 ml ekildi. Ekim 1 ml oldugu i¢in membran filtre sistemindeki hunilere 20 ml tuzlu
peptolu su konuldu. Kullanilan besiyeri maya 06ziitlii pet besiyeridir. Toplam koloni
saymmi i¢in, 68+4 saat boyunca 22+2°C sicaklikta ve 44+4 saat boyunca 36+2 °C
sicaklikta inkiibe etmek iizere iki petriye ekim yapildi. inkiibasyondan sonra petriler
incelenerek gozle goriilen her bir koloni sayildi. Sayilmis koloni sayisina bakilarak,
1 ml icerisindeki toplam koloni sayisi “kob’’ olarak ifade edildi ve seyreltilmis
orneklerde kesin sonug seyreltme faktoriiyle carpilarak verildi.

Aeromonas cinsinin arastirilmasi, sayimi ve seyreltmeler i¢in E. coli ve
Koliform bakterilerdeki gibi calisildi. Kullanilan besiyeri Aeromonas Selektif Agar
besiyeri. 24+2 saat boyunca 36+1 °C sicaklikta inkiibe edildikten sonra tipik olarak
cevresi mor sar1 biiyiik koloniler Aeromonas sp. olarak okundu ve sayildi. Aeromonas
cinsi bakterilerin sayim1 ‘‘kob’’ olarak ifade edildi ve seyreltilmis numunelerde kesin

sonug seyreltme faktoriiyle ¢arpilarak verildi.
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3.4. Orneklerin Gergcek Zamanh PZR (Q-PCR) Yontemiyle Cahsilmasi

3.4.1. Kullanilan Ekipman

Gergek zamanli PCR cihazi, 3000 rpm’ye ayarlanabilen homojenizator, 14000
rpm’ye ayarlanabilen mikrosantrifiij cihazi, 0.5-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl hacim
kapasiteli pipet, 2 ml santrifiij tiipleriyle uyumlu olan ve 95°C’ye ¢ikabilen 1sitict blok.

3.4.2. Kullamilan Sarf Malzemeleri ve Bilesenler

Toplama tiipi, DNA kolonu, par¢alama tamponu (%2 CTAB — hexadecyl
trimethyl ammonium bromide-, 100 mM TrisHCI pH 8, 20 mM EDTA, 1.4 M NaCl),
baglama tamponu, yikama tamponu, ¢6ziicli tampon, >%99 v/v izopropanol, >%99 v/v
etanol, her bir bakteri tiirii ve/veya patojenik tipi i¢in primerler, 2 ml hacimli niikleaz
icermeyen steril mikrosantrifiij tiipii, 0.5-10 pl, 10-100 ul, 100-1000 ul hacim kapasiteli

niikleaz igermeyen steril pipet ucu ve pipet kutusu.

3.4.3. Orneklerin Cahsilmasi

3.4.3.1. DNA Izolasyonu

DNA Izolasyonu i¢in Biospeedy Bakteriyel DNA Izolasyon kiti kullanilmustir. Kit
protokolii agagidaki gibidir:

1- Bir mikrofiij tliptine 600 pl pargalama tamponu eklenmistir. Zenginlestirme
yapilan numunelerde kati besiyerinden alinan yaklagik 200 mg mikrobiyal siiriintii
numunesi tamponun igine birakilmistir. Zenginlestirme yapilmayan su numunelerinde,
2 ml numune 14000 rpm’de 4 dk santrifiij edilmis, Gist siv1 atilmistir.

2- Numunenin homojenizatdrde 2dk, 3000 rpm’de homojenizasyonundan sonra
95°C’de 10 dk inkiibe edilmistir.

3- Tiip14000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmis ve elde edilen st sivi yeni bir tiipe
transfer edilmistir. Elde edilen st sivi hacmi kadar isopropanol, iist s1vi hacminin 2 kati
kadar baglama tamponu (6.75M guanidinium thiocyanate, 15mM Tris-HCI pH 8.0)
eklenmis ve homojenizatorle karigtirilmistir.

4- Karigim DNA kolonuna eklenmis, 14000 RPM de 1 dk santrifiij edildikten sonra

alt stv1 atilmistir.
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5- Kolona 500 pl inhibitér eleme tamponu (5 M thiocyanate, 20 mM Tris-HCI, pH
6.6, %40 EtOH) eklenmis, 14000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmis ve alt siv1 atilmistir.

6- Kolona 500 pl yikama tamponu (20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI, pH 7.5; 80% v/v
etanol) eklenmis, 14000 rpm’de 1 dKk santrifiij edilmis ve alt s1v1 atilmistir. Bu adim iki
defa tekrarlanmustir.

7- Kolun 14000 rpm’de 1 dk bos santrifiij edildikten sonra steril yeni bir
mikrosantrifiij tiipe yerlestirilmis, 100 ul ¢oziici tampon eklenmis, 1 dk oda
sicakliginda inkiibe edilmis, 14000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmis ve DNA izolat1 elde
edilmistir.

8- Elde edilen DNA -20°C’de saklanmistir

3.4.3.2. Gergek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) (Q-PCR ya da Real-
Time PCR)

Gergek zamanlt PZR i¢in kullanilan primer ¢iftleri ve primerlerin referanslar
Tablo 3.2.°de verilmistir. Biitin reaksiyonlarda Roche Light Cycler Nano (Roche
Diagnostics, Almanya) kullanilmigtir. Reaksiyon 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP mix,
1x ReaksiyonTamponu, 0,1U Fast Start Tag DNA Polimeraz, 1x SybrGreen-I, 5 ng/ul
kalip DNA ve her bir primerden 0,5 uM igermektedir. Cihazda, Tablo 3.3.’te verilen 1s1
dongiisii programi uygulanmistir. Gergek zamanli PZR sirasinda sadece istenilen {iriiniin
cogaltildigint belirlemek icin 60°C - 95°C arasinda erime egrisi analizi yapilmustir.
Gergek zamanli PZR verileri Roche Light Cycler Nano Software 3.2.’de analiz
edilmistir. Esik dongii sayis1 (C1) 40°1n altinda ve erime sicakligi (Tr) Tablo *de verilen
aralikta olan numuneler pozitif olarak degerlendirilmistir. Deneylerde steril deiyonize su

numunesinden ¢ikarilan DNA izolat1 negatif kontrol kalib1 olarak kullanilmistir.
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Tablo 3.2. Primer dizileri, hedefledikleri genler ve bakteriler.

Hedef Primer Primer Dizisi 5'-3' Hedef Hedef Gen Referans
Bakteriler ismi Uriin
Tm (°C)
EIEC EIEC_215 | CTGCATTCTGGCAATCT virA  (virulence [Fukushima
F CTTCACA of plasmid) vd. 2003
EIEC_215 | TGATGAGCTAACTTCG
R TAAGCCCTCC 81-82
ETEC ETEC_LT [ GCACACGGAGCTCCTC LT (heat-labile
_218F AGTC enterotoxin)
ETEC LT [TCCTTCATCCTTTCAAT
_218R GGCTTT 81-82
ETEC_ST [ GCTAATGTTGGCAATT ST (heat-stable
_190F TTTATTTCTGTA enterotoxin)
ETEC_ST [ AGGATTACAACAAAGT
_190R TCACAGCAGTAA 76-77
EHEC stxl 95F |GTCACAGTAACAAACC Shiga toxin 1
GTAACA
stx1 95R | TCGTTGACTACTTCTTA
TCTGGA 80-82
EHEC stx2_108F | CGACC CCTCT TGAAC Shiga toxin 2
ATA
stx2_108 |GATAG ACATC AAGCC
R CTCGT 81-82
EAEC EAEC 25 | GTATACACAAAAGAAG aggR
4F GAAGC transcriptional
activator for
EAEC_25 | ACAGAATCGTCAGCAT EAEC
4R CAGC aggregative
adherence
fimbria |
78-79 expression)
C.perfringens | Cp_154F |GGTTCATTAATTGAAA Enterotoxin
CTGGTG
Cp_154R [ AACGCCAATCATATAA
ATTACAGC 76-78
EPEC EPEC_32 [ AATGGTGCTTGCGCTT |85< bfpA (structural |JAranda  vd.
6F GCTGC gene for the BFP | 2007
EPEC_32 [ GCCGCTTTATCCAACCT of typical EPEC)
6R GGTA
L.interrogans |[LI_202F |GCGATTCAGTTTAATC |[80-81 secY (preprotein Ahmed vd.
CTGC translocase  for | 2009
LI_202R |GAGTTAGAGCTCAAAT Leptospira)
CTA
E.faecalis EFS_360 [ AACCTACCCATCAGAG |87-88 16S rRNA Bartosch  vd.
F GG 2004
EFS_360 [GACGTTCAGTTACTAA
R CG
L.pneumophila | Lpn-386F | AGGGTTGATAGGTTAA |85-86 16S rRNA \Wellinghausen
GAGC vd. 2001
Lpn-386R | CCAACAGCTAGTTGAC 16S rRNA
ATCG
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Tablo 3.3. Gergek Zamanli PZR Is1 Dongiisii Programu.

Tespit Formati

Reaksiyon Hacmi

SYBR Green 20 pul
Programlar
) Dongii
Program Ismi Sayisi Analiz Modu
On-Inkiibasyon 1
Cogalma 40 Sayim
Erime Egrisi Erime Egrisi
Soguma
Sicakhik Hedefleri
Bekletme Hiz Okuma
Okuma (°C
Hedef (°C) Modu (hh:mm:ss) (°C/s) basina)
On Inkiibasyon
95 00:10:00 4,8 —
Cogalma
95 00:00:20 4,8 —
55 00:00:20 2,5 —
72 Tek 00:00:25 4,8 —
Erime Egrisi
95 00:00:05 — —
60 00:01:00 — —
95 Siirekli — 1 10
Soguma
40 Tek 00:00:10 2,5 —
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BOLUM 4

ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Orneklerin Ahndig istasyonlarla flgili Bulgular
Su ornegi alinan istasyonlarda yerinde olgiimler yapildi. Orneklerin almdig
sirada hava durumu, havanin sicaklifi ve nem orani, suyun sicakligi, pH’1 ve serbest

klor miktar1 Tablo 4.1.’de verilmistir.

Tablo 4.1. Su 6rnegi alinan istasyonlardan yapilan yerinde dl¢timler.

Istasyon Hava Hava Havanin Su Suyun  [Suyun Serbest
No: Durumu | Sicakligr | Nem Orani | Sicaklig pH1 Klor Miktari
() (%) () (mg/L)
1 Agik 22.7 67 21.7 7.5 0
2 Agik 26 62 21.4 7.8 0
3 Agik 25.9 58 18.7 8 0.1
4 Agik 27.1 47 19 7.9 0
5 Agik 28.8 41 20.3 8 0.1
6 Ak 28.5 45 21.4 7.8 0
7 Agik 29.1 39 21.7 7.5 0.1
8 Agik 31.2 42 18.6 7.7 0
9 Ak 29.7 39 24.5 8.1 0
10 Agik 32.4 39 345 8.1 0
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4.2.Membran Filtrasyon Teknigi ile Yapilan Calismalarin Bulgular:
Membran filtrasyon yontemiyle toplam yedi parametre ¢alisildi. Bunlar 22°C’de
toplam koloni, 36°C’de toplam koloni, koliform grubu bakteriler, E. coli, fekal

enterokoklar, siilfit indirgeyen anaerop Clostridiumlar ve Aeromonas sp.

4.2.1. Toplam Koloni (Jerm) Sayisi

Her istasyondan toplam koloni sayist (TKS) icin 22°C’de 72 saat ve 36°C’de 48
saat siireyle 1 ml su 6rnegi ekilerek inkiibasyona brakildi. Ancak daha ilk 24 saatte her
iki sicaklikta da petri kaplarinda yogun tireme gorildiiglinden biitin numuneler
seyreltilerek tekrar ekim yapildi. Su oOrneklerinin seyreltme islemi i¢in peptonlu
fizyolojik su ile sekil 3.1°deki gibi 10™’e kadar seyreltme serisi hazirland1. Seyreltilmis
numunelerin ekiminden sonra inkiibasyon siireleri dolana kadar her 24 saatte koloni
sayimi yapildi. Inkiibasyon siiresi dolduktan sonra seyreltme faktdrii en diisiik olan
petrilerdeki sayilabilir koloniler dikkate alindi. Buna gore sayilan koloniler seyreltme

faktoriiyle ¢arpilarak ¢ikan sonuglar Tablo 4.2.’deki gibidir.

Tablo 4.2. 22°C’de ve 36°C’de seyreltme faktoriiyle ¢arpilarak her bir istasyondaki
toplam koloni (jerm) sayis1 kob/ml olarak verilmistir.

Istasyon 22°C’de TKS 36°C’de TKS
No: kob/ml kob/ml
1 400 2000

2 150000 40000
3 30000 6000

4 80000 14000
5 40000 9000

6 100000 3000

7 600 5000

8 170000 200000
9 107000 250000
10 110000 620000
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Toplam koloni (jerm) sayimi segici olmayan maya Oziitli ped besiyerine
ekildiginden bakterilerle birlikte kiif ve mayalar da iireyebilir. Farkli biiyiiklikte ve

goriinimde, yani heterojen yapida biitiin koloniler sayilmistir. Koloniler ¢ogunlukla

seffaf renkte goriilmektedir.

Sekil 4.1. 22°C’de maya oziitli ped besiyerinde iireyen 100’den fazla koloni drnegi.
Goriintii 8 nolu istasyondaki 10 mI’lik ekimden alinmistir.
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Sekil 4.2. 22°C’de maya oziitli ped besiyerinde farkli biiyiiklik ve goriintideki
kolonilerden érnek. Gériintii 9 nolu istasyondaki 10 ml’lik ekimden alinmustir.

Sekil 4.3. 36°C’de maya oziitlii g)ed besiyerinde goriilen 100’den fazla koloni 6rnegi.
Goriintii 7 nolu istasyondaki 10 m1’lik ekimden alinmustir.
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Sekil 4.4. 36°C’de maya oziitlii ped besiyerinde farkli biiyiiklik ve goriintiideki az
sayida kolonilerden érnek. Goriintii 7 nolu istasyondaki 10 ml’lik ekimden alinmustur.

4.2.2 Toplam Koliform ve E. Coli Sayisi

Her istasyondan toplam koliform ve E. coli arastirilmasi ve sayimi i¢in dncelikle
100 ml ekim yapildi. Deneyin hassasiyetini arttirmak amaciyla her istasyondan 100 ml
44°C’de de ekim yapildi. 44°C’deki inkiibasyon, istenmeyen Gram negatif baska
tirlerin tiremesini engelleyip termotoleran (fekal) koliformlarin daha rahat tiremesini
saglamak amaciyla yapildi.

Ozellikle ilk 24 saatte yogun iireme goriilen koloniler seyreltilerek tekrar ekim
yapildl. Toplam koliform ve E. coli sayimi icin 10%e¢ kadar seyreltme serileri
hazirlandi. Koloni sayilarini hesaplarken siipheli kolonilerin petri kabinda sayilabildigi

en kiigiik seyreltme faktoriindeki say1 dikkate alinarak hesaplandi.
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Tablo 4.3. Istasyonlardaki toplam koliform ve E. coli sayilar1 kob/100 ml olarak
verilmisgtir.

Istasyon | Toplam Koliform E. coli
No: kob/ 100 ml kob/100 ml
1 1000 200

2 100000 60000

3 4000 800

4 2000 1000

5 1000 500

6 1000 600

7 3000 1000

8 14000000 10000000
9 2000000 1000000
10 40000 0

48



Sekil 4.5. TTC-Tergitol laktozlu ped besiyerinde 36°C’de gériilen 100°den fazla karisik
koloni 6rnegi. Sari, turuncu ve kirmizi renkteki koloniler siipheli kolonilerdir. Goriintii 8
nolu istasyondaki 10 m!’lik ekimden alinmustir.

Sekil 4.6. TTC-Tergitol laktozlu ped besiyerinde 36°C’de gériilen birgok farkli renkte
ve biiytikliikte karigik koloni 6rnegi. Sar1 renkteki koloniler siipheli kolonilerdir. Diger
renkteki koloniler siipheli degildir. Gériintii 2 nolu istasyondaki 10? mlI’lik ekimden
alinmustir.
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Sekil 4.7. TTC-Tergitol laktozlu ped besiyerinde 36°C’de goriilen az sayidaki siipheli
sar1 koloniler. Gortintii 1 nolu istasyondaki 1 mI’lik ekimden alinmistir.

Sekil 4.8. Sekil 4.7.’deki petri kabinin alttan goriinimii. Koliform bakteriler laktozu
fermente ederek olusan asidik ortam besiyerindeki bromtimol mavisini sariya
gevirmistir.
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4.2.3. Fekal Enterokok Sayisi

Her istasyondan fekal enterokok sayisi arastiriimasi ve saymmu i¢in 36°C’°de 48
saat slireyle 100 ml ekim yapildi. Ekimden sonra gegen ilk 24 saatte yogun iireme
goriilen orneklerden seyreltme serisi hazirlanarak ekim yapildi.

Fekal enterokok saymm igin 10™e kadar seyreltme serileri hazirlandi. Koloni
sayilarin1 hesaplarken siipheli kolonilerin petri kabinda sayilabildigi en kiiglik seyreltme

faktoriindeki say1 dikkate alinarak hesaplandi.

Tablo 4.4. Istasyonlardaki toplam fekal enterokok sayilari kob/100 ml olarak
verilmigtir.

Istasyon | Fekal Enterokok
No: kob/ 100 ml

900
50000
20000
20000
1000
1200
600
1600000
24000
27000

O O N| o Oof | W N

=
o
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Sekil 4.9. Slanetz-Bartley (Azid) ped besiyerinde 36°C’de goriilen 100°den fazla siipheli
koloni 6rnegi. Goriintii 6 nolu istasyondaki 10 mI’lik ekimden alinmustir.

Sekil 4.10. Slanetz-Bartley (Azid) ped besiyerinden iireyen kolonilerle alinan membran
44°Cde safra eskiilin azid agarda 2 saat beklediginde ten renginden siyah renge kadar
degisen kolonilerden 6rnek.
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Sekil 4.11. Slanetz-Bartley (Azid) ped besiyerinde tek tek goriinen koloni Ornegi.
Gériintii 2 nolu istasyondan 1072 seyreltmeden yapilan ekimden alinmustir.

4.2.4. Siilfit indirgeyen Sporlu Anaerop Clostridiumlarin Sayisi

Her istasyondan siilfit indirgeyen sporlu anaerop Clostridiumlarin sayimi igin
ekilen 100 ml su 6regi 36°C’de 48 saat siireyle anaerop kavanozda inkiibasyona
birakildi. Ekimden sonra gegen ilk 24 saatte sayilabilen petrilerdeki koloniler sayildi,
yogun iireme goriilen 6rneklerden 10%¢ kadar seyreltme serisi hazirlanarak ekim
yapild.

Koloni sayilarmi hesaplarken kolonilerin petri kabinda sayilabildigi en kiiciik
seyreltme faktoriindeki sayr dikkate alinarak hesaplandi. 3 ve 7 nolu istasyonlarda

tireme goriilmediginden tekrar ekim yapildi. Tekrar ekimde de lireme goriilmedi.
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Tablo 4.5. istasyonlardaki toplam siilfit
sayilar1 kob/100 ml olarak verilmistir.

indirgeyen sporlu anaerop Clostridiumlarin

Istasyon
No:

stilfit indirgeyen sporlu
anaerop Clostridiumlar
kob/ 100 ml

1000

7000

0

2000

100

2000

0

100000

O O N| o Oof | W N -

100000

=
o

15000

Sekil 4.12. Siilfit demir agarda 9 nolu istasyondan yapilan ekimde goriilen yogun siyah
koloniler i¢ ice ge¢cmis.
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Sekil 4.13. Siilfit demir agarda goriilen sayilabilir siyah koloniler.

4.2.5 Aeromonas sp. sayimi

Her istasyondan Aeromonas sp. sayisi arastirilmasi ve sayimi igin 36°C’de 24
saat siireyle 100 ml ekim yapildi. Ekimden sonra gegen 24 saatte yogun iireme goriilen
orneklerden 10 e kadar seyreltme serisi hazirlanarak ekim yapildi.

Koloni sayilarin1 hesaplarken stipheli kolonilerin petri kabinda sayilabildigi en
kiigiik seyreltme faktoriindeki sayr dikkate alinarak hesaplandi. 2, 3 ve 4 nolu
istasyonlarda lireme goriilmediginden tekrar ekim yapildi. Tekrar ekimde de iireme

goriilmedi.
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Tablo 4.6. Istasyonlardaki Aeromonas sp. sayilar1 kob/100 ml olarak verilmistir.

Istasyon | Aeromonas sp.
No: kob/ 100 ml

5500
500000
0

0

0
130000
70000
6500000
520000
3000000

O O N| o o | W[ N|

=
o

Sekil 4.14. Aeromonas selektif agarda koloni sayis1 100°den fazla olan petri 6rnegi.
Goriintii 2 nolu istasyondaki 102 m’lik ekimden alinmistir.
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Sekil 4.15. Aeromonas selektif agarda daha az sayida ve farkli biiyiikliikte goriinen
kolonilerden 6rnek. Goriintii 9 nolu istasyondan 107 seyreltmeden yapilan ekimden
alinmastir.
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Tablo 4.7. Membran filtrasyon yoOntemiyle arastirilan ve sayilan biitiin
mikroorganizmalar.
[stasyon | 22°C’de | 36°C’de | Toplam | E. coli Fekal Siilfit Aeromonas
No TKS TKS Koliform Enterokok |indirgeyen sp.
Anaerop
kob/ml kob/ml  |kob/100ml | kob/100ml |kob/100ml |Clostridiumlar | kob/100ml
kob/100ml
1 400 2000 1000 200 900 1000 5500
2 150000 | 40000 100000 60000 50000 7000 500000
3 30000 6000 4000 800 20000 0 0
4 80000 14000 2000 1000 20000 2000 0
5 40000 9000 1000 500 1000 100 0
6 100000 | 3000 1000 600 1200 2000 130000
7 600 5000 3000 1000 600 0 70000
8 170000 | 200000 | 14000000 |10000000 | 1600000 | 100000 6500000
9 107000 | 250000 | 2000000 | 1000000 | 24000 100000 520000
10 110000 | 620000 | 40000 0 27000 15000 3000000

4.2.Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile Yapilan Calismalarin
Bulgular:

Ger¢ek zamanli PZR yontemiyle toplam 9 parametre ¢alisildi. Bunlar; E.
coli’nin 5 patojenik tipi (EHEC, EPEC, ETEC, EAEC ve EIEC), Enterococcus faecalis,
Clostridium perfringens, Legionella pneumophila ve Leptospira interrogans.

Esik dongii sayist (Ct) 40’1n altinda ve erime sicakligi (T,) Tablo 3.3.’de verilen
aralikta olan numuneler pozitif olarak degerlendirilmistir. Deneylerde steril deiyonize su

numunesinden ¢ikarilan DNA izolat1 negatif kontrol kalib1 olarak kullanilmistir.

4.2.1. EHEC (Enterohemorajik Escherichia coli) Tespiti

EHEC tespiti i¢in iki farkli primer (EHEC STX1 ve EHEC STX2)
kullanilmistir. Once dogrudan su Orneginden, daha sonra da membran filtrasyon
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yontemiyle dogrulanan E. coli kolonileri TSA besiyerindeki zenginlestirilmis kiiltiirden
calisildi. Yapilan ¢alismada sadece 8 nolu istasyondan EHEC STX1 primeriyle TSA
besiyerindeki kiiltiirden tespit edildi.

dF/dT

0.5

Temperature (C)

Sekil 4.16. EHEC STX1 primeriyle kiiltiirden erime egrisi. Dikey eksendeki df/dt, yatay
eksendeki sicakligin artisiyla degisen floresan oranini gostermektedir.

0.5

Intensity (RFU)

0.25+

Sekil 4.17. EHEC STX1 primeriyle kiiltiiriinden ¢ogalma egrisi. Dikey eksendeki RFU,
yatay eksendeki dongii sayisiyla artan goreceli DNA miktarini gostermektedir.
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Tablo 4.8. EHEC STX1’in su 6rneginden ve kiiltiirden esik dongiisii ve erime sicakligi.

Hedef Istasyon | Ornek Doéngii Sayis1 | Erime Sicakhig Sonu¢
Organizma No: Tipi Cr Tm

1 0 71.942 Negatif

2 0 71.844 Negatif

3 0 71.844 Negatif

4 0 71.844 Negatif

5 0 71.844 Negatif

6 Su 0 71.844 Negatif

7 0 71.841 Negatif

8 0 71.841 Negatif

9 0 71.841 Negatif

10 0 71.841 Negatif

EHEC Neg Kontrol 0 71.841 Negatif
STX1 1 0 77.938 Negatif
2 0 76.744 Negatif

3 0 76.744 Negatif

4 0 76.744 Negatif

5 0 76.744 Negatif

6 Kiiltiir 0 76.744 Negatif

7 0 76.752 Negatif

8 29.375 80.819 Pozitif

9 0 76.752 Negatif

10 0 76.752 Negatif

NegKontrol 0 0 Negatif

4.2.2. ETEC (Enterotoksijenik Escherichia coli) Tespiti

ETEC tespiti icin iki farkli primer (ETEC LT ve ETEC ST) kullanilmustir. Once
dogrudan su 6rneginden, daha sonra da membran filtrasyon yontemiyle dogrulanan E.
coli kolonilerinin TSA besiyerinde yapilan kiiltiirden ¢aligildi. Yapilan ¢alismada 2 nolu
istasyondan dogrudan su 6rneginden ETEC LT tespit edildi. 9 nolu istasyondan da TSA
besiyerindeki kiiltiirden ETEC LT tespit edildi. ETEC ST primeriyle yapilan calismada

pozitif 6rnek tespit edilmedi.
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Sekil 4.18. ETEC LT dogrudan su 6rneginden erime egrisi.
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Sekil 4.19. ETEC LT dogrudan su 6rneginden ¢ogalma egrisi.
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Sekil 4.20. ETEC LT kiiltiirden erime egrisi.
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Sekil 4.21. ETEC LT kiiltiirden ¢cogalma egrisi.
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Tablo 4.9. ETEC LT’ nin su 6rneginden ve kiiltiirden esik dongiisii ve erime sicaklig.

Hedef Istasyon | Ornek Doéngii Sayis1 | Erime Sicakhig Sonu¢
Organizma No: Tipi Cr Tm
1 0 77.455 Negatif
2 6.354 81.386 Pozitif
3 0 77.455 Negatif
4 0 77.651 Negatif
5 0 77.455 Negatif
6 Su 0 77.455 Negatif
7 0 77.457 Negatif
8 0 77.457 Negatif
9 0 77.457 Negatif
10 0 77.457 Negatif
NegKontrol 0 0 Negatif
ETECLT 1 0 75.017 Negatif
2 0 75.017 Negatif
3 0 75.017 Negatif
4 0 75.017 Negatif
5 37.133 84.287 Negatif
6 Kiltir | 0 75.017 Negatif
7 0 75.017 Negatif
8 0 75.017 Negatif
9 24.916 80 Pozitif
10 0 75.017 Negatif
NegKontrol 0 0 Negatif

4.2.3. EPEC (Enteropatojenik Escherichia coli) Tespiti

EPEC tespiti iin tek primer kullamlmistir. Once dogrudan su érneginden, daha
sonra da membran filtrasyon yontemiyle dogrulanan E. coli kolonilerinin TSA
besiyerinde yapilan kiiltiirden calisildi. Yapilan ¢alismada dogrudan su 6rneklerinden 1,
2,4,7,8,9, 10 nolu istasyonlardan EPEC tespit edildi. TSA besiyerindeki kiiltiirlerden
yapilan ¢alismada biitiin istasyonlardan EPEC tespit edildi.
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Sekil 4.23. EPEC dogrudan su drneginin ¢gogalma egrisi.
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Sekil 4.24. EPEC kiiltiir 6rneginin erime egrisi.
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Sekil 4.25. EPEC kiiltiir 6rneginin ¢ogalma egrisi.
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Tablo 4.10. EPEC’nin su 6rneginden ve kiiltiirden esik dongiisti ve erime sicakligi.

Hedef Istasyon | Ornek Doéngii Sayis1 | Erime Sicakhig Sonu¢
Organizma No: Tipi Cr Tm
1 0 85.585 Pozitif
2 29.964 90.356 Pozitif
3 0 75.018 Negatif
4 36.881 86.318 Pozitif
5 0 75.018 Negatif
6 Su 0 75.018 Negatif
7 35.837 85.876 Pozitif
8 33.138 90.355 Pozitif
9 28.45 92.236 Pozitif
10 35.282 92.141 Pozitif
EPEC NegKontrol 0 0 Negatif
1 32.301 85.612 Pozitif
2 29.773 85.393 Pozitif
3 28.528 85.294 Pozitif
4 27.979 85.101 Pozitif
5 Kiiltiir 30.375 84.972 Pozitif
6 35.216 85.007 Pozitif
7 31.727 85.418 Pozitif
8 26.983 85.338 Pozitif
9 25.071 91.68 Pozitif
10 29.416 88.932 Pozitif

4.2.4. EIEC(Enteroinvaziv Escherichia coli) Tespiti

EIEC tespiti i¢in tek primer kullanilmistir. Once dogrudan su drneginden, daha
sonra da membran filtrasyon yontemiyle dogrulanan E. coli kolonilerinin TSA
besiyerinde yapilan kiiltiirden ¢alisildi. Yapilan ¢aligmada higbir istasyondan, dogrudan
su 6rneklerinden veya TSA besiyerindeki kiiltiirlerden EIEC tespit edilmedi.

4.2.5. EAEC (Enteroagregatif Escherichia coli) Tespiti

EAEC tespiti i¢in tek primer kullanilmigtir. Once dogrudan su érneginden, daha
sonra da membran filtrasyon yontemiyle dogrulanan E. coli kolonilerinin TSA
besiyerinde yapilan kiiltiirden c¢alisildi. Yapilan calismada dogrudan su orneklerden

sadece 8 nolu istasyonda, TSA besiyerindeki kiiltiirlerden de 8 ve 9 nolu istasyonlardan

EAEC tespit edildi.
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Sekil 4.26. EAEC dogrudan su 6rneginin erime egrisi.
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Sekil 4.27. EAEC dogrudan su 6rneginin ¢ogalma egrisi.
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Sekil 4.29. EAEC kiiltiir 6rneginin ¢ogalma egrisi.
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Tablo 4.11. EAEC’nin su drneginden ve kiiltiirden esik dongiisii ve erime sicakligi.

Hedef Istasyon | Ornek Doéngii Sayis1 | Erime Sicakhig Sonu¢
Organizma No: Tipi Cr Tm
1 Su 0 71.036 Negatif
2 36.788 88.546 Negatif
3 0 71.378 Negatif
4 0 71.036 Negatif
5 0 71.036 Negatif
EAEC L6 0 71.036 Negatif
7 0 71.036 Negatif
8 35.597 78.191 Pozitif
9 38.384 71.036 Negatif
10 0 71.036 Negatif
NegKontrol 0 71.036 Negatif
1 Kaltir | 37.077 87.035 Negatif
2 37.371 85.729 Negatif
3 36.779 73.178 Negatif
4 0 75.455 Negatif
5 0 73.178 Negatif
6 38.438 89.584 Negatif
7 36.96 73.178 Negatif
8 26.085 78.239 Pozitif
9 25.513 78 Pozitif
10 35.914 73.887 Negatif

4.2.6. Enterococcus faecalis Tespiti

Enterococcus faecalis 6nce dogrudan su drneginden, daha sonra da membran
filtrasyon yontemiyle dogrulanan kolonilerden calisildi. Yapilan ¢alismada dogrudan su
orneklerden sadece 8 nolu istasyondan, segici besiyerindeki kiiltiirlerden de 1, 2, 4, 5, 8

ve 10 nolu istasyonlardan Enterococcus faecalis tespit edildi.
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Sekil 4.30. Enterococcus faecalis’in su 6rnegindeki erime egrisi.
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Sekil 4.31. Enterococcus faecalis’in su 6rnegindeki ¢cogalma egrisi.
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Sekil 4.32. Enterococcus faecalis’in kiiltiirdeki erime egrisi.
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Sekil 4.33. Enterococcus faecalis’in kiiltiirdeki cogalma egrisi.
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Tablo 4.12. Enterococcus faecalis’in su 6rneginden ve kiiltiirden esik dongiisii ve erime
sicakligi.

Hedef Istasyon Ornek Dongii Sayis1 | Erime Sicakhig Sonu¢
Organizma No: Tipi Cr Tm
1 0 72.963 Negatif
2 0 72.963 Negatif
3 0 72.963 Negatif
4 0 72.963 Negatif
5 0 72.963 Negatif
6 Su 0 72.963 Negatif
7 0 72.963 Negatif
8 34.959 87.631 Pozitif
9 0 72.963 Negatif
10 0 72.963 Negatif
E.faecalis | NegKontrol 0 0 Negatif
1 36.112 87.922 Pozitif
2 28.392 87.839 Pozitif
3 0 84.508 Negatif
4 37.829 87.642 Pozitif
5 Kiiltiir 31.862 87.577 Pozitif
6 0 84.508 Negatif
7 0 84.508 Negatif
8 37.54 87.869 Pozitif
9 0 85.115 Negatif
10 31.046 87.81 Pozitif

4.2.6. Clostridium perfringens Tespiti

Clostridium perfringens once dogrudan su 6rneginden, daha sonra da membran
filtrasyon yontemiyle dogrulanan kolonilerden ¢alisildi. Yapilan ¢calismada dogrudan su
orneklerden 8 ve 9 nolu istasyonlardan, Se¢ici besiyerindeki kiiltiirlerden de 1, 2, 4, 5, 8,

9 ve 10 nolu istasyonlardan Clostridium perfringens tespit edildi.
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Sekil 4.34. Clostridium perfringens’ in su 6rnegindeki erime egrisi.
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Sekil 4.35. Clostridium perfringens’ in su 6rnegindeki ¢ogalma egrisi.
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Tablo 4.13. Clostridium perfringens’in su orneginden ve kiiltiirden esik dongiisii ve
erime sicaklig1.

Hedef Istasyon Ornek Dongii Sayis1 | Erime Sicakhig Sonug
Organizma No: Tipi C+r Tm
1 0 72.353 Negatif
2 0 72.353 Negatif
3 0 72.353 Negatif
4 0 72.353 Negatif
5 0 73.17 Negatif
6 Su 0 72.353 Negatif
7 0 72.353 Negatif
8 37.89 77.945 Pozitif
9 37.171 78.043 Pozitif
C.perfringens 10 0 72.353 Negat?f
NegKontrol 0 0 Negatif
1 35.814 77.791 Pozitif
2 34.231 77.772 Pozitif
4 33.399 77.91 Pozitif
5 36.524 77.995 Pozitif
6 Kiltir | O 0 Negatif
8 30.687 77.887 Pozitif
9 30.93 77.921 Pozitif
10 36.676 78.167 Pozitif
NegKontrol 0 0 Negatif

4.2.6. Legionella pneumophila Tespiti
Legionella pneumophila’nin su orneklerinden yapilan g¢alismasinda 2,4,7,8,9

nolu istasyonlardan tespit edildi.
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Sekil 4.38. Legionella pneumophila’nin su 6rnegindeki erime egrisi.
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Sekil 4.39. Legionella pneumophila’nin su drnegindeki ¢ogalma egrisi.
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Tablo 4.14. Legionella pneumophila’nin dogrudan su 6rneginden esik dongiisii ve
erime sicakligi.

Hedef Istasyon | Ornek Dongii Sayis1 | Erime Sicakhgi Sonu¢
Organizma No: Tipi Cr Tm

1 36.124 82.989 Negatif

2 33.496 84.851 Pozitif

3 36.231 82.989 Negatif

4 34.582 85.242 Pozitif

5 36.465 82.989 Negatif

L.pneumophila | 6 Su 36.408 82.989 Negatif
7 34.768 85.271 Pozitif

8 33.818 85.423 Pozitif

9 32.841 85.26 Pozitif

10 36.214 82.989 Negatif

NegKontrol 0 0 Negatif

4.2.7. Leptospira interrogans Tespiti
Leptospira interrogans’in su orneklerinden yapilan ¢alismasinda higbir pozitif

ornek tespit edilmedi.
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Tablo 4.15. Gergek zamanli PZR yontemiyle dogrudan su 6rneklerinden yapilan tespit
¢alismalarinin toplu sonuglari.

e | E |2
— AN e
o <8} o [
< o - - = 2 2 2 g
c wn wn - n = = IS bt
o &) = = o
> o O @) O @) 9 O @ 5 o e
7 Y| Y| | | w T w R S s S
S I I — — o — < - . . =
2 w w 1] w wl T i wl (@) _ i
1 - - - - + - - - - - -
2 - - + - + - - - - + -
3 - - - - - - - - - - -
4 - - - - + - - - - + -
5 - - - - - - - - - - -
6 - - - - - - - - - - -
7 - - - - + - - - - + -
8 - - - - + - + + + + -
9 - - - - + - - - + + -
10 | - - - - + - - - - - -

+ : pozitif tespit edilen 6rnekler, - : negatif tespit edilen 6rnekler
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Tablo 4.16. Membran filtrasyon yontemiyle tretilen bakteri kolonilerinin gerg¢ek
zamanli PZR yontemiyle yapilan ¢aligmalarin sonuglart.
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£ L Ll w L Ll L Ll Ll (@)
1 - - - - + - - + +
2 - - + - + - - + +
3 - - - - + - - - -
4 - - - - + - - + +
5 - - - - + - - + +
6 - - - - + - - - -
7 - - - - + - - - -
8 + - - - + - + + +
9 - - + - + - + - +
10 - - - - + - - + +

+ : pozitif tespit edilen 6rnekler, - : negatif tespit edilen drnekler
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BOLUM 5

SONUCLAR VE TARTISMA

Bu calismada Edirne ilindeki cevresel sularda indikator ve bazi patojen
bakterilerin arastirilmasi amaciyla membran filtrasyon ve gergek zamanli PZR
yontemiyle calisildi. PZR yontemiyle arastirilan mikroorganizmalarin tespiti ve goreceli
olarak DNA miktarin1 verirken membran filtrasyon yOntemiyle arastirilan
mikroorganizmalarin sayimlari da yapildi.

Su 6rnegi alinan biitiin istasyonlara genel olarak bakildiginda farkli ¢evresel ve
yiizeysel su Orneklerini temsil etmektedir. Bu istasyonlardan 5 tanesi Edirne sehir
merkezinde bulunan siis havuzlari, 3 tanesi nehir, 1 tanesi dere ve 1 tanesi de celtik
tarlasidir. Tablo 4.7.’de sehir sebeke suyu kullanilan 5 siis havuzundaki arastirilan ve
sayllan mikroorganizmalarin sayilar1 diger cevresel sulara gore daha az oldugu
gorilmistlir. Siis havuzlarinda sehir sebeke suyunun kullanilmasi (sebeke suyunda
serbest klor bulunmaktadir) ve temizliklerinin yapilmasi, bu havuzlardaki
mikroorganizma sayisina etki ettigi diisiiniilmektedir.

Cevresel sular her tiirlii kirleticiye maruz kaldigindan aranilan bakterilerden
Leptospira interrogans hari¢ tamamu tespit edilmistir. Leptospira interrogans, 6zellikle
fare basta olmak lizere baz1 yabani kemiriciler ve memeli hayvanlarin idrariyla suya
karisir[7]. Yiiksek pH’da ve durgun sularda uzun siire canli kalabilirler [13,14]. Siis
havuzlart disindaki istasyonlar akarsu oldugundan ya da sudaki sayilar1 tespit
edilemeyecek kadar az sayida bulunmalarindan dolayr tespit edilemedigi
diistiniilmektedir.

Membran filtrasyon yontemiyle toplam koliform ve E.coli’nin arastirilmasi ve
sayiminda, 6zellikle siis havuzlarinda ve Meri¢ Nehri’nde diger istasyonlara gore daha

az sayida oldugu goriilmiistiir. Diger istasyonlarda toplam koliform ve E.coli sayisinin
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oldukca fazla goriilmesi, insan ya da sicakkanli hayvanlardan yogun miktarda digki
materyalinin suya yeni karigtigin1 gostermektedir. Toplam koliform goriiliip E.coli’nin
goriilmedigi tek istasyon 10 nolu istasyon yani Ergene Nehri kenarinda bulunan celtik
tarlasidir. Tablo 4.1°de goriildiigii gibi bu istasyondaki hava sicakligi ve 6zellikle su
sicaklig1 diger istasyonlara gore oldukga fazladir. E.coli nin diger indikator bakterilere
gore olumsuz sartlara daha dayaniksiz oldugu bilinmektedir [5]. Suyun berrak
goriiniimde ve derinligi ¢ok az olmasi giines 1silarinin etkisiyle kisa siirede E.coli’nin
0ldiigli kanisina varilmistir. Nitekim gergek zamanli PZR yontemiyle bu istasyonda
E.coli nin patojenik tiplerinden EPEC’in tespit edilmesi bu kaniy1 giiclendirmektedir.

Gergek zamanli PZR yontemiyle E.coli’nin bes patojenik tipi igin tespit
calismasi yapilmistir. Bu yontemle hem dogrudan su 6rneklerinden hem de membran
filtrasyon yontemiyle {iretilip dogrulanmis koloni orneklerinden tespit caligmalar
yapilmistir. Her iki 6rnekten yapilan ¢aligmada EPEC dikkate deger sekilde ¢ok tespit
edilmistir. Cevresel su Orneklerinden EPEC’in diger patojenik E.coli tiplerine gore
daha cok tespit edildigine dair bir literatiir bilgisine rastlanmamaistir. Klinik 6rneklerden
EPEC’in bebeklerde ve 2 yasin altindaki ¢ocuklarda ishal salginlarima neden oldugu
bildirilmistir [7]. E.coli’'nin patojenik tiplerinden EIEC hicbir Ornekte tespit
edilmemistir. Diger patojenik tipler de Tablo 4.15 ve Tablo 4.16°da goriildiigi gibi ¢cok
az sayida tespit edilmistir.

Membran filtrasyon yontemiyle fekal enterokoklarin aragtirilmasi ve sayiminda
biitiin istasyonlarda tespit edilmis olup, toplam koliform ve E.coli sayilarindan farkli
olarak siis havuzlarimin ¢ tanesinde de yiiksek sayida oldugu goriilmistiir.
Enterokoklar hayvan ve insanlarin bagirsaginda bulunur ve suda iiremezler. Klorlama
ve ¢evresel sartlara E.coli’den daha direnclidirler ve daha uzun yasarlar. E.coli 6liim
hiz1 oran1 glines 1sinlart arttif1 zaman hizla artarken, enterokoklarin 6liim hizi oram
giines 15101 yogunlugu ile ¢ok degismez. Ayrica E.coli ve enterokoklarin her ikisi de
klora duyarli olsa da enterokoklar E.coli’den biraz daha fazla direng gosterirler. Tiim
bunlardan dolayr enterokoklar ge¢mis Kkirliligin bir gostergesidir [5]. Fekal
enterokoklarin tespit edilmesi ¢evresel sularin toplam koliform ve sayilar E.coli’de
oldugu gibi insanlarin ve sicakkanli hayvanlarin digkisindan gegmiste de suya karistigini
gostermektedir. Gecmisteki  digki  kirliliginin =~ yogunlugu istasyonlardaki su

orneklerinden tespit edilen fekal enterokok sayilariyla dogru orantilidir.
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Gergek zamanli PZR yontemiyle fekal enterokoklardan suda en ¢ok bulunan tiirii
Enterococcus faecalis’in dogrudan su 6rneklerinden ve membran filtrasyon yontemiyle
iiretilip dogrulanmis koloni 6rneklerinden tespit calismalar1 yapilmistir. Dogrudan su
orneklerinden sadece 8 nolu istasyondan tespit edilirken kiiltiirde iiretilmis bakteri
kolonilerinden 1, 2, 4, 5, 8 ve 9 nolu istasyonlardan tespit edilmistir. Membran
filtrasyon yontemiyle biitiin istasyonlardan fekal enterokok tespit edilirken gergek
zamanli PZR’de fekal enterokoklardan sadece Enterococcus faecalis arastirildigindan
biitiin istasyonlardan tespit edilmemistir.

Hem konvansiyonel hem de molekiiler yontemlerle yapilan ¢alismalarda klasik
indikator bakterilerle sonradan indikator bakteri olarak kullanilmaya bagslanan siilfit
indirgeyen Clostridiumlar arasinda paralellik ve duyarlilik karsilastirilmasi yapildi.
Klasik indikatorlerden koliform bakteriler, E. coli ve fekal enterokok goriiliip de siilfit
indirgeyen Clostridiumlarin goriilmedigi sadece iki siis havuzu vardir. Siilfit indirgeyen
Clostridiumlar ¢evresel sartlara diger indikatér bakterilerden daha dayanikli
olduklarindan iki siis havuzunda goriilmemesi, insanlardan ya da hayvanlardan meydana
gelen diski kirliliginde klasik indikatér bakterilerin sayis1 siilfit indirgeyen
Clostridiumlarin sayisina gore ¢ok fazla olmasiyla ve siis havuzlarina temizlik v.b.
bakimlarin yapilmasiyla agiklanabilir. Bu iki siis havuzu disindaki istasyonlarda hem
klasik indikator bakteriler hem de siilfit indirgeyen Clostridiumlar goriilmiistiir.

Indikatér ve patojen bakterilerin karsilastirilmasi yapildi. Konvansiyonel
yontemle yapilan caligmada indikator bakterilerin gorillip de Aeromonas cinsi
bakterilerin goriilmedigi li¢ siis havuzu vardir. Aeromonas cinsi bakterilerin ii¢ tane siis
havuzunda goriilmemesi muhtemelen bu havuzlarda kullanilan klorlu sebeke suyundan
etkilenmis olabilecegindendir. Aeromonas cinsi bakterilerin  goriilmedigi siis
havuzlarinda indikator bakteri sayilarinin da diisiik goriilmesi hem patojen hem de
indikatOr bakterilerin klorlu sudan etkilendiklerini diisiindiirmektedir.

Membran filtrasyon yontemiyle 22°C’de ve 36°C’de toplam koloni sayimi (total
jerm) yapilmistir. Her su ¢esidi, toprak ve bitki oOrtiisii gibi pek ¢ok noktadan
kaynaklanan  ¢esitli  mikroorganizmalar1  siirekli ~ bulundurmakta ve bu
mikroorganizmalarin sayimi, su kalitesinin arastirilmasi ve degerlendirilmesinde faydali
bilgiler saglamaktadir. Toplam koloni sayis1 bir suyun mikrobiyolojik yiikii ve kalitesi

hakkinda fikir verebilmesine karsilik insan saglig1 icin iyi bir risk gostergesi olmadigi
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DSO tarafindan tanimlanmustir [5]. Toplam koloni sayisi ile indikator ve patojen bakteri
sayisi arasinda dogrudan bir baglanti yoktur[5]. 36°C’de iireyen TKS’ye bakildiginda
dolayli bir baglantinin oldugu goriilmiistiir. Indikatér bakteri sayisinin az oldugu
istasyonlarda 36°C’de iireyen TKS’nin de az oldugu, ayni sekilde indikator bakteri
sayisinin ¢ok oldugu istasyonlarda 36°C’de iireyen TKS’nin de ¢ok oldugu goriilmiistiir.
22°C’de tireyen TKS sayisi ile indikatér bakterilerin sayilari arasinda nehirlerde bir
paralellik oldugu gozlenmistir. Siis havuzlarinda ise 7 nolu istasyonda bir paralellik
gozlenirken diger istasyonlarda 22°C’de ireyen TKS sayist indikator bakterilerin
sayisina gore oldukga fazla oldugu goriilmiistiir.

Gergek zamanli PZR yontemiyle dogrudan su orneklerinden caligilan patojen
bakterilerden Legionella pneumophila 2, 4, 7, 8 ve 9 nolu istasyonlarda tespit edilmistir.
L.pneumophila aerosolle bulasabilmekte ve {iilkemizde lejyoner hastaliginin tiim
pnomoniler arasinda % 5-10 arasinda siklikta oldugu bildirilmistir [7]. Edirne il
merkezindeki iki siis havuzunda bu bakterinin tespit edilmesi 6zellikle yaslilarda ve
bagisiklik sistemi zayif olan kisilerde enfeksiyon riskini arttirmaktadir. L.pneumophila
hastane enfeksiyonlar1 da yapabildiginden bakterinin tespit edildigi istasyonlar ¢evresel
bir rezervuar rolii oynamaktadirlar.

Membran filtrasyon ve gercek zamanli PZR yoOntemiyle arastirilan
mikroorganizmalar arasinda duyarlilik ve paralellik karsilagtirmas: yapildi. Her iki
yontemle de ¢aligilan bakterilerin tespit etmedeki duyarliligr karsilastirildiginda, gergek
zamanli PZR’nin dogrudan su orneklerinden yapilan ¢alismasinda membran filtrasyon
yontemine gore daha duyarsiz oldugu tespit edilmistir. Bakteri kiiltlirlerinden alinan
orneklerden yapilan calismada ise benzer duyarlilik tespit edilmistir. Ger¢gek zamanli
PZR yo6ntemi ¢ok daha 6zgiin oldugundan ortak caligilan bakterilerde farkliliklar vardir.
Membran filtrasyon yonteminde E.coli, fekal enterokok ve siilfit indirgeyen
Clostridium’larin arastirilmast ve sayimi yapilirken ger¢ek zamanli PZR’de E.coli’nin
bes patojenik tipi, fekal enterokoklardan sadece Enterococcus faecalis ve siilfit
indirgeyen Clostridium’lardan Clostridium perfringens’in tespit ¢alismasi yapilmustir.
Membran filtrasyon yontemiyle tespit edilen patojen ve patojen olmayan E.coli tiiriiniin
tamamini kapsamaktadir. Fekal enterokok tanimi en ¢ok bulunan tiir olan Enterococcus
faecalis yaninda bagka Enterococcus tiirlerini de i¢ermektedir [5]. Siilfit indirgeyen

Clostridium’lar tanimi g¢ogunlukla Clostridium perfringens’i tanimlamakla birlikte
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bagka Clostridium tiirlerini de icermektedir[5]. Tiim bu sebeplerden dolayr her iki
yontemle tespit edilen bakteriler arasinda bir paralellik aramak dogru degildir. Gergek
zamanli PZR’den elde edilen sinyallerle bakterinin canli olup olmadigi belli
olmadigindan kritik bir neme sahiptir [28]. Mesela 10 nolu istasyondaki su 6rneginden
memran filtrasyon yontemiyle E.coli goriilmemisken gergek zamanli PZR’de E.coli’nin
patojenik tiplerinden EPEC tespit edilmistir. Bu da bize gostermektedir ki bu istasyonda
canli E.coli olmadigi halde EPEC’e ait DNA molekiili ortamda bulunmaktadir.
Membran filtrasyon yontemiyle biitiin istasyonlardan fekal enterokok goriiliirken gercek
zamanli PZR yonteminde 3, 6, 7 ve 9 nolu istasyonlarda kiiltiirde tiretilen bakteri
kolonilerinden izole edilen DNA’lardan bile Enterococcus faecalis tespit edilmemistir.
Bu durum, Enterococcus faecalis tespit edilemeyen istasyonlarda bagska Enterococcus
tirlerinin oldugunu goéstermektedir. Her iki yontemin Clostridium perfringens tespiti
sadece 6 nolu istasyonda farklidir. Bunun muhtemel sebepleri, bu istasyondaki su
orneginde ya Clostridium perfringens disinda baska bir siilfit indirgeyen Clostridium
tiirli var ya da PZR ile tespit edilemedi.

Calisilan iki yoOntemin birbirlerine gore avantajlari ve dezavantajlar
karsilastirildi. Gergek zamanli PZR yOnteminin membran filtrasyon yontemine gore
sonug elde etme siiresinin ¢ok kisa oldugu, ¢ok daha 6zgiin, daha az miktarda 6rnekle
caligabildigi ve su orneklerini kiiltiire almadan da aranilan bakterinin tespit edilebildigi
goriilmiistiir. Buna karsilik az miktarda su Ornegiyle calisinca duyarliligin azaldigi,
tespit edilen bakterinin canli olup olmadiginin belli olmadigi ve maliyetinin daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Membran filtrasyon yontemiyle arastirilan ve sayillan mikroorganizmalar
1s181inda sularin kirlilik siniflar1 belirlenmistir. 30.11.2012 tarihinde Orman ve Su Isleri
Bakanligi’nin yaymlamis oldugu “Yiizeysel Su Kalitesi Yonetimi Yo6netmeligi“ne gore
kita i¢i ylizeysel su kaynaklari kalitesi 4 sinifa ayrilmistir. S6z konusu yonetmeligin Ek-
5 Tablo-5’teki biitiin parametrelerin  siniflandirmadaki  degerleri  belirlenmistir.
Bakteriyolojik agidan su kalitesinin belirlenmesi igin fekal koliform ve toplam koliform

parametreleri belirtilmistir [44].
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Tablo 5.1. “Yiizeysel Su Kalitesi Yonetimi Yonetmeligi“ne gére kita igi yiizeysel su
kaynaklar1 bakteriyolojik parametreler icin kalite kriterleri.

Bakteriyolojik Su kalite siniflari

parametreler 1. siif 2. smuf 3. smf 4. simf

Fekal koliform
(EMS/100 ml)

<10 10-200 200-2000 > 2000

Toplam koliform

(EMS/100 ml)

<100 100-20000 20000-100000 > 100000

Tablo 5.2. Bakteriyolojik parametreler bakimindan istasyonlarin su kalite kriterlerine
gore siniflandirilmasi.

Istasyon No: Toplam Koliform Fekal Koliform
sayisina gore su kalitesi | sayisina gore su kalitesi
1 2. simif 2. simif
2 3. smif 4. simif
3 2. siif 3. sif
4 2. simif 3. smif
5 2. simif 3. smif
6 2. siif 3. sif
7 2. simif 3. simif
8 4. stmf 4. stmf
9 4. stmf 4. stmf
10 3. smif 1. simif

Tablo 5.2°de istasyonlarin toplam koliform ve fekal koliform sayilarina
bakildiginda 1 nolu istasyon harig, nehirlerin ve derenin bakteriyolojik parametreler
bakimindan kirlenmis ve c¢ok kirlenmis sular sinifinda olduklar1 tespit edilmistir. Bu
durum nehirlere yogun miktarda insan ve/veya sicakkanli hayvan digkisinin nehirlere
karistigin1  gostermektedir. Sehir merkezindeki siis havuzlart da az kirlenmis ve

kirlenmis sular sinifina girmektedir. Kirlilik smifinin yiiksek oldugu istasyonlarda
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arastirllan patojen ve diger indikator bakteri sayilarinin da ¢ok yiiksek oldugu
gorilmiistiir.

Sonug olarak bu c¢aligma, Edirne merkezi ve ¢evresinde belirlenmis istasyonlarin
mikrobiyolojik su kaliteleri hakkinda bir fikir edinmemizi saglamistir. Nehirlerde ve
derelerde indikator ve patojen bakteri sayisi, farkli noktalarda ve derinlikte, farkli
mevsimlerde ve atik su miktarina gére ¢cok degisken olabilir. Dolayisiyla sadece belirli
bir noktadan ve bir mevsimde alinan su Ornegi ile bu istasyonlarin mikrobiyolojik
kalitesinin yil i¢indeki degisimlerini ve genel mikrobiyolojik kalitesi hakkinda bir fikir
yiiriitmek zordur. Yine de, bir defalik ¢alismayla bile arastirilan bakteri sayilarinin bazi
istasyonlarda oldukga yiiksek olmasi hastalik riskini arttirdigini ve kirli sularin ¢evresel
bir hastalik kaynagi oldugu diisiiniilmektedir. Sadece insan sagligi i¢in degil, suda
yasayan canlilarin (6zellikle siiriingenler ve baliklar) ve ekolojik dengenin de olumsuz
etkilendigi disiiniilmektedir. Bu ¢alisma ayn1 zamanda gelecekte daha iyi yapilacak

calismalar i¢in bir yol gosterici olacagi da diisiiniilmektedir.

86



KAYNAKLAR

[1] TUBITAK Bilim Teknoloji ve Yenilik Politikalar1 Daire Baskanligi, Su Alani
Ulusal Ar-Ge ve Yenilik Stratejisi Hazirlanmasina Iliskin Bilgi Notu, Ek 6 (Ankara,
2010).

[2] M. Akin ve G. Akin, Suyun Onemi, Tiirkiye’de Su Potansiyeli, Su Havzalar: ve Su
Kirliligi, Ankara Universitesi Dil Tarih Cografya Fakiiltesi Derg., 105, (2007)

[3] C. Giiler, Su Kalitesi (Cevre Sagligi Temel Kaynak Dizisi No: 43, Ankara, 1997).

[4] Z. Koloren, B. Tas ve D. Kaya, Gaga Golii (Ordu, Tiirkiye)'niin Mikrobiyolojik
Kirlilik Seviyesinin Belirlenmesi, Karadeniz Fen Bil. Derg., 2, 3, 74-85, (2011).

[5] U. Berberoglu, Su Mikrobiyolojisi ve Uygulamalar: El Kitabi (Tiirkiye Halk Saglig
Kurumu, Ankara, 2012).

[6] H. Irmak, Sularla Tliskili Hastaliklar (Sinem Matbaacilik, Ankara, 2006).

[7] A. Willke Topcu, G. Séyletir ve M. Doganay, Infeksiyon Hastaliklart (Nobel Tip
Kitabevleri, Istanbul, 1996).

[8] M. Akhan, Bir Kaynak Suyu Tesisindeki Mikrobiyal Kontaminasyon
Kaynaklarimn Incelenmesi (Istanbul Universitesi Saglik Bil. Ens., Yiiksek Lisans Tezi,
Danisman: Omer Cetin, Istanbul, 2007).

[9] Edirne Valiligi Cevre ve Sehircilik 11 Miidiirliigiiil Cevre Durum Raporu,
Edirne,(2012).

[10] www.akuademi.net/USG/USG2004/SKCK/skck07

[11] H. Soylu, Edirne Ilindeki Cevresel Sular ve I'gme-Kullanma" Sularinin
Bakteriyolojik Amest Testi ile Mutajenitelerinin Arastirilmast (Trakya Universitesi
Fen Bil. Ens., Yiksek Lisans Tezi, Danigman: Dog. Dr. Ece Sen, Edirne, 2012).

[12] M. E. Erkan, A. Vural, Dicle Nehrinin Hijyenik Kalitesi Uzerine Bir Arastirma,
Dicle Tip Dergisi, 33,4, 205-209, (2006).

[13] O.S. Yenen, Tibbi Mikrobiyoloji (Nobel Tip Kitabevleri, istanbul, 2010)

[14] C. Ozkuyumcu (Hacettepe Mikrobiyoloji Serisi-1 Klinik Bakteriyoloji El Kitabu,
Giines Tip Kitabevleri, Ankara, 2009).

[15] H. Bilgehan, Klinik Mikrobiyolojik Tan: (Baris Yayinlar1 Fakiilteler Kitabevi,
[zmir, 2009).

87


http://www.akuademi.net/USG/USG2004/SKCK/skck07

[16] B. Ongen, Escherichia coli Ishallerinde Laboratuvar Tamisi, AnkemDerg., ek
2,22,197-210, (2008).

[17] Saglik Bakanligi, insani Tiiketim Amagl Sulardan Numune Alimi, Tasinmasi ve
Analizlerine Iliskin El Kitabi (Ankara, 2008).

[18] J. Costa, I. Tiago, M. S. da Costa, Presence and persistence of Legionella spp. in
ground water, Appl. Environ. Microbiol., 71, 663-671, (2005).

[19] F. Koksal, N. Oguzkurt, M. Samast1, Istanbul’da U¢ Egitim Hastanesinin Depo ve
Musluk Sularinda LegionellaBakterilerinin Arastirilmasi, Klimik Derg., 15, 1, 16-18,
(2002).

[20] K. Ricketts, C. Joseph, The distribution of travel-associated Legionnaires’ disease
within selected European countries, and a comparison with tourist patterns,
Epidemiol. Infect., 134, 887-893, (2006).

[21] K. Ricketts, B. Mc Naught, C. Joseph, Travel-associated legionnaires' disease in
Europe, 2004 Euro Surveill, 11, 107-110, (2006).

[22] M. Siinbiil, Leptosiroz, Ankem Derg., 20 (Ek 2), 219-221, (2006).

[23] N. Saltoglu, Leptosira Infeksiyonlari: Tiirkiye ve Diinyada Durum, XI. Tiirk
Klinik Mikrobiyoloji ve Infeksiyon Hastaliklar1 Kongresi, 108-110, (2003).

[24] O. Baylan ve S. Yilmaz, Intestinal ve Ekstraintestinal infeksiyonlarin bir etkeni:
Aeromonas, Tiirk Mikrobiyoloji Cemiyeti Kongresi, 34, 262-272, (2004).

[25] I. H. Igbinosa, E. U. Igumbor, F. Aghdasi, M. Tom and A. I. Okoh, Emerging
Aeromonas Species Infections and Their Significance in Public Health, The Scientific
World Journal, 10, 1100, (2012).

[26] A. Uzel ve F. Ugar, Izmir Tlindeki Cesitli Kaynaklardan Aeromonas
hydrophila’nin Izolasyon, Identifikasyon ve Toksijenik Ozellikleri, Turk J.Biol., EK
Say1 24, 25-32, (2000).

[27] E. Koneman, S. Allen, W. Janda, P. Schreckenberger, W. Jr. Winn, Curved gram
negative basilli and oxidase positive fermenters: Campylobacteraceae and
Vibrionaceae (Color Atlas and Textbook of Diagnostic Microbiology, Lippincott
Comp, Philadelphia, 1997).

[28] M. Hasde, R. Ogur ve O. F. Tekbas, Ankara Il Merkezinde Bulunan Askeri
Birliklerdeki Kuyu Sularinin Polimeraz Zincir Reaksiyon Sistemi ile Mikrobiyolojik
Analizlerinin Yapilmasi, 44, 4, 373-377,(2002).

[29] URL http://www.cem.yildiz.edu.tr/3-menu_icerikleri/3.../cm2_ders_notu.pdf

88


http://www.cem.yildiz.edu.tr/3-menu_icerikleri/3.../cm2_ders_notu.pdf

[30] R. Ogur, O.F. Tekbas,Temel Su Analiz Teknikleri (GATA, Aydmn
Matbaacilik,Ankara,2005).

[31] A. K. Halkman, Gida Mikrobiyolojisi Uygulamalari, (Basak Matbaacilik, Ankara,
2005).

[32] URL. http://www.who.int/water_sanitation_health/dwg/iwachap13.pdf

[33] M. T. Madigan, J. M. Martinko, Onbirinci Baskidan Ceviri Editorii: C. Cokmiis,
Brock Mikroorganizmalarin Biyolojisi (Palme Yayicilik, Ankara, 2010).

[34] G. Temizkan, N. Arda, Molekiiler Biyolojide Kullanilan Yéntemler (Nobel Tip
Kitabevleri, istanbul, 2008).

[35] T. Giinel, Gen Anlatimimin Kantitatif Analizi “Real-Time PCR”, Tirkiye
Klinikleri J. Med. Sci., 27, 763-767, (2007).

[36] TS EN ISO 9308-1 (Nisan 2004).
[37] TS EN ISO 7899-2 (Nisan 2002).
[38] TS 8020 EN ISO 26461-2 (Eyliil 1997).

[39] A. Ahmed, M. F. M. Engelberts, K. R. Boer, N. Ahmed ve R. A. Hartskeerl,
Development and validation of a real-time PCR for detection of pathogenic
Leptospira species in clinical materials, PLoS ONE 4, 9, €7093 (2009).

[40] S. Bartosch, A. Fite, G. T. Macfarlane and M. E. T. Mc Murdo, Characterization
of bacterial communities in feces from health yelderly volunteers and hospitalized
elderly patients by using real-time PCR and effects of antibiotic treatment on the fecal
microbiota ,Applied and environmental microbiology, 70, 6, 3575-3581 (2004).

[41] H. Fukushima, Y. Tsunomoriand R. Seki, Duplex real-time SYBR green PCR
assays for detection of 17 species of food-or waterborne pathogens in stools, Journal
of ClinicalMicrobiology 41, 11, 5134-5146 (2003).

[42] K. R. S. Arandal, S. H. Fabbricotti, U. Fagundes-Netoand I. C. A. Scaletsky,
Single multiplex assay to identify simultane ously enteropathogenic,
enteroaggregative, enterotoxigenic, enteroinvasive and Shiga toxin- producing
Escherichia colistrains in Brazilian children, FEMS microbiology letters, 267,2,145-
150 (2007).

[43] N. Wellinghausen, C. Frostand, R. Marre, Detection of legionellae in hospital
water samples by quantitative real-time LightCycler PCR, Appl. Environ. Microbiol.
67, 3985-3993 (2001).

[44] Orman ve Su Isleri Bakanlig1, Yiizeysel Su Kalitesi Yonetimi Yonetmeligi (2012)

89



OZGECMIS

1974 yilinda Bulgaristan’nin Kircaali sehrinde dogdu. ilk 8 yillik &grenimini
1989 yilinda Bulgaristan’da tamamladi. 1993 yilinda Kirklareli 60.Y1l Saglik Meslek
Lisesi’nden mezun oldu ve ayn1 yil Kirklareli’de Saglik Bakanligi’nin personeli olarak
Saghik Memuru iinvamyla goreve basladi. 1995 yilinda T.U. Kirklareli Saglik
Hizmetleri Meslek Yiiksekokulu Saglik Teknikerligi (Saglik Memurlugu) Boliimiinden
mezun oldu. 1998 yilinda kazandig1 T.U. Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’nden
2002 yilinda mezun oldu. Edirne Halk Saglhigi Laboratuarinda Biyolog olarak
calismaktadir. Evli ve bir kiz babasidir.
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