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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

ISPARTA iLi CEVRESINDEKI SU KAYNAKLARINDA Escherichia coli
DUZEYININ VE PATOTIiPLERININ BELIRLENMESI

Ebru Sedef KAPLAN

Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dalh

Damsman: Prof. Dr. Aynur Gill KARAHAN CAKMAKCI

Bu tez calismasinda Isparta ili ¢evresinde bulunan su kaynaklarindan farkli aylarda
toplam 57 adet su 6rnegi alinmistir. Alinan su 6rneklerinin toplam ve fekal koliform
diizeyleri belirlenmistir. Analiz sonucuna gore numune alinan su kaynaklarinin
tamaminin toplam koliform sayisina goére 2. sif su kalitesine sahip olduklar
belirlenmistir. Yine ayn1 su kaynaklariin fekal koliform sayisina gore 2. ve 3. siif
su kaynaklar1 olduklar1 belirlenmistir.

Toplam ve fekal koliform sayimindan sonra segilen tipik Escherichia coli kolonileri
ile dogrulama testleri yapilmistir. Alinan su 6rneklerinden izole edilen 397 adet tipik
koloninin 55 adedi E. coli olarak dogrulanmistir. Bunlarin 151 adedi ise koliform
grubu bakteri olarak belirlenmistir.

E. coli oldugu saptanan suslara gergek zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu
yapilarak patojenik genleri belirlenmistir. Yapilan gercek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu analizi ¢alismalarinin sonucunda izole edilen E. coli suslarin %29,2’sinin
enteropatojenik E. coli patotipi oldugu, %14,5’inin verotoksijenik E. coli patotipi
oldugu, %1,8’inin enteroinvazif E. coli patotipi oldugu belirlenmistir. Analizi yapilan
suslardan %54,5’inde incelenen gen bolgelerinden higbirine rastlanmamustir. E. coli
suslarin patotipleri belirlendikten sonra sinirlayict enzim parga uzunluk cesitliligi
(RFLP) yontemi ile suslar arasindaki molekiiler farkliliklar belirlenmistir.

Gergek zamanli PZR analizi sonrasi yapilan RFLP analizi sonucunda izolatlarin sus
diizeyinde karsilastirilmalar1 yapilmistir. Buna gore patotipler arasinda sus diizeyinde
benzerlik gdsteren izolatlarin orant %7,4 olarak bulunmustur. Patotip olmayan diger
suslar arasinda ise sus diizeyindeki benzerlik oran1 %53,6 olarak tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Isparta, E. coli, koliform grup, gercek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu

2017, 103 sayfa



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

DETERMINATION OF Escherichia coli LEVELS AND PATHOTYPES IN
WATER SOURCES AROUND ISPARTA PROVINCE

Ebru Sedef KAPLAN

Siilleyman Demirel University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Aynur Giil KARAHAN CAKMAKCI

In this thesis totally 57 water samples around Isparta region were collected in
different months. Levels of total and fecal coliform in these water samples were
determined. According to analysis results, water resources were determined as 2nd
class quality depending on total coliform counts and 2nd or 3rd class quality
depending on fecal coliform counts.

After total and fecal coliform counts were determined, typical Escherichia coli
colonies were chosen and confirmation tests were performed. Totally 397 typical
colonies were isolated from water samples and 55 strains out of them were confirmed
as E. coli strain. Also 151 strains were determined as coliform group.

E. coli strains were studied by real-time PCR method to determine some virulance
genes. Analyse results showed that 29,2% of E. coli strains contained
enteropathogenic E. coli virulance genes. 14,5% of isolated E. coli strains contained
verotoxigenic E. coli virulance factors. 1,8% of E. coli strains contained
enteroinvasive E. coli virulance genes. 54,5% of isolated E. coli strains were
determined that they contained none of the investigated gene regions. After
pathotypes of E. coli strains were determined, restriction fragment length
polymorphism (RFLP) analyse were performed to study molecular differences
between isolated E. coli strains.

After RFLP analysis, it was found out that 7,4% of pathotypes showed resemblance
on molecular level. It was also found out that 53,6% of non-pathogenic strains
showed resemblance on molecular level.

Keywords: Isparta, E. coli, coliform group, real time polymerase chain reaction
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1. GIRiS

Escherichia coli, Enterobacteriaceae familyasina ait, Gram negatif, ¢ubuk sekilli,
sporsuz, fakiiltatif anaerobik bir bakteri tiiriidiir. Insanlarin ve diger sicakkanli
canlilarin bagirsaklarinda bulunan en yaygin mikroorganizmalardan biridir. E.
coli’nin dogumdan itibaren insan bagirsaginda birkag saat i¢cinde koloni olusturdugu
belirtilmektedir. Bu E. coli suslarinin bir¢ogu konukgular1 ile simbiyotik
yasamaktadir. Bu birliktelikte E. coli, ¢esitli besin 6gelerinin bagirsaklardan emilimi
sirasinda bu besinlerden faydalanarak konukgu {izerinden yarar saglarken, konukgu
icin gerekli olan K vitamini gibi kofaktorlerin sentezini yaparak ve patojen
mikroorganizmalarin bagirsak {izerinde koloni olusturmasini engelleyerek konak¢iya
yarar saglamaktadir. Ancak tiim bu yararlarina ragmen bazi E. coli suslari patojen
ozellik gostermektedir. Gastrointestinal sistem, beyin zar1 ve bobrekler patojen E.
coli suslant icin hedef organlardir. Patojen E. coli suslari tarafindan olusturulan
enfeksiyonlar sunucunda, ishal, dizanteri, bobrek iltihabi ve hemolitik liremik
sendrom gibi hastaliklar meydana gelmektedir. Bu hastaliklarin sonucu olarak sepsis,

bobrek yetmezligi ve 6liim goriilebilmektedir.

John Bray vd. (1945) bebeklerde ishal salginlarina neden olan E. coli patotipini izole
ederek “enteropatojenik E. coli” (EPEC) terimini kullanmiglardir. Daha sonra yapilan
caligmalarda insanlarda hastaliga sebebiyet veren E. coli patotipleri “patojenik E.
coli” olarak tanimlanmiglardir. E. coli suslarinin hastalik yapma kabiliyetlerindeki
farkliliklar, gesitli viriilans faktorlerin kodlandigi 6zel genlere sahip olmalariyla
iligkili bulunmustur. Biitiin E. coli suslarinin kromozomal genomunda bulunan

genlerin ortalama %20’si ortaktir (Donnenberg, 2013).

Belirli E. coli suslarinin patojenik o6zellikleri, sahip olduklari virulans genlerin
varligina baghdir. Belirli virulans genlerin bir arada bulunmasma goére E. coli
patotipleri tanimlanarak, her patotipin sebep oldugu hastalik tiirlerine gore
siniflandirilmasi saglanmaktadir. Patojenik suslar kabaca iki gruba ayrilmaktadir. Bu
gruplar; mide ve bagirsak sisteminde hastalik yapan ile bagirsak disi sistemde
hastaliga neden olan patojenik suslar olarak belirlenmislerdir. Mide ve bagirsak

sisteminde hastalik yapan suslar ishal, kanli ishal, karmn kramplar1 gibi hastaliklara



yol acarken bagirsak disi sistemde hastalik yapan suslar, yenidogan menenjiti ve

idrar yollar1 enfeksiyonlarina yol agmaktadir.

E. coli’nin insanlarin ve sicakkanli memelilerin bagirsak florasinda dogal olarak
bulunmasindan dolayi, besinsel ve cevresel Orneklerde rastlanmasi digki kokenli
kirlenmenin belirtisi olarak kabul edilmektedir. E. coli miktarnin tespitiyle kirlenme
diizeyi hakkinda bilgi sahibi olunabilmektedir. Bulasan kaynaklardan izole edilen E.
coli suslarinin patotiplerinin belirlenmesi ile gidalardan ve su kaynaklarindan koken
alabilecek hastalik etmenleri tespit edilip ¢6ziim yollar1 6nerilebilecektir. Bu bilgilere
gore yapilan calismada, Isparta ili ¢evresinde bulunan sulama ve igme suyu
kaynaklarindan alinan su 6rneklerinde toplam ve termotoleran koliform sayilari tespit
edilip E. coli suslari izole edilmistir. Biyokimyasal testlerle E. coli oldugu belirlenen
suslarin gercek zamanli polimeraz zincir tepkimesiyle patotipleri belirlenmis ve ayni
patotipe ait suslarin genetik farkliliklarini ortaya koymak amaciyla sinirlayici enzim

par¢a uzunlugu cesitliligi analizleri yapilmstir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Isparta Ili igme Suyu Kaynaklar:

Isparta, Goller Yoresi’nde bulunmasindan dolayr igme suyu kaynagi agisindan
zengin bir ildir. il etrafinda biiyiiklii kii¢iiklii pek ¢ok su kaynaklar: bulunmaktadir.
Bu kaynaklardan bazilar1 Andik Kaynagi, Aktas (Akpmar) Kaynagi, Akyokus
Kaynagi, Beldibi (Yarikpinar) Kaynagi, Naneli Kaynagi; Bezirgan Cayi; cesitli
Keson kuyulari; Darideresi Baraj Golii, Golcliik ve Egirdir Golleridir. Isparta
Belediyesi Su ve Kanalizasyon Miidiirliigii’niin ¢alismalarina gore sehrin igme suyu
ithtiyacini karsilayabilmek icin son yillarda kullanilan ve verimli oldugu belirlenen
icme suyu kaynaklar1 Andik Kaynagi, Darideresi Baraj Goleti ve Egirdir Goli’diir.
Bunlarin yaninda son zamanlarda Bezirgan Cayi’nin i¢me suyu olarak kullanimina
olanak saglayacak projeler de yapilmaktadir. Bu kaynaklardan alinan su ile igme ve

kullanma suyu saglanan niifus 213.000 kisi olarak belirlenmistir (Anonim, 2015).

Andik Kaynagi Dere Mahallesi mevkiinden Aglasun/Burdur yolu iizerinde tel 6rgii
ile kapatilmis sahada bulunmaktadir. Heyelan bolgesi olmasi nedeniyle Andik
Kaynag sularinin su gozii belli degildir. Su eski tarihlerde 8-10 ayr1 yerden kiremit
borularla getirilmistir. Su kaybim1 gidermek amaciyla kiremit borular i¢ine PVC
borular yerlestirilmis ve su dnce 5-6 maslaga, daha sonra da toplanarak tek maslaga
alinmistir. Buradan Hediye Un Fabrikasi tarafindan Gokcay havuzlarina, oradan da
az bir kismi aritma tesislerine ulagmaktadir. Andik Kaynagi’ndan gelen suyun debisi
en ¢ok 30-40 L/saniyedir. Suyun azaldig1 yaz aylarinda ise bu miktar 20 L/saniyeye
kadar diismektedir. Zemin kodu 1228 metredir. Andik Kaynagi sular1 floriir orani

yiiksek sulardir. Floriir miktar1 3,38 mg/L’dir (Anonim, 2011).

Bezirgan Cayi, Dere Mahallesi mevkiinde, Isparta Belediyesi tarafindan igme suyu
olarak kullanilmasi planlanan bir su kaynagidir. Daha 6nce baraj olarak kullanildig:
belirtilmigtir. DSI tarafindan suyun debisi ile ilgili olgiimler diizenli olarak
yapilmaktadir. Bezirgan Cayi’'ndan Hediye Un Fabrikasi temizleme suyu ve

hidroenerji ile elektrik iiretimi amaciyla yararlanilmaktadir (Anonim, 2015).



Darideresi Baraj Gdleti, Isparta’nin merkezinde bulunan Darideresi Koyii yakininda,
13 milyon m® su tutma kapasitesi olan bir gélettir. Barajin etrafinda, 6zellikle deri
atdlyelerinin oldugu bir sanayi bolgesi bulunmaktadir. DSI ve Isparta Belediyesi
tarafindan kullanilan goéletten, hem sulama hem de igme suyu temin edilmektedir.
Isparta Belediyesi Su ve Kanalizasyon Miidiirliigii tarafindan gdletten i¢gme suyu
olarak kullanilmak iizere yillik 4 milyon m® su alinmaktadir. Darideresi Baraj
Goleti’nin en yiiksek debisi 600 L/saniyedir. Zemin kodu ise 1060 metre olarak
belirtilmistir (Anonim, 2011).

Egirdir Goli’'nden diger bir igme suyu kaynagi olarak yararlanilmaktadir. Gol,
Isparta’nin Egirdir ilgesi sinirlari i¢inde bulunan, Tiirkiye’nin en biiyiik 4. goliidiir.
Tatl su kaynagi olmasi agisindan ise Tiirkiye’nin en biiyiik 2. goliidiir. Yiiz 6l¢iimii
yaklasik 457 km?dir. Egirdir Goli'niin sulari, DSI Bedre, Egirdir tesislerinde
bulunan TM1 terfi istasyonu ile TM2 terfi istasyonuna basilmakta, oradan Isparta
merkezde bulunan Isparta Belediyesi Su ve Kanalizasyon Midiirliigi'ne baglh
Gokcay Aritma Tesisleri’'ne ulagsmaktadir. Tesisin yillik 32 milyon m® su alim
kapasitesi mevcuttur. Bunun yaklasik 10 milyon m®lik kismu kullamlmaktadir.
Golden gelen suyun debisi 1015 L/saniyedir. Zemin kodu 910 metredir. Floriir
miktart ise 0,08 mg/L olarak belirtilmistir (Anonim, 2011).

Bulut vd. (2016) yaptig1 bir ¢alismada, Egirdir Goli, toplam koliform, fekal koliform
ve E. coli sayilarimin mevsimsel degisimi bakimindan incelenmistir. Calisma
sonucunda Egirdir Goli’nde toplam koliform sayisinin 0-34 EMS/100 ml arasinda
degistigi belirlenmistir. Fekal koliform varligi yaz aylarinda 1 noktada, sonbahar
aylarinda ise 2 noktada tespit edilmistir. E. coli ise hi¢bir noktada tespit
edilememistir. Bu sonuglara gore Egirdir Goli’niin, Yiizeysel Su Kalitesi Yonetimi
Yonetmeligi Kita ici Su Kaynaklar1 Kalite Kriterleri agisindan degerlendirildiginde

kabul edilebilir degerlerin (100 EMS/100 ml) altinda oldugu belirlenmistir.

Yapilan kaynak taramasinda Andik Kaynagi, Bezirgan Cay1 ve Darideresi Baraj
Goleti icme suyu kaynaklarinin mikrobiyolojik kalitesine yonelik olarak yapilmis bir

calismaya rastlanmamustir.



2.2.I¢me Sularinda Kalite

Diinya Saghk Orgiiti'ne gore su kalitesi, suyun g¢esitli amaglarla kullanim
uygunlugunun belirlenmesi olarak tanimlanmistir. Her kullanim amacinin kendine
0zgl fiziksel, kimyasal ve biyolojik agidan sinirlari ¢esitli standartlarla belirlenmistir.
Icme suyu olarak kullanilacak su kaynaklarinin da toksik madde icerigi, pH arali,
mineral madde igerigi gibi belirli dlgiitlerde siirlar1 bulunmaktadir. Igme sularmin
siniflandirilmasinda kullanilan bu 6lgiitlerden biri de bakteriyolojik parametrelerdir

(Anonim, 1996).

Icme sular1 dogal florasinda az miktarda mikroorganizma igerirler. Ekolojik dongiide
insan, hayvan ve bitki atiklar ile havadan ve topraktan bulasma da i¢cme sularinin
mikrobiyel yiikiinli arttirmaktadir. Biitlin bunlara gore igme sularmin sahip oldugu
mikroflorayr li¢ gruba ayirmak miimkiindir. Birinci grup Spirillum, Vibrio,
Pseudomonas, Achromobacter, Chromobacterium ve bazi Micrococcus ve Sarcina
tiirleri gibi suyun dogal yapisinda bulunan mikroorganizmalardir. Ikinci grup
Bacillus, Streptomyces, Aerobacter ve Enterobactericaea familyasinin saprofit
cinsleri gibi toprak kokenli mikroorganizmalardir. Uciincii grup ise E. coli,
Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Clostridium welchii, Salmonella spp.,
Vibrio cholera, Shigella spp. gibi insanlarin ve sicakkanli memelilerin bagirsak

florasinda dogal olarak gelisen mikroorganizmalardir (Ozgiir, 2013).

Igme sularinda bulunan tiim patojenik mikroorganizmalarin tespit edilmesi hem gok
zaman almaktadir, hem de bu konuda iyi yetismis ¢alisanlara ihtiyag duyulmaktadir.
Bu islemler ayn1 zamanda pahalidir. Bunlar gbz onilinde bulunduruldugunda tiim
patojenlerin tespitinin yerine indikatdr mikroorganizmalar secilerek bunlarin
varligimin arastirilmasi biiylik bir avantaj saglamaktadir. 1914 yilinin baslarinda
ABD Toplum Saghig: Servisi igme sularinda digki kokenli bulaginin varligini tespit
etmek i¢in koliform grup bakterileri indikatér mikroorganizma olarak belirlemistir.

Koliform grubun ideal bir indikator olmasi asagidaki sartlara gore belirlenmistir:

1) Secilen indikatdr sicakkanli hayvanlarin dogal bagirsak florasinin bir parcasi

olmalidir.



2) Patojenlerin varliginda bulunmali, patojenler ortama bulasmamissa ortamda

bulunmamalidir.

3) Patojenlerden daha fazla sayida bulunmalidir.

4) Cevre sartlarina en az patojenler kadar dayanikli olmalidir.

5) Bulunduklari ortamda ¢ogalmamalidir.

6) Tespit edilmesi kolay, hizli ve ucuz olmalidir.

7) Patojenik olmamali ve bulagi olmas1 durumunda analizi yapan kisiye herhangi

bir zarar1 dokunmamalidir (Ozgiir, 2013).

Toplam koliform grup Enterobacteriaceae familyasina ait, aerobik ve fakiiltatif
anaerobik, Gram negatif, spor olusturmayan, ¢ubuk sekilli bakterilerdir. Laktozu
fermente ederek gaz olusturabilirler. Bu gruba E. coli, Enterobacter, Klebsiella ve
Citrobacter tiirleri dahildir. Bu mikroorganizmalar insan viicudundan giinliik olarak
oldukca yiiksek miktarlarda atilmaktadir. Ancak bu mikroorganizmalarin hepsi diski
kokenli degildir. Ornegin Klebsiella tiirleri cevresel sartlarin disinda  da
yasayabilmekte, hatta endiistriyel ve tarimsal atiklarda iireyebilmektedir. Ancak
toplam koliform grup bakteriler igme sularinin kalitesini belirlemede etkili bir

oOlciittiir (Bitton, 2010).

Fekal koliform ya da termotoleran koliform grup laktozu 44,5°C’de fermente
edebilen tiim koliformlar1 icermektedir. Bu grup bakterileri iginde E. coli, klebsiella
pneumoniae gibi mikroorganizmalar da bulunmaktadir. Fekal koliformlarin varligi,
diski1 bulagsmasin1 gosteren en Onemli isaretlerden biridir. Bazi arastirmalar
gostermistir ki E. coli’nin tek basina indikator olarak kullanilmasi digki kirlenmesini
belirlemede yeterli olmaktadir. Bunun nedeni E. coli’nin fekal koliform grubun diger
tiyelerinden {ireaz enziminin olmamasi ve B-Glukuronidaz enziminin bulunmasi gibi

belirteclerle kolaylikla ayirt edilebilmesidir (Bitton, 2010).

2.3. indikatér Mikroorganizmalarin Aranmasinda Kullanilan Yéntemler

Su orneklerinde indikator mikroorganizmalarin aranmasinda bir c¢ok yontem
kullanilmaktadir. Bu ydntemlerden bazilar1 standartlastirilmig ve yonetmeliklerde
belirtilmistir. Bu nedenle rutin kontrollerde kullanilmaktadir. Bunlar En Muhtemel

Say1 Yontemi ve Membran Filtrasyon Yontemi olmak {izere iki adettir.
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2.3.1. En muhtemel say1 yontemi

En muhtemel say1 yonteminde siv1 besiyeri konmus ve Durham tiipii bulunan bir seri
tiipe, belirli ve ardigik dillisyonlarda su ornegi eklenerek iireme ve gaz olusturma
ozellikleri incelenir. Gaz olusturanlar segilerek koliform gruba 6zgii bir besiyerinde
tekrar degerlendirilir. Tekrar gaz olusturuyorlarsa “koliform bakteri var” olarak
kabul edilir. Fekal koliform olduklarii dogrulamak iginse 44 °C’de tekrar inkiibe
edilir. 44°C’de gaz olusumu gozlenirse fekal koliform olduklari sonucuna varilir.
Biitiin bu verilerin degerlendirilmesinde EMS tablolarindan yararlanilir. Bu yontemle

elde edilen sonuglar en muhtemel say1 olarak ifade edilir (Topgu vd. 1996).

2.3.2. Membran filtrasyon yontemi

Membran filtrasyon yontemi, en muhtemel sayr yonteminin eksikliklerinin
anlagilmasindan sonra 1950’lerde gelistirilmistir. Glinlimiizde su kalitesinin
Olciimiinde yapilan rutin kontrollerde kullanilan ve yonetmeliklerde bulunan
yontemlerden biridir.

Membran filtrasyon yonteminin genel uygulanisi su sekildedir:

o Membran filtrasyon sistemi sterilize edilir. Sterilizasyonun otoklavda
yapilmas1 kimyasal dezenfeksiyona gore daha avantajlidir. Kimyasal dezenfeksiyon
yapilacaksa sistemde kalan dezenfektanin analizi yapilacak mikroorganizma {lizerinde
etkili olmamasi igin etkin sekilde uzaklastiriimasi gerekmektedir.

o Steril sisteme aseptik kosullarda 0,20 pm veya 0,45 pm c¢apinda steril
membran filtre takilir. Membran sisteme konmadan once yerlestirilecegi taban steril
damitik suyla 1slatilmalidir.

o Analiz edilecek miktarda 6rnek veya Ornegin belli orandaki seyreltmesi
filtreden gecirilir.

o Ormek filtreden gegtikten sonra bir miktar steril suyla sistemin ceperleri
yikanarak kalan mikroorganizmalarin da alinmasi saglanir.

. Filtre, ornek gecirilen ylizeyi iistte olacak sekilde ve altta hava kabarcigi
olusmadan uygun besiyerine aseptik kosullarda yerlestirilir. Uygun sicaklik ve

stirede inkiibasyona birakilir.



. Inkiibasyon sonunda ornek miktar1 veya seyreltme oranlari gdz &niinde

bulundurularak sonuglar KOB/ml veya KOB/g olarak hesaplanir (Ozgiir, 2013).

2.3.3. Molekiiler yontemler

Son yillarda molekiiler biyoloji alanindaki gelismeler neticesinde, indikator
mikroorganizmalarin tanisinda spesifik gen bolgelerinin belirlenmesine dayali yeni
yontemler gelistirilmistir. Bu yontemler geleneksel yontemlere gore daha hizli ve
mikroorganizmalarin sus diizeyinde tanisint yapmada daha uygun yontemler
olmustur. Bu nedenle son 20 yildir igme sulariin kalite yonetiminde molekiiler
yontemlerin uygulanmasi planlanmaktadir. Yeni molekiiler yontemlerin, igme
sularindan kaynaklanan salgin hastaliklarin arastirilmasinda rutin testlerin yerine

gecmesi diisiiniilmektedir (Diinya Saglik Orgiitii, 2016).

Molekiiler tani teknikleri, sularda, gidalarda, klinik ve c¢evresel Orneklerde
mikrobiyal floranin gézlemlenmesi ve miktarlarinin belirlenebilmesi gibi alanlarda
uygulanabilirlige sahiptir. Molekiiler teknikler, uzun siiren kiiltiirel yontemlerin
aksine hizli bir sekilde patojen tanisina imkan vermektedir. rRNA’ya dayali
sistemlerin ortaya c¢ikistyla, mikroorganizmalarin siniflandirilmasinda kolaylik
saglamistir. Ribozomal RNA genleri evrimsel olarak korunarak organizmalar
arasindaki filogenetik iligkinin tanimlanmasinda kullanilmaktadir. rRNA baz
dizilerinin ¢ogaltilmas1 ve karsilastirmasina dayali ¢ogu farkli yontemler, igme suyu

ve atik sular gibi ¢evresel drneklerde uygulanmaktadir (Gilbride vd, 2006).

Geleneksel yontemlerle karsilastirildiginda molekiiler yontemlerin iistiinliikleri ve
kisitlamalart vardir. Onemli iistiinliiklerinden bazilari; kisa siirede sonu¢ vermesi,
dogruluk oranlarmin yiiksek olmasi, hasar gérmiis hiicrelerin de tespit edilebilmesi
ve canli hiicrelere gereksinim olmamasidir. Kisitlamalari ise; canli ve 6lii hiicrelerin
birbirinden ayirt edilememesi, gida ve g¢evresel orneklerden DNA izolasyonunda
karsilasilabilecek zorluklar, her bir 6rnek i¢in farkli protokol gereksinimi, gidalardan
bulasabilecek ve molekiiler ¢aligmalar1 bozabilecek enzim, mineral madde gegisi vs.
ve molekiiler yontemlerde kullanilan 6zel cihazlarin yatirim maliyetlerinin yiiksek

olmasi seklinde gosterilebilir (Cakir ve Cakmakgi, 2005).



2.3.3.1. Polimeraz zincir reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) molekiiler biyolojide kullanilan, DNA’nin tek ya
da birka¢ kopyasini ¢ogaltmaya yonelik kullanilan bir yontemdir. Bu yontemle belirli
bir DNA dizisinin milyonlarca kopyasi c¢ogaltilabilmektedir. PZR tekniginde
denatiirasyon, baglanma ve uzama olmak {izere li¢ temel basamak vardir (Joshi ve
Deshpande, 2011). Denatiirasyon asamasinda ¢ift sarmalli DNA molekiilii ilk olarak
yiiksek sicaklikta c¢oziilerek tek sarmal haline gelmektedir. Baglanma asamasinda
primer olarak olarak kullanilan iki oligoniikleotit hedef DNA’ya baglanmaktadir.
Uzama asamasinda ise magnezyum iyonlarinin varliginda DNA polimeraz enzimi ile

primerlere niikleotid eklenmesi ve DNA zincirinin uzamasi gerceklesmektedir.

PZR yontemi cesitli hastaliklarin arastirilmasinda ve tanisinda yararlanilan bir
yontemdir. Kalitatif PZR yontemi sadece insan genlerinin degil, bakteri ve viriis
genlerinin arastirilmasinda da kullanilmaktadir. PZR yontemi ayni zamanda az
miktarlarda DNA ile c¢alisabilme acisindan da avantajlidir. Molekiiler klonlama,
kanser arastirmalari, gen tanist gibi genis bir alandan PZR tekniginden

yararlanilmaktadir (Joshi ve Deshpande, 2011).

2.4. Escherichia coli ve Su Kalitesi

Halk ve ¢evre sagligin1 korumanin gerekliliklerinden biri de, giivenli igme sularinin
temininden ge¢gmektedir. Bunun saglanmasi, patojen mikroorganizmalari igermeyen
kaynaklarin kullanimiyla miimkiindiir (Rompré vd., 2001). Ozellikle bagirsak
kokenli patojenler saglik sorunlarina yol agmaktadir. Bu nedenle sularda insan ve
hayvan kaynakli diski kokenli kirlenme tam olarak kontrol edilmelidir. E. coli,
insanlarin ve hayvanlarin mide ve bagirsak sistemlerinde yerlesik halde bulunan ve
bazi suslarinin bagirsak ve bagirsak disi enfeksiyonlara yol agtigi, onemli ¢evresel
patojenlerden biri olarak kabul edilmektedir. Patojenik suslarin, normal bagirsak
florasinda bulunan suslardan ayrilmasi, patotiplerin viriilans niteliklerinin
tanimlanmasiyla saglanabilmektedir. E. coli suslarinda bulunan viriilans faktorler
pilus ve fimbriumlar, ekzotoksinler, hiicre duvari yapisi, kapsiil tiretimi, sideroforlar,

antijenler ve endotoksinler olarak siralanabilir (Giiler ve Giindiiz, 2007).



1986 yilinda E. coli, igme sularinin mikrobiyolojik kalitesinin belirlenmesinde diski
kokenli kirlenmeyi gosteren belirteg mikroorganizma olarak kabul edilmistir
(Maheux vd., 2009). Kiiltiire dayali yontemlerle yapilan su kalitesi testlerinde E. coli
varligi, B-glukuronidaz aktivitesine gore belirlenmektedir. Sularda patojenik E. coli
tespit etmek amaciyla ¢esitli polimeraz zincir tepkimesine dayali yontemler, kiiltlire
dayali yontemleri destekleyici olarak gelistirilmektedir. Bu yontemler, kiiltiire dayali

yontemlere gore daha hizli bir sekilde sonug vermektedir.

2.5. Escherichia coli Patotipleri

E. coli suslar arasinda fenotipik 6zellikleri agisindan biiyiik bir ¢esitlilik mevcuttur.
Bu 06zellik, suslarin goériiniim, davranis, metabolizma sekli ve insanlarda hastalik
olusturma kabiliyetlerinde farkliliklara yol agmaktadir. E. coli popiilasyonunun
biiyiik ¢ogunlugunu olusturan kommensal suslar, konak¢ida herhangi bir hastaliga
yol agmadan koloni olusturma 6zelligindedir. Patojenik suslarin kolonizasyonu ise
klinik acgidan ©Onemli hastaliklara yol a¢maktadir. Bunu bir 6rnekle agiklamak
gerekirse; ticari bir probiyotik olan MutaFlor’un tavsiye edilen kullaniminda
milyarlarca canli E. coli Nissle-1917 susunun viicuda alinmasimin sagliga katkisinin
oldugu bildirilmistir. Bunun yaninda yalniz 100 adet patojen E. coli O157 susunun

viicuda alinmasi 6liimciil rahatsizliklara yol agabilmektedir (Donnenberg, 2013).

Ayni tiir i¢cinde olmalarina ragmen farkli E. coli suslart genetik olarak ¢ok fazla
farklilik gostermektedir. Herhangi bir E. coli susu, tiiriin diger suslartyla ¢ok az
miktarda ortak genlere sahiptir (Rasko vd., 2008). Bu cesitlilik, ozellikle klon
diizeyinde iligkisi bulunmayan suslarda belirgin sekilde goriilebilmektedir. Ornegin
bu sekilde farkli genotip profiline sahip E. coli suslar1 “Multilocus sequence typing:
Multilokus dizi tiplendirme (MLST)” yontemi ile niikleotid dizi analizi yapilarak
birka¢ temel metabolik fonksiyonu kodlayan genlerin (housekeeping gene) allelleri
arastirilabilmektedir. Ochman (1984)’1n yaptig1 bir ¢alismada ise 22 E. coli izolatinin
tiim genomunun baz dizisi belirlenip filogenetik agaci ¢izilmistir. Incelenen 22 susun
her birinde, diger suslardan bagimsiz oldugu belirlenen gen boélgesi oraninin %49 ile
67 araliginda oldugu tespit edilmistir. Ayn1 zamanda incelenen 16148 genin sadece

1996’smin tiim suglarda ortak oldugu bulunmustur (Donnenberg, 2013).
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E. coli kaynakli hastaliklar diyareden menenjite, belirtisiz bakteriiiriden 6limciil
idrar zehirlenmesine kadar genis bir spektrumda degismektedir. Bu hastaliklara
birka¢ ana E. coli patotipi yol agmaktadir. Bu patotiplerden bazilar1 enteropatojenik
E. coli (EPEC), enterohemorajik E. coli (EHEC), enterotoksijenik E. coli (ETEC),
enteroinvazif E. coli (EIEC) ve enteroaggregatif E. coli (EAEC) olarak
tanimlanabilmektedir (Donnenberg, 2013). Ancak daha sonra yapilan calismalarla
diffiiz adherent E. coli (DAEC) ile Uropatojenik E. coli (UPEC) patotiplerinin de

oldugu belirlenmistir.

2.5.1. Enteropatojenik Escherichia coli

Enteropatojenik E. coli (EPEC) suslari, ishale neden olan, shiga toksin tiretmeyen E.
coli suslaridir. Saghkli bireylerde 10% ila 10" KOB’luk doz ishale neden
olabilmektedir. Cocuklarda ise bu oran daha diisiiktiir (Donnenberg vd., 1998).
Suslarin, konak¢iin bagirsak sistemine bulasmasini takiben mikrovilluslart yok
ederek, kendine 0zgii olarak bilinen histopatolojik “yapisma ve bozma etkisi” (Y/B)
gostermektedir. EPEC suslar1 bu sekilde Y/B gostermeyen diyarejenik EAEC, EIEC,
ETEC gibi patotiplerden kolaylikla ayirt edilebilmektedir (Nataro ve Kaper, 1998).
Y/B patolojisinin iiretiminden sorumlu genetik unsurlar, enterosit bozma bdlgesi
(locus of enterocyte effacement: LEE) olarak bilinen biiyiik bir patojenite adasi
kisminda bulunmaktadir. Bununla birlikte EPEC suslari, enteropatojenik E. coli
tutunma faktorii (EPEC adherence factor: EAF) plazmitinde kodlanan demet
olusturan piluslarin (bundle forming pilus: BFP) olup olmamasina gore tipik ve

atipik olarak da siiflandirilmaktadir (McDaniel ve Kaper, 1997).

EPEC suslarinin tanisinda, bu smifa ait potansiyel viriilans faktorlerin olup
olmamasindan yararlanilmistir. Bu viriilans faktorler EAF plazmitinde ve LEE
patojenite adasinda kodlanan unsurlar tarafindan diizenlenmektedir. 50-70 MDa
biiyiikliigiindeki EAF plazmiti EPEC suslarinda bolgesel baglanma i¢in gerekli gen
bolgelerini icermektedir. Baldini vd. (1983)’nin yaptig1 ¢alismada diyareye yol acan,
50-70 MDa biiyiikliigiinde plazmite sahip enteropatojenik E. coli O127:H6 E2348
susunun HEp-2 hiicrelerine tutunma 6zelligi incelenmistir. E. coli E2348’de bulunan
55MDa biiyiikliigiinde bir plazmid olan pMAR2’nin uzaklastirilmasiyla bu suslarin

HEp-2 hiicrelerine baglanma o6zelligini kaybettigi belirtilmistir. Ayn1 zamanda
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pMAR2 plazmitinin kazandirilmasiyla, tutunma 6zelligi bulunmayan E. coli K12’ye,

HEp-2 hiicrelerine tutunma 6zelligi kazandirildig: bildirilmistir.

EAF plazmitinde bulunan tip IV BFP gen kiimesi (bfp) ve transkripsiyonel
aktivatorleri iceren per bolgesi, patojenite i¢in iki dnemli bdlgedir. EAF plazmitinin
ayni zamanda kromozomal patojenite adasinda bulunan eae geninin ekspresyonunu
da diizenledigi bildirilmistir (Jerse ve Kaper, 1991). Nunes vd. (2003)’nin yaptig1
calismada, diyare olan 125 ile olmayan 98 ¢ocuktan izole edilen 919 E. coli susunda,
EAF, bfp, eae, ve stx varligi PZR ile incelenmis ve izolatlarin 34 tanesinin eae
genine sahip oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte tipik EPEC 6zelligi gosteren eae,
bfp ve EAF bolgeleri sadece diyareli ¢ocuklardan izole edilen suslarda bulunmustur.

stx geni ise hicbir susta bulunmamastir.

BFP’ler baz1 patojenik Gram negatif bakteriler tarafindan tiretilen Tip IV-B sinifinin
tiyesi fimbrialardir. BFP’ler tipik EPEC hiicrelerinin hiicre ylizeyinden uzayarak
iplik¢ik seklini alir. Bu piluslar EPEC suslariin epitel hiicrelere tutunabilmesi ve
hiicrelerin otoagregasyonu i¢in gereklidir (Donnenberg vd., 1992; Bieber vd., 1998;
Knutton vd., 1999). BPF bolgesi, demetlenme ve pilus monomerlerin kodlandigi
operondaki ilk gen olan bfpA boélgesi ile tekrarlanan alt birimlerden olusmaktadir.
Yine bu bolgede bfpA gen bolgesi ilk demetlenmeyi baslattiktan sonra, bunu olgun
piluslara doniistiren pre-pilin peptidaz enzimini tireten bfpP gen bolgesi
kodlanmugtir. bfpA geninin mutasyonu EPEC suslarinin bolgesel tutunma yetisini

kaybetmesine yol agmaktadir (Donnenberg, 2013).

EPEC suslarinin patojenite adasinda kodlanan diger bir unsur 110 kDa biiyiikliigiinde
salgilanan bir protein olan EspC’dir. EspC’ler hiicre iskeletine zarar vererek
sitotoksisiteye yol agarlar. EspC’ler ayn1 zamanda enterotoksin gorevi goriirler

(Mellies vd., 2001; Navarro-Garcia vd., 2004).

EPEC suslarinda tanimlanan diger bir toksin sitoletal sisirici toksin (cytolethal
distending toxin: CDT)’dir. CTD’ler, cdtA, cdtB ve cdtC olmak {iizere ii¢ adet
polipeptit yapisinda alt birimden olusmaktadir. CDT’ler hiicre nukleusuna etki

ederek DNA hasarlarina yol agarlar (Ohara vd., 2004).
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2.5.2. Enterohemorajik ve diger shiga toksin iireten Escherichia coli

Shiga toksin tireten Escherichia coli (STEC) suslari, tek bir A (enzimatik aktivite) alt
birimi ve bes B (baglanma) alt birimi seklinde tipik ABs toksini iireten, Vero
hiicreleri iizerine derin ve tek yonlii olarak sitopatik etki gosteren karakteristik
suslardir. Enterohemorajik Escherichia coli (EHEC) suslari ise STEC grubuna gore
“Tip III Salgilama Sistemi (type III secrecion system: T3SS)” gibi birka¢ fazladan
viriilans faktor barindiran STEC grubunun bir alt kiimesidir. Bu karakteristik viriilans
faktorlere ek olarak EHEC suglar1 konakei hiicrelerde “yapisma ve bozma” etkisi ile
doku bozukluklar1 seklinde kendini gostererek insanlarda hemorajik kolit ve
hemolitik liremik sendroma sebebiyet vermesiyle tanimlanabilmektedir. Patojen
EPEC suslarindakine benzer sekilde T3SS enterosit bozma bolgesi patojenite
adasinda kodlanmistir ve EHEC tarafindan uyarilmis yapisma ve bozma doku
bozukluklarindan sorumludur. E. coli O157:H7, diinya c¢apinda insanlarda

enfeksiyona yol agan EHEC grubunun en baskin serotiplerindendir.

STEC grubu muazzam bir sus ¢esitliligine sahiptir. Coklu bdlge enzim elektroforez
(Multilocus enzyme electrophoresis) yontemine gore EHEC1, EHEC2, STECI1 ve
STEC2 olmak iizere dort grupta incelenmektedirler. STEC O157:H7 ve onun
evrimsel atas1 olan O55:H7 birlikte EHEC1 grubunu olusturular. EHEC2 grubu ise
stx iiretmeyen O:157 suslarinin dahil olmadigi, O:111:HS, O111:H-, O26:H11: ve
OI111:H11 gibi serotipleri barindiran en yaygin gruptur. STEC1 grubu biiyiik dl¢iide
cesitlilik gostermektedir. Bu grupta bulunan yaygin serotipler O113:H21, OX3:H21
ve O91:H21 dir. Diger gruplara kiyasla STEC2 grubunun viriilans faktérleri daha az
bilinmektedir. Bu grup i¢inde O103:H2, O103:H6 ve O45:H2 serotipleri bulunur
(Kudva vd., 1997). Serotip O157:H7 ve alt1 adet “O157 olmayan” grubun —O26,
0111, 0103, 0121, 045 ve 0O145- Amerika Birlesik Devletleri’nde insanlarda
onemli enfeksiyonlara yol agtig1 bildirilmistir (Brooks vd., 2005).

STEC patotipleri, sayisiz viriilans faktor igeren genlerini yatay gen transferi yoluyla
kazanmasi veya kaybetmesi ile karakterize edilmektedir. E. coli O157:H7’nin, ortak
atas1 olan E. coli K-12’den 4,5 milyon yil 6nce ayrildigina inanilmaktadir. Atipik
EPEC serotipi olan O55:H7’nin de E. coli O157:H7’nin Onciisii oldugu kabul
edilmektedir (Whittam, 1998).
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EHEC suslar klinik olarak hastaliklarda dnemli rolii olmasinin yan1 sira bakteriyel
enfeksiyonlarda model olmasi agisindan birgok caligsmanin konusu haline gelmistir.
EHEC suslari, bagirsak epiteli ile etkilesime gecerek konak¢inin hiicre
fonksiyonlarini etkilemektedir. Bagirsak florasindaki diger bakterilerin ve memeli
hiicrelerinin metabolik {iriinlerini algilayarak gen ifadelerini diizenlemektedir. Ayrica
konak¢iin hiicreleri tarafindan emilen sitotoksinler lireterek hayati agidan tehlike
olusturabilecek hastaliklara yol agabilmektedir. E. coli O157:H7 ve diger STEC
suslar1 insanlara Oncelikli olarak bulast olmus yiyeceklerin tiiketimiyle gegmektedir
(Donnenberg, 2013). Enfeksiyona sebep olan doz EHEC suslari i¢in oldukca
diisiiktiir. Bu miktar 50 KOB canli hiicreden daha azdir (Tilden vd., 1996). EHEC
suslari, asit direncliligini diizenleyen en az 3 adet aside karsi direnclilik sistemine
(AR1, AR2 ve AR3) sahiptir. EHEC suglar1 mideden gegctikten sonra konakgida etkili
bir bicimde koloni olusturmak ve normal mikrobiyota ile yarisabilmek i¢in kalin
bagirsaktaki luminal ylizeye tutunmak zorundadir. Bunu saglamak i¢in EHEC
suslarinda fimbrial ve fimbrial olmayan adezinler ile konak¢1 mukozasyla etkilesime
girerek koloni olusturmayr ve hastaliklart tesvik edici birgok yiizey faktorleri
kodludur (La Ragione vd., 2000). EHEC’e 6zgii uzun kutuplu fimbrialarin (long
polar fimbriae: LPF), bu suslarin tavsan yavrularmin bagirsaklarinda koloni
olusturmadan sorumlu olduklar1 belirlenmistir (Lloyd vd., 2012). Buna ek olarak
bakterinin, Tip IV pilus olan ve EHEC suslarinin diger E. coli suslariyla da ortak
olan hemorajik coli pilusu (hemorrhagic coli pilus: HCP) olusturamamasi ineklerde
bagirsak epiteline tutunma ozelliginde biiylik bir diislis gdstermistir (Xicohtencatl-
Cortes vd., 2009a). Dahasi, hemorajik coli pilusu bulunan EHEC suslar1 hemolitik
tiremik sendroma yol agan antijen iiretmektedir (Xicohtencatl-Cortes vd., 2009b).
EHEC patotiplerinin virulans faktorlerinin ekspresyonu ¢ogunlukla stx gen bolgesi,
bliyiik pO157 plazmidi ve LEE bolgesi tarafindan diizenlenmektedir (Mellies vd.,
2007).

2.5.3. Enterotoksijenik Escherichia coli

ETEC suslar, g¢esitli patotipleri i¢inde barindiran ve ishale neden olan
mikroorganizmalardir. Bu patotiplerin ortak &zelligi 1siya direcli olmayan (heat-

labile, LT) ve/veya 1siya direngli (heat-stable, ST) enterotoksinleri {iretme
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yeteneklerinin olmasidir. Bu enterotoksinler, ince bagirsaktaki reseptorleri hedef

almaktadirlar.

ETEC suslarinin varligi ilk olarak 1950’lerde ortaya ¢ikmistir. Yapilan ¢aligmalarda
sulu ishal olan hastalardan alinan digski orneklerinde Vibrio cholerae’nin neden
oldugu koleraya benzeyen belirtiler tespit edilmis, fakat diski 6rnekleri V. cholerae
negatif bulunmustur. Bu digski 6rneklerinde kolera toksinine benzer toksinler tespit
edilmis fakat izole edilen saf kiiltiirler E. coli varligimi géstermistir. Béylece bu
suslar ETEC olarak tanimlanmistir (Sack, 2011). ETEC suslar, fenotipik ve
genotipik olarak cesitlilik gostermektedir. Bu 6zelliklerinin ST ve LT gen bolgelerine
sahip olmalariyla ilgili oldugu belirtilmistir (So, 1976).

1992-2000 yillar1 arasinda yapilan bir arastirmada, gelismekte olan iilkelerde,
ozellikle 5 yas alt1 ¢ocuklarda, goriilen 6liime yol acan ishal vakalarinin yilda 1,2 ile
2,6 milyon arasinda oldugu belirtilmistir (Kosek vd., 2003). ETEC suslarindan
kaynaklanan ishal nedeniyle dliimlerin ise bu dliimler igerisinde %14’liikk payla ilk
sirada geldigi bildirilmistir (Petri vd., 2008). Seyahat sirasinda goriilen ishallerin de
ETEC suslarindan kaynaklandigi goriilmiistiir. Bunun Onlenmesi amaciyla ETEC

suslarina kars1 antimikrobiyal preparatlar ve asilar gelistirilmistir (Sack, 1990).

Diger patojenlerde oldugu gibi ETEC suslar1 da viriilans gen ekspresyonunu ¢evre
kosullarina gore diizenlemektedir.  Siklik adenozin monofosfat (CAMP)
molekiillerinin ETEC suglarinin virtilans genlerinin ifadesinde onemli bir rol
oynadig1 belirtilmektedir. cAMP reseptor proteinleri (CRP) cAMP ile bilesik
olusturarak etkinlesmekte ve LT gibi genlerin ifadesini baskilamaktadir. Genellikle
glikoz molekiillerinin varligina bagl olarak bu diizenlemeleri yapmaktadir. LT gen
kodlari, ortamda glikoz varsa ifade edilirken, pili gibi yapilar1 ifade eden genler
glikoz varhiginda baskilanmaktadir. Yiiksek glikoz konsantrasyonu bakteriyel
adenilat siklaz enzimini inhibe ederek cAMP miktarini, dolayisiyla CRP miktarini
diislirmektedir. Bu diisiis LT genlerinin kodlandigi eltA gen bdlgesinin
ekspresyonunu saglamaktadir (Bodero ve Munson, 2009; McDonough ve Rodriguez,
2012).
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ETEC suglarimin tanimlanmasini saglayan asil efektér molekiiller, bu suslar
tarafindan salgilanan spesifik LT ve ST enterotoksinleridir. ETEC suslar1 bunlardan
birini veya ikisini birden liretebilmektedir. LT enterotoksini, tek bir A alt birimi ve
bir pentamer olan B alt biriminden olusan hetero hekzamerik bir molekiildiir. Toksin
aktivitesinden A alt birimi sorumluyken, B alt birimi ise biiyiilk oranda konakg¢1
hiicreye tutunmadan sorumludur. A alt birimi Al ve A2 olmak iizere iki ana
bolgeden olusmaktadir. A1 bolgesi toksisiteden sorumluyken, A2 bolgesi A alt
birimini kovalent olmayan baglarla B pentamerin merkezine baglamaktadir (Sixma

vd. 1991).

ETEC suslart LT enterotoksinini salgilayabilmek igin Vibrio cholerae’daki salgi
sistemi CT (Cholera toxin)’ye benzeyen fonksiyonel tip II salgilama sistemine
sahiptir (Tauschek vd. 2002). Fleckenstein (2000)’n yaptig1 bir ¢calismada ETEC
H10407 susunda LT salgilama sisteminin le0A patojenite adasinda bulunan bir veya

daha fazla gen tarafindan diizenlendigi bildirilmistir.

ETEC suslar tarafindan salgilanan ST enterotoksini, bir veya daha fazla plazmitte
kodlanmus, sistein icerigi bakimindan zengin, kii¢iik peptitlerdir. Guanilil siklaz C
(GC-C) bolgesinden bagirsak epitel hiicresinin yiizeyine baglanmaktadir (Potter,
2011).

2.5.4. Enteroinvazif Escherichia coli ve Shigella

Basil kaynakli dizanteri ya da sigellozun kaynaginin Shigella cinsi bakterilerin ve bir
grup enteroinvazif E. coli (EIEC) olarak adlandirilan patojenik E. coli suslarinin
oldugu bilinmektedir. Dizanteri terimi ilk olarak Hipokrat tarafindan, sancili karin
agrilariyla kendini gosteren, kanli ve mukuslu diskiy1 tarif etmek i¢in kullanilmistir.
Dizanteri gelismekte olan iilkelerin yani sira gelismis lilkelerde de Onemli bir
hastaliktir. 1966 ile 1997 yillar1 arasinda Kotloff (1999) tarafindan yapilan bir
arastirmada, diinyada yilda 163 milyondan fazla kisiye sigelloz teshisi konuldugu
bildirilmistir. Yine aynm1 ¢alismada yilda, biiylik cogunlugunu 5 yas alt1 ¢ocuklarin

olusturdugu, bir milyona yakin insanin bu hastaliktan 6ldiigii belirtilmistir.
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Dizanteriye sebep olan Shigella cinsilerinin ve EIEC suslarindan ayirt edilmesi klinik
olarak miimkiindiir. Ozellikle Brenner (1969)’m baslattigt DNA-DNA hibridizasyon
caligmalarinin ardindan Pupo (1997)’nun ¢oklu boélge enzim elektroforezi ile yaptigi
caligmalar ve son olarak Sims ve Kim (2011)’in yaptig1 tiim genom dizileme
caligmalar1 ile Shigella cinslerinin kokeninin E. coli tiirinden geldigini ortaya

koymustur.

Shigella tiirii olan Shigella dysenteriae ilk olarak 1898 yilinda Japon mikrobiyolog
Dr. Kiyoshi Shiga tarafindan dizanteri hastasinin digkisindan izole edilerek
kesfedilmistir (Trofa vd. 1999). S. boydii, S. flexneri ve S. sonnei olmak {izere ii¢
Shigella tiirii daha sonradan tanimlanmis, metabolik aktivitelerine ve serotiplerine
gore gruplandirilmistir. S. dysenteriae grup A, S. flexneri grup B, S. boydii grup C ve
S. sonnei grup D olarak belirlenmistir. Bu dort grup Shigella tiirii somatik O

antijenine gore 41 serotipe ayrilmistir.

Dizanteriye yol acan EIEC suslari, 1970’lerde tammlanmistir. insan
mikrobiyotasinda bulunan E. coli suslarinin aksine EIEC suslar1 hareketsizdir.
Izolatlarin %70’i laktozu fermente edememektedir (Silva vd. 1980). Yine invazif
olmayan E. coli suslarinin %90°1 lizin dekarboksilaz (LDC) aktivitesi gosterirken,
EIEC suslarinin LDC aktivitesinin negatif oldugu bildirilmistir. Bu 06zellikleri
dolayisiyla EIEC suslar1 Shigella tiirleri ile benzerlik gdstermektedir. Hatta bazi
EIEC serotiplerinin  O-antijenlerinin  Shigella tiirlerininkiyle 6zdes oldugu
belirtilmistir. Bunlarin yan1 sira EIEC suslar1 ksilozu fermente edebilme ve glikozdan
gaz olusturabilme oOzellikleriyle diger E. coli suslariyla benzerlik gostermistir.
Shigella tiirlerinin ise bu 6zelliklerinin negatif oldugu bildirilmistir (Donnenberg,

2013).

Shigella tiirleri ve EIEC suslari, kalin bagirsak epiteline tutunarak hastaliga neden
olmaktadir. Dizanterinin klinik belirtileri ishal baglangicini takiben, patotiplerin
bagirsak epiteline tutunmasi, burada ¢ogalmast ve bu bdlgede siddetli
enfeksiyonlarin goriilmesiyle kendini gostermektedir. Rout vd. (1975)’nin denek
maymunlar {izerinde yaptig1 bir ¢alismada Shigella tiirlerinin, ince bagirsakta koloni
olusturduklarinda, sadece hafif ve gegici bir doku hasarina neden oldugu

bildirilmistir. Shigella tiirlerinin ve EIEC suslarinin ince bagirsak epiteline tutunarak
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tirettigi enterotoksinlerin, sonradan dizanteri baslangicina ¢evrilen ishale yol agtiklar
bildirilmistir (Fasano vd., 1995; Nataro vd., 1995). Yapilan ¢alismalar neticesinde,
jejunal salgilarin da bu enterotoksinlerden etkilenerek, bakterilerin ince bagirsaktan -
koloni olusturduklar1 ve hastalik yaptiklari- kalin bagirsaga gegisini kolaylastirdigina

inanilmaktadir.

E. coli K-12 dondrii ile S. flexneri 2a alicisiyla yapilan gen transferi ¢alismalarinda
Shigella viriilans faktoriiniin transferi saglanmistir. E. coli K-12 susundan xyl-rha
gen bolgesini alan S. flexneri 2a, epitel hiicrelerini kaplama yetenegini kazanmstir.
Bu hibrit susun, kobaylar iizerinde 6liimciil enfeksiyonlara yol agmadigr belirtilmistir

(Falkow vd., 1963).

Bakterilerin koloni olusturma ve hastaliklara neden olma kabiliyetleri her ne kadar
viriilans genlerin ifadesiyle miimkiin olsa da Shigella tiirlerinin ve EIEC suslarinin
virtilans 6zelliklerinin, sicaklikla iliskili oldugu belirtilmistir. Shigella patotipleri 37
°C’de gelistiklerinde memeli hiicrelerini kaplama kabiliyetine sahipken, 30 °C’de
gelisen patotiplerde bu 06zelligin  goriilmedigi bildirilmistir. 30 °C’de gelisen
ozelliklerini kaybetmis patotiplerin 37 °C’ye alinmasiyla bu o6zelliklerini tekrar
kazanarak viriilans faktorlerini tekrar ifade edebildikleri belirtilmistir (Maurelli vd.,
1984). Benzer sekilde EIEC suslarinda da viriilans faktorler sicaklikla kontrol
edilmektedir (Small ve Falkow, 1988). Viriilans genlerin ifadesinin sicaklikla
diizenlenmesi, E. coli, Salmonella typhimurium, Bordetella pertussis, Yersinia spp.,
ve Listeria monocytogenes gibi diger insan patojenleri i¢in ortak bir 6zelliktir. Cevre
sicakligina bagli gen ifadesinin dilizenlenmesi, bakteriler acisindan {istiinliik
saglamaktadir. Bu yetenekleriyle Shigella ve EIEC, ortam sicakligina gore, drnegin
memeli konakgilarin viicut sicakliklart gibi 37 °C’de, genlerini ifade etmekte ve
konakg1 disinda bulunduklarinda viriilans genleri ifade etmeyerek enerjiden tasarruf
saglamaktadir. Bu sistem ayni zamanda bakterinin, viriilans fenotipin tamamen
ifadesini  gerektiren diger bircok genin ayarlanmasmi da diizenlemektedir

(Donnenberg, 2013).

Shigella ve EIEC suslarinin viriilans genleri hem kromozomda, hem de plazmitlerde
kodlanmustir. Shigella tiirlerinde biiyiik bir plazmitin, bagirsak epiteline yayilmada
etkili oldugu belirtilmistir. S. sonnei’de bulunan 180 kilobazlik bir plazmit, S.
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flexneri’de bulunan 220 kilobazlik bir plazmitin bagirsak epitel hiicrelerine
yayilmada gerekli gen bolgelerini igerdigi belirtilmistir (Sansonetti vd. 1981). EIEC
suslarinin plazmitlerinin de S. flexneri’yle belirgin bir DNA homolojisine sahip

oldugu bulunmustur (Harris vd., 1982).

S. flexneri 2a susunda bulunan 37 kb’lik plazmitin bir bolgesinin, bakterinin doku
kiltlir hiicrelerine niifuz etmesi i¢in gerekli biitiin genleri ihtiva ettigi belirlenmistir.
Bu DNA pargasi, S. flexneri tiirevlerini olusturmak icin gerekli viriilans plazmitin en
kiiglik pargasi olarak tanimlanmistir (Maurelli vd., 1985). Bu bolgede ipa, mxi ve spa
olmak iizere 3 biiyiik operona ayrilan 34 viriilans gen kodlanmistir. mxi ve spa
operonlarinda T3SS’nin alt birimleri kodlanmistir. ipa operonunda ise T3SS

tarafindan salgilanan proteinler kodlanmistir (Galan ve Wolf-Watz, 2006).

Gram negatif bakterilerde ipa gen boélgesinin ekspresyonu sonucu olusan tiriinlerin,
besiyeri ortaminda sinyal molekiilleri olmasa bile hiicre disina salgilandig
gorlilmiistiir. ipa salgis1t T3SS araciligiyla mxi/spa bolgesinin gen iiriinleri tarafindan
olusturulmaktadir (Schroeder ve Hilbi, 2008). Buchrieser vd. (2000)’nin yaptigi
calismada, Shigella spp. mutantlarinin kiiltiir siipernatantlarnin analizinde, T3SS’nin
aktivitesini belirleyen 14 protein daha bulunmustur. Bu proteinlerin arasinda VirA,
ipaH7.8 ve ipaH9.8 gibi proteinlerin yani sira Osp (outer Shigella proteins)
proteinleri olarak da bilinen Shigella harici proteinlerin de bulundugu bildirilmistir.
VirA, optimum Shigella invazyonu ve hiicreler arasi yayilma igin gerekli 44,7
kDa’lik bir proteindir (Uchiya vd. 1995). ipaH proteinlerinin hem kromozomda, hem
de viriilans plazmitte allelleri kodlanmistir. Ayrica yapilan 30 °C ve 37 °C’de
kiiltivasyon c¢alismalarinda ipaH ekspresyonunun sicakliga bagli olmadig
belirtilmistir (Hartman vd. 1990). Plazmitte ve kromozomda birkag¢ ipaH kopyasinin
varligi, Shigella ve EIEC suslarmin genis bir alanda bu mikroorganizmalarin

tanimlanmasin1  saglayacak bir prob olarak kullanilmasinin yolunu agmistir

(Venkatesan vd., 1989).

2.5.5. Enteroaggregatif Escherichia coli

Enteroaggregatif E. coli (EAEC) cogunlukla ¢ocuklarda ve yetiskinlerde goriilen

kalici ishalle iligkilendirilen E. coli tiirlerindendir. Diinyada birkag ishal salginindan
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sorumlu olduklar1 bildirilmistir. EAEC enfeksiyonlarinin genellikle gida ve su
kaynaklarinin kirlenmesine bagli olarak ortaya ciktigi belirtilmistir. EAEC, ishal
yapan ancak ETEC’de oldugu gibi ST veya LT toksinleri salgilamayan E. coli
patotiplerinden biri olarak tanimlanmistir. EAEC suslar1 kendine 6zgii olarak, insan
epitelyum hiicresi olan HEp2 hiicrelerine tutunup birbiri iistiine yigilarak “yigilmis

tugla” deseni olusturmaktadir (Olesen vd., 2012).

EAEC suslarinin HEp-2 hiicrelerine ve bagirsak mukozasina tutunmasini, toplu
tutunma fimbrialar1 (aggregative adherence fimbriae: AAFs) olarak bilinen bazi
fimbrial yapilar saglamaktadir. AAF’lerin en az dort ¢esidinin oldugu ve her birine

az sayida EAEC susunun sahip oldugu bildirilmistir (Nataro vd., 1994).

EAEC enfeksiyonlart genel olarak bakterinin bagirsak mukozasinda koloni
olusturmasini takiben enterotoksin ve sitotoksinlerin salgisiyla devam etmektedir.
Insan bagirsagiyla yapilan galismalarda EAEC suslarmin agrisiz ancak 6nemli
derecede mukoza hasarina yol actiklar1 bildirilmistir. Bu durumun 6zellikle kalin

bagirsakta daha siddetli oldugu gozlemlenmistir (Hicks vd., 1996).

Akut ishale neden olan tipik EAEC suslarmim AggR regiilonlarna sahip olduklari
belirtilmistir. Bununla birlikte bu regiilonlara sahip olmayan atipik EAEC suslarinin

akut ishale neden olmadiklar bildirilmistir (Sarantuya vd., 2004).

EAEC suslarinin patojenitesi ile ilgili yapilan ¢aligmalarda, bu suslarin sadece bir
kisminda mukoza ylizeyine tutunma yeteneginin oldugu gozlemlenmistir. JM221
susuyla yapilan caligmalarda, tiim hastalarda bagirsak semptomlarinin ortaya
¢ikmadigr belirtilmistir. Bu sonuglara gore EAEC suslarinin viriilans 6zelliklerinin

farklilik gosterdigi ortaya koymustur (Gascon vd., 1998).

2.5.6. Uropatojenik Escherichia coli

Uropatojenik E. coli (UPEC), patojenik E. coli tiirleri i¢inde bagirsak disi
enfeksiyonlara neden olan bir grup bakteridir. Genellikle bulasi olmus su ve gida
kaynaklartyla alman UPEC suslar1 kan dolasimi yoluyla bobreklere ulasarak

piyelonefrit ya da iirosepsise neden olmaktadir. Bunun sonucunda bdbreklerin
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iltihaplanmasiyla sistit, idrar yolu enfeksiyonlar1 ve asemptomatik bakteriiiri gibi

hastaliklar goriilmektedir (Donnenberg, 2013).

Idrar yolu enfeksiyonlar1 (IYE) diinyada en sik rastlanan ikinci enfeksiyon tiiriidiir.
IYE sebebi fekal bakteriler olmakla birlikte yaklasik %80 oraninda UPEC suslari
oncelikli etkendir. UPEC suslarinin steril olan peritiretral bolgeye bulagmasi ile

IYE’ler olusmaktadir (Ronald, 2002).

UPEC suglarinin idrar yollarinda koloni olusturmasi, enfeksiyonun gelismesi i¢in ilk
adimdir. Epitel hiicrelere tutunmanin ger¢eklesmemesi halinde UPEC suslar1 idrar
giicliyle disar1 atilabilmektedir. UPEC suslarinin birkag¢ farkli tutunma mekanizmasi
vardir. Bunlar fimbrialar, ¢ubuk seklinde ikincil uzantilar, fibriller, afimbrial
adezinler gibi yapilardir (Snyder vd., 2005). UPEC suslarindan E. coli CFT073
genomunda 12 adet fimbrial operonun kodlandig: belirtilmistir (Welch vd., 2002).

UPEC suslan idrar yolunda hayatta kalabilmek i¢in konake1 hiicrelerinden demir
elde edecek mekanizmalar gelistirmistir. Insan viicudunda yasamm devami igin
esansiyel olan demiri kullanabilmek igin heme, laktoferrin, transferrin ve lipokalin-2
gibi yapilar kullanilmaktadir. UPEC suslar1 demiri bu yapilardan ayirabilmek i¢in
demir selasyonunu saglayan sideroforlardan yararlanmaktadir. UPEC suglar1 bunun
icin aerobaktin, enterobaktin, salmochelin ve yersiniabaktin olmak {izere dort gesit

siderofor sentezleyebilmektedir (Russo vd. 2002).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bakteri kiiltiirleri

Ger¢ek zamanlh

PZR analizinde pozitif kontrol

olarak DSMZ (Almanya

Mikroorganizmalar ve Hiicre Kiiltiirii Koleksiyonu)'den temin edilen E. coli DSM
8698, DSM 9026, DSM 10974 ve DSM 10973 suslar1 referans sus olarak

kullantlmistir.

3.1.2. Primer dizayni

Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilmak tizere 7 ¢ift primer seti, Sentromer DNA

Teknolojileri firmasindan temin edilmistir. Kullanilan primerlerin baz dizileri

Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. PZR reaksiyonunda kullanilan oligolarin baz dizisi

Patotip Hedef Baz dizisi 5°-3° Hedef Uriin | Referans
Tm (°C)
VTEC VT1 CAT TGT CTG GTG ACA GTAGCT 84-85
CCC GTAATT TGC GCA CTG AG
VT2 CCATGACAACGG ACAGCAGTT 86-87
CCT GTC AACTGAGCACTT TG
EPEC eaeA GTG GCG AAT ACT GGC GAG ACT 85-86
CCCCATTCTTTT TCACCG TCG Bischoff
pCVD432 CTG GCG AAAGACTGT ATC AT 78-79 Vd.
CAATGT ATAGAAATCCGCTGT T 2005
ETEC ST TCTGTATTGTCTTTTTCACC 79-80
TTA ATA GCA CCC GGT ACA AGC
LT GGC GACAGATTATAC CGT GC 83-84
CCG AAT TCT GTT ATATAT GTC
EIEC ipaH TGG AAA AAC TCAGTGCCT CT 87-88

CCAGTCCGT AAATTCATTCT
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3.1.3. DNA izolasyonu

Su 6rneklerinden izole edilen ve dogrulamasi yapilan suslardan DNA elde etmek i¢in
ticari Thermo Scientific Genomic DNA Purification Kit (ThermoFisher, ABD)
kullanilmistir. Uretici firmanm 6nerileri dogrultusunda genomik DNA izolasyonu

yapilmustir.

3.1.4. Ger¢ek zamanh PZR

Gergek zamanli PZR reaksiyonu i¢in Thermo Scientific DyNAmo ColorFlash SYBR
Green gPCR Kit (ThermoScientific, ABD) ve Thermo Scientific Nuclease-Free
Water (Thermo Scientific, ABD) kullanilmstir.

3.1.5. RFLP analizi

Sinirlayicit enzim par¢a uzunlugu gesitliligi (RFLP) analizi i¢in FastDigest EcoRI

(Thermo Fischer, ABD) restriksiyon enzimi kullanilmistir.

3.1.6. Jel elektroforez

Jel elekroforez analizi i¢in 13 tarakli yatay tank kullanilmistir. Jelin hazirlanmasinda
Agaroz (Sigma, Almanya) ve TAE (Tris-asetat EDTA) Buffer kullanilmistir. Jelin
goriintiilenmesi  Vilber Lourmat jel dokiimantasyon sistemi (Almanya) ile

yapilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Su 6rneklerinin toplanmasi

Isparta ili ¢evresinde bulunan ve Isparta Belediyesi tarafindan igme suyu kaynagi
olarak kullanilan Andik Kaynagi’ndan 1 adet, Bezirgan Cayi’ndan 2 adet, Darideresi
Baraji’ndan 2 adet ve Egirdir G6lii’nden pimas borularla gelen sudan 1 adet olmak

lizere toplam 6 adet su Ornegi her ay diizenli olarak alinmistir. Su Orneklerinin
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alindig1 yerler ile koordinatlar1 Cizelge 3.2’de, numunelerin alinma tarihleri Cizelge
3.3’de gosterilmistir. TS EN ISO 5667-3’e gore, steril ve 20 mg/L sodyum tiyosiilfat
iceren polipropilen siselere (Lp Italiana, Italya) aseptik kosullarda alman su
ornekleri, soguk zincir korunarak SDU Gida Miihendisligi Boliimii Mikrobiyal

Teknoloji Laboratuvari’na ulastirilmistir. Analizler 24 saat i¢inde yapilmustir.

Cizelge 3.2. Su numunelerinin alim noktalari

Kaynak kodu Yer Koordinat (X) Koordinat (Y)
Al Andik Deresi 545655.702 4179007.467
B1-B2 Bezirgan Cay1 547330.453 4180047.371
D1-D2 Darideresi Baraj ¢ikist 552929.01 4179292.36
El Egirdir su pompasi 548570.82 4179939.33
Egirdir Goli 569891.7 4188500.04

Cizelge 3.3. Numune alinan su kaynaklarinin kodu ve numune alma tarihi

Kaynak kodu Nisan Mayis Haziran Temmuz
Al 08.04.2015 14.05.2015 17.06.2015 15.07.2015
Bl 08.04.2015 14.05.2015 17.06.2015 15.07.2015
B2 08.04.2015 14.05.2015 17.06.2015 15.07.2015
D1 08.04.2015 14.05.2015 17.06.2015 15.07.2015
D2 08.04.2015 14.05.2015 17.06.2015 15.07.2015
El 08.04.2015 14.05.2015 17.06.2015 15.07.2015
Kaynak kodu Agustos Eyliil Ekim Kasim
Al 19.08.2015 19.09.2015 22.10.2015 27.11.2015
Bl 19.08.2015 19.09.2015 22.10.2015 27.11.2015
B2 19.08.2015 19.09.2015 22.10.2015 27.11.2015
D1 19.08.2015 19.09.2015 22.10.2015 27.11.2015
D2 19.08.2015 19.09.2015 22.10.2015 27.11.2015
El 19.08.2015 19.09.2015 22.10.2015 27.11.2015
Kaynak kodu Arahk Ocak Subat
Al 31.12.2015 02.02.2016 26.02.2016
Bl 31.12.2015 02.02.2016 26.02.2016
B2 31.12.2015 02.02.2016 26.02.2016
D1 31.12.2015 02.02.2016 26.02.2016
D2 31.12.2015 02.02.2016 26.02.2016
El 31.12.2015 02.02.2016 26.02.2016

(Al: Andik Kaynagi, B1: Bezirgan Cay1’nin durgun kismi, B2: Bezirgan Cay1’nin akan kismi, D1:
Darideresi Baraj ¢ikisi, D2: Darideresi Baraj Golii, E1: Egirdir Golii)
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3.2.2. Su orneklerinin mikrobiyolojik sayimlari

Su 6rneklerininde E. coli ve koliform bakterilerin aranmasi ve sayimi TS EN ISO
9308-1’e gore yapilmistir. Ornekler standartta belirtildigi sekilde aseptik sartlarda
alindiktan sonra 24 saat icinde mikrobiyolojik analizleri yapilmistir. Aseptik
sartlarda, gerekli seyreltmeleri yapilan Ornekler membran filtrasyon sistemi
kullanilarak 0,45 pm por c¢apl steril membran filtrelerden (Millipore, Almanya)
gecirilmistir. Membran filtre, altta hava kabarcigi kalmayacak sekilde TTC-Tergitol
laktozlu agar (Merck, Almanya) besiyeri lizerine yerlestirilmistir. Bu sekilde paralel
olarak hazirlanan besiyerleri toplam koliform sayisini belirlemek amaciyla 24 saat 36
°C ve fekal (termotoleran) koliform sayisini belirlemek icin 24 saat 44 °C’de
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda besiyerlerinde olusan koloniler

sayilmustir.

3.2.3. Dogrulama testleri

Membran filtre iizerinde sari, turuncu ve kirmizi renkli tipik koloniler segilip
saflagtirnlmistir. Bu amagla izolatlar Tryptic Soy (CASO) Agar (Merck, Almanya)

besiyerine aseptik kosullarda siiriilerek 36 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.

Saflastirilan koloniler lam iizerine alinarak Gram boyama seti (Merck, Almanya) ile
boyanmistir. Boyanan hiicrelerin Gram tepkimeleri ve hiicre morfolojileri mikroskop
altinda incelenmistir. Gram negatif, cubuk sekilli bakteriler ileri dogrulama testleri

i¢in se¢ilmistir.

3.2.3.1. Oksidaz testi

Gram negatif ve ¢ubuk seklinde oldugu belirlenen izolatlara oksidaz testi yapilmistir.
Bu amagla Bactident Oxidase (Merck, Almanya) oksidaz test c¢ubuklar
kullanilmistir. Platin 6ze ile TSA {izerinde olusan koloniler alinip test ¢ubuguna
stirilmiistiir. 30 saniye i¢inde test cubugunda renk degisimine neden olmayan suslar
oksidaz negatif olarak secilmistir ve ileri dogrulama testlerine bu suslarla devam

edilmistir.
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3.2.3.2. p-Glukuronidaz ve indol testi

Gram tepkimeleri ve oksidaz aktivitelerine gore segilen izolatlar CASO Broth
(Merck, Almanya) besiyerine alinarak 36 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda gelisen kiiltiirden %1 oraninda Fluorocult® Lauryl
Sulfate Broth (Merck, Almanya) besiyerine ekim yapilmistir. Tiipler 44 °C’de 24
saat inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra Vilber Lourmat marka jel goriintiileme
sisteminde 366 nm dalga boyu altinda floresan veren tiipler isaretlenmistir. Floresan
veren tiiplere 0,3 ml Kovacs indol reaktifi (Merck, Almanya) damlatilarak indol
tiretimine bakilmistir. Stv1 besiyeri tizerinde kirmizi halka olusumu ile indol iiretimi

dogrulanmistir.

3.2.4. Mikrobiyolojik degerlendirme

Degerlendirmenin ardindan numunelerdeki E. coli ve koliform grup sayilart TS EN

ISO 9308-1’¢ gore asagidaki formiile gére hesaplanmistir:

Koloni Say1s1/100 ml=(Toplam Siipheli Koloni Sayisi)x(Dogrulanmis Koloni Sayisi)
(Test Edilen Koloni Say1si)

Mikrobiyolojik verilerin istatiksel degerlendirilmesi Orman ve Su Isleri Bakanliginin
Yiizeysel Su Kalitesi Yonetimi Yonetmeliginde belirtilen sekilde yapilmistir (Orman
ve Su Isleri Bakanhgi, 2015).

3.2.5. izolatlarin muhafazasi
Dogrulama testleri ile E. coli oldugu belirlenen izolatlar TSB besiyerinde 36 °C’de
24 saat inkiibe edilmistir. Saf kiiltiirler %20 gliserol ve %80 aktif kiiltiir olacak

sekilde hazirlanip steril cryo tiiplere alinmistir. Stok kiiltlirler -18°C’de muhafaza

edilmistir.
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3.2.6. DNA izolasyonu

Dogrulanan E. coli suslarindan DNA izole etmek amaciyla, her bir sus 5 ml TSB
besiyerinde 36°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Aktiflestirilen suslarmm 1 ml’si 1,8
ml’lik eppendorf tiiplerine aseptik kosullarda pipetlenmistir. Tiipler daha sonra 5000
g’de 10 dakika mikrosantrifiij cihazinda (Thermo Scientific, ABD) santrifiijlenerek
siipernatant kismi atilmistir. Dipte kalan hiicreleri yikamak i¢in pelet kisim 1 ml
sterilize saf suda homojen hale getirilerek yikanmistir. Tekrar 5000 g’de 10 dakika
santrifiijlenmistir. Siipernatant kistm dokiilerek pelet elde edilmistir. Bu agsamadan
sonra DNA izolasyonu ig¢in ticari Thermo Scientific GeneJET Genomic DNA
Purification Kiti (Thermo Scientific, ABD) kullanmilmistir. Kit protokoliine gore
izolasyon islemi yapilmistir. Elde edilen pelet 180 pL Digestion Solution i¢inde
¢ozlinmiis ve tizerine 20 pL Proteinase K soliisyonu eklenerek, homojen bir karisim
elde edilene kadar karistirilmistir. Ornek, 56°C’de blok 1siticida belirli araliklarla tiip
karistiricisinda karistirillarak yaklasik 30 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra 20 pL
RNase A soliisyonu eklenmistir. Karigtirilan 6rnek oda sicakliginda 10 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Ornek iizerine 200 pL liziz soliisyonu eklenmis ve
homojen bir karisim elde edilene kadar 15 saniye karistirilmistir. Karistirma
isleminden sonra ornege 400 pL %50°1lik etanol eklenmis ve Ornek tekrar
kanistirnlmistir. Hazirlanan lizat, kitte bulunan kolona (GenelJet Genomic DNA
Purification Column) aktarilmis ve kolon 6000 g’de 1 dakika santriflij edilmistir.
Kolona 500 pL. Wash Buffer I eklenmis ve 8000 g’de 1 dakika santrifiij edilmistir.
Kolona 500 pL Wash Buffer II eklenerek 14500 g’de 3 dakika santrifiilenmistir.
Sonrasinda kolon, 1,5 mL’lik steril mikrosantrifiij tiipiine yerlestirilmis ve {lizerine
200 pL FElution Buffer eklenmistir. Oda sicakliginda 2 dakika inkiibasyona
birakildiktan sonra 8000 g’de 1 dakika santrifijjlenerek, kolona tutunmus olan
DNA’nin mikrosantrifiij tiipline gegmesi saglanmistir. Bu sekilde elde edilen
genomik DNA molekiiler calismalarda kullanilana kadar -18°C’de muhafaza

edilmistir.
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3.2.7. Ger¢ek zamanh PZR
Gergek zamanli PZR bilesenleri, Thermo Scientific DyNAmo ColorFlash SYBR
Green qPCR Kit (ThermoScientific, ABD)’e gore hazirlanmistir. Master mix

protokoliine gore bilesenler Cizelge 3.4’de gosterilmistir.

Cizelge 3.4. Gergek zamanli PZR bilesenleri

Bilesen Miktar

2X Master mix 10uL

Primer karigimi 0.5 uM ileri primer
0.5 uM geri primer

DNA 5 ng/ul

H,0 20uL’ye tamamlandi

Toplam 20nL

Bilesenler karistirildiktan sonra Thermo 96-Well Plates (ThermoFisher, ABD)
plakalara pipetlenmistir. Plakalar PikoReal 96 Real-Time PCR System
(ThermoFisher, ABD) gercek zamanli PZR dongii cihazina konarak master mix
protokoliine gbre analiz yapilmistir. Cizelge 3.5°de ger¢ek zamanli termal dongii

cihazi i¢in kullanilan sicaklik, siire ve dongii sayilari verilmistir.

Cizelge 3.5. Gergek zamanli PZR cihazi dongii sayilari

Dongii Sicakhik Siire

[k denaturasyon 95°C 7 dakika
Denaturasyon 95°C 10 saniye
Annealing/Uzama  60°C 30 saniye
X40 dongii

3.2.8. RFLP analizi

RFLP analizinde kullanilmak iizere, E. coli’ye 6zgli EcoRI restriksiyon enzimi
kullanilmistir. Temin edilen ticari FastDigest EcoRI (Thermo Fischer, ABD)
restriksiyon enzim kitinin protokoliine gore hazirlanan tepkime bilesenleri Cizelge

3.6°da gosterilmistir.
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Cizelge 3.6. RFLP analiz bilesenleri

Bilesen Miktar
H.0 17uL
10X FastDigest tampon 2uL
PZR iiriinii 10uL
10X FastDigest enzim 1uL
Toplam 30uL

Bilesenler oda sicakliginda steril eppendorf tiipiinde hazirlanmistir. Daha sonra blok
isiticida 37°C°de 20 dakika inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon sonunda
eppendorf tiipleri 80°C’de 5 dakika bekletilerek restriksiyon enziminin inaktivasyonu

saglanmustir.

3.2.9. Jel elekroforez analizi

RFLP analizinin ardindan {irtinler %1°lik agaroz jel kuyucuklarina pipetlenmistir.
80V’da yiiriitilen DNA parcalar1 etidyum bromiir ile boyanarak Vilber Lourmat jel
dokiimantasyon sistemi ile incelenmistir. Jel fotograflart Vision-Capt Software
(Analis, Belgika) programi ile ¢ekilmistir. Bantlarin molekiil agirliklari, kullanilan

markore gére ayni program ile hesaplanmustir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Fekal ve Toplam Koliform Sayim Sonuclar:

Su oOrneklerinin alindig1 yerler EK A’da gosterilmistir. Nisan 2015-Subat 2016
tarihleri arasinda Ek A’da verilen yerlerden toplam 57 adet su 6rnegi alinmistir. D1
ile gosterilen noktada Darideresi Baraji’nin ¢ikisi bulunmaktadir. Baraj goletinde
bulunan suyun seviyesinin diisiik olmasi sebebiyle Temmuz 2015 ile Subat 2016
tarihleri arasinda baraj kapaklar1 agilmamistir. Bu nedenle bu tarihler arasinda D1
noktasindan numune alinamamistir. D2 ile gosterilen Darideresi Baraj Goli
igerisindeki su miktarmin az olmasi ve gole ulasim saglanamamasindan Aralik
aymnda numune alinamamistir. Diger noktalardan ise herhangi bir sorun yaganmadan
ornekler alinmistir. Alinan su Orneklerinde toplam ve fekal koliform sayimlar
3.2.2’de belirtildigi sekilde yapilmistir. Toplam koliform sayim sonuglar1 Cizelge
4.1°de, fekal koliform sayim sonuglart ise Cizelge 4.2°de verilmistir. Tipik

kolonilerin oldugu petri goriintiisii Sekil 4.1°de gosterilmistir.

Sekil 4.1. TTC agardaki tipik koloni goriintiileri
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Cizelge 4.1. Su 6rneklerinin toplam koliform sayim sonuglari (log;o KOB/100 ml)

Andik

Bezirgan Cay1

Bezirgan Cay1

Darideresi

Darideresi

Kaynagi (durgun) (akan) Baraj ¢ikisi | Baraj Golii Egirdir

Nisan | 1,15+0,16 | 2,50+0,01 2,24+0,09 | 1,95+0,04 | 2,32+0,03 | 1,89+0,09
Mayis | 2,15+0,09 | 2,75+0,02 2,62£0,04 | 2,41+0,02 | 2,25+0,01 | 1,92+0,04
Haziran | 1,26£0,16 | 2,92+0,01 | 2,70+0,01 3,030 | 2,41+0,04 | 2,23+0,01
Temmuz | 2,15+0,06 | 3,000,02 3,24+0,02 2,64+0,07 | 2,87+0,01
Agustos | 2,38+0,03 | 3,64+0,03 4,53+0,05 3,31£0,03 | 3,93+0,02
Eylil | 2,15+0,04 | 2,89+0,01 3,96+0,04 3,05+0,06 | 2,81+0,12
Ekim  |2,70£0,01 | 3,12+0,03 4,67+0,09 f% 3,36+0,03 | 4,30+0,03
Kasim | 2,58+0,07 | 3,91+0,03 3,95+0,23 :§ 2,86+0,1 | 2,30+0,03
Aralik | 2,48+0,04 | 3,83+0,04 3,81+0,15 Ornek yok | 1,99+0,13
Ocak 29740 | 3,26+0,04 3,56+0,16 3,06+0,03 | 2,08+0,05
Subat | 3,08+0,21 | 3,45+0,08 3,67+0,06 3,13+0,03 | 1,23+0,07
Ortalama [2,28+0,62°| 3,21+0,46™ | 3,54+0,77° 2,46 [2,84+0,41%°|2,50+1,01*

Alman su oOrneklerinin toplam koliform sayilari genel olarak incelendiginde,

mikroorganizma sayilarinin en diigiik Nisan ve Mayis aylarinda oldugu goriilmiistiir.

Egirdir Golii'nden alinan ornekte ise en diisiik mikroorganizma sayis1 Ocak ayinda

tespit edilmistir. En yiiksek mikroorganizma sayilarinin ise Ekim ve Kasim aylarinda

oldugu belirlenmistir. Bezirgan Cayi’nda en yiiksek mikroorganizma sayis1 EKim

aymda bulunmustur.

Andik Kaynagi’ndan alinan su 6rneklerinin toplam koliform sayisinin 1,15 ile 3,08

logio KOB /100 ml arasinda degistigi goriilmiistiir. 11 ay boyunca alinan su

orneklerine gore Andik Kaynagi’nin toplam koliform igerigi ortalama 2,28 logig

KOB / 100 ml olarak bulunmustur.

Bezirgan Cay1’nin durgun kismindan alinan su 6rneklerinin toplam koliform bakteri

iceriginin 2,50 ile 3,91 logip KOB / 100 ml arasinda oldugu tespit edilmistir. 11 ay
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boyunca alinan su 6rneklerinin ortalamasi alindiginda toplam koliform sayisinin 3,21

logi0 KOB / 100 ml oldugu goriilmiistiir.

Bezirgan Cayi’nin akan kismindan alinan su Ornekleri incelendiginde toplam
koliform grup sayisinin 2,24 ila 4,67 logyy KOB / 100 ml arasinda degistigi
gozlemlenmistir. Ortalama toplam koliform sayisinin ise 3,54 log;o KOB / 100 ml

oldugu belirlenmistir.

Darideresi Baraji’nin ¢ikis kismindan almman su Orneklerinin toplam koliform
sayisinin 1,95 ile 3,03 log;o KOB / 100 ml oldugu belirlenmistir. Bu noktadan baraj
kapaklarinin kapali tutulmasi nedeniyle 3 ay 6rnek alinabilmistir. Ortalama toplam

koliform sayisinin 2,46 log;o KOB / 100 ml oldugu goriilmiistiir.

Darideresi Baraji’nin golet kismindan alinan su orneklerinin toplam koliform
sayisinin 2,25 ile 3,36 log;p KOB / 100 ml arasinda degistigi belirlenmistir. 10 ay
boyunca alinan su orneklerinin toplam koliform sayisinin ortalamasi 2,84 10gio

KOB/100 ml olarak bulunmustur.

Egidir Golii’'nden gelen igme suyunu tasiyan borudan alinan su 6rneklerinin toplam
koliform sayisinin 1,08 ile 4,30 log;o KOB / 100 ml arasinda degistigi goriilmustiir.
11 ay boyunca alinan 6rneklerin ortalamasi 2,41 log;o KOB / 100 ml olarak tespit

edilmistir.

En yiiksek toplam koliform sayilarina bakildigi zaman 4,67 log;o KOB / 100 ml ile
Bezirgan Cayr’nin akan kismi1 Ekim ayinda en kirli diizeyde bulunmustur. En diisiik
toplam koliform sayis1 ise Egirdir Golii’nden Ocak ayinda alinan su 6rneginde 1,08

logi;0 KOB / 100 ml olarak bulunmustur.

Biitiin veriler toplu olarak incelendiginde Sekil 4.2°de gosterilen grafik elde

edilmistir.
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Sekil 4.2. Toplam koliform sayilarinin aylara gore degisimi.

Alinan su orneklerinden elde edilen toplam koliform sayilari ile yapilan varyans
analizi sonucunda ay*ay interaksiyonu istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur
(p<0.05). Bunun anlami aylar arasindaki farkliligin sabit kalmayip degismis oldugu
sonucu bulunmustur. Tukey testi sonuglari ortalamalar lizerinde latin harfleriyle

gosterilmigtir.

Yapilan bolge*bolge interaksiyonu ile bdlgelerin toplam koliform sayilarinin
ortalamalar1 arasindaki farkliliklar belirlenmistir. Analiz sonucunda A1l bolgesi ile
B1 ve B2 bolgeleri arasinda istatistiksel agidan fark gozlemlenmistir (p<0,05). Al
bolgesi ile D2 ve E1 bolgeleri arasinda ise istatistiksel agidan farklilik goriillmemistir
(p>0,05). B1 bolgesi ile diger bolgeler karsilastirildiginda aralarinda fark
gorilmemigstir (p>0,05). B2 bolgesi ile D2 bolgesi arasinda istatistiksel agidan
onemli bir farklhilik bulunmamaistir (p>0,05). B2 bdlgesi ile E1 bolgesi arasindaki fark
ise onemli bulunmustur (p<0,05). D2 bolgesi ile EI bolgesi arasindaki fark

istatistiksel olarak dnemsiz bulunmustur (p>0,05).
Elde edilen bulgularin Orman ve Suisleri Bakanlig1 tarafindan hazirlanan “Yiizeysel
Su Kalitesi Yonetimi Yonetmeligi'ne gore degerlendirilmesi tiim fekal kirlilik

indikatorleriyle birlikte daha sonra yapilacaktir.
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Tasidig1 6nem nedeniyle sularda fekal kirlilik ulusal ve uluslararasi dergilerde
yayinlanmis ¢esitli c¢alismalarda incelenmistir. Ulasilabilen ¢aligmalar dikkate
alindiginda su 6rneklerinin ¢esitli nehirlerden, gollerden ve islenmis hatta siselenerek
satisa sunulmus sulardan alindig1r goriilmektedir. Alinan su Orneklerinde fekal
kirlilik; toplam koliform, fekal koliform, intestinal enterokok ve E. coli sayilari
belirlenerek incelenmistir. Bu acidan ¢aligmamizla biiyiik o6l¢iide benzerlik
gostermektedirler. Bu calismada elde edilen bulgular diger calismalarla kiyaslanarak

asagida tartisilmistir.

Ulkemizde bulunan gesitli nehir ve gol sularinda fekal kirlilik arastirilmustir.
Ornegin; Karakog vd. (2003)’nin Mogan Gélii'nden alinan bes adet su drnegi ve
Eymir Goli’nden aldig1 bir adet su 6rnegiyle yaptig1 calismada, Mogan Go6li’nden
alinan su orneklerinde toplam koliform sayisinin 3,52 ile 5,95 logi;o0KOB/ 100 ml
arasinda oldugu bildirilmistir. Eymir Go6li’nden alinan 6rnekte ise bu degerin 5,30
log10KOB/ 100 ml diizeyinde bulundugu tespit edilmistir. Tez ¢alismasi igin
Egirdir’den alinan su 6rnekleriyle karsilastirildiginda, Mogan Go6li’niin Egirdir ve
Darideresi Baraj Goli’nden daha yiiksek seviyede toplam koliform bakteriye sahip
oldugu goriilmektedir. Benzer sekilde Egirdir ve Darideresi Baraj Golii, Eymir Goli
ile karsilastirildiginda Eymir Golii’niin toplam koliform sayist acgisindan Egirdir ve
Darideresi Baraj Gollerinden daha kirli oldugu ortaya konmustur. Yapilan bagka bir
calismada Koloren vd. (2011) Gaga Golii (Ordu)’nden Agustos, Eyliil, Ekim ve
Kasim aylarinda toplam ve fekal koliformlar yoniiyle su orneklerini incelemislerdir.
Bu 6rneklerde toplam koliform sayisinin 1000 KOB/100 ml’den fazla bulundugu
belirtilmistir. Bu aylarda Egirdir Golii incelendiginde Agustos ve Ekim aylarinda bu
degerleri gectigi, diger aylarda ise 1000 KOB/100 ml degerinin altinda kaldig1
goriilmiustir. Darideresi Baraj Golii’niin ise sadece Kasim ayimda bu degerin altina
diistiigii goriilmektedir. Bu yoniiyle toplam kolifom agisindan Egirdir G6li’nlin Gaga
Goli’nden daha az kirli oldugu, Darideresi Baraj Golii’ndeki kirliligin ise Gaga

Goli’'nden daha fazla oldugu goriilmiistiir.

Bulut vd. (2016)’nin Egirdir Gélii’nde yaptig1 calismada toplam koliform sayis1 0 ile
34 EMS/100 ml arasinda degisim gosterdigi bildirilmistir. Ayn1 zamanda toplam
koliform sayisinin sonbahar ve yaz mevsiminde, ilkbahar ve kig mevsimine oranla

daha yiiksek diizeyde tespit edildigi belirtilmistir. Benzer sekilde bu caligmada
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Egirdir Golii’'nden alinan Orneklerin de sonbahar ve yaz aylarinda yiiksek seviyede
toplam koliform igerdigi, ilkbahar ve kis mevsiminde en diisiik degerlere sahip
oldugu goriilmektedir. Bu agidan, Bulut vd. (2016)’nin bulgular1 ile paralelik
gozlenmektedir. Ancak bu calismada, Egirdir Goli'niin Yiizeysel Su Kalitesi
Yonetimi Yonetmeligi Kita i¢ci Su Kaynaklar1 Kalite Kriterleri'ne gore 2. Sinif su

kalitesine sahip oldugu ve igme suyu potansiyeline sahip oldugu goriilmiistiir.

Ozgiir (2013)’iin yaptig1 calismada Meri¢, Tunca ve Ergene Nehirlerinden alian su
orneklerinde toplam koliform sayilarinin sirasiyla 3, 5, ve 6,30 log;o KOB/100 ml
degerlerinde oldugu bildirilmistir. Bezirgan Cayi’'ndan alinan Orneklerle
kiyaslandiginda Tunca Nehri’nin en az iki, Ergene Nehri’nin ise en az 3 logaritmik
birim daha kirli oldugu goriilmektedir. Meri¢ Nehri ile Bezirgan Cayi’nin toplam
koliform diizeylerinin hemen hemen ayni olduklari belirlenmistir. Ancak Tunca
Nehri’nin uzunlugu 390 km, Ergene Nehri’nin ise 283 km’dir. Nehir uzunluklarinin
bu sonugcta etkisi olabilir. Nehir uzunlugu ve buna bagl olarak cevresindeki tarim
arazileri ve yerlesim yerleri arttikca aritilmadan nehirlere akitilan sehir kanalizasyon
sulart ve ¢iftlik hayvani atiklan kirlilik diizeyini arttirmaktadir. Bu nedenle Merig,

Ergene ve Tunca nehirlerindeki kirlilik yiikselmis olabilir.

Yapilan kaynak taramasinda konuyla ilgili olarak gelismis iilkelerde yapilan
calismalara da rastlanmistir. Freier ve Hartman (1987)1n yaptig1 calismada, lowa ve
Nevada (ABD) eyaletlerinden aldiklar1 ylizey suyu orneklerinde toplam koliform
sayisinin 3,75-3,97 logip KOB/100 ml araliginda bulundugu bildirilmistir. Bu sularin
hem ABD Cevre Koruma Ajansi’nin, hem de Orman ve Su Isleri Bakanlig1 Yiizeysel
Su Kalitesi Yonetimi Yonetmeligi Kita i¢i Su Kaynaklar1 Kalite Kriterleri’nin
sinirlarindan yiiksek oldugu goriilmiistiir. Schets vd. (2005) nin Hollanda’da bulunan
su kuyularindan aldiklar1 6rneklerle yaptiklar1 ¢alismada, orneklerin %86,4’linde
fekal kirleticilere rastlanmadigi bildirilmistir. Fekal kirleticilerin rastlandigi 23
noktanin 16’sinda toplam koliform diizeyi 1 ile 283 KOB/100 ml araliginda
bulunmustur. Yine Jones (2017)’in yaptig1 arastirmada Ingiltere’nin Birmingham
Universitesi tren istasyonu yakilarinda bulunan Bourne Brook Kanali’ndan alman
su orneklerinde 2,06 ile 2,71 log1o0KOB/ 100 ml araliginda toplam koliform bakteri
bulundugu tespit edilmistir. Bu oranlar Bezirgan Cayi ile karsilastirildiginda, Nisan,

Mayis ve Haziran aylarinda Bezirgan Cayi’nin Kanal’a benzer sonuglar verdigi,
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ancak diger aylarda, 6zellikle Agustos ve Ekim aylarinda, Bezirgan Cayi’ndaki

toplam koliform diizeyinin Kanal’dan ¢ok daha fazla oldugu goriilmektedir.

Gelismemis iilkelerde yapilan c¢alismalardan Djuikom vd. (2006)’nin ¢alismasinda
Kamerun’da bulunan Mfoundi Nehrinden alinan su orneklerinde toplam koliform
sayisinin 4,90 ile 10,43 logip KOB/100 ml arasinda bulundugu belirtilmistir. Bu
kadar yogun kirliligin nedeni olarak insanlardan ve diger sicakkanli hayvanlardan
kaynaklanan kirlilik gosterilmistir. Bu sonuglara gore Bezirgan Cayi’nin kirlilik
diizeyinin en yiiksek oldugu donemde bile Mfoundi Nehrine kiyasla toplam koliform
sayisinin daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Diger bir 6rnek olarak; Rai vd., (2015) nin
Nepal’de yaptig1 calismada, islem gérmeden marketlerde siselenmis olarak satilan 24
adet kaynak suyu numunesinin %75’inde (n=18) toplam koliform bakteriye
rastlandig1 belirtilmigtir. Numunelerinin tamaminda her mevsim toplam koliform
iceren Andik Kaynagi ile kiyaslandiginda, Nepal’deki ¢alisma i¢in numunesi alinan
kaynak sularmin %25’i temiz ¢ikmistir. Bu sularm Diinya Saglik Orgiitii’niin igme
suyu standartlarina gore kabul edilebilir degerde olmadig1 goriilmektedir. Bu sularin

halka arz edilmeden 6nce mutlaka islemden gegirilmesi gerekmektedir.

Gelismis iilkelerdeki ve gelismemis iilkelerdeki su kaynaklarmin kirlilik diizeyleri
degerlendirildiginde, gelismemis iilkelerdeki kaynaklarin gelismis {lilkelere gore
toplam koliform sayis1 agisindan daha kirli olduklar1 gériilmiistiir. Insanlarm ve
hayvanlarin digkilar1 yetersiz kanalizasyon alt yapist vb. nedenlerle, gelismemis

tilkelerde sulara daha fazla karismaktadir.
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Cizelge 4.2. Su orneklerinin fekal koliform sayim sonuglari (KOB/100 ml)

Andlkv Bezirgan Cay1 | Bezirgan Cay1 Dar1deresi Darlfler.e‘:s‘i‘ Egirdir
Kaynagi (durgun) (akan) Baraj c¢ikisi | Baraj Golii

Nisan | 0,15+£0,21 | 2,07+0,06 1,96+0,06 | 1,84+0,02 | 1,81+0,08 | 0,85+0,21
Mayis | 1,90+0,03 | 2,28+0,05 2,14+0,02 | 2,12+0,05 | 1,43+0,07 | 1,36+0,12
Haziran 0 2,09+0,01 2,36+0,04 1,80+0,1 | 1,61+0,2 | 1,75+0,06
Temmuz | 1,54 +£0,04 | 2,30+0,01 2,57+0,04 1,36+0,03 | 1,78+0,08
Agustos | 1,37+0,16 | 3,12+0,01 3,38+0,04 1,84+0,07 | 2,06+0,07
Eylil | 0,7240,18 | 2,93+0,03 2,88+0,01 1,45+0,04 | 1,75+0,05
Ekim 1,63+0,04 | 2,96+0,01 3,54+0,04 1,92+0,04 | 1,31+0,01
Kasim 0,30+0 2,5740,13 2,54+0,05 1,66+0,14 | 1,11+0,05
Aralik 0 2,50+0,12 2,57+0,07 Ornek yok | 1,97+0,1
Ocak | 2,36+0,04 | 2,43+0,51 3,02+0,03 2,13+0,02 | 1,38+0,11
Subat | 2,84+0,02 | 3,00+0,07 3,19+0,05 2,23+0,05 | 1,52+0,02
Ortalama|1,16+0,99°| 257+0,38% | 2,74+0,51° 1,92 |1,74+0,09" | 1,53+0,37"

Alman su Orneklerinin fekal koliform sayilar1 genel olarak incelendiginde,
mikroorganizma sayilarinin en diisiik Nisan, Haziran ve Temmuz aylarinda oldugu
goriilmiistiir. Andik Kaynagi’ndan almman oOrnekte ise en diisiik mikroorganizma
sayist Haziran ve Aralik ayinda tespit edilmistir. En yiiksek mikroorganizma
sayilarinin ise diizgiin bir dagilim gostermeyip farkli aylarda farkli su kaynaklarinda
yiksek goriilebildigi belirlenmistir. En yliksek mikroorganizma sayis1 Bezirgan

Cay1’nin akan kisminda Ekim ayinda tespit edilmistir.

Andik Kaynagi’ndan alinan su Orneklerinin fekal koliform sayisi O ile 2,84 logio
KOB/100 ml arasinda degistigi goriilmiistiir. 11 ay boyunca alinan su 6rneklerine
gore Andik Kaynagi’'nin fekal koliform igerigi ortalama 1,16 logio KOB/100 ml

olarak bulunmustur.

Bezirgan Cayi’nin durgun kismindan alinan su 6rneklerinin fekal koliform bakteri

iceriginin 2,07 ile 3,12 logip KOB/100 ml arasinda oldugu tespit edilmistir. 11 ay
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boyunca alinan su 6rneklerinin ortalamasi alindiginda fekal koliform sayisinin 2,57

logi0 KOB / 100 ml oldugu goriilmiistiir.

Bezirgan Cayi’nin akan kismindan alinan su 6rnekleri incelendiginde fekal koliform
grup bakteri sayisinin 1,96 ila 3,54 logigo KOB / 100 ml arasinda degistigi
gozlemlenmistir. Ortalama fekal koliform sayisinin ise 2,74 log;p KOB / 100 ml

oldugu belirlenmistir.

Darideresi Baraji’nin ¢ikis kismindan alinan su 6rneklerinin fekal koliform sayisinin
1,80 ile 2,12 log;p KOB / 100 ml oldugu belirlenmistir. Bu noktadan baraj
kapaklarinin kapali tutulmasi nedeniyle 3 ay ornek alinabilmistir. Ortalama fekal

koliform sayisinin 1,92 log;o KOB / 100 ml oldugu goriilmiistiir.

Darideresi Baraji’nin golet kismindan alinan su 6rneklerinin fekal koliform sayisinin
1,36 ile 2,23 log;p KOB / 100 ml arasinda degistigi belirlenmistir. 10 ay boyunca
alinan su Orneklerinin fekal koliform sayisinin ortalamasi 1,74 log;o KOB / 100 ml

olarak bulunmustur.

Egidir Golii'nden gelen igme suyunu tasiyan borudan alinan su 6rneklerinin fekal
koliform sayisinin 0,85 ile 2,06 logip KOB / 100 ml arasinda degistigi goriilmiistiir.
11 ay boyunca alinan 6rneklerin fekal koliform ortalamasi 1,53 logi;p KOB / 100 ml

olarak tespit edilmistir.

En yiiksek fekal koliform sayilarina bakildigi zaman 3,54 log;o KOB / 100 ml ile
Bezirgan Cayr’nin akan kismi1 Ekim ayinda en kirli diizeyde bulunmustur. En diisiik
fekal koliform sayist ise Andik Kaynagi’ndan Haziran ve Aralik aylarinda alinan su

orneklerinde 0 log;p KOB / 100 ml olarak bulunmustur.

Biitiin veriler toplu olarak incelendiginde Sekil 4.3’de gosterilen grafik elde

edilmistir.
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Sekil 4.3. Fekal koliform sayilarinin aylara gore degisimi

Alnan su 6rneklerinden elde edilen fekal koliform sayilari ile yapilan varyans analizi
sonucunda ay*ay interaksiyonu istatistiksel agidan O6nemli bulunmustur (p<0,05).
Bunun anlami aylar arasindaki farkliligin sabit kalmayip degismis oldugu sonucu
bulunmustur. Tukey testi sonucglari ortalamalar tiizerinde latin harfleriyle

gosterilmigtir.

Yapilan bolge*bolge interaksiyonu ile bolgeler arasi fekal koliform sayilarinin
ortalamalar1 arasindaki farkliliklar belirlenmistir. Analiz sonucunda A1l bolgesi ile
B1 ve B2 boélgeleri arasindaki fark istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur (p<0,05).

Al bolgesi ile D2 ve E1 bolgeleri arasindaki fark ise 6nemsiz bulunmustur (p>0,05).

B1 bolgesi ile D2 ve E1 bolgeleri arasindaki fark istatistiksel acidan Onemli
bulunmustur (p<0,05). B1 bolgesi ile B2 bolgesi arasindaki fark ise istatistiksel

acidan 6nemsiz bulunmustur (p>0,05).
B2 bolgesi ile D2 ve E1 bolgeleri arasindaki farklilik istatistiksel olarak onemli

bulunmustur (p<0,05). D2 bolgesi ve E1 bolgesi arasindaki fark ise 6nemsiz olarak

bulunmustur (p>0,05).
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Bu calismada elde edilen toplam koliform sayim sonuglarinin tartigmasinda
kullanilan kaynaklarda ayni zamanda fekal koliform sayimlarina da yer verilmistir.
Yapilan kaynak taramasinda bazi ¢alismalarda toplam koliform sayimi yapilmadan
fekal koliform saymmlari ile degerlendirme yapildigi da belirlenmistir. Ornegin
Karafistan ve Arik-Colakoglu (2005)’nun Manyas Go6li’nden aldigi su o6rnekleriyle
yaptig1 calismada, goliin fekal koliform sayisi bakimindan oldukga kirli oldugu
belirtilmistir. Goliin mikrobiyolojik su kalitesi agisindan 3. sinif oldugu, hatta bazi
bolgelerdeki fekal kirlenmenin yogunluguna bagl olarak 4. simif su kalitesinde
oldugu saptanmistir. Manyas Golii’'nde bulunan degerler, Egirdir ve Darideresi Baraj
Goli ile karsilastirildiginda Manyas Golii'ndeki kirlilik diizeyinin daha fazla oldugu
goriilmektedir. Yapilan diger bir ¢alismada Koloren vd. (2011), Ordu ilinde bulunan
Gaga Goli’'nden, Agustos, Eyliil, Ekim ve Kasim aylarinda aldig1 su 6rneklerindeki
fekal koliform diizeyinin 8 ile 26 KOB/100 ml arasinda oldugunu bildirmistir. Bu
degerler goz Oniine alindiginda ise kalite sinifi bakimindan belirtilen aylar igerisinde
su kalite smifinin 2. Sinif oldugu goriilmektedir. Gaga Golii'nden alinan su
ornekleriyle, Agustos, Eyliil, Ekim ve Kasim aylarinda Egirdir ve Darideresi Baraj
Goli’'nden alman Ornekler kiyaslandiginda, Egirdir ve Darideresi’'nden alinan

orneklerdeki fekal koliform diizeylerinin daha yiiksek olduklar1 goriilmektedir.

Nehir sulariyla yapilan bir ¢calismada, Kagar (2011), Meri¢, Gediz, Bakir¢ay, Kiiciik
Menderes ve Biiylik Menderes Nehirlerinden aldigi su 6rneklerinde, fekal kolifrom
sayllarinin mevsimsel degisimini incelemistir. En diisiik fekal koliform sayisinin
ilkbahar ve sonbahar aylarinda 1,48 ile 1,70 logio KOB/100 ml araliginda Biiyiik
Menderes Nehri’nden alindigini belirtmistir. En yliksek fekal koliform sayisi ise kis
aylarinda 6,11 logip KOB/100 ml ile Kiigiik Menderes Nehri’nde tespit edilmistir. Bu
calismada Bezirgan Cayi’nda belirlenen en diisiik fekal koliform sayisi ilkbahar
aylarinda 1,95 logyp KOB/100 ml olarak kaydedilmistir. En diisiik fekal koliform
sayilar1 mevsim ve say1 olarak Biliyllk Menderes ile Bezirgan arasinda benzerlik
gostermistir. Bezirgan Cayi’'nda en yiiksek fekal koliform diizeylerine bakildiginda
Ekim ayinda 3,54 log;p KOB/100 ml olarak goériilmektedir. Bu baglamda Andik
Kaynagi’nin Kiigiik Menderes’ten daha az kirli oldugu tespit edilmistir.

Gelismis tlkelerdeki su kaynaklariyla yapilan ¢aligmalarda da benzer bulgular elde
edilmistir. Geldreich ve Litsky (2009) ’nin yaptig1 calismada Ohio eyaletinde bulunan
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cesitli su kuyulari, ylizme amaclh kullanilan sular ve 6zel kaynaklardan alinan su
ornekleri fekal koliform sayilar1 bakimindan incelenmistir. Buna gore fekal koliform
sayilar1 su kuyularinda 90-170 KOB/100 ml arasinda, ylizme amagli kullanilan
sularda 2.0-100 KOB/100 ml arasinda, kaynaklardan alinan sularda ise 0,8-5.0
KOB/100 ml araliginda bulundugu tespit edilmistir. Andik Kaynagi ile su
kaynaklarindan alinan sular karsilastirildiginda, Andik Kaynagi’nda bulunan fekal
koliform miktarinin Nisan, Eylil ve Kasim aylarinda Ohio’daki su kaynaklariyla
benzer oldugu goriilmektedir. Ocak, Subat Mayis, Temmuz, Agustos ve Ekim
aylarinda ise fekal koliform miktarinin ¢ok daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bunun
yaninda Haziran ve Aralik aylarinda Andik Kaynagi’nda fekal koliform
bulunmadigindan yukarida bahsedilen su kaynaklarindan daha temiz oldugu
goriilmiistiir. Darideresi Baraj Goli’nil, Egirdir Go6li’nili ve Bezirgan Cay1’n1 ylizme
amacl kullanilan sularla birlikte degerlendirdigimizde, Darideresi’nin her mevsim
daha kirli oldugu, Egirdir’in sadece Nisan aymnda daha temiz oldugu ve Bezirgan
Cayr’nin ise yine her mevsim daha kirli oldugu belirlenmistir. ABD’de yapilan baska
bir calismada Noble vd. (2003), ABD ve Meksika smirindaki ylizme amach
kullanilan noktalardan yaz aylarinda 224 adet, kis aylarinda ise 214 adet okyanus
suyu Ornegi almistir. Yaz aylarinda alinan ornekler incelendiginde %47,1’inde fekal
koliform oldugu tespit etmistir. Kis aylarinda alinan 6rneklerin ise %22,6’sinda fekal
koliform oldugunu bildirmistir. Bu Ornekler rekreasyon alanlar1 olarak
degerlendirilip tez c¢alismasindaki orneklerle karsilastirildiginda, %96,5 oranindaki
fekal koliform kirliligiyle Isparta ili ¢evresinden alinan Orneklerin oldukca kirli
olduklar1 sdylenebilmektedir. Ancak okyanus su Kkitlesinin biyiikliigii dikkate
alinacak olursa kirlilik diizeyinin rekreasyon alanlarina gore daha diisiik olmasi

normal olarak kabul edilebilir.

Tarim ve hayvancilikta kullanilan su kaynaklariyla ilgili bir ¢alismada, Jafari vd.,
(2006), iran’daki tavuk cifliklerinden aldiklar1 40 adet icme suyu drnegini incelemis
ve fekal koliform diizeyini dlgmiistiir. Orneklerin %50 sinin fekal koliform sayisi,
birgok kurulusun kabul ettigi, kanatlilarda igme suyu olarak kullanilabilecek en
yiiksek degerin (50 KOB/ml) tlizerinde bulunmustur. Su 6rneklerinin 9 adedinde bu
deger 50-500 KOB/ml olarak, geri kalaninda ise 500 KOB/ml degerinin iizerinde
tespit edilmistir. Tarim ve hayvancilik alaninda sulamada kullanilan Darideresi Baraj

Goli, Bezirgan Cayr ve Egirdir Go6lii’nde Olgiilen degerlerin tamami 50 KOB/ml
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degerinin altinda bulunmustur. Bu kaynaklarin mikrobiyel ag¢idan tavukguluk
sektoriinde dogrudan kullaniminin uygun oldugu soylenebilmektedir. Ancak
kimyasal kirleticilerin diizeyi de bu karara varmakta onem tagimaktadir. Canlilar
tizerinde zehir etkisi yapacak kimyasallar1 igeren sularin mikrobiyel kalitesi ne olursa

olsun igme suyu olarak kullanilmas1 miimkiin degildir.

Diinya’da yiizey sular1 ve igme sularmin kirlilik diizeylerine yonelik ¢esitli yasal
diizenlemeler, bu diizenlemelerde smnirlamalar bulunmaktadir. Ulkemizde icme
sularinda fekal kirlilik indikatorlerine yonelik yasal diizenlemeler, 17.02.2005 tarih
ve 25730 sayili Resmi Gazete ile yiirtirliige giren, Saghik Bakanligi Tiirkiye Halk
Saghg Kurumu’nun “Insani Tiiketim Amagh Sular Hakkinda Yonetmelik”in Ek-

I’inde belirtilmistir:
1) Igme-Kullanma Sulart igin:
a. E.coli 0/100 ml

b. Koliform bakteri 0/100 ml

2) I¢me Sulari igin (Imalathanede):

a. E.coli 0/250 ml
b. Koliform bakteri 0/250 ml
c. Fekal koliform bakteri 0/250 ml

3) Kaynak Sulari igin:

a. E.coli 0/250 ml
b. Koliform bakteri 0/250 ml
c. Fekal koliform bakteri 0/250 ml

Bu calismadaki su ornekleri icme sulari, “Insani Tiiketim Amacl Sular Hakkinda
Yonetmelik’e gore degerlendirildiginde, her ne kadar bazi parametreleri tek tek
karsilanmis olsa da, topluca bakildiginda icme suyu olarak dogrudan tiiketime ve
imalathanelerde islem goérmeden kullanilmaya uygun olmadiklart goriilmiistiir.
Calismada sullanilan su kaynaklarinin sehir sebekesine verilmeden 6nce uygun bir

aritmadan gegcirilmesi gerektigi goriilmektedir.
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Tiirk Standartlar1 Enstitiisii’niin 29.04.2005 tarihli “TS 266 Sular - Insani tiiketim
amacl sular” standardinin Cizelge 1 ve Cizelge 3’te belirttigi mikrobiyolojik

sinirlamalar su sekildedir:

1) Sinif 1 — Kaynak (memba) sulari
a. E.coli 0/250 ml
b. Koliform bakteri 0/100 ml

2) Simif 2 - Kaynak sular1 disindaki insani tiikketim amagli sular
a. E.coli 0/100 ml
b. Koliform bakteri 0/100 ml

Buna gore tez calismasinda incelenen sular TSE’nin “TS 266 Sular - Insani tiiketim
amagh sular” standardinda belirtilen limitleri de karsilamadigir goriilmektedir. Bu
nedenle bahsedilen su kaynaklarinin herhangi bir islem gormeden dogrudan insani

tiiketim amagli kullanilmalar da sakincali goriilmektedir.

Ulkemizde bulunan yiizeysel sular ile kiy1 ve gecis sularinin biyolojik kalitelerinin
belirlenmesi, smiflandirilmasi ve su kalitesinin izlenmesi amaciyla, 30.11.2012
tarihli ve 28483 sayili Resmi Gazete ile yiiriirliige giren, Orman ve Su lsleri
Bakanligindan: “Yiizeysel Su Kalitesi Yonetimi Yonetmeligi” mevcuttur. Bu
yonetmelikte Ek 5’te bulunan “Kitai¢i Yeriistii Su Kaynaklarinin Siiflarima Gore
Kalite Kriterleri”’nin “D) Bakteriyolojik Parametreler” bolimii Cizelge 4.3°te

gdsterilmistir (Orman ve Su Isleri Bakanligi, 2015).

Cizelge 4.3. Kitaici Yertistii Su Kaynaklarinin Smiflarina Gore Kalite Kriterleri

Su Kalite Siniflar
Bakieriyolojik 1. Simuf 2. Sif 3. Smuf 4. Simf
Parametreler
Fekal koliform | _, 10-200 200-2000 > 2000
(Membran)
Toplam koliform
(Membran) <100 100-20000 | 20000-100000 > 100000

Cizelge 4.3’deki kalite kriterlerine gére bu ¢alismadaki bulgular degerlendirilerek

sonuclar Cizelge 4.4.’de sunulmustur.
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Cizelge 4.4. Bakteriyolojik parametreler bakimindan 6rneklerin su kalite Kriterlerine
gore siniflandirilmast

Ornek Adi Toplam Koliform sayisina | Fekal Koliform sayisina
gore su kalitesi gore su kalitesi
Andik Kaynagi 2. Smif 2. Smif
Bezirgan Cay1 (Akan) 2. Smif 3. Siuf
Bezirgan Cay1 (Kirli) 2. Smif 3. Simif
Darideresi Baraj ¢ikist 2. Sinif 2. Sinif
Darideresi Baraj Goleti 2. Smif 2. Smif
Egirdir pompasi 2. Smif 2. Smuf

Cizelge 4. 3’e gore yapilan degerlendirmede su 6rnekleri toplam koliform sayilarina
gore degerlendirildiginde tiim Orneklerin 2. Siif “az kirlenmis su” olarak kabul
edilebilecegi goriilmektedir. Orman ve Su Isleri Bakanliginin “Yiizeysel Su Kalitesi
Yonetimi Yonetmeligine” gore 2. Sinif az kirlenmis sularin;

1) I¢me suyu olma potansiyeli olan yeriistii sulari,

2) Rekreasyonel maksatlar i¢in kullanilabilir nitelikte su,

3) Alabalik disinda balik {iretimi igin kullanilabilir nitelikte su,

4) Mer’i mevzuat ile tespit edilmis olan sulama suyu kalite kriterlerini saglamak

sartiyla sulama suyu,

olarak degerlendirildikleri goriilmiistiir.

Ornekler fekal koliform agisindan incelendiginde ise Andik Kaynagi, Darideresi
Baraj ¢ikisi, Darideresi Baraj Goleti ve Egirdir Pompasi’nin 2. Sinif az kirlenmis
sulara dahil oldugu belirlenmistir. Bezirgan Cayi’nin her iki noktasindan alinan
ornekler ise 3. Sinf “kirlenmis su” kategorisine girmektedir. Orman ve Su Isleri
Bakanliginin “Yiizeysel Su Kalitesi Yonetimi Yonetmeligine” gore 3. Sinif kirlenmis
sularin; “gida, tekstil gibi nitelikli su gerektiren tesisler hari¢ olmak iizere, uygun bir
aritmadan sonra su iriinleri yetistiriciligi i¢in kullanilabilir nitelikte su ve sanayi

suyu” olduklar1 belirtilmistir.

Genel olarak bakildiginda ©rnek alman noktalarin bakteriyolojik parametreler
bakimindan “az kirlenmis” ve “kirlenmis” sular sinifinda olduklar1 belirlenmistir. Bu
sonuclar igme suyu kaynaklarma bir miktar insan ve/veya sicakkanli hayvanlarin

diskilarindan karistigini gostermektedir. Bu sonuglara gore Isparta Belediyesi Su ve
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Kanalizasyon Miidiirliigii'ne 3. sinif olarak belirlenen sularin igme ve sulama suyu

olarak dogrudan kullanilmamasi 6nerilmektedir.

Diinya’da kullanilan insani tiiketim amacl sularin standartlar1 incelendiginde, ABD
Cevre Koruma Ajanst (EPA)’nin belirledigi icme suyu standartlarinda, toplam
koliform miktarinin ayn1 bolgedeki ardisik su Orneklerinde 0/100 ml (%095)
saglamas1 gerekmektedir. E. coli diizeyi ise 0/100 ml (%2100) olmalidir (ABD Cevre
Koruma Ajansi, 2016). Kanada Federal-Vilayet Bolgesi Igme Suyu Komitesi
tarafindan uygulanan i¢gme suyu standardina gore ise toplam koliform sayis1 0/100 ml
(%90) saglamalidir ve ayn1 bolgeden alinan ardisik su drneklerinde toplam koliform
sayist 10 KOB/100 ml’yi gegmemelidir. E. coli diizeyi ise 0/100 ml (%100) olmalidir
(Government of Canada Federal-Provincial-Territorial Committee, 2006). Diinya
Saglhk Orgiitii’niin i¢cme suyu ile ilgili standartlarina gére toplam koliform sayist
0/100 ml (%95) olmalidir. E. coli sayist ise 0/100 ml (%100) seklinde olmalidir.
(Diinya Saglhk Orgiitii, 2016). Goriildiigii gibi iilkemizde gesitli nitelikteki sulara
yonelik standart, teblig vb. diizenlemeler uluslararasi yasal diizenlemelerle paralellik
gostermektedir. Bu acgidan incelenen Orneklerin aritilmadan sehir sebekesine
verilmesi miimkiin degildir. Bu gereksinim nedeniyle DSI tarafindan kurulmus bir
tesiste Isparta sebeke suyu islemden gegirilmekte ve sehir kullanimina
sunulmaktadir. Ancak ayni su kaynaklarindan ozellikle 3. smif kaliteye sahip
olanlarin tarimsal amaclarla kullanimi da biiyiik sakinca tagimaktadir. Sularin gectigi

cevrelerdeki ciftcilerin bu acidan bilinglendirilmesi gerekmektedir.

4.2. Dogrulama Testlerinin Sonuclari

Sayim sonucu Laktoz TTC Agar iizerinde 36°C ve 44°C’de gelisen sari, turuncu

veya kirmizi tipik kolonilerden toplam 397 adet izole edilmistir.

Nisan ayinda alian 6rneklerden izole edilen 54 adet tipik koloniye uygulanan Gram
boyama sonucu 8 adet Gram pozitif ve 46 adet Gram negatif bakteri oldugu tespit
edilmistir. Gram negatif olan bakterilerin 34 adedinin ¢ubuk sekilli, 12 adedinin ise
kok olduklar1 belirlenmistir. Ileri tani testleri i¢in segilen 34 adet Gram negatif cubuk
sekilli bakterinin 30 adedi oksidaz negatif, 4 adedinin ise oksidaz pozitif olduklar1

bulunmustur. Secilen oksidaz negatif suslarin MUG iceren besiyerinde UV altinda
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incelenmesi sonucu 8 tanesinin pozitif, 22 tanesinin ise negatif oldugu belirlenmistir.
B-Glukuronidaz aktivitesi pozitif ¢ikan suslarin hepsinin indol testinin de pozitif
oldugu tespit edilmistir. Bylece Nisan ayinda incelenen 54 adet sustan 8 adedinin E.
coli olduklar1 bulunmustur. Izole edilen tiim suslara yapilan dogrulama testi sonuglari

Cizelge B.1’de toplu bir sekilde gosterilmistir.

Mayis ayinda incelenen orneklerin 44 adedi tipik koloni 6zelligi gostermistir. Bu
kolonilere uygulanan Gram boyama testinin sonunda 18 adedinin Gram pozitif, 26
adedinin ise Gram negatif olduklar1 belirlenmistir. Gram negatif suslarin 24 adedi
cubuk sekilli olup, 2 adedi kok sekillidir. Ileri tani testleri igin segilen 24 adet Gram
negatif cubuk sekilli susun 18 adedi oksidaz negatif, 6 adedi ise oksidaz pozitif
olarak bulunmustur. Oksidaz negatif bakterilerden 5 adedi MUG igeren besiyerinde
UV altinda floresan 151k verdigi goriilmiistiir. Bu suslarin hepsi ayni zamanda indol
testinde de pozitif sonu¢ vermistir. Mayis ayinda izole edilen 44 adet 6rnekten 5
adedi E. coli olarak tespit edilmistir. Izole edilen tiim suslara yapilan dogrulama testi

sonuclar1 Cizelge B.2’de toplu bir sekilde gosterilmistir.

Haziran ayinda aliman su Orneklerinden toplamda 43 adet sar tipik koloni izole
edilmistir. Bu izolatlara yapilan Gram boyama testi sonucu 37 adet Gram negatif, 3
adet de Gram pozitif sus oldugu tespit edilmistir. 3 adet sus saflagtirma sirasinda
CASO agarda gelisim gostermemistir. Gram negatif suslarin 36 adedinin ¢ubuk, 1
adedinin ise kok sekilli oldugu belirlenmistir. Secilen Gram negatif ¢ubuk sekilli
suslardan 32 adedinin oksidaz negatif, 4 adedinin ise oksidaz pozitif oldugu
belirlenmistir. Oksidaz negatif suslardan 13 adedinin B-Glukuronidaz aktivitesi
pozitif olarak bulunmustur. Bu suslardan ise 12 adedi indol pozitif ¢ikmistir. Haziran
aymda incelenen toplam 43 adet izolatin 12 adedi E. coli olarak belirlenmistir. Izole
edilen tiim suslara yapilan dogrulama testi sonuglar1 Cizelge B.3’de toplu bir sekilde

gosterilmistir.

Temmuz ay1 6rneklerinden 31 adet tipik sar1 koloni izole edilmistir. Bu izolatlarin 26
adedi Gram negatif, 5 adedi ise Gram pozitif bulunmustur. Gram negatif suslarin 23
adedinin mikroskop altinda ¢ubuk sekilli, 3 adedi kok sekilli olduklar1 goriilmiistiir.
Gram negatif ¢ubuk sekilli bakterilerin 13 adedinin oksidaz tepkimesi negatif

bulunmustur. Oksidaz negatif suslarin 8§ adedi MUG igeren besiyerinde iireme
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gostermis ve B-Glukuronidaz ve indol aktivitesi pozitif ¢ikmistir. Temmuz ayinda
izole edilen 31 adet sustan 8 adedi E. coli olarak bulunmustur. izole edilen tiim
suslara yapilan dogrulama testi sonuglar1 Cizelge B.4’de toplu bir sekilde

gosterilmistir.

Agustos ayinda alman su Orneklerinde muhtemel E. coli susu olabilecek tipik
kolonilerden 40 adet izole edilmistir. izolatlarin 25 adedinin Gram tepkimesi negatif,
9 adedinin ise pozitif oldugu bulunmustur. 6 adet izolat ise saflagtirma amaciyla
stiriildiikleri CASO Agar iizerinde gelisme goOsterememistir. Gram negatif olarak
belirlenen suslarin 23 adedinin ¢ubuk sekilli, 2 adedinin ise Gram negatif kok
olduklar1 belirlenmistir. Izolatlarin 9 adedinin Gram pozitif kok olduklart
belirlenmistir. Gram negatif ¢cubuk sekilli bakterilerin 21 adedinin oksidaz aktivitesi
negatif bulunmustur. Oksidaz negatif izolatlarin ise 6 adedinin B-Glukuronidaz ve
indol aktivitesi pozitif ¢ikmistir. Agustos ayinda izole edilen 40 adet tipik koloninin
6 adedi E. coli susu olarak belirlenmistir. Izole edilen tiim suslara yapilan dogrulama

testi sonuglar1 Cizelge B.5’de toplu bir sekilde gosterilmistir.

Eyliil ayinda toplanan su orneklerinde E. coli olabilecek sar1 tipik kolonilerden 32
adet izole edilmistir. Bu izolatlarin 21 adedinin Gram tepkimesi negatif, 11 adedinin
ise Gram tepkimesi pozitif oldugu belirlenmistir. Gram tepkimesi negatif bulunan
suslarin hepsi ayn1 zamanda ¢ubuk sekillidir. Gram pozitif suslarin hepsinin ise kok
sekilli olduklart bulunmustur. Gram negatif ¢ubuk sekilli bakterilerin 19 adedinin
oksidaz tepkimesi negatif ¢ikmistir. Oksidaz negatif ¢ubuklarin 7 adedinin f-
Glukuronidaz aktivitesi pozitif ¢ikmistir. Bu 7 adet sustan 5 tanesinde indol aktivitesi
pozitif olarak belirlenmistir. Boylece Eyliil ayinda alinan su drneklerinden alinan 32
adet izolatin 5 adedi E. coli susu olarak belirlenmistir. Izole edilen tiim suslara

yapilan dogrulama testi sonuclar1 Cizelge B.6’de toplu bir sekilde gosterilmistir.

Ekim ayinda alinan su 6rneklerinden izole edilen 37 adet tipik koloniye uygulanan
Gram boyama sonucu 12 adet Gram pozitif ve 25 adet Gram negatif bakteri oldugu
tespit edilmistir. Gram negatif olan bakterilerin 24 adedinin ¢ubuk sekilli, 1 adedinin
ise kok oldugu belirlenmistir. Ileri tani testleri igin segilen Gram negatif cubuk sekilli
bakterilerin 24 adedi de oksidaz negatif bulunmustur. Oksidaz negatif suslarin MUG

igeren besiyerinde UV altinda incelenmesi sonucu 7 tanesinin pozitif, 17 tanesinin
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ise negatif oldugu belirlenmistir. B-Glukuronidaz aktivitesi pozitif ¢ikan suslarin
hepsinin indol testinin de pozitif oldugu tespit edilmistir. Bdylece Nisan ayinda
incelenen 37 adet sustan 7 adedinin E. coli olduklar tespit edilmistir. izole edilen
tiim suglara yapilan dogrulama testi sonuglar1 Cizelge B.7’de toplu bir sekilde

gosterilmistir.

Kasim ayinda incelenen 6rneklerden 36 adedi tipik koloni 6zelligi gostermistir. Bu
kolonilere uygulanan Gram boyama testinin sonucu 2 adedinin Gram pozitif, 34
adedinin ise Gram negatif olduklar1 belirlenmistir. izole edilen suslarin hepsi ¢ubuk
sekillidir. Gram negatif cubuk sekilli suslarin 12 adedi oksidaz negatif, 22 adedi ise
oksidaz pozitif olarak bulunmustur. Oksidaz negatif bakterilerden hicbiri MUG
iceren besiyerinde UV altinda floresan 151tk vermemistir. Bu nedenle indol testi
yapilmamistir. Kasim ayinda izole edilen 36 adet 6rnekten higbiri E. coli olarak
tanimlanamamustir. Izole edilen tiim suslara yapilan dogrulama testi sonuglari

Cizelge B.8’de toplu bir sekilde gosterilmistir.

Aralik ay1 orneklerinden 28 adet tipik sar1 koloni izole edilmistir. Bu izolatlarin 18
adedi Gram negatif bulunmustur. 10 adedi ise saflastirma asamasinda CASO agarda
gelisim gosterememistir. Gram negatif suslarin hepsinin mikroskop altinda ¢ubuk
sekilli olduklar1 goriilmiistiir. Gram negatif ¢ubuk sekilli bakterilerin 10 adedinin
oksidaz tepkimesi negatif bulunmustur. Oksidaz negatif suslarin 6 adedi MUG igeren
besiyerinde lireme gostermis ancak B-Glukuronidaz aktivitesi gOstermemistir. Bu
nedenle indol aktivitesine bakilmamistir. Aralik ayinda izole edilen 28 adet sustan
higbiri E. coli 6zelligi gdstermemistir. izole edilen tiim suslara yapilan dogrulama

testi sonuclar1 Cizelge B.9’de toplu bir sekilde gosterilmistir.

Ocak ayinda almman su orneklerinden toplamda 20 adet sari tipik koloni izole
edilmistir. Bu izolatlara yapilan Gram boyama testi sonucu 7 adet Gram negatif, 10
adet de Gram pozitif sus oldugu tespit edilmistir. Izolatlardan 3 adedi saflastirma
asamasinda CASO agarda iireme gostermemistir. Gram negatif suslarin hepsinin
cubuk sekilli olduklar1 goriilmistiir. Gram pozitif suslarin ise kok olduklar
belirlenmigtir. Sec¢ilen Gram negatif cubuk sekilli suslarin hepsinin oksidaz
aktivitelerinin negatif oldugu belirlenmistir. Oksidaz negatif suglarin higbiri B-

Glukuronidaz aktivitesi gostermemistir. Ocak ayinda incelenen toplam 20 adet

48



izolatin higbiri E. coli olarak belirlenememistir. Izole edilen tiim suslara yapilan

dogrulama testi sonuglar1 Cizelge B.10°de toplu bir sekilde gosterilmistir.

Subat aymnda alinan su Orneklerinde muhtemel E. coli susu olabilecek tipik
kolonilerden 32 adet izole edilmistir. izolatlarin 27 adedinin Gram tepkimesinin
negatif oldugu bulunmustur. 5 adet izolat ise saflastirma amaciyla siiriildiikleri
CASO Agar iizerinde gelisme gosterememistir. Gram negatif olarak belirlenen
suslarin hepsinin ¢ubuk sekilli olduklar1 belirlenmistir. Gram negatif ¢ubuk sekilli
bakterilerin 22 adedinin oksidaz aktivitesi negatif bulunmustur. Oksidaz negatif
izolatlarin ise 4 adedinin B-Glukuronidaz ve indol aktivitesi pozitif ¢ikmigtir. Subat
ayinda izole edilen 32 adet tipik koloninin 4 adedi E. coli susu olarak belirlenmistir.
Izole edilen tiim suslara yapilan dogrulama testi sonuglar1 Cizelge B.11°de toplu bir

sekilde gosterilmistir.

Genel olarak bakildiginda Nisan 2015 — Subat 2016 tarihleri arasinda Isparta’nin
icme suyu kaynaklarindan alinan su Orneklerinden izole edilen tipik kolonilerin
%17,38’inin Gram pozitif kok, %2,27’sinin Gram pozitif ¢ubuk, %5,29’unun Gram
negatif kok ve %68,26’smin Gram negatif ¢ubuk bakteriler oldugu belirlenmistir.
Ileri tam testlerinin sonucunda Gram negatif ¢ubuk sekilli bakterilerin %76,01’inin
oksidaz aktivitesi negatif bakterilerden olustugu goriilmiistiir. Yine Gram negatif
cubuk sekilli bakterilerin %55,72’sinin fekal ve toplam koliform bakteriler ile

%20,3’{inlin E. coli’den olusturdugu tespit edilmistir.
Izole edilen suslara yapilan Gram boyama, oksidaz, B-Glukuronidaz ve indol

testlerinin sonuglar1 Ek B’de ayrintili olarak gdsterilmistir. Yukarida ayrintili

degerlendirilen bulgular ise 6zet halinde Cizelge 4.5’de degerlendirilmistir.
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Cizelge 4.5. izole edilen suslarin koliform ve E. coli sayilar1

Koliform | E.coli Diger Toplam
Nisan 22 8 24 54
May1s 13 5 26 44
Haziran | 18 12 13 43
Temmuz | 5 8 18 31
Agustos | 15 6 19 40
Eyliil 14 5 13 32
Ekim 17 7 13 37
Kasim 12 0 24 36
Aralik 10 0 18 28
Ocak 7 0 13 20
Subat 18 4 10 32
Toplam | 151 55 191 397

Dogrulama testlerinin sonucunda 3.2.4°e¢ gore hesaplanan E. coli sayilar1 Cizelge

4.6’da gosterilmistir.

Cizelge 4.6. Su 6rneklerinde E. coli sayilar1 (logio KOB /100 ml)

Andik | Bezirgan Cayi | Bezirgan Cay1 Darlfieresi Dar1deresi Egirdir
Kaynagi (durgun) (akan) Baraj ¢ikisi | Baraj Golii
Nisan 0 0,81 0,38 0,40 0,05 0
May1s 0 0 1,53 0 0,40 0
Haziran 0 2,35 1,75 1 0 0
Temmuz 0 2,25 0,90 0 0
Agustos 0 2,52 2,38 0 0
Eyliil 0 0,90 1,76 < 0,08 0
Ekim 0,78 2,75 0 7 0 0
Kasim 0 0 0 £ 0 0
Aralik 0 0 0 © 0 0
Ocak 0 0 0 0 0
Subat 0 2,73 0 1 0
Ortalama 0,07 1,30 0,79 0,47 0,14 0

Alinan su 6rneklerinin E. coli sayilart genel olarak incelendiginde, mikroorganizma
sayilarinin en diisiik Kasim, Aralik ve Ocak aylarinda oldugu goriilmistiir. En
yiikksek mikroorganizma sayis1 ise Ekim ve Kasim aylarinda Bezirgan Cayi’nda
bulunmustur. Egirdir Go6lii’nden alinan su Orneklerinin  higbirinde E. coli’ye

rastlanmamistir. Andik Kaynagi’nda ise sadece Ekim ayinda E. coli’ye rastlanmustir.
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Aylik ortalamalara bakildig1 zaman Bezirgan Cayi’nin durgun kismindan alinan su

ornekleri E. coli sayis1 agisindan 1,30 logig KOB / 100 ml ile en yiiksek bulunmustur.

E. coli’nin dogal yasam yerinin insanlarin ve sicakkanli hayvanlarin bagirsaklar
olmasi nedeniyle, sularda tespit edilmesi digki kdkenli kirliligin en biiylik kanitidir.
Bu baglamda su kaynaklarinda E. coli bulunmas: biyiik sorunlara yol
acabilmektedir. Konunun 6nemi nedeniyle su kaynaklarinda E. coli tespitiyle ilgili
caligmalar 6nem kazanmaktadir. Yapilan ¢alismalar incelendiginde, genellikle igme
sulari, musluk sulari, yiizmeye ve igme suyu olarak kullanilmaya uygun goller ve
kaynak sular1 gibi insanlarin dogrudan ulasabildigi su kaynaklarinda E. coli varlig

ve miktarinin belirlendigi goriilmektedir.

Ulkemizde Kiregci vd. (2006)’nin yaptigi bir ¢alismada, Kars ve Sarikamis
cevresindeki askeri birliklerden alinan 1469 adet icme suyu 6rneklerinden membran
filtrasyon yontemiyle E. coli izolasyonu yapilmistir. Calisma sonucunda 6rneklerin
%30’undan E. coli izole edildigi bildirilmistir. Bu c¢aligmayla karsilagtirildiginda,
Isparta 1li su oOrneklerinden %35,1 oraninda E. coli izolasyonu yapildig
belirlenmistir. Bu baglamda arada %5’lik bir fark oldugu goriilmektedir. Toroglu vd.
(2006) Kahramanmaras ilinde bulunan Aksu Cayi’nda yaptiklar1 incelemede, belli
araliklarla alinan su 6rneklerinde %67 oraninda E. coli tespit etmislerdir. Bu oranin
Bezirgan Cayi ile kiyaslandiginda yiiksek oldugu goriilmiistiir. Koksal vd. (2007)’nin
Istanbul’daki su kaynaklariyla yaptig1 bir arastirmada, 134 adet ham su &rnegi, 446
adet aritma tesisi ¢ikis suyu ve 1657 adet sebeke suyu Ornegi alinmistir. Bu
orneklerde yapilan aragtirma sonucunda ham sularin %46’sinda, aritma tesislerinin
%]1’inde ve sebeke sularinin %2’sinde E. coli’ye rastlandigi bildirilmistir. Isparta
sularinda ise, ham su orneklerinin tamaminda %35 oraninda E. coli bulasisi oldugu
goriilmektedir. Bu yoniiyle Isparta ilindeki su kaynaklarinin Istanbul ilindeki su
kaynaklarin daha az kirli olduklart agik¢a goriilmektedir. Yine Alemdar vd.
(2009)'nin Bitlis Ili igme sular iizerine yaptigi calismada ise Bitlis merkezde
bulunan musluk sularindan alinan Orneklerde E. coli oranlarinin %8 oldugu
belirtilmistir. Isparta ili su kaynaklarindan Andik Kaynagi ve Egirdir G6li’niin i¢gme
suyu olarak kullanilma amach aritimindan 6nce bile bu orandan daha diisiik diizeyde
E. coli’ye sahip olduklar1 goriilmiistiir. Bezirgan Cay1 ve Darideresi Baraj Golii’nde

ise bu oranlar sirasiyla %55 ve %27 bulunarak, Bitlis’teki musluk sularindan daha
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kirli olduklar1 tespit edilmistir. Bulut vd. (2016)’nin yaptig1 c¢alismada, Egirdir
Goli'ndeki 9 istasyondan mevsimsel olarak su Ornekleri alinmistir. Alinan su
orneklerinde E. coli tespit edilmedigi belirtilmistir. Bu yoniiyle Bulut vd. (2016)’nin
calismasiyla tez ¢alismasindaki Egirdir Golii su 6rnekleri E. coli ag¢isindan paralellik

gostermistir.

Diger tilkelerde su kaynaklariyla ilgili yapilan ¢alismalar incelendiginde, Olsen vd.
(2002)’nin yaptig1 ¢alismada, musluk suyu igmekten kaynaklanan hastaliklara sahip
157 kisiden alinan digki orneklerinin %45’inde E. coli O157:H7’ye rastlandigi
bildirilmistir. Bu duruma yiizey sularmin kronik kontaminasyon potansiyelinin yol
actigr ileri stirlilmistiir. Schets vd. (2005)’nin i¢me sular1 iizerine yaptid
arastirmada, Hollanda’da bulunan 144 adet 6zel su kaynagindan aldig1 su
orneklerinde E. coli 0157 taramasi yapilmistir. Orneklerin %2,7’si 0157 pozitif
olarak bulunmustur. Sonucu pozitif ¢ikan su orneklerinin, kamp alanlarinin, tarim
alanlarmin  ve meralarin yakinlarinda bulunan su kaynaklarindan alindigi
bildirilmistir. Yine yapilan bir ¢alismada, Rai vd., (2015) Nepal’de marketlerde
siselenmis olarak satilan 24 adet kaynak suyu numunesinin %54,2’sinde (n=13) E.
coli’ye rastlandigi belirtilmistir. Andik Kaynagi’ndaki oranla karsilastirildiginda
Nepal’deki su oOrneklerindeki E. coli diizeyinin olduk¢a yiiksek oldugu
goriilmektedir. Oswald vd. (2007)’nin yaptig1 bir diger calismada, Peru’nun Lima
kentinden alinan kaynak suyu oOrneklerinde E. coli bulunamamistir. Buna gore
calismada elde edilen bulgularla Egirdir Golii'nden elde edilen sonuglar arasinda
paralellik goriilmiistiir. Sadece bir ayda E. coli’ye rastlanan Andik Kaynagi ise daha
kirli bulunmustur. Bagka bir calismada ise LeJeune vd. (2001) 99 adet farkli sigir
ciftliginden toplam 473 adet su 6rnegi alarak E. coli bakimindan incelemistir. Bu su
orneklerinde ortalama 0,98 log;y KOB/ml diizeyinde E. coli tespit etmistir.
Isparta’dan alinan su 6rneklerinin ortalamasina bakildiginda ise 0,005 logip KOB/ml

gibi oldukea diisiik bir seviyede oldugu goriilmektedir.

4.3. Gercek Zamanh PZR Bulgulan

Muhtemel E. coli susu oldugu belirlenen 55 adet izolatin viriilans faktérlerinin tespit
edilmesi i¢in cesitli gen bdlgelerini igeren 7 primer seti kullanilmistir. Gergek

zamanli PZR dongii cihazi ile gerceklestirilen analizde esik dongii sayist (Cq) 40°1n
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altinda ve erime sicakligi (Tr) Cizelge 3.1°de belirtilen aralikta olan izolatlar pozitif

olarak degerlendirilmistir.

4.3.1. ETEC (Enterotoksijenik Escherichia coli) tespiti

ETEC tespiti icin ETEC ST ve ETEC LT olmak iizere iki farkli primer seti
kullanilmistir. Membran filtrasyon yontemi sonrast dogrulanan E. coli kolonilerinden
elde edilen DNA’larla ve ETEC ST primeriyle yapilan ¢alismada 6rneklerin tiimii
negatif olarak tespit edilmistir. ETEC LT primeriyle yapilan ¢aligmada da ayni
sekilde biitiin ornekler negatif olarak tespit edilmistir. Cizelge 4.7°de izolatlarin
ETEC ST primeri ile Cizelge 4.8’de ise ETEC LT primeri ile dongii sayilari ve erime

sicakliklar1 verilmistir.

Cizelge 4.7. Izolatlarin ST primeri ile dongii sayilari ve erime sicakliklart

Ornek | Esik dongii Tm | Sonu¢ | Ornek | Esik dongii | Tm | Sonug
sayisi (Cq) (°C) sayisi (Cq) | (°O)

1D1-2 | 31,58 85,4 | Negatif | 6B1-2 | 33,34 85 | Negatif
2B2-3 | 28,69 84,3 | Negatif | 4B1-2 | 34,07 84,9 | Negatif
2D1-10 | 30,54 85,6 | Negatif | 5B1-6 | 37,04 85 | Negatif
3B1-7 | 30,55 85 | Negatif | 5B2-1 | 33,65 84,6 | Negatif
3B2-8 | 30,03 85,2 | Negatif | 6B1-5 | 37,45 85 | Negatif
3D1-1 | 29,59 84,2 | Negatif | 6A1-2 | 34,83 84,8 | Negatif
3D1-2 | 28,32 84,5 | Negatif | 6B1-7 | 36,17 85 | Negatif
3D1-3 | 29,96 85,1 | Negatif | 6B2-4 | 31,86 83,8 | Negatif
3D2-1 | 31,27 85,3 | Negatif | 1B1-1 | 30,12 85 | Negatif
3B1-16 | 28,44 84,1 | Negatif | 2B2-11 | 29,05 85,2 | Negatif
3B1-14 | 28,72 85,4 | Negatif | 3B1-1 | 30,65 85 | Negatif
4B1-1 | 34,70 85,1 | Negatif | 3B1-13 | 29,23 85,2 | Negatif
4B1-6 | 34,10 84,8 | Negatif | 3B2-3 | 28,36 83,1 | Negatif
4B2-3 | 34,12 84,9 | Negatif | 4B1-5 | 29,11 85,2 | Negatif
4B1-9 | - 84,9 | Negatif | 6A1-3 | 32,85 85,1 | Negatif
4B1-10 | 33,82 84,8 | Negatif | 1D1-1 | 29,63 85,1 | Negatif
4B1-8 | 36,69 84,8 | Negatif | 1D1-10 | 29,33 85,3 | Negatif
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Cizelge 4.7. izolatlarin ST primeri ile dongii sayilar1 ve erime sicakliklar1 (Devam)

Ornek | Esik dongii Tm | Sonuc¢ | Ornek | Esik déngii | Tm | Sonuc
sayis1 (Cq) (°0O) sayisi (Cq) | (°C)

5B1-2 | 37,16 84,9 | Negatif | 1D2-16 | 29,81 85,1 | Negatif
5B1-8 | 34,64 84,8 | Negatif | 2B2-4 | 30,01 85,2 | Negatif
5B2-3 | 35,54 82,4 | Negatif | 2D2-4 | 30,94 85,1 | Negatif
5B2-7 | 34,38 84,8 | Negatif | 3B2-5 | 29,88 85,1 | Negatif
6B1-10 | 34,99 84,8 | Negatif | 3B2-7 | 30,33 85,3 | Negatif
6B2-9 | 33,24 83,4 | Negatif | 3B1-12 | 30,00 85,1 | Negatif
6B2-6 | 32,93 84,9 | Negatif | 1B2-3 | 29,58 85,3 | Negatif
6B2-8 | 34,20 84,8 | Negatif | 1B1-7 | 30,06 85,2 | Negatif
6B2-10 | 33,43 84,8 | Negatif | 1B1-6 | 30,01 85,1 | Negatif
6A1-1 | 32,54 84,9 | Negatif | 3B1-6 | 30,42 85,1 | Negatif
3B1-11 | 29,99 85,1 | Negatif

Cizelge 4.8.1zolatlarin LT primeri ile dongii sayilar1 ve erime sicakliklar

Ornek | Esik dongii Tm | Sonu¢ | Ornek | Esik dongii | Tm | Sonug
sayisi (Cq) (9] sayisi (Cq) | (°O)

1D1-2 |- 72,4 | Negatif | 6B1-2 - 71,3 | Negatif
2B2-3 | - 73,3 | Negatif | 4B1-2 | - 73,3 | Negatif
2D1-10 | - 72,6 | Negatif | 5B1-6 | - 72,6 | Negatif
3B1-7 |- 72,3 | Negatif | 5B2-1 | - 72,7 | Negatif
3B2-8 |- 70,2 | Negatif | 6B1-5 |- 70,2 | Negatif
3D1-1 |- 71,5 | Negatif | 6A1-2 | - 71,2 | Negatif
3D1-2 |- 72,4 | Negatif | 6B1-7 | - 70,3 | Negatif
3D1-3 |- 70,5 | Negatif | 6B2-4 | - 71,2 | Negatif
3D2-1 |- 73,2 | Negatif | 1B1-1 | - 71,2 | Negatif
3B1-16 | - 72,8 | Negatif | 2B2-11 | - 72,1 | Negatif
3B1-14 | - 72,7 | Negatif | 3B1-1 | - 73 Negatif
4B1-1 | - 72,6 | Negatif | 3B1-13 | - 71,1 | Negatif
4B1-6 | - 72,4 | Negatif | 3B2-3 | - 72,3 | Negatif
4B2-3 | - 72,5 | Negatif | 4B1-5 |- 72,1 | Negatif
4B1-9 | - 70,4 | Negatif | 6A1-3 |- 71,2 | Negatif
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Cizelge 4.8.1zolatlarin LT primeri ile dongii sayilar1 ve erime sicakliklar: (Devam)

Ornek |Esikdongii | Tm | Sonu¢c | Ornek | Esik dongii | Tm | Sonuc
sayisi (Cq) (°O) sayisi (Cq) | (°C)

4B1-10 |- 73,5 | Negatif | 1D1-1 |- 71,2 | Negatif
4B1-8 - 72,5 | Negatif | 1D1-10 | - 72,1 | Negatif
5B1-2 |- 72,4 | Negatif | 1D2-16 | - 72 Negatif
5B1-8 |- 73,7 | Negatif | 2B2-4 | - 71,7 | Negatif
5B2-3 |- 72,3 | Negatif | 2D2-4 | - 71,2 | Negatif
5B2-7 | - 71,8 | Negatif | 3B2-5 | - 71,2 | Negatif
6B1-10 | - 71,5 | Negatif | 3B2-7 |- 70,1 | Negatif
6B2-9 |- 72,9 | Negatif | 3B1-12 | - 72,1 | Negatif
6B2-6 | - 72,4 | Negatif | 1B2-3 | - 71,2 | Negatif
6B2-8 |- 72,3 | Negatif | 1B1-7 | - 70,1 | Negatif
6B2-10 | - 71,6 | Negatif | 1B1-6 |- 70,2 | Negatif
6A1-1 |- 70,2 | Negatif | 3B1-6 |- 70,3 | Negatif
3B1-11 | - 71 Negatif

4.3.2. EPEC (Enteropatojenik Escherichia coli) tespiti

EPEC suslarinin tespitinde EPEC eaeA ve EPEC pCVD432 olmak tizere iki primer

seti kulanilmistir. Membran filtrasyon yontemiyle dogrulanan koloniler ile yapilan

caligmada 55 izolatin 18 tanesinde EPEC eaeA tespit edilmistir. 37 izolat ise negatif

sonug vermistir. EPEC pCVDA432 ile galisilan 6rneklerden ise biitiin 6rnekleri negatif

sonug vermistir. Cizelge 4.9’da izolatlarin EPEC eaeA primeri ile, Cizelge 4. 10°da

ise EPEC pCVD432 primeri ile dongii sayilar1 ve erime sicakliklar1 gosterilmistir.

Cizelge 4.9. Izolatlar eaeA primeri ile dongii sayilari ve erime sicakliklar:

Ornek Esik dongii Tm Sonug¢ Ornek Esik dongii Tm | Sonucg
sayisi (Cq) (°O) sayisi (Cq) (°O)

1D1-2 - 86,3 | Negatif | 6B1-2 33,22 88,7 | Negatif

2B2-3 - 86 Negatif | 4B1-2 26,27 87 Negatif

2D1-10 | - 85,9 | Pozitif | 5B1-6 34,11 85,5 | Pozitif

3B1-7 - 86,7 | Negatif | 5B2-1 31,91 82,4 | Negatif

3B2-8 - 85,9 | Pozitif | 6B1-5 33,61 85,6 | Pozitif
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Cizelge 4.9. izolatlarin eaeA primeri ile déngii sayilar1 ve erime sicakliklar1 (Devam)

Ornek | Esikdongii | Tm |Sonu¢ | Ornek | Esikdéngii | Tm | Sonuc
sayisi (Cq) (°O) sayisi (Cq) (°O)

3D1-2 39,56 85,9 | Pozitif | 6B1-7 33,77 85,6 | Pozitif
3D1-3 - 81,8 | Negatif | 6B2-4 33,77 85,1 | Pozitif
3D2-1 39,19 85,5 | Pozitif | 1B1-1 38,19 87,8 | Negatif
3B1-16 | 39,50 85,9 | Pozitif | 2B2-11 | 33,48 87,2 | Negatif
3B1-14 | 38,86 87,3 | Negatif | 3B1-1 32,46 86,9 | Negatif
4B1-1 26,75 87,1 | Negatif | 3B1-13 | 35,27 87 | Negatif
4B1-6 26,87 86,9 | Negatif | 3B2-3 33,89 86,7 | Negatif
4B1-9 26,28 86,9 | Negatif | 6A1-3 29,49 87,2 | Negatif
4B1-10 | 27,15 86,9 | Negatif | 1D1-1 - 86 | Negatif
4B1-8 27,80 86,9 | Negatif | 1D1-10 | 32,57 87,1 | Negatif
5B1-2 26,73 86,4 | Negatif | 1D2-16 | 39,56 86,9 | Negatif
5B1-8 26,67 87 Negatif | 2B2-4 - 86 | Negatif
5B2-3 34,10 85,4 | Pozitif | 2D2-4 39,48 85,4 | Pozitif
5B2-7 33,65 85,6 | Pozitif | 3B2-5 38,87 87 | Negatif
6B1-10 | 25,59 87 Negatif | 3B2-7 33,95 87,2 | Negatif
6B2-9 32,57 89,7 | Negatif | 3B1-12 | 33,59 86,8 | Negatif
6B2-6 32,85 85,6 | Pozitif | 1B2-3 37,75 86 | Negatif
6B2-8 32,72 85,6 | Pozitif | 1B1-7 30,60 87,2 | Negatif
6B2-10 | 32,80 85,7 | Pozitif | 1B1-6 33,08 86,9 | Negatif
6A1-1 27,45 85,6 | Pozitif | 3B1-6 34,80 86,9 | Negatif
4B2-3 26,06 87,2 | Negatif | 3B1-11 | 38,46 87 | Negatif
4B1-5 32,21 87,1 | Negatif

EPEC eaeA patotiplerine ait ¢ogalma egrileri Ek C. 1°de, erime egrileri ise Ek

C.2°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.10. izolatlarin pCVD432 primeri ile dongii sayilar1 ve erime sicakliklart

Ornek | Esik dongii | Tm | Sonu¢ | Ornek | Esikdéngii | Tm | Sonuc
sayisi (Cq) | (°O) sayisi (Cq) | (°O)
1D1-2 |- 84,3 | Negatif | 6B1-2 | 36,32 83,7 | Negatif
2B2-3 |- 83,7 | Negatif |4B1-2 | 35,56 83,8 | Negatif
2D1-10 | - 83,9 | Negatif |5B1-6 | 37,77 83,6 | Negatif
3B1-7 |- 83,5 | Negatif | 5B2-1 | 33,75 82,7 | Negatif
3B2-8 |- 83,6 | Negatif | 6B1-5 | 37,68 70,8 | Negatif
3D1-1 |- 83,8 | Negatif | 6A1-2 | 3544 70,8 | Negatif
3D1-2 |- 83,7 | Negatif | 6B1-7 | 37,17 83,7 | Negatif
3D1-3 |- 83,5 | Negatif | 6B2-4 | 36,22 83,7 | Negatif
3D2-1 |- 83,6 | Negatif |1B1-1 |- 82,8 | Negatif
3B1-16 | - 83,6 | Negatif | 2B2-11 |- 83,2 | Negatif
3B1-14 | - 83,7 | Negatif |3B1-1 |- 83,7 | Negatif
4B1-1 |3573 84,7 | Negatif |3B1-13 |- 85,3 | Negatif
4B1-6 | 36,30 86,3 | Negatif | 3B2-3 |- 83,8 | Negatif
4B2-3 | 36,04 83,7 | Negatif |4B1-5 |- 83,6 | Negatif
4B1-9 |37,04 84,1 | Negatif |6A1-3 |- 86 | Negatif
4B1-10 | 36,24 70,6 | Negatif | 1D1-1 |- 71,8 | Negatif
4B1-8 | 38,54 83,6 | Negatif | 1D1-10 |- 83,8 | Negatif
5B1-2 | 36,35 83,5 | Negatif | 1D2-16 | - 83,4 | Negatif
5B1-8 | 36,27 83,6 | Negatif | 2B2-4 |- 83,6 | Negatif
5B2-3 | 36,23 83,3 | Negatif |2D2-4 |- 84 Negatif
5B2-7 | 35,91 83,4 | Negatif | 3B2-5 |- 83,6 | Negatif
6B1-10 | 34,97 70,7 | Negatif | 3B2-7 |- 85,8 | Negatif
6B2-9 | 31,39 81,4 | Negatif | 3B1-12 | - 83,5 | Negatif
6B2-6 | 34,56 83,6 | Negatif | 1B2-3 |- 83,4 | Negatif
6B2-8 | 35,70 84,7 | Negatif | 1B1-7 |- 83,6 | Negatif
6B2-10 | 35,81 83,7 | Negatif | 1B1-6 |- 83,6 | Negatif
6Al1-1 | 3521 85,8 | Negatif | 3B1-6 |- 83,4 | Negatif
3B1-11 | - 83,6 | Negatif
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4.3.3. EIEC (Enteroinvaziv Escherichia coli) tespiti

EIEC suslarinin tespiti i¢in EIEC ipaH primeri kullanilmistir. EIEC ipaH primeri ile
incelenen izolatlardan 2 adedi pozitif bulunmustur. 53 adet 6rnek ise negatif olarak
tespit edilmistir. Cizelge 4. 11°de izolatlarin EIEC ipaH primeri ile dongii sayilari ve

erime sicakliklar1 gosterilmistir.

Cizelge 4.11. izolatlarin ipaH primeri ile dongii sayilari ve erime sicakliklart

Ornek | Esik dongii | Tm Sonuc¢ Ornek | Esik dongii | Tm Sonug¢
sayisi (Cq) | (°C) sayis1 (Cq) | (°C)

iD1-2 |- 83,5 | Negatif 6B1-2 - 89,8 | Negatif
2B2-3 - 80,2 | Negatif 4B1-2 - 91,2 | Negatif
2D1-10 |- 83 Negatif 5B1-6 - 84,9 | Negatif
3B1-7 - 79,9 | Negatif 5B2-1 - 85,1 | Negatif
3B2-8 - 81,4 | Negatif 6B1-5 - 76,7 | Negatif
3D1-1 - 83,8 | Negatif 6A1-2 - 89,9 | Negatif
3D1-2 | 38,53 77 Negatif 6B1-7 - 81 Negatif
3D1-3 - 80 Negatif 6B2-4 - 83,5 | Negatif
3D2-1 39,15 79,9 | Negatif 1B1-1 - 89,4 | Negatif
3B1-16 | 39,21 84,5 | Negatif 2B2-11 | - 80,8 | Negatif
3B1-14 | 39,44 80,3 | Negatif 3B1-1 - 80,7 | Negatif
4B1-1 |- 90 | Negatif |3B1-13 |- 80,4 | Negatif
4B1-6 - 87,2 | Pozitif 3B2-3 - 80,4 | Negatif
4B2-3 - 89,5 | Negatif 4B1-5 - 79 Negatif
4B1-9 - 81,3 | Negatif 6A1-3 - 90,6 | Negatif
4B1-10 | - 89,6 | Negatif 1D1-1 - 80,3 | Negatif
4B1-8 - 91,1 | Negatif 1D1-10 | 39,38 85,9 | Negatif
5B1-2 - 83,9 | Negatif 1D2-16 | - 85 Negatif
5B1-8 - 90,6 | Negatif 2B2-4 - 83,9 | Negatif
5B2-3 - 91,2 | Negatif 2D2-4 39,11 80,1 | Negatif
5B2-7 - 86,8 | Negatif 3B2-5 39,26 83,6 | Negatif
6B1-10 | - 91,2 | Negatif 3B2-7 37,79 80,5 | Negatif
6B2-9 - 80,6 | Negatif 3B1-12 | 38,36 80,1 | Negatif

58




Cizelge 4.11. izolatlarin ipaH primeri ile dongii sayilar1 ve erime sicakliklar1 (Devam)

Ornek | Esik dongii | Tm Sonug Ornek | Esik dongii | Tm Sonuc
sayisi (Cq) | (°C) sayisi (Cq) | (°C)
6B2-6 - 84,8 | Negatif 1B2-3 - 76,2 | Negatif
6B2-8 - 90,8 | Negatif 1B1-7 - 81,1 | Negatif
6B2-10 |- 89,7 | Negatif 1B1-6 - 80,7 | Negatif
6A1-1 - 86,6 | Negatif 3B1-6 - 90 Negatif
3B1-11 |- 83,8 | Negatif

4.3.4. VTEC (Verotoksijenik Escherichia coli) tespiti

VTEC suslarinin tespitinde VTEC VT1 ve VTEC VT2 olmak tizere iki adet primer

seti kullanilmistir. VTEC VT2 ile yapilan analizlerde 4 adet 6rnek pozitif, 51 adet

ornek ise negatif bulunmustur. VTEC VTI1 ile yapilan analizde ise 2 adet 6rnek

pozitif, 53 adet 6rnek ise negatif olarak bulunmustur. Cizelge 4. 12’de izolatlarin
VTEC VT2 primeri ile, Cizelge 4. 13’te ise VTEC VT1 primeri ile dongii sayilar1 ve

erime sicakliklar1 verilmistir.

Cizelge 4.12. izolatlar VT2 primeri ile déngii sayilar1 ve erime sicakliklar:

Ornek | Esik dongii | Tm | Sonu¢ | Ornek | Esik déngii | Tm | Sonuc
sayist (Cq) | (°C) sayisi (Cq) | (°C)
1D1-2 |- 86 Pozitif | 6B1-2 | 37,65 85,4 | Negatif
2B2-3 |- 85,2 | Negatif | 4B1-2 |- 85,4 | Negatif
2D1-10 |- 87,6 | Negatif |5B1-6 |- 85,4 | Negatif
3B1-7 |- 85 Negatif | 5B2-1 | - 86,1 | Pozitif
4B1-6 | 36,93 85,4 | Negatif | 3B2-3 |- 85,3 | Negatif
4B2-3 | 37,02 86,2 | Pozitif |4B1-5 |- 85,3 | Negatif
4B1-9 | 35,82 85,3 | Negatif | 6A1-3 |- 85,6 | Negatif
4B1-10 | 37,73 85,3 | Negatif | 1D1-1 | 35,77 85,3 | Negatif
4B1-8 | 37,43 85,3 | Negatif | 1D1-10 | 34,85 85,3 | Negatif
5B1-2 | 36,42 85,3 | Negatif | 1D2-16 | 34,47 86 Pozitif
5B1-8 | 37,53 85,4 | Negatif | 2B2-4 | 36,86 85,2 | Negatif
5B2-3 | 38,58 78,3 | Negatif | 2D2-4 | 34,89 84,3 | Negatif
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Cizelge 4.12. Izolatlarin VT2 primeri ile dongii sayilart ve erime sicakliklari
(Devam)
Ornek | Esik dongii | Tm | Sonu¢ | Ornek | Esik déngii | Tm | Sonuc
sayis1 (Cq) | (°C) sayis1 (Cq) | (°O)

5B2-7 | 38,11 85,3 | Negatif | 3B2-5 | 35,30 85,1 | Negatif
6B1-10 | 36,47 85,3 | Negatif | 3B2-7 | 35,88 85,3 | Negatif
6B2-9 | 37,05 87,8 | Negatif | 3B1-12 | 37,04 85,2 | Negatif
6B2-6 | 36,15 85,4 | Negatif | 1B2-3 | 35,21 85,4 | Negatif
6B2-8 | 36,57 85,9 | Negatif | 1B1-7 | 34,60 86,3 | Pozitif
6B2-10 | 36,11 85,4 | Negatif | 1B1-6 | 34,70 85,2 | Negatif
6Al1-1 | 37,28 85,5 | Negatif | 3B1-6 | 36,21 85,1 | Negatif
4B1-1 | 36,86 85,5 | Negatif | 3B1-11 | 37,22 85,1 | Negatif
3B2-8 |- 85,3 | Negatif | 6B1-5 |- 85,4 | Negatif
3D1-1 |- 85,2 | Negatif | 6A1-2 |- 85,4 | Negatif
3D1-2 |- 85,2 | Negatif | 6B1-7 |- 85,4 | Negatif
3D1-3 |- 85,2 | Negatif | 6B2-4 |- 85,6 | Negatif
3D2-1 | - 84,4 | Negatif | 1B1-1 |- 86,1 | Pozitif
3B1-16 |- 85,3 | Negatif | 2B2-11 | - 85,3 | Negatif
3B1-14 | - 85,4 | Negatif | 3B1-1 |- 85,8 | Negatif
3B1-13 | - 85,2 | Negatif

Cizelge 4.13. Izolatlarin VT1 primeri ile déngii sayilar1 ve erime sicakliklar:

Ornek | Esikdongii | Tm | Sonu¢ | Ornek | Esik dongii Tm | Sonug
sayisi (Cq) (°O) sayisi (Cq) (°O)
1D1-2 35,97 86,7 | Negatif | 6B1-2 | 32,58 86,8 | Negatif
2B2-3 35,64 85,3 | Negatif | 4B1-2 | 33,09 86,8 | Negatif
2D1-10 | 35,74 85,7 | Negatif | 5B1-6 | 34,76 85,1 | Negatif
3B1-7 36,58 85 | Negatif | 5B2-1 | 34,86 86,6 | Negatif
3B2-8 36,06 86,6 | Negatif | 6B1-5 | 34,34 86,8 | Negatif
3D1-1 35,02 85,6 | Negatif | 6A1-2 | 33,76 86,8 | Negatif
3D1-2 37,92 85,7 | Negatif | 6B1-7 | 34,13 86,8 | Negatif
3D1-3 36,78 84,7 | Pozitif | 6B2-4 | 34,97 85,6 | Negatif
3D2-1 37,24 86,4 | Negatif | 1B1-1 | 34,39 86,6 | Negatif
3B1-16 35,55 85,3 | Negatif | 2B2-11 | 34,63 87 | Negatif
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Cizelge 4.13. izolatlarin VT1 primeri ile dongii sayilar1 ve erime sicakliklar1 (Devam)

Ornek Esik dongii | Tm | Sonuc¢ | Ornek | Esik dongii Tm | Sonu¢
sayisi (Cq) (°O) sayisi (Cq) (°O)

3B1-14 38,43 85,3 | Negatif | 3B1-1 | 35,22 86,6 | Negatif
4B1-1 34,30 86,8 | Negatif | 3B1-13 | 35,76 86,8 | Negatif
4B1-6 33,83 86,7 | Negatif | 3B2-3 | 37,97 84,4 | Pozitif
4B2-3 34,52 86,8 | Negatif | 4B1-5 | 35,74 86,7 | Negatif
4B1-9 34,19 86,7 | Negatif | 6A1-3 | 37,05 87 | Negatif
4B1-10 33,64 86,7 | Negatif | 1D1-1 | 37,11 83,9 | Negatif
4B1-8 35,73 86,6 | Negatif | 1D1-10 | 35,38 86,9 | Negatif
5B1-2 34,11 86,6 | Negatif | 1D2-16 | 37,39 86,6 | Negatif
5B1-8 33,79 86,6 | Negatif | 2B2-4 | 36,99 85,6 | Negatif
5B2-3 37,06 85,3 | Negatif | 2D2-4 | 38,03 85,4 | Negatif
5B2-7 34,85 85,3 | Negatif | 3B2-5 | 38,44 85,1 | Negatif
6B1-10 | 34,07 88,3 | Negatif | 3B2-7 | 34,45 87 | Negatif
6B2-9 34,84 86,9 | Negatif | 3B1-12 | 28,49 81,5 | Negatif
6B2-6 37,37 85,6 | Negatif | 1B2-3 | 36,88 85,3 | Negatif
6B2-8 35,33 86,8 | Negatif | 1B1-7 | 34,98 87 | Negatif
6B2-10 34,03 86,8 | Negatif | 1B1-6 | 37,68 83,6 | Negatif
6A1-1 34,19 86,4 | Negatif | 3B1-6 | 36,20 86,6 | Negatif

3B1-11 | 37,40 85,1 | Negatif

[zolatlar esik dongii sayis1 degerleri ve erime sicakliklarina gore degerlendirildiginde

Gruplar ayr1 ayr1 degerlendirilmek tlizere RFLP analizlerine gecilmistir. Cizelge

4.14°te izolatlarla yapilan kantitatif PZR calisma sonuglar1 ve ayrilan gruplar toplu

sekilde gosterilmistir.

VTEC VT2 patotiplerine ait gogalma egrileri Ek C. 3’te, erime egrileri ise Ek C.4’te

gosterilmistir. VTEC VT1 patotiplerine ait cogalma egrileri ise Ek C. 5’te ve erime

egrileri ise Ek C.6’da gosterilmistir.
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Cizelge 4.14. izolatlarda bulunan gen bélgeleri
Ornek |VTEC |VTEC |EPEC |EPEC ETEC | ETEC | EIEC
Kodu VT2 VT1 eaeA pCVvD432 | LT ST ipaH
2D1-10 |- - + - - - -
2D2-4 - - + - - - -
3B1-16 |- - + - - - -
3B2-8 - - + - - - -
3D1-2 - - + - - - -
3D2-1 - - + - - - -
5B1-6 - - + - - - -
5B2-3 - - + - - - -
5B2-7 - - + - - - -
6A1-1 - - + - - - -
6B1-5 - - + - - - -
6B1-7 - - + - - -
6B2-10 | - - + - - - -
6B2-4 - - + - - - -
6B2-6 - - + - - - -
6B2-8 - - + - - - -
1B1-1 + - - - - - -
1B1-7 + - - - - - -
1D1-2 + - - - - - -
1D2-16 |+ - - - - - -
4B2-3 + - - - - - -
5B2-1 + - - - - - -
4B1-6 - - - - - - +
3B2-3 - + - - - - -
3D1-3 - + - - - - -
6B2-9 - - - - - - -
6B1-2 - - - - - - -
1B1-6 - - - - - - -
1B2-3 - - - - - - -
1D1-1 - - - - - - -
1D1-10 | - - - - - - -
2B2-11 | - - - - - - -
2B2-3 - - - - - - -
2B2-4 - - - - - - -
3B1-1 - - - - - - -
3B1-11 |- - - - - - -
3B1-12 |- - - - - - -
3B1-13 |- - - - - - -
3B1-14 |- - - - - - -
3B1-6 - - - - - - -
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Cizelge 4.14. izolatlarda bulunan gen bolgeleri (devam)

Ornek | VTE VTE EPEC | EPEC ETEC | ETEC | EIEC
Kodu VT2 VT1 eaeA pCVvD432 | LT ST ipaH

3B1-7 |- - - - - - -

3B25 |- - - - - - -

3B2-7 |- - - - - - -

D11 |- - - - - - -

4B1-1 |- - - - - - -

4B1-10 |- - - - - - -

4B12 |- - - - - - -

4B1-5 |- - - - - - -

4B1-8 |- - - - - - -

4B19 |- - - - - - -

5B12 |- - - - - - -

5B18 |- - - - - - -

6A1-2 |- - ’ - - - -

6A1-3 |- - - - - - -

6B1-10 |- - ’ E - - -

+ : pozitif tespit edilen 6rnekler, - : negatif tespit edilen 6rnekler

Gergek zamanli PZR analizi sonucunda 30 adet susta, incelenen patojenik gen
bolgelerine rastlanmamustir. Arastirilan gen bolgelerine sahip suslarin 8 adedinin
VTEC patotipine, 16 adedinin EPEC patotipine ve 1 adedinin EIEC patotipine ait
olduklar1 belirlenmistir. Izole edilen suslar arasinda ETEC patotipine ise

rastlanmamustir.

Igme sularinda var olan E. coli bakterisinin patojenik genleri tasiyip tasimadig halk
saglig1 acisindan biiyiik 6neme sahiptir. Bu nedenle su kaynaklarinda tespit edilen E.
coli patotipleriyle ilgili tilkemizde kisith olmakla beraber caligmalar yapilmaya
devam edilmektedir. Ozgiir (2013)’iin yaptig1 ¢aligmada Edirne Ili’nde bulunan
nehir, dere, ¢eltik tarlalar1 ve siis havuzlarindan 10 adet su 6rnegi almistir. Yapilan
gercek zamanli PZR analizinde, 6rneklerin %10’unda EHEC, %?20’sinde ETEC,
%100’iinde EPEC ve %20’sinde EAEC olmak iizere 4 farkli E. coli patotipinin
bulundugu bildirilmistir. EIEC patotipine ise rastlanilmadigi belirtilmistir. Isparta
ilindeki su kaynaklara bakildiginda, ETEC ve EPEC yoniinden Edirne ilindeki su
kaynaklarma gore daha az kirli olduklar1 goriilmektedir. Isparta ilinin EIEC
bakimindan Edirne ilinden daha kirli oldugu sdylenebilir. Diger bir ¢alismada Koksal

ve Samastt (2007b) polikarbon damacanalarda satilan igme sularindan aldig1 92 adet
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su Orneginin %3,3’linde E. coli’ye rastlansa da, EPEC patotipine rastlanmadigini
bildirmistir. Icme sularinda E. coli varligina miisaade edilmedigi halde bakterinin
tespit edilmis olmasi diislindiiriictidiir. Halk sagligi agisindan onemli bir sorun

bulunmaktadir.

Yapilan uluslararasi ¢alismalar incelendiginde, Lin vd. (1993)’nin, insanlardan, evcil
hayvanlardan ve et 6rneklerinden izole ettikleri, vero hiicrelerine etki eden toksin
salgiladig1 belirlenen 80 adet E. coli susuyla yaptiklar1 PZR analizinde, bu suslarin
40 adedinde (%50) VTEC ortak genlerinin bulunmadigi belirlenmistir. Insan ve
hayvan atiklarindan kirlendigi disiiniilen Isparta ili su kaynaklarinda ise VTEC
bulunmama oraninin %85,5 oldugu goéz Oniinde bulundurulursa su kaynaklarinin
daha az kirli olduklar1 goriilmektedir. Meraz vd. (2008)’nin yaptig1 baska bir
calismada, insanlardan izole edilen 162 adet E. coli susunda PZR yontemiyle, LT ve
ST patojenik genleri arastirilmistir. Arastirma sonucunda izole edilen suglarin
%21’inde ETEC LT ve ST genlerine rastlandig: bildirilmistir. Isparta ¢cevresindeki su
kaynaklarinda ise bu patotipe rastlanilmamistir. Sidhu vd. (2013)’nin Brisbane,
Avustralya’da yiizey sulartyla yaptig1 bir ¢calismada sulardan izole edilen 300 adet E.
coli susundan %14’tinde EPEC ve %10’unda EIEC viriilans genlerin bulundugu
bildirilmistir. Ayrica ipaH genine izolatlarin %14’iinde, eaeA genine izolatlarin
%56’sinda rastlandigi belirtilmistir. EPEC patotipi bakimindan kiyaslandiginda
Isparta ilindeki sularin %15 daha kirli olduklar1 goriilmiistiir. EIEC patotipi acisindan
ise Brisbane, Avustralya’daki sularin Isparta’daki su kaynaklarina gore yaklasik %8
daha kirli olduklar1 sdylenebilir. Yapilan bir diger c¢aligmada, Mazzette vd.
(2012)’nin kesimhanelerden izole ettikleri E. coli suslarinda ise VTEC, EHEC ve
EPEC genlerinin varlig1 arastirilmistir. Arastirma sonucunda 95 adet Ornegin
%21’inin VTEC patotipine, %92’sinin EHEC patotipine ve %37,9’unun ise EPEC
patotipine ait oldugu bildirilmistir. izolatlarin %41’inin ise herhangi bir patotipe ait
olmadiklar1 belirtilmistir. Tez ¢alismasinda izole edilen E. coli suslanyla
kiyaslandiginda, su 6rneklerinden izole edilen E. coli suslarinda patojenite olusturan
gen bolgelerinin daha az sayida oldugu goriimektedir. Tespit edilen patotipler
karsilastirildiginda ise VTEC ve EPEC patotipine ait suslarin, kesimhanelerden izole
edilen suslarda daha yiiksek oldugu goriilmiistir. Kesimhane atiklarinda
mikroorganizma yiikiiniin fazla olmasi nedeniyle patotip ylizdelerinin yiiksek

olmasini normal kargilamak gerektigi diistiniilmustir.
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Bu ¢alismada incelenen igme suyu kaynaklarinda E. coli varliginin belirlenmesi ve
bu suslardan bazilarinin patojenik Ozellik gostermesi 6nemli bir sorundur. Su
islemenin yapilis1 sirasinda 6zen gosterilmesi, klorlama dozajinin dogru sekilde
ayarlanmas1 ve takibinin yapilmasi meydana gelebilecek halk sagligi sorunlarini
onlemek agisindan onem tagimaktadir. DSI’ye ait su isleme tesisinde donanimli bir
laboratuvar ve uzman personel bulunmaktadir. Bu agidan gilincel bir halk saglig

sorunu yasanmamistir.

4.3.5. Referans suslarin gercek zamanh PZR sonuclari

Gergek zamanli PZR analizinde pozitif kontrol olarak kullanilan referans suslarin

analiz sonuglar Cizelge 4.15’te gosterilmistir.

Cizelge 4.15. Referans suslarin icerdigi gen bolgeleri

Ornek Kodu VTEC |VTEC |EPEC |EAEC |ETEC |ETEC |EIEC
VT2 VT1 eaeA pCVvD4 | LT ST ipaH
32

E. coli _ + + - _ - i
DSM 8698

E. coli ¥ i - - - i i
DSM 9026

E. coli i i - - + i i
DSM 10973

E. coli i i - - - i i
DSM 10974

+ : pozitif tespit edilen ornekler, - : negatif tespit edilen drnekler

Referans suslarla yapilan ger¢ek zamanli PZR analizi sonucunda E. coli DSM 8698
susunda VTEC ve EPEC patotiplerine ait gen bolgelerine rastlanilmistir. DSMZ
kiiltir kataloguna gore E. coli DSM 8698’in EPEC grubuna ait bir sus oldugu
belirtilmistir (DSMZ, 2010). E. coli DSM 9026 susunda ise VTEC patotipine ait
genler tespit edilmistir. DSMZ kataloguna goére bu sus EIEC grup igerisinde
goriinmesine ragmen ipaH gen bolgesinin ¢ogalmadigi gorilmiistiir. Bunun nedeni
kiiltiirel olarak ¢ogaltilan susun herhangi bir rekabet ortamina girmemesinden
kaynakli, ipaH gen bolgesinin ekspresyonunu yapmamasi olabilmektedir (Bliven ve
Maurelli, 2012). E. coli DSM 10973 susunda ETEC patotipinin genleri belirlenmistir.
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Bu sus ise DSMZ kiiltiir katalogunda ETEC grubuna ait, LT gen bdlgesi pozitif,
ancak ST gen bolgesini muhtemelen kaybetmis sus olarak tanimlanmaktadir (DSMZ,
2010). E. coli DSM 10974 susunda ise calisilan gen bdlgelerinden higbirine
rastlanmamistir. DSMZ kiiltiir kataloguna gore bu sus EAEC olarak tanimlanmasina
ragmen pcvd432 gen bolgesinde ¢ogalma olmamasi bu bolgenin yukarida agiklanan

sebepten islevini yitirdigi diisindiirmistiir (DSMZ, 2010).

Su kaynaklarindan izole edilen suslar incelendiginde, izolatlardan 6 adedinin (1B1-1,
1B1-7, 1D1-2, 1D2-16, 4B2-3, 5B2-1) E. coli DSM 9026 referans susuyla benzerlik
gosterdigi goriilmiistiir. Bunlarin disinda kalan izolatlardan hicbiri referans olarak
kullanilan suslarla benzerlik gostermemistir. Bu sonuglar RFLP ile sus diizeyinde
farkliliklarin  gosterilmesini gerekli ve onemli kilmisti. Daha sonra yapilacak

caligmalarda ek bazi denemelerle bulgularin dogrulanmasi da planlanmaktadir.

4.4. RFLP ve jel elektroforez bulgular:

Restriksiyon enzimiyle kesildikten sonra agaroz jel icine yiliklenen Orneklerin
elektroforez analizi sonucu elde edilen jel goriintiileri Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6,

Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de gosterilmistir.

Sekil 4.4. izolatlara ait gen bolgelerinin EcoRI enzimiyle kesimleri sonucunda elde
edilen bantlarin gériinimii (M: Marker, 1: 1D1-2, 2: 2B2-3, 3:3D1-10, 4:3B1-7, 5:
3B2-8, 6: 3D1-1, 7: 3D1-2, 8: 3D1-3, 9: 3D2-1, 10: 3B1-16, 11: 3B1-14)
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Sekil 4.5. Izolatlara ait gen bdlgelerinin EcoRI enzimiyle kesimleri sonucunda elde
edilen bantlarin goériinlimii (M: Marker, 1: 4B1-1, 2: 4B1-6, 3:4B2-3, 4:4B1-9, 5:
4B1-10, 6: 4B1-8, 7: 5B1-2, 8: 5B1-8, 9: 5B2-3, 10: 5B2-7, 11: 6B1-10)

bp ng/l.Spug %

10000

Sekil 4.6. Izolatlara ait gen bdlgelerinin EcoRI enzimiyle kesimleri sonucunda elde
edilen bantlarin gériinlimii (M: Marker, 1: 6B2-9, 2: 6B2-6, 3: 6B2-8, 4: 6B2-10, 5:
6Al-1, 6: 6B2-2, 7: 1B2-3, 8: 1B1-7, 9: 1B1-6, 10: 3B1-6, 11: 3B1-11)
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Sekil 4.7. Izolatlara ait gen bdlgelerinin EcoRI enzimiyle kesimleri sonucunda elde
edilen bantlarin gortinimii (M: Marker, 1: 4B1-2, 2: 5B1-6, 3: 5B2-1, 4: 6B1-5, 5:
6Al1-2, 6: 6B1-7, 7: 6B2-4, 8: 1B1-1, 9: 2B2-11, 10: 3B1-1, 11: 3B1-13)

Sekil 4.8. Izolatlara ait gen bdlgelerinin EcoRI enzimiyle kesimleri sonucunda elde
edilen bantlarin goriinimii (M: Marker, 1: 3B2-3, 2: 4B1-5, 3: 6A1-3, 4: 1D1-1, 5:
1D1-10, 6: 1D2-16, 7: 2B2-4, 8: 2D2-4, 9: 3B2-5, 10: 3B2-7, 11: 3B1-12)

4.5. RFLP sonucu olusan bantlarin molekiil agirhklar

Gergek zamanli PZR analizi sonucu elde edilen tiriinler restriksiyon enzimiyle kesilip
agaroz jelde yiirtitiilmustiir. Goriintiillenen bantlarin molekiil agirliklar1 Vision-Capt
Software (Analis, Belgika) programi ile hesaplanmistir. Patotip gruplarinin molekiil

agirliklar Cizelge 4.16°da gosterilmistir.
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Cizelge 4.16. Patotiplere ait DNA parcaciklarinin molekiil agirliklari

EPEC M.A.(dalton) | VTEC | M.A.(dalton) | EIEC | M.A.(dalton)
5B2-3 184,2 oB2-1 239,1 4B1-6 | 351,7
5B2-7 184,2 1B1-1 306,3

6B1-7 250 1B1-7 349,1

6B1-5 261,3 4B2-3 390,8

6B2-4 261,3 1D2-16 | 401,7

5B1-6 295,1 1D1-2 415,6

3B1-16 | 371,4 3B2-3 2178,7

3D2-1 | 3874 3D1-3 | 392,9

3D1-2 392,9

2D2-4 401,7

3B2-8 404,1

2D1-10 | 409,8

6B2-8 | 436,7

6B2-10 | 449,3

6A1-1 4746

6B2-6 487,3

Yukaridaki gizelgeye gore EPEC patotipi olarak belirlenen grupta bulunan toplam 16

adet sustan 14 adedinin birbiriyle farklilik gosterdikleri bulunmugstur. 5B2-3 ve 5B2-
7 suslarimin molekiil agirliklart bakimindan benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. Yine

6B1-5 ile 6B2-4 suslarinin molekiil agirliklar: birbirine esit bulunmustur. Buna goére

bu suslarin birbiriyle sus diizeyinde benzerlik gdsterdikleri sonucuna varilmistir.

VTEC patotipi olarak belirlenen toplam 8 adet susla yapilan RFLP analizi sonucunda
bu suslardan herbirinin farkli molekiil agirliklarina sahip olduklar1 belirlenmistir.

Buna gore 8 adet VTEC susun birbiriyle benzerlik gostermedikleri ve hepsinin

birbirinden farkli suslar olduklar1 belirlenmistir.
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Yapilan gercek zamanli PZR analizi sonucunda ¢alisilan gen bolgelerinden higbirine
sahip olmayan E. coli suslarina yapilan RFLP analizi sonucu belirlenen molekiil

agirliklar Cizelge 4. 17°de gosterilmistir.

Cizelge 4.17. Patojen olmayan E. coli suslart DNA’larinin molekiil agirliklari

E. coli susu | M.A.(dalton) | E. coli susu | M.A.(dalton)
2B2-11 328,7 3B1-6 399
3B1-1 328,7 2B2-4 401,7
3B1-13 328,7 3B2-7 401,7
6B1-10 338,8 3B1-14 409,8
6B1-2 349,1 5B1-2 417,3
4B1-1 351,7 2B2-3 421,5
3B2-5 358,4 4B1-10 430,7
3B1-11 361,6 4B1-8 430,7
1B2-3 386,5 1D1-10 436,5
3D1-1 387,4 3B1-7 439,8
3B1-12 390,7 6A1-2 448,5
6A1-3 390,7 4B1-5 448,5
5B1-8 390,7 1D1-1 486,7
4B1-9 390,7 6B2-9 487,3
1B1-6 399 4B1-2 489,9

Cizelge 4. 18°de verilen 30 adet sustan 15 adedinin birbiriyle benzerlik gosterdigi
belirlenmistir. 2B2-11, 3B1-1 ve 3B1-13 suslarinin ayn1 molekiil agirligina sahip
olduklart tespit edilmistir. Bu nedenle bu izolatlarin EcoRI kesimi ile elde edilen
DNA parcaciklarmin biiyiikliikleri agisindan biiyiik benzerlik gdsterdigi, o nedenle
de aymi sus olabilecekleri sonucuna varilmigtir. Ancak bu konuda kesin karar
verilebilmesi i¢in farkli restriksiyon enzimleriyle de kesimler yapilarak DNA

parcaciklarinin biiyiikliiklerini incelemek gerekmektedir.

Benzer sekilde 3B1-12, 6A1-3, 5B1-8 ve 4B1-9 suslari incelendiginde de DNA
parcaciklarinin ayni molekiil agirliklarina sahip olduklar1 belirlenmistir. Bunlarin
yani sira incelenen suglardan 1B1-6 ile 3B1-6’nin, 2B2-4 ile 3B2-7’nin, 4B1-10 ile
4B1-8’in, 6Al1-2 ile 4B1-5’in ayni suslar oldugu sdylenebilir.
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Amerika’da yapilan bir ¢calismada 1983 ile 1996 yillar1 arasinda izole edilen 280 adet
E. coli susunda, O157:H7 ve OI157:NM suslarina 6zgii stx gen bolgelerinin
arastirildigi bildirilmistir. Calisma sonucunda O157:H7 izolatlarinin hepsi igin tek tip
kalip RFLP yapisinin elde edildigi belirtilmistir. Bunun yaninda 18 adet O55:H7
suslart i¢in 16 farkli tip kalip RFLP yapisinin oldugu bildirilmistir (Fields vd., 1997).
Rolland vd. (1998)’nin yaptig1 bir ¢alismada, izole edilen 13 adet EIEC susu, A, B1,
B2 ve D olmak tizere 4 farkli filogenetik gruba ayrilmis olan 72 adet E. coli referans
koleksiyonu suslartyla karsilastirilmistir.  EIEC suslarmin  EcCoRI ve Hindlll
enzimleriyle kesilmesinin ardindan, genis cesitlilik gostererek A, Bl ve B2
filogenetik gruplarina ayrildigi goriilmiistiir. Tez ¢alismasinda sadece 1 adet EIEC
susu izole edildiginden herhangi bir karsilagtirma yapilamamistir. Ancak EPEC
suslar1 incelendiginde toplam 16 adet sustan 14 adet farkli filogenetik gruba
ayrildiklart gorilmiistiir. Rolland vd. (1998)’nin ¢alismasiyla kiyaslandiginda bu su
orneklerinden alinan EPEC patotipinin daha fazla cesitlilik, Fields vd. (1997)’nin
calismasiyla kiyaslandiginda ise c¢esitlilik bakimindan benzerlik gosterdigi

gOriilmiistir.

200 adet E. coli susunun antibiyotige direnglilik genlerindeki farkliliklarin
arastirilmasiyla ilgili bir calismada, PZR-RFLP yontemi kullanilarak PZR iiriinleri
restriksiyon enzimleriyle kesilmistir. Calisma sonucunda agaroz jelde 3 ¢esit bant
gozlemlendigi bildirilmistir. Uriinlerden %55,2’sinin enzimler tarafindan kesilmedigi
belirtilmistir (Japoni vd., 2008). Tez ¢alismasima bakildiginda EcoRI restriksiyon
enzimiyle muamele edilen PZR iiriinlerinin higbirinin kesilmedigi goriilmistiir. Bu
nedenle ileriki calismalarda daha hassas sonuglar elde edilmesi agisindan tek

restriksiyon enzimi yerine daha fazla enzimle ¢alisilmasi gerekliligi goriilmiistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Yapilan bu tez calismasinda, Isparta ili ¢evresinde bulunan su kaynaklarinin, Orman
ve Su Isleri Bakanlhigmin “Yiizeysel Su Kalitesi Yonetimi Yonetmeligi”’nde bulunan
bakteriyolojik parametreler agisindan siniflandirlmasi  yapilmistir.  Yapilan
siniflandirmada Andik Kaynagi, Bezirgan Cayi, Darideresi Baraji ve Egirdir
Goli’'nden alinan sularin toplam koliform bakteri igerigi bakimindan 2. siif su
kalitesinde oldugu tespit edilmistir. Yine Andik Kaynagi, Darideresi Baraji ve
Egirdir Goli'nden alman su Ornekleri fekal koliform sayilari agisindan
incelendiginde bu su kaynaklarimin 2. sif; Bezirgan Cayi’'ndan alinan su

orneklerinin fekal koliform igerigine gore incelendiginde 3. siif su kalitesine sahip

oldugu goriilmiistiir.

Yonetmelige gore 2. sinif sularin az kirlenmis su olduklar1 belirtilmistir. Bu tip
sularin igme suyu potansiyeli olan, rekreasyonel amaclar i¢in kullanilabilen, alabalik
tiretimi disindaki balik {iretimi i¢in kullanilabilen ve mer’i mevzuat ile tespit edilmis
olan sulama suyu kalite kriterlerini saglamak sartiyla sulama suyu olarak

kullanilabilen sular oldugu bildirilmistir.

3. smif sular, yonetmelige gore kirlenmis su kategorisine giren sulardir. 3. simf
sularin, gida, tekstil gibi nitelikli su gerektiren tesisler hari¢ olmak iizere, uygun bir
aritmadan sonra su iriinleri yetistiriciligi i¢in kullanilabilir nitelikte su ve sanayi
suyu oldugu belirtilmistir. Biitiin bunlar gbz 6niine alindiginda Isparta ¢evresindeki
su kaynaklarinin dogrudan i¢gme suyu, sulama suyu, sanayi suyu vb. amaglarla
kullanilmamas: tavsiye edilmektedir. incelenen su kaynaklarinin kullanimindan énce

mutlaka uygun bir aritma yapilmalidir.

Tez calismasinda incelenen su Orneklerinin tamami toplam koliform bakteri
icermektedir. Bu nedenle Saglik Bakanhigi’min Insani Tiiketim Amaglh Sular
Hakkinda Yonetmeligi’ne gore incelenen sularin herhangi bir islemden ge¢cmeden
icme suyu olarak veya sulama, fabrikalarda dogrudan kullanma vb. amaglarla

tiiketime sunulmamasi gerekmektedir.

72



Su 6rneklerinden izole edilen E. coli suslarinin molekiiler olarak incelenmesi sonucu
bazi patojen genleri igerdikleri tespit edilmistir. Bu nedenle bu kaynaklarin
aritilmadan dogrudan kullanilmasi durumunda ¢esitli rahatsizliklar ortaya ¢ikabilme
potansiyeline sahip oldugu belirlenmistir. Ozellikle EPEC patotiplerinin 2 yas alt1
cocuklarda ishal salginlarina neden oldugu bilinmektedir. EPEC patotiplerinin
bulasisinda bagirsakta bulunan mikrovilluslarin yok olmasini takiben dogrudan sivi
kaybu ile ishal olustugu da yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur. Bazi VTEC suslari
patojen olmamakla birlikte, baz1 patotiplerin sitotoksinler iireterek konake1 hiicrelere

zarar verdigi bilinmektedir.

RFLP analizleri sonucu sus diizeyinde incelenen izolatlarin farkliliklar gosterdigi,
cok az izolatin birbiriyle benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. Su kaynaklarinda bulunan
patolojik veya patolojik olmayan E. coli’nin filogenetik olarak farkli gruplara

dagilmis oldugu goriilmiistiir. Bu da biyolojik ¢esitliligi gostermektedir.

Sonu¢ olarak bu tez calismasiyla, Isparta Ili cevresindeki su kaynaklarmin
mikrobiyolojik kalitesi hakkinda fikir edinilmesi saglanmistir. Su kaynaklarindaki
indikator ve patojen mikroorganizmalarin mevsimsel ve kirleticilerin varligina bagh
olarak farklilik gosterdigi belirlenmistir. E. coli patotipleri tespit edilen su
kaynaklarindan Darideresi Baraj1 ve Bezirgan Cay1’nin dogrudan herhangi bir aritim
yapilmadan kullanimiyla ise hastalik kaynagi olabilecekleri goriilmiistiir. Ozellikle
EPEC ve EIEC patojenitesine sahip olan bu sularin, kirletici etmenlerinin tespiti ile
mikrobiyolojik acidan iyilestirilmesinin yararli olacag: diisiiniilmektedir. Bu nedenle
bu tez ¢alismasinin gelecekte yapilacak calismalar icin yol gosterici olacagi da

diistiniilmektedir.
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EK B. Cizelgeler

Cizelge B.1. Nisan ay1 su orneklerinden alinan suslarin dogrulama testleri

Sus kodu | Gram Morfoloji | Oksidaz MUG Indol
4A1-1 + kok

4B1-1 - cubuk - ++ +
4B1-2 - cubuk - -

4B1-3 - cubuk - iireme yok
4B1-4 - cubuk - -

4B1-5 - cubuk - -

4B1-6 - cubuk - ++ ++
4B1-7 - cubuk - + +
4B1-8 - cubuk - -

4B1-9 - kok

4B1-10 - cubuk - -

4B1-11 - cubuk - -

4B1-12 - kok

4B2-1 y kok

4B2-2 - kok

4B2-3 - c¢ubuk - + +
4B2-4 - cubuk - tireme yok
4B2-5 - cubuk - -

4B2-6 - kok

4B2-7 - cubuk - iireme yok
4B2-8 - cubuk - -

4D1-1 - cubuk - + +
4D1-2 - cubuk - + +
4D1-3 - cubuk - -

4D1-4 - kok

4D1-5 - kok

4D1-6 - cubuk + iireme yok
4D1-7 - cubuk - -

4D1-8 - cubuk + iireme yok
4D1-9 - cubuk - -

4D1-10 - c¢ubuk - + +
4D1-11 - cubuk - -

4D1-12 + kok

4D2-1 - cubuk - -

4D2-2a + kok

4D2-2b - cubuk - iireme yok
4D2-3 - cubuk - tireme yok
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Cizelge B.1. Nisan ay1 su orneklerinden alinan suglarin dogrulama testleri (Devam)

Sus kodu | Gram Morfoloji | Oksidaz MUG Indol
4D2-4 - cubuk + -

4D2-5 + kok

4D2-6 - cubuk - -

4D2-7 - cubuk - -

4D2-8 - kok

4D2-9 - cubuk - -

4D2-10 - cubuk - -

4D2-11 - kok

4D2-12 - kok

4D2-13 - cubuk + iireme yok
4D2-14 - kok

4D2-15 + kalin gubuk

4D2-16 - cubuk - + +
4E1-1 + kok

4E1-2 - kok

4E1-3 + kok

4E1-4 - kok

E. coli: 8 Toplam koliform: 22 Toplam: 54

+ : pozitif tespit edilen 6rnekler, - : negatif tespit edilen 6rnekler
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Cizelge B.2. Mayis ay1 su drneklerinden alinan suslarin dogrulama testleri

Sus kodu | Gram Morfoloji | Oksidaz | MUG Indol
5A1-1 + kok +

5A1-2 + kok +

5A1-3 + kok +

5Al1-4 + kok +

5A1-5 + kok +

5A1-6 + kok +

5A1-7 - cubuk - iireme yok
5A1-8 + kok -

5B2-1 + cubuk

5B2-2 + cubuk

5B2-3 - cubuk - + +
5B2-4 - cubuk - + +
5B2-5 + kok

5B2-6 + kok

5B2-7 + kok

5B2-8 + kok

5B2-9 - kok

5B2-10 - cubuk - iireme yok
5B2-11 - cubuk - + +
5B2-12 + cubuk

5D1-1 - cubuk - -

5D1-2 - cubuk - -

5D1-3 - cubuk +

5D1-4 - cubuk - -

5D1-5 + kok

5D1-6 - cubuk +

5D1-7 - kok

5D1-8 - cubuk +

5D1-9 - cubuk - -

5D1-10 - cubuk - + +
5D1-11 - cubuk - -

5D1-12 - cubuk - -

5D2-1 - cubuk - ireme yok
5D2-2 - cubuk +

5D2-3 - cubuk +

5D2-4 - c¢ubuk - + +
SE1-1 - cubuk +

SE1-2 - cubuk - tireme yok
5E1-3 + cubuk

S5E1-4 + cubuk
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Cizelge B.2. Mayis ay1 su 6rneklerinden alinan suslarin dogrulama testleri (Devam)

Sus kodu | Gram Morfoloji | Oksidaz | MUG Indol
5E1-5 - cubuk - iireme yok

5E1-6 + kok

5E1-7 - cubuk - iireme yok

5E1-8 - cubuk - iireme yok

E. coli: 5 Toplam koliform: 16 | Toplam: 44

+ : pozitif tespit edilen 6rnekler, - : negatif tespit edilen 6rnekler
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Cizelge B.3. Haziran ay1 su 6rneklerinden alinan suslarin dogrulama testleri

Sus kodu | Gram Morfoloji | Oksidaz | MUG indol
6Al1-1 - cubuk +

6A1-2 iireme yok -

6B1-1 - cubuk - + +
6B1-2 - kok -

6B1-3 - gubuk - -

6B1-4 - gubuk - -

6B1-5 + cubuk

6B1-6 - cubuk - + -
6B1-7 - cubuk - + -
6B1-8 - ¢ubuk - -

6B1-9 - cubuk - -

6B1-10 - ¢ubuk - -

6B1-11 - cubuk - + +
6B1-12 - cubuk - + +
6B1-13 - cubuk - h +
6B1-14 - cubuk - - -
6B1-15 - cubuk - -

6B1-16 - cubuk - -

6B2-1 - cubuk - -

6B2-2 - cubuk - -

6B2-3 - cubuk - -

6B2-4 - cubuk - -

6B2-5 - cubuk - + +
6B2-6 - cubuk - -

6B2-7 - cubuk - + +
6B2-8 - cubuk - + +
6B2-9 - ¢ubuk - -

6B2-10 - cubuk - -

6D1-1 - cubuk - + +
6D1-2 - cubuk - + +
6D1-3 - cubuk - + +
6D1-4 - cubuk +

6D1-5 - cubuk +

6D1-6 - ¢ubuk +

6D2-1 - gubuk - + -
6D2-2 - cubuk - -

6D2-3 iireme yok

6D2-4 - gubuk +

6D2-5 - cubuk +
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Cizelge B.3. Haziran ay1 su 6rneklerinden alinan suslarin dogrulama testleri (Devam)

Sus kodu | Gram Morfoloji | Oksidaz | MUG Indol
6D2-6 - ¢ubuk - -

6D2-7 + kok

6D2-8 iireme yok

6E1-1 + kok

E. coli: 12 Toplam koliform: 18 | Toplam: 43

+ : pozitif tespit edilen drnekler, - : negatif tespit edilen drnekler
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Cizelge B.4. Temmuz ayi su drneklerinden alinan suslarin dogrulama testleri

Sus kodu | Gram Morfoloji | Oksidaz | MUG indol
7Al1-1 + kok

7A1-2 + kok

7A1-3 + kok

7Al-4 - cubuk +

7B1-1 - cubuk - zayif +
7B1-2 - cubuk - zayif +
7B1-3 + kok

7B1-4 - kok

7B1-5 - cubuk - zayif +
7B1-6 - cubuk - zayif +
7B1-7 + kok

7B1-8 - cubuk - zayif +
7B1-9 - cubuk - zayif +
7B1-10 - cubuk - zayif +
7B2-1 - cubuk +

7B2-2 - cubuk +

7B2-3 - cubuk - + +
7B2-4 - cubuk - tireme yok
7B2-5 - kok

7D2-1 - cubuk - -

7D2-2 - cubuk +

7D2-3 - cubuk - -

7D2-4 - cubuk +

7D2-5 - kok

7D2-6 - cubuk +

7D2-7 - cubuk +

7D2-8 - cubuk +

7D2-9 - cubuk +

7D2-10 - cubuk +

7E1-1 - cubuk - -

7E1-2 - cubuk - -

E. coli: 8 Toplam koliform: 5 | Toplam: 31

+ : pozitif tespit edilen drnekler, - : negatif tespit edilen 6rnekler
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Cizelge B.5. Agustos ay1 su drneklerinden alinan suslarin dogrulama testleri

Sus kodu | Gram Morfoloji | Oksidaz | MUG Indol
8A1-1 + kok

8A1-2 + kok

8A1-3 + kok

8Al-4 - cubuk - -

8A1-5 + kok

8A1-6 - cubuk - iireme yok
8A1-7 + kok

8A1-8 + kok

8B1-1 - cubuk - -

8B1-2 - cubuk - + +
8B1-3 - cubuk - -

8B1-4 - cubuk - -

8B1-5 - cubuk - -

8B1-6 - cubuk - + +
8B1-7 - cubuk - -

8B1-8 - cubuk - + +
8B2-1 - cubuk - + +
8B2-2 - cubuk - -

8B2-3 - cubuk - + +
8B2-4 - cubuk - -

8B2-5 - kok

8B2-6 - cubuk - -

8B2-7 - cubuk - + +
8B2-8 - cubuk - -

8D2-1 - cubuk - -

8D2-2 - cubuk - -

8D2-3 - kok

8D2-4 - cubuk - -

8D2-5 + kok

8D2-6 + kok

8D2-7 - cubuk +

8D2-8 + kok

8El-1 iireme yok

8E1-2 ireme yok

8E1-3 iireme yok

8E1-4 tireme yok

8E1-5 iireme yok

8E1-6 tireme yok

8E1-7 - cubuk +

8E1-8 - cubuk - -

E. coli: 6 Toplam koliform: 15 | Toplam: 40

+ : pozitif tespit edilen drnekler, - : negatif tespit edilen 6rnekler
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Cizelge B.6. Eyliil ay1 su drneklerinden alinan suslarin dogrulama testleri

Sus kodu | Gram Morfoloji | Oksidaz | MUG indol
9A1-1 + kok

9A1-2 + kok

9B1-1 - cubuk - -

9B1-2 - cubuk - -

9B1-3 - cubuk - -

9B1-4 - cubuk +

9B1-5 + kok

9B1-6 - cubuk - + +
9B1-7 - c¢ubuk - + +
9B1-8 - cubuk - -

9B1-9 - cubuk - -

9B1-10 - cubuk - -

9B2-1 - cubuk - -

9B2-2 - cubuk - -

9B2-3 - cubuk - oy -
9B2-4 ¢ubuk - -

9B2-5 - c¢ubuk - + +
9B2-6 + kok

9B2-7 + kok

9B2-8 - c¢ubuk - + +
9B2-9 - cubuk - + -
9B2-10 - cubuk - -

9D2-1 - cubuk - + +
9D2-2 - cubuk - -

9D2-3 - cubuk - -

9D2-4 + kok

9D2-5 + kok

9D2-6 + kok

9D2-7 - cubuk +

9D2-8 + kok

9D2-9 + kok

9D2-10 + kok

E.coli: 5 Toplam koliform: 14 | Toplam: 32

+ : pozitif tespit edilen drnekler, - : negatif tespit edilen 6rnekler
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Cizelge B.7. Ekim ay1 su 6rneklerinden alinan suglarin dogrulama testleri

Sus kodu | Gram Morfoloji | Oksidaz | MUG Indol
10A1-1 - cubuk - + -
10A1-2 - cubuk - + +
10A1-3 - cubuk - + +
10A1-4 - cubuk - -

10A1-5 - cubuk - -

10B1-1 - cubuk - -

10B1-2 - cubuk + +
10B1-3 - kok

10B1-4 - cubuk - -

10B1-5 - cubuk - + +
10B1-6 - cubuk - -

10B1-7 - cubuk - + +
10B1-8 - cubuk - -

10B1-9 - cubuk - -

10B1-10 |- cubuk - + +
10B2-1 - cubuk - -

10B2-2 - cubuk - -

10B2-3 - cubuk - -

10B2-4 - cubuk - -

10B2-5 - ¢ubuk - -

10B2-6 - cubuk - -

10B2-7 - cubuk - -

10B2-8 - ¢ubuk - -

10B2-9 - cubuk - -

10B2-10 | - cubuk - -

10D2-1 + kok

10D2-2 + kok

10D2-3 + kok

10D2-4 + kok

10D2-5 + kok

10D2-6 + kok

10D2-7 + kok

10D2-8 + kok

10D2-9 + kok

10D2-10 | + kok

10E1-1 + kok

10E1-2 + kok

E.coli: 7 Toplam koliform: 17 | Toplam: 37

+ : pozitif tespit edilen drnekler, - : negatif tespit edilen 6rnekler
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Cizelge B.8. Kasim ay1 su o6rneklerinden alinan suglarin dogrulama testleri

Sus kodu | Gram Morfoloji | Oksidaz | MUG Indol
11A1-1 - cubuk +

11A1-2 - cubuk +

11A1-3 - cubuk +

11A1-4 - cubuk +

11A1-5 - cubuk +

11A1-6 - cubuk +

11A1-7 - cubuk +

11A1-8 - cubuk +

11A1-9 - cubuk +

11A1-10 |- cubuk +

11B1-1 - cubuk - -
11B1-2 - cubuk +

11B1-3 - cubuk +

11B1-4 - cubuk +

11B1-5 - cubuk +

11B1-6 - cubuk - -
11B1-7 - cubuk i

11B1-8 - cubuk - -
11B1-9 - cubuk +

11B1-10 |- cubuk F

11B2-1 - cubuk - -
11B2-2 iireme yok

11B2-3 - cubuk - -
11B2-4 - cubuk - -
11B2-5 - cubuk +

11B2-6 - cubuk - -
11D2-1 - cubuk +

11D2-2 - cubuk +

11D2-3 - cubuk - -
11D2-4 - cubuk +

11D2-5 iireme yok

11D2-6 - cubuk - -
11D2-7 - cubuk - -
11D2-8 - cubuk - -
11D2-9 - cubuk - -
11D2-10 | - cubuk +

E.coli: 0 Toplam koliform: 12 | Toplam: 36

+ : pozitif tespit edilen ornekler, - : negatif tespit edilen drnekler
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Cizelge B.9. Aralik ay1 su 6rneklerinden alinan suslarin dogrulama testleri

Sus kodu | Gram Morfoloji | Oksidaz | MUG indol
12A1-1 - cubuk - iireme yok
12A1-2 - cubuk - tireme yok
12A1-3 - cubuk - iireme yok
12A1-4 iireme yok

12A1-5 iireme yok

12A1-6 iireme yok

12A1-7 iireme yok

12A1-8 iireme yok

12B1-1 - cubuk - -

12B1-2 - ¢ubuk - -

12B1-3 - cubuk - -

12B1-4 iireme yok

12B1-5 iireme yok

12B1-6 iireme yok

12B1-7 - cubuk - -

12B1-8 - ¢ubuk +

12B1-9 - cubuk - iireme yok
12B1-10 | - cubuk - -

12B2-1 - ¢ubuk +

12B2-2 - cubuk +

12B2-3 - gubuk +

12B2-4 goriintli yok

12B2-5 iireme yok

12B2-6 - cubuk - -

12B2-7 - cubuk +

12B2-8 - ¢ubuk +

12B2-9 - cubuk +

12B2-10 | - ¢ubuk +

E. coli: 0 Toplam koliform: 10 | Toplam: 28

+ : pozitif tespit edilen ornekler, - : negatif tespit edilen 6rnekler
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Cizelge B.10. Ocak ay1 su orneklerinden alinan suslarin dogrulama testleri

Sus kodu | Gram Morfoloji | Oksidaz | MUG indol
1A1-1 + kok

1A1-2 iireme yok

1A1-3 + kok

1A1-4 + kok

1A1-5 + kok

1A1-6 + kok

1A1-7 + kok

1A1-8 + kok

1A1-9 + kok

1A1-10 + kok

1B1-1 + kok

1B1-2 - cubuk - lireme yok
1B1-3 iireme yok

1B1-4 - cubuk - -

1B1-5 - cubuk - -

1B1-6 - cubuk - -

1B1-7 iireme yok

1B1-8 - cubuk - -

1B1-9 - cubuk - -

1B1-10 - cubuk - -

E.coli: 0 Toplam koliform: 7 | Toplam: 20

+ : pozitif tespit edilen 6rnekler, - : negatif tespit edilen 6rnekler
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Cizelge B.11. Subat ay1 su 6rneklerinden alinan suslarin dogrulama testleri

Sus kodu | Gram Morfoloji | Oksidaz | MUG indol
2A1-1 iireme yok

2A1-2 iireme yok

2A1-3 iireme yok

2Al1-4 - cubuk - tireme yok

2A1-5 - cubuk - iireme yok

2A1-6 - cubuk - tireme yok

2A1-7 - cubuk - tireme yok

2A1-8 iireme yok

2A1-9 iireme yok

2A1-10 - ¢ubuk - -

2B1-1 - cubuk - -

2B1-2 - cubuk - -

2B1-3 - cubuk - + +
2B1-4 - cubuk +

2B1-5 - cubuk +

2B1-6 - cubuk +

2B1-7 - cubuk -

2B1-8 - cubuk - -

2B1-9 - cubuk - + +
2B1-10 - cubuk - + +
2B2-1 - cubuk - -

2B2-2 - cubuk -

2B2-3 - cubuk - -

2B2-4 - cubuk - -

2B2-5 - cubuk +

2B2-6 - cubuk +

2B2-7 - cubuk - -

2B2-8 - cubuk - -

2D2-1 - cubuk - + +
2D2-2 - cubuk - -

2D2-3 - cubuk - -

2D2-4 - cubuk - -

E.coli: 4 Toplam koliform: 18 | Toplam: 32

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