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OZET

ANTALYA KORFEZINDEKI FEKAL MiKROBIYAL
KIRLETICILERIN POLIMERAZ ZINCiR REAKSIYONU (PCR) iLE
BELIiRLENMESI

Mine DAGASAN SADIKLAR
Yiiksek Lisans Tezi, Su Uriinleri Miihendisligi Anabilim Dal
Damisman: Yrd. Doc. Dr. 1. Tiilay CAGATAY
Ocak 2011, 72 sayfa

Bu c¢alismada ama¢ Antalya sahilinde 6zellikle kanalizasyon kaynakl
(konut, turistik tesis ve tekne atiklari gibi) kirlilik yaratan cevre ve insan
sagligma risk olusturan hastalik etkeni indikatér koliform patojenlerden
Escherichia coli, ve Salmonella typi, Shigella sonnei’ nin molekiiler biyolojik

yontemlerden biri olan PCR yontemi ile hizli tespiti amaglanmastir.

Deniz suyu 6rnekleri ¢alismast Eyliil 2009°dan 2010 Eyliil 2010°a kadar
Liman, Konyaalti, Side ve Kemer bolgelerinin sahillerinden toplanmustir.
Toplanan 48 su orneginin pH ve sicaklik degerleri Glglilmiistiir. Daha sonra
laboratuvara getirilmis ve DNA izolasyonlar1 yapilmistir. Referans E. coli , S.
tpyhi, S. sonnei bakterileri ve su 6rnekleri i¢in uygun PCR programi se¢ilmis ve
orneklerin PCR’1 yapilmistir. PCR’1 yapilan ornekler elektroforezde yiiriitiilmiis

ve incelenmistir.

Bunun sonucunda Konyaalti ve Kemer bolgesinde E. coli Cnf, gen
bolgesi pozitif ¢ikmistir. Bu da bolgelerde Temmuz ve Agustos aylarinda kirlilik

indikatdrii E. coli varligini gostermektedir.
ANAHTAR KELIMELER: E. coli, S. tpyhi, S. sonnei, PCR, su kirliligi

JURI: Yrd. Dog. Dr. I Tillay CAGATAY(Danisman)
Prof. Dr. Beria FALAKALI MUTAF

Prof. Dr. Aysun ERGENE



ABSTRACT

A STUDY ABOUT FECAL MiCROBIAL POLLUTANTS IN THE GULF OF
POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR) AND DETERNINATION

Mine DAGASAN SADIKLAR
M. Sc. Thesis in Aquatic Engineering
Adviser: Assist. Prof. Dr. .Tillay CAGATAY
Jan, 2011, 72 pages

This study, based in Antalya coast, particularly sewage source (residential,
tourist facilities and boat waste, etc.) pollution of the environment and human health
risk of the disease agent indicator coliform pathogens, Escherichia coli and Salmonella
typi, Shigella sonnei 's molecular biological methods is one of the PCR method

for fast determination is done.

From September 2009,to 2010 we have collected sea water from Konyaalti,
Kemer, Liman, Side cost . The sample’s, brought to the laboratory and DNA isolations
were made. The Cnf , Hin, IpaH genes used to identify E. coli, S tpyhi and
S.sonnei.PCR programs were selected and electrophoresis was carried out

We found that Konyaalti and Kemer reagion given positive PCR results. This
means that Konyaalt1 and Kemer has been effected by E. coli pollution during July and

August.

KEY WORDS: E. coli, S. tpyhi, S. sonnei PCR,waste water
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ONSOZ

Son yillarda tlilkemizde artan niifus, gelisen endiistri ve artan turizm faaliyetleri
nedeni ile farkli kirleticiler deniz veya i¢ sulara desarj edilmektedir. Kanalizasyon
kaynaklariyla karisan organik igerigi yiiksek deniz suyu, gol ve havuz sulari, igme sular1
fekal mikroorganizmalar bakimindan zenginlik gosterir (Bitton, 2005). Hizla yayilma
potansiyeline sahip, barsak enfeksiyonlarma (6rn: tifo, dizanteri, kolera ve diger
gastroenterit vakalar) neden olan bu patojenlerin, insan sagligina tehdit olusturdugu
icin bu bakterilerin hizli ve dogru tespiti ve kontrolii olduk¢a 6nemlidir (Harwood, vd.
2005). Bu yiizden molekiiler biyoloji yontemi olan PCR yontemi ile bu bakterilerin hizli
tespitini yapabilmekteyiz. ileride havuz suyu, igme suyu, gol suyu gibi kullanim alani
stirekli olan yerlerde de bu ¢alisma yapilip hizli ve dogru sonuglar tespiti agisindan

calismanin 6zgiin bir degeri bulunmaktadir.

Bu tez ¢alismasinin laboratuvar kisminin tiimii Akdeniz Universitesi Su Uriinleri
Miihendisligi Fakiiltesi’'nde gergeklestirilmistir. Calismanin tiim asamalarinda yanimda
olan degerli danigman hocam Sayin Yrd. Dog. Dr. 1. Tiilay Cagatay’a gdstermis oldugu

6zenden dolayi tesekkiir ederim.

Bu c¢alismada projeyi destekleyen Akdeniz Universitesi Arastirma Fonuna,
calismalarim siiresince imkanlarindan yararlandigim Su Uriinleri Miihendisligi
Fakiiltes1 Anabilim Dali1 Bagkanligina, degerli yardimlarindan dolay1 hocam Sayin Ars.
Gor. Mesut Yilmaz’a, laboratuvar caligmalarim esnasinda yardimlarini gordigim
fakiiltemiz yiiksek lisans 6grencilerinden Evrim Beyhan Sen’e, galismalarim siiresince
bana destek olan tiim arkadaglarima ve yasamimda maddi, manevi desteklerini
esirgemeyen annem Seyrat Dagasan, babam Habip Dagasan, agabeyim Cem Dagasan ve

esim Murat Sadiklar’ a ¢ok tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Molekiiler biyoloji ve biyoteknoloji son yillarda uluslararasi ve ulusal temelde

tizerinde 6nemle durulan bir ilgi alan1 olmustur.

Molekiiler biyoloji ve modern biyoteknoloji; glinlimiizde Tip, Tarim-
Hayvancilik, Ila¢ Endiistrisi, Su Uriinleri ve Biyoenerji gibi degisik sektorel alanlar icin
yenilik¢i yaklagimlar getirerek rekabet giiclinii arttirmakta biiyiik rol oynamaya
baslamistir. Kullanilan bu teknik siireclerin akuatik ¢alismalarda da kullanilmasi giin

gectikce yayginlagmaktadir.

Bu tez calismasindaki amag 6zellikle kanalizasyon kaynakli (konut, turistik tesis
ve tekne atiklar1 gibi) denizel kirlilik yaratan gevre ve insan sagligina risk teskil eden
mikrobiyal kirleticilerin 6zellikle hastalik etkeni patojenlerin varliginin molekiiler

biyolojik yontemlerden biri olan PCR ile hizli tespitini yapmaktir.

“doi musg
6 Antalya ili

Sekil 1.1 Antalya Korfezi Haritas1




Turistik nedenlerden dolayr belli donemlerde hizla artan niifus ve yanlis
politikalar nedeniyle kanalizasyon sular1 tam olarak aritilmamakta deniz ve i¢ sulara
desarj edilmektedir. Kanalizasyon kaynakli sularla temas eden organik igerigi yiiksek
deniz suyu ve i¢ sular mikroorganizmalar bakimindan zenginlik igerirler (Schroeder
1977; Bull vd. 2000; Harwood vd. 2000; Schloter vd. 2000; Wilderer vd. 2002; Bitton
2005). Bu nedenle de s6z konusu sularda organik, inorganik kimyasal kirlililige ek
olarak mikrobiyal Kirlilikten s6z etmek mimkiindiir (Curds 1975; Gieseke vd. 2001,
Gilbride vd. 2006). Bu gibi sular ve bunlarla temas eden dogal su ortamlarinda ortaya
cikabilecek mikrobiyal kirlenmelerde o6zellikle patojen (hastaliga neden olan)
karakterdeki mikroorganizmalar insan sagligi agisindan 6nemlidir (Payment vd. 2000;
Grant vd. 1996; Wagner and Loy 2002).

Sularla yayilma yetenegindeki barsak enfeksiyonlarina neden olan cesitli
patojenler ¢evredeki insan yasami i¢in bir tehdit olusturur (Mitchell 1972; Rompre vd.
2002; Sahlstom vd. 2004; Panicker vd. 2004; Harwood vd. 2005). Patojenler de dahil bu
gibi cevresel ortamlardaki mikroorganizmalarin tanimlanmalarinda  kullanilan
geleneksel yontemler temeli, bu ortamlardan alinacak 6rneklerdeki mikroorganizmalarin
laboratuarlarda ki iretilmelerine dayanir (Eaton vd. 2005, Aman vd. 1998; Anderson
vd. 2005). Bu sekilde yapilan mikroorganizma tanimlamalarinin yiiksek maliyet i¢eren,
cok calisma gerektiren ve zaman tiiketen siirecler olmasi, bu yonlerden daha avantajh

teknik stireglerin aranmasini zorunlu kilmastir.

Kirlilik indikatori mikroorganizma (Mitchell 1972) tanimlanmasina dayanan
stireclerin gelistirilmesi bu yondeki arayiglarin bir sonucudur. Bu son duruma 6rnek
olarak, sularda ve igeceklerde fekal koliform bakteri (E.coli) saptanmasi verilebilir
(Sharma and Dean-Nystrom 2003). Mikropsal kirlilik igerebilecek sularda varligi
gosterilecek E. coli bakterisi, bu ortamlarin kanalizasyon sulariyla temasa geldiginin ve
dolayisiyla diger barsak kdkenli patojenleri de icerebileceginin gostergesi olmaktadir

(Scott vd. 2002; Rompre vd. 2002).

Barsak kokenli patojen mikroorganizmalar arasinda sularla yayilan enfeksiyon
etkeni cesitli mikroorganizmalar bulunur. Bunlar arasinda kirli sularin i¢ilmesi ile gecen

Salmonella gibi bakterilerin neden olduklar1 barsak enfeksiyonlar1 (6rnegin, tifo ,



dizanteri, kolera ve diger gastroenterit vakalar1) insan sagligi agisindan biiylik 6nem

tagir (Mitchell vd. 1974; Payment vd. 2000; Sahlstrom vd. 2004; Lemarchand vd. 2004).

Poliomyelit (g¢ocuk felci) viriisii, Hepatit virlisii gibi viral enfeksiyonlarin
etkenleri de sularla insanlara gegen viral patojenler arasinda yer alir. Sularda varhigi
saptanacak koliform bakterilerin niteligi (fekal kaynakli olmas1 gibi) kadar niceliginin

de Onemi vardir.

Molekiiler teknikler 6zellikle PCR amplifikasyonu, ¢oklu PCR ve Real Time
PCR (Lee vd. 2008), DNA-mikroarray analizi (Alexandrino vd. 2004; Ibekwe vd.
2002), Amplifiye olmus DNA restriksiyon analiz yontemi (ARDRA) (Blackall vd.
1998), Ribozomal aralik analizi (RISA) (Yu and Mohn 2001), Denature gel elektroforez
(DGGE) (Muyzer and Smalla 1998, Zhang vd. 2005; Moura vd. 2007), Floresans in situ
hibridizasyon (FISH) (Murray vd. 2001), 16S rDNA klonlamasi (Chan vd. 2001; Ferris
and Ward 1997; Felske vd. 1998; Amann and Ludwing, 2000; Adamezyk vd. 2003; Lee
vd. 2006) gibi birgok yontem ile incelenen ortam ve orneklerdeki mikroorganizmalarin

kompozisyonlar1 ve aktiviteleri hakkinda bilgi iiretmek gilinlimiizde olas1 hale gelmistir

(Scott vd. 2002; Lemarchand vd. 2004).

PCR ile bakteri tanimlamanin geleneksel yontemlere gore pek ¢ok avantajlari
vardir. Bu yontemde; hedef organizmadan elde edilen genin bir pargast milyonlarca
cogaltilarak kolayca tespit edilebilecek seviyeye getirilmektedir. PCR, halen mevcut
kiiltiir tekniklerinden daha duyarli olup, teshiste 12-48 saat gibi kisa bir siirede sonug
vermektedir. Bu yontem ozellikle ¢cok yavas ¢ogalan mikroorganizmalar arastirildigi
zaman ¢ok daha uygun bulunmustur (Murray vd. 2001). ilk zamanlar PCR, spesifik tek
bir organizma igin uygulandigindan, fazla masrafli ve deneyim gerektirmekteydi.
Gliniimiizde ise basit bir PCR laboratuar diisiik maliyetle olusturulmaktadir. Bu teknik
hastalik teshisinde dogrudan pratik uygulamaya sahip oldugu gibi, nedeni bilinmeyen
hastaliklara da, epidemiyoloji siniflandiriimasinda kullanilmaktadir (Arda 1995 )



PCR’ 1n bu avantajlar1 olmakla birlikte baz1 dezavantajlar1 da vardir. Teknigin
duyarliligt  kontaminasyona karst hassas kilmakta ve deneyin sonucunun

degerlendirilmesinde problem olusturmaktadir.

Bu tez c¢alismasi kapsaminda deniz suyunda enfeksiyon nedeni patojen
mikroorganizmalar1 S. tpyhi, E. coli, S. sonnei yiiksek ozgiilliikte saptayan molekiiler

teknigin gelistirilmesi ve uygulanabilirliginin arastirilmasi temel amag olarak alinmustir.



2. KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI
2.1. Escherichia coli’ nin biyolojisi
2.1.1 E. coli’ nin sistematigi

Calismada materyal olarak kullanilan E. coli’ nin sistematigi Cizelge 2.1°de

verilmistir.

Cizelge 2.1. E. coli'nin sistematigi

Sube: Eubacteria

Sinif: Gamma Proteobacteria
Takim: Enterobacteriales

Aile: Enterobacteriaceae
Cins: Escherichia

Tiir: E. coli (Linnaeus 1758)

2.1.2. E. coli’nin morfolojisi

E. coli 1885°de Thedor Escherich tarafindan ishalli siit cocuklarinin digkisindan
izole edilip, Bacterium coli commune adi ile tarif edilmis, daha sonra barsak disi
enfeksiyonlarindaki patojenligi taninmis, 1919'da Castellani ve Chalmer tarafindan

Escherichia cins ad 6nerilene kadar Bacterium coli adi kullanilmistir (Bilgehan 2000).



Sekil 2.1 E. coli’nin elektron mikroskobu ile ¢ekilmis resmi (Duarte 2009)

E. coli, diger Enterobacteriaceae ailesindeki bakteriler gibi, gram negatif comak
seklinde sporsuz bir bakteridir. Kapsiil olusturma nadirdir. Nurient Agar’ da

Optimal tireme 37°C'de, nétral pH varliginda olur.

Sivi besiyerlerinde genellikle homojen bulaniklik meydana getirir. Kati
besiyerlerinde 24 saatte diizgiin kenarli, ortasi kalkik, 2-3 mm c¢apinda, pigmentsiz

koloniler olusturur (Bilgehan 2000).

Yaygin bir bakteri olmasindan dolay1 E. coli mikrobiyolojide sikga galisilmistir

ve molekiiler biyolojide bir gere¢ haline gelmistir.

Bakteriyel konjligasyon, genetik rekombinasyon, operon kavramlari ilk E.coli'de
kesfedilmistir, DNA'nin ¢ogalmasi, RNA transkripsiyonu, protein sentezi gibi,
molekiiler biyolojinin pek ¢ok dnemli mekanizmasi, metabolizmanin ¢ogu ayrintisi bu

organizmada yapilan arastirmalarla anlasilmistir.

Laboratuarda kullanilan standart E. coli susunun adi K12'dir. E. coli K12'nin ve
O157:H7 serotipli bir susun genom dizinleri ¢oziilmiistiir. K12 genomu yaklasik 4200
genden olugsmaktadir, O157:H7 genomu ise K12'ninkiden %25 daha biiytiktiir. K12 susu
hastalik yapan bir faktorler tasimaz ve hatta K12'nin ilk izolasyonundan giinlimiize
gecen yillar zarfinda kapsiil yapma yetenegini kaybederek laboratuvar ortamina uyum
saglamis, arttk dogal ortaminda (yani insan bagirsaginda) baska E. coli tiirleriyle
rekabet edemeyecek kadar zayiflamistir (Bilgehan 2000).



E. coli modern biyoloji miihendisliginde onemli bir yeri vardir. Arastirmacilar
bu bakteriyi biiylik miktarda DNA veya protein iiretmek amaciyla bir fabrika gibi

kullanirlar.

E. coli genelde =zararsiz olmasmna ragmen kirlenmenin Jlgiitii olarak
kullanilmasinin nedeni, se¢meli (fakiiltatif) anacrob olmasindan dolay: E. coli 'nin kolay
kiiltiirlenebilmesidir. Ayrica, diskida bulunan E. coli sayis1 patojen bakterilerin (6rnegin

tifo etmeni S. typhi) sayisindan ¢ok daha fazladir (Bitton 2005).

Su kirlenmesini belirlemek amaciyla yapilan nispeten basit testlerde E. coli 'ye
benzeyen organizmalar i¢in "koliform" terimi kullanmilir. Ayrica, diski kirlenmesi

olmayan ortamlarda da E. coli 'nin var olabildigi gozlemlenmistir (Bitton 2005).

2.1.3 E. coli’nin insan saghginda rolii

Bagirsak florasinin normal bir {iyesi olan E. coli ile konak organizma arasinda
uyumlu bir iligki oldugundan bakteri normalde hastalik yapmaz. Ancak, baska ortama
gecmesi halinde ki bu ayni1 organizmada bagka bir organ olabilir (idrar yolu enfeksiyonu
ile mesaneye gegmek gibi) veya baska bir konak organizmanin bagirsagi olabilir, E. coli
bir hastalik etmeni olabilir. Bazi E. coli tipleri i¢inde bulunduklari hayvan igin zararsiz
olmalarina ragmen insana gectiklerinde hastalik yapabilirler. Bu hastaliklar arasinda
bagslica ishalli hastaliklar olmakla beraber idrar yolu enfeksiyonlari, menenjit, peritonit,

mastit, septisemi ve gram-negatif pnomoni de sayilabilir (Cann vd. 2004).



2.2 Salmonella typhi’ nin biyolojisi
2.2.1. S. typhi’nin sistematigi
Calismada materyal olarak kullanilan S. typhi’ nin sistematigi Cizelge 2.2’de

verilmigtir.

Cizelge 2.2. S. typhi’ nin sistematigi

Sube: Eubacteria

Sinif: Proteobacteria

Takim: Enterobacteriales

Aile: Enterobacteriaceae
Cins: Salmonella

Tiir: S. typhi (Linnaeus 1758)

2.2.2 S. tpyhi’ nin morfolojisi

S. typhi, Enterobacteriaceae iginde yer alan fakiiltatif anaerob, Gram negatif,
cubuk sekilli patojen bir bakteridir. Nurient agar da optimum treme sicakliklar1 35-37
°C olup, karbohidratlardan asit veya gaz olustururlar, H, S iiretitler, lizin ve ornithini
kadaverin ve putresine dekarboksile ederler. Oksidaz negatif, katalaz pozitiftirler,
laktoz, sukroz ve iireyi metabolize edemezler. Bazi atipik S. typhi biyotipleri ise lizini

dekarboksile edemezken, laktoz, sukroz ve iireyi kullanabilirler (Bilgehan 2000).



Sekil 2.2 S. typhi’nin elektron mikroskobu altinda ¢ekilmis resmi ( Maynard 2005)

S. typhi dretilmesinde kullanilan diger besi yerleri ise MacConkey agar,
Deoksikolat sitrat agar, XLD agar, HE agar dir (Bilgehan 2000).

2.2.3 S. typhi’nin insan saghginda rolii

S. typhi tifonun nedenidir. Organizma diski yoluyla (fekal-oral yolla)
iletilir. Insanlar da disk1 yoluyla atilir ve kirli su, gida veya dokunma yoluyla
bulagir (Giannella 1996). S. typhi’ nin neden oldugu en 6nemli hastalik tifodur.
Cogunlukla lagim suyunda bulunurlar ve soguga oldukea direnclidirler. Bakterilerin

agiz yoluyla insana girmesi ile enfeksiyon olusur.



2.3 Shigella sonnei’ nin biyolojisi
2.3.1 S. sonnei’ nin sistematigi

Calismada materyal olarak kullanilan S. sonnei’ nin sistematigi Cizelge 2.2°de

verilmigtir.

Cizelge 2.3. S. sonnei’ nin sistematigi

Sube: Bacteria

Smif: Proteobacteria

Takim: Enterobacteriales

Aile: Enterobacteriaceae

Cins: Shigella

Tiir: S. sonnei (Linnaeus 1758)

2.3.2 S.sonnei’ nin morfolojisi

Shigella Gram-negatif, hareketsiz, spor olusturmayan, ¢ubuk sekilli bir bakteri cinsidir.
E. coli ve Salmonella ile yakindan iligkilidir. Sigelloz hastaliginin etmeni olan Shigella,
diger primatlarda da hastalik yapar ama diger memelilere etki etmez. Nurient agar da
optimum iireme sicakliklar1 35-37 °C ’dir, karbohidratlardan asit veya gaz olustururlar
( Schloter vd. 2000).
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Arastirmanin yapildig: yer

Arastirma da kullanilacak deniz suyu 6rnekleri Antalya’ korfezi Konyaalt (Sekil
3.1), Liman (Sekil 3.2), Side (Sekil 3.3) ve Kemer (Sekil 3.4) bolgelerinin
sahillerinden alinmigtir. Orneklerin toplanacagi sucul ortamlarin pH’s1 ve sicakligi

ol¢iiliip kayit edilmigtir.

Sekil 3.1 Konyaalt1 Sahili, Antalya

Sekil 3.2 Liman, Antalya
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Sekil 3.4 Kemer, Antalya

3.1.2 Orneklerin toplanmas, laboratuvara getirilmesi

Su oOrnekleri Antalya korfezindeki 4 farkli bolgeden aylik olarak alinmistir
(Temmuz, Agustos, Eyliil, Ekim, Kasim, Aralik, Ocak, Subat, Mart, Nisan, Mayis,
Haziran). Steril kosullarda alman bu Ornekler aseptik kosullarda laboratuvara
getirilmistir. Ornekler santrifiij edilip, DNA’lar1 izole edilinceye kadar buzdolabinda

saklanmistir.
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3.1.3. Referans suslar: ve temini

Referans E. coli ATCC 25922, S. typi ATCC 6539, S. sonnei ATCC 9290 suslar1
Hacettepe Universitesi Biyoteknoloji ABD iiyesi Prof. Dr. Nazif Kolonkaya’ dan ve
Refik Saydam Hifzissthha Merkezinden temin edilmis, laboratuvar da besiyerlerine

ekimi yapilarak ¢ogaltilip kullanilmistir.

3.1.4. Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve ¢ozeltiler
3.1.4.1 Cahsmada kullanilan besiyerleri

a) Nutrient agar: Mikrobiyolojik analizlerde genel kati besiyeri olarak
kullanilmistir. Bilesiminde Pepton 5,0 g/L; Et ekstrat1 3,0 g/L; bakteriyolojik-agar 12,0
o/L bulunur.

Dehidre besiyeri 20,0 g/L olacak sekilde distile su iginde 1sitilarak eritilip,
otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edilmistir ve 45-50 °C'a soutulup steril petri
dokiilmiistiir. Hazirlanmig besiyeri berrak ve sarimsi kahve renkte olup, 25 °C'da pH's1

7,0 dur.

b) Nutrient broth: Mikrobiyolojik analizlerde genel sivi besiyeri olarak
kullanilir. Bilesiminde pepton 5,0 g/L; Et ekstrart 3,0 g/L bulunur.

Besiyeri, 8,0 g/L olacak sekilde distile su i¢inde eritilip siselere dagitilmistir ve
otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edilmistir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve
sarims1 kahve renkli olup, 25 °C' da pH' s17,0 dur.

¢) MacConkey agar: Mikrobiyolojik analizlerde koliform grup bakteriler ve
ozellikle E. coli 'min gelistirilmesi ve sayilmasi i¢in selektif kati besiyeri olarak
kullanilmistir. Digki, idrar, su ve gida Orneklerinden koliform bakteriler yaninda
Salmonella izolasyonu i¢in de kullanilmistir. Bilesimi pepton 17,0 g/L; Pepton 3,0 g/L;
NaCl 5,0 g/L; Lactoz 10,0 g/L; Bile tuz karisimi 1,5 g/L; Noétral kirmizi 0,03 g/L;
Kristal viyole 0,001 g/L; Bakteriyolojik agar 13,5 g/LL seklindedir.
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50,0 g/L olacak sekilde 1sitilarak distile su icinde eritilmis ve otoklavda 121
°C'da 15 dakika sterilize edilmis ve 45-50 °C' a sogutulup petri kutularma dokiilmiistiir.

Hazirlanmis besiyeri berrak ve kirmizi kahve renkli olup, 25 °C'da pH's1 7,1” dir.

d) Endo agar: Mikrobiyolojik analizlerde koliform grup bakteriler ve E. coli
icin selektif kat1 besiyeri olarak kullanilmistir Bilesiminde pepton 10,0 g/L; K;HPO,
2,5 ¢/L; Laktoz 10,0 g¢/L; Na,SOs; (anhidrat) 3,3 g¢/L; Pararosanilin 0,3 g/L;
Bakteriyolojik agar 12,5 g/L bulunur.

39,0 g/L olacak sekilde olacak sekilde isitilarak distile su i¢inde eritilmis ve
otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edilmis ve 45-50 °C'a sogutulup petri kutularina
dokiilmiistiir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve soluk pembe renkli olup, 25 °C'da pH'st
7,4'dir. Hazirlanmis besiyerinin oksijene maruz kalmast sonunda renk giderek
kirmizilasir. Bu nedenle hazirlanmis besiyeri karanlikta ve buzdolabinda olmak iizere en

¢ok birkag giin depolanabilir.

e) Ksiloz Lisin Cikolata agarnn (XLD) agar: Salmonella i¢in selektif kati
besiyeri olarak kullanilir. Bilesiminde NaCl 5,0 g/L; D(+) Ksiloz3,75 g/L; Laktoz 7,5
g/L; Sukroz 7,5 g/L; L(+) lizin 5,0 g/L; sodyum deoksilat 1,0 g/L; Sodium thiosulfat 6,8
g/L; Amonyum demir stilfat, sitrat 0,8 g/L; fenol kirmizis1 0,08 g/L; Biyolojik-agar 14,5
g/L bulunur.

50 mL distile su icine 55,0 g/L dehidre besiyeri ilave edilmistir, karistirilmis ve
tizerine 950 mL distile su eklenmistir. Topaklanma olmadigindan emin oluncaya kadar
iyice karistirlmistir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve kirmizi renklidir, 25 °C'da pH'st
7,4'dir.

3.1.4.2 Gram boyama’ da kullanilan kimyasal maddeler

Kristal viyole, lugol, bazik fuksin ve alkol kullanilmistir.
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3.1.4.3 DNA izolasyonunda kullanilan kimyasallar ve ¢ozeltiler

DNA izolasyonunda; SET tuz soliisyonu, TE (Tris-EDTA), KIA (kloroform:
isoamilalkol), TAE (Tris asetik asit EDTA) , TBE (Tris Boric asit EDTA) soliisyonlari,
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS), proteinaz K (10 mg/ml), Kloroform, izoamil alkol,

Etanol, Sodyum asetat, Lizozim enzimi kullanilmustir.

Cizelge 3.1 SET Tuz Soliisyonu

Kimyasalin adi

Son konsantrasyon (pH=8,0)

NaCl (Merck) 0.44 gr
EDTA (Applichem) 0.85 gr
Tris (Merck) 0.24 gr
dH,0 100 ml’ye tamamlanmistir

Cizelge 3.2 TE (Tris-EDTA) Tampon Cozeltisi

Kimyasalin ad1

Son konsantrasyon (pH=8,0)

Tris-HCI (Applichem)

10 mM

EDTA (Applichem)

1 mM

(karisim otoklavlanir).

Cizelge 3.3 KIA (kloroform:isoamilalkol)(24:1)

Kimyasalin ad1

Son konsantrasyon (pH=8,0)

Kloroform (Applichem)

24 ml

Isoamilalkol (Applichem)

1 ml
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Cizelge 3.4 TAE (Tris asetik asit EDTA) Tampon Cozeltisi

Kimyasahin adi Son konsantrasyon (pH=8,0)
Tris base (Merck) 242 gr

Asetik asit (Merck) 57,1 gr

EDTA (Applichem) 100 mi

dH,0 1000 ml’ye tamamlanmistir

(karisim otoklavlanir).

Cizelge 3.5 TBE (tris boric asit EDTA) Tamponu

Kimyasalin adi Son konsantrasyon (pH=8,0)
Tris base (Merck) 108 gr.

Boric asit (Applichem) 55 gr.

EDTA (Applichem) 40 ml.

dH,O 1000 ml’ye tamamlanmistir

(karisim otoklavlanir).

3.1.4.4 PCR amplifikasyonunda kullanilan kimyasallar

PCR uygulamalarinda; Tag DNA polimeraz tinitesi, ANTP mix, PCR tamponu, MgCl,,

Primerler (primer listesi ¢izelge 3.7’ de verilmistir) ve dH,O (steril) kullanilmistir.

3.1.4.5 Agaroz jel elektroforezinde kullanilan kimyasallar ve ¢ozeltiler

Elektroforezde; Agaroz, EtBR(10mg/ml), 1IXTAE, DNA isaretleyici (100 bp-1000 bp)

ve Yiikleme tamponu (BFB; Brom Fenol Blue) kullanilmistir.

16



Cizelge 3.6 Agaroz jel hazirlanisi

Kimyasahin adi Son konsantrasyon (pH=8,0)
Agaroz (Applichem) 0.3gr
dH,0 30 mi

3.1.5 Yararlanilan alet ve ekipmanlar

Laboratuvarda yapilan islemler sirasinda; PCR, UV Goriintiileme Sistemi,
yatay elektroforez, Etliv, Otoklav, Derin Dondurucu, Santrifiij, Saf Su Cihazi,
Elektronik Teraziler, Vorteks, Manyetik karigtirici, pH metre, Otomatik pipetler,
PCR tiipleri, Plastik tiip ve degisik boyutlarda cam malzemeler kullanilmistir.

3.2 Metot

Tiim calismalar Akdeniz Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Molekiiler

Genetik arastirma laboratuvarin da yapilmigstir.
3.2.1 Su orneklerinin labarotuvara getirilmesi ve mikroskobik incelemesi

Laboratuvara getirilen su 6rnekleri mikroskobik inceleme 6ncesinde kaba
filtreden gegirilmistir (Moura vd. 2007). Filtre edilmis sividan elde edilen
ornekler, morfolojik tanimlama i¢in mikrobiyolojik gram boyama yontemi ile

boyanip mikroskopta incelenmistir.

Gram boyama yapmak i¢in hazirlanmis preparatin iizerine kristal viyole boyasi

damlatilip 1 dakika beklenmis ve iyot-lugol ¢ozeltisi ile yikanarak kristal viyole

uzaklastirilmigtir. Preparata tekrar iyot-lugol ¢ozeltisi damlatilarak 1 - 2 dakika

bekletilmis, distile su ile yikanmis iyot-lugol ¢ozeltisi uzaklastirilmistir. Preparatin

tizerine %96 'lik etil alkol damlatilmis 15 - 30 saniye beklenmis, distile su ile

yikanmistir ve karsit boya olarak safranin damlatilmistir ve 40 - 50 saniye bekletilmistir.

Preparat distile su ile yikanarak havada kendi halinde kurumaya birakilmis, preparata

immersiyon yagi damlatilmis ve 100 'liik objektifle incelenmistir. Mor renkli bakteriler
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Gram pozitif, pembe-kirmizi renkli bakteriler ise Gram negatif olarak

degerlendirilmistir.
3.2.2 Caliymada kullanilan referans bakterilerin iiretimi

Calisma da kullanilan referans bakteriler uygun kati ve siv1 besiyerlerinde 37 °C’

de ekimi yapilarak iiretilmistir. Uretilen bakterilerden DNA izolasyonu yapilmistir.

3.2.3 Referans bakteri ve su 6rneklerinden bakteriyel DNA izolasyonu

Referans olarak E. coli ATCC 25922, S. typi ATCC 6539, S. sonnei ATCC 9290
suglar1 kullanilmistir (Maynard vd. 2005; Alvarez vd. 2003).

1. Numaralandirilmis Orneklerden 2 ml sivi alinmus, her biri 16.000 Xg’de
sogutmali ultra santrifiij cihazinda santrifiij edildikten sonra siipernatant ve

¢Okmiis partikiiller ayrilmistir.

2. Cokmiis hiicre ve tiim atik partikiiller PBS tamponu ile iyice berraklasincaya

kadar 2-3 kez yikanip 3500 rpm’de 10 dk. santrifiij edilmistir.

3. Hazirlanan set soliisyonundan 1ml, lizis tamponundan ise 100 pl eklenmis ve
37°C’deki su banyosun da 30 dk. bekletilmistir.

4. Uzerine 100 ul SDS, 50 pl proteinaz K eklenmis ve 55 °C ‘deki su banyosunda
2 saat bekletilmistir.

5. Bunun iizerine 200 ul NaCl eklenmis ve el ile hafifce karistirilmistir.
Karigtirildiktan sonra 500 pl Kloroform/ izoamil alkol konulmus ve yine el ile
30 dk. boyunca karistirilmistir. Bu karigim 3500 rpm’de 10 dk. santrifiij edilmis

ve siipernatantlar yeni bir tiipe bosaltilmistir.

6. Siipernatantlarin iizerine 1 ml. %100’lik etanol eklenmis ve 3500 devirde

15 dk. santrifiij edilmistir.
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7. %70’lik etonolden 500 pl eklenmis ve 1000 devirde 3 dk. santrifiij edilmistir.

8. Cikan tliplerdeki siipernatantlar bosaltilip tiiplerin kapaklar1 agik bir bi¢imde
kurutma kagidinin tizerinde yaklasik 30 dk. bekletilmistir.

9. Alkol kokusu giden orneklerin {izerine en son olarak 100 ul TE tamponu

eklenmis ve DNA’lar kullanima hazir hale getirilmistir.

Izole edilen DNA’lar derin dondurucu da -20° °C saklanmistir. Toplanan su
orneklerinden elde edilen genomik DNA’ lar da yukaridaki DNA izolasyon yontemi
ve hazir DNA izolasyon kitleri (Qiagen-DNA izolasyon kiti) ile izole edilerek elde

edilmistir.
3.2.4 Bakteriyel DNA’nin kalitatif tayini

DNA’larin izolasyonun son asamalarinda sodyum asetat eklendiginde tiip

igerisinde ¢cok yogun olmayan bir pelet gozlenmistir.
3.2.5 Bakteriyel DNA’nin kantitatif tayini

dsDNA preparasyonlarinin yaklasik safligi 260 ve 280 nm’deki absorbanslarin
orantyla (Azso/ Azgo) belirlemek miimkiindiir. Absorbsiyon spektrumunun sekli ayni
zamanda ekstriksiyon katsayisi, bazlarin dogasiyla degisiklik arz eder. Soyle ki, saf
dsDNA i¢in Ao/ Azgo=1,8dir. Saf bir RNA’nin ki ise 2.0 civarindadir. Protein dogal
olarak Amax=280 oldugu icin 260/280 orani 1’den kiiciiktiir. Buna gore bir DNA
orneginde Ajgo/ Agzgo degeri 1.8 den biiylik ise RNA kontaminasyonuna 1.8 den
kiiglik ise protein veya fenol kontaminasyonuna isarettir. Azgo/ Azgo 1.5-1.8 arasinda

olmast DNA izolasyonunun basarili oldugu anlamina gelmektedir (Turner 2004).

3.2.6 Primerlerin hazirlanmasi

Bu indikator tilirlerin gen bolgelerini belirlenmek iizere ileri ve geri primer
setleri tasarlannugtir. Bunun icin DNA-MAN ve Invitrogen bilgisayar programi
kullanilmistir. Elde edilen kromozomal DNA’dan dizayn edilen primerler ticari

sirketlerden saglanmistir.
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E. coli, S. thypi, S. sonnei igin kullandigimiz primerler modifiye edilerek hazirlanmig

ve asagidaki gizelge 3.7 * de verilmistir (Pass vd. 2000, Way vd. 1993).

Cizelge 3.7 Bakteri primerleri’nin listesi

Bakteri Ad1 | Primer Ad1 | Primer Adx Boyut(bp)
E. coli CNF,-F 5-GTGAGGCTCAACGAGATTATGCACTG- 839
3

CNF,-R 5-CCACGCTTCTTCTTCAGTTGTTCCTC-3'

S. typhi Hin1750-F [ 5-CTAGTGCAAATTGTGACCGCA-3' 239
Hinl1750-R [ 5-CCCCATCGCGCTACTGGTATC-3'

E. coli VirF 5-AGCTCAGGCAATGAAACTTTGAC-3' 618
VirR 5TGGGCTTGATATTCCGATAAGTC3

S. sonnei IpaH-F 5'CCTTGACCGCCTTTCCGATAZ 606
IpaH-R 5'CAGCCACCCTCTGAGGTACT3

3.2.7 Primer Tm (ayrilma) sicakhiklarinin hesaplanmasi

Kullanmilan primerlerin Tm

sicakliklari

kullanilarak hesaplanmaistir.

Cizelge 3.8 Primer Tm sicakliklarinin Hesaplanmasi

Oligo Analyzer 3.0 programi

Tme primer:57,3 °C

Tmg primer— 58,8 °C

Tmorn= ( TMe primer + Tmg primer) /2= 58,05 °C
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3.2.8 PCR reaksiyonu ve optimizasyonu

PCR icin bu primer setleri ve saflastirilmis genomik DNA, PCR master
karistirnmina (Fermantas, Kanada) ilave edilmistir ve PCR i¢in hazir hale getirilmistir.

Bu islemde kullanilan PCR karisimi ¢izelge 3.8 de verilmistir.

Cizelge 3.9 Cnf; geni i¢in PCR optimizasyonu

Kimyasalin adi Hacim
10x buffer 12.5 ul
Mg* 7.5 ul
Geri primer 12.5 ul
Ileri primer 12.5 ul
dNTP’ler 20 pl
Tag polimeraz 0.5 ul
Steril distile su 47.5 ul
TOPLAM 113 ul

Olusan karisim 5 tane PCR tiipiline esit olarak paylastirilir. Bir tanesi negatif
kontrol olarak kalmak {izere 4 tiipiin i¢ine 3 pl DNA koyulmustur ve PCR uygulamsi

icin thermal cycler’ a yerlestirilmistir.
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Cizelge 3.10 Hin 1750 geni i¢in PCR optimizasyonu

Kimyasalin ad1 Hacim
10x buffer 12.5 ul
Mg 7.5 ul
Geri primer 12.5 ul
Ieri primer 12.5 ul
dNTPs 20 pl
tag polymeraz 0.5 ul
steril distile su 325 ul
TOPLAM 98 nl

Olusan karisim 5 tane PCR tiipiline esit olarak paylastirilir. Bir tanesi negatif
kontrol olarak kalmak tizere 4 tiipiin i¢ine 3 pl DNA koyulmustur ve PCR uygulamsi

igin thermal cycler’ a yerlestirilmistir.

Cizelge 3.11 IpaH geni i¢in PCR optimizasyonu

Kimyasalin adi Hacim
10x buffer 12.5 ul
Mg 7.5 ul
Geri primer 12.5 ul
Ieri primer 12.5 ul
dNTPs 20 ul
tag polymeraz 0.5 pul
steril distile su 325l
TOPLAM 98 nl
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Olusan karisim 5 tane PCR tiipiine esit olarak paylastirilir. Bir tanesi negatif
kontrol olarak kalmak iizere 4 tiipiin i¢ine 3 ul DNA koyulmustur ve PCR uygulamsi

igin thermal cycler’ a yerlestirilmistir.
3.2.9 Tez calismasin da her bir gen icin kullanilan primerlerin PCR protokolii

Her bir gen bolgesi igin kullanilmig olan PCR protokolleri asagidaki ¢izelgede

verilmistir.

Cizelge 3.12 Cnf, geninin PCR protokolii

Sicakhik Zaman Dongii sayisi
95°C 30 sn. 1
72°C 1 dk. 5
95°C 30 sn. 20
63 °C 30 sn. 20
72°C 30 sn. 20
72 °C 5 dk. -

Cizelge 3.13 Hin geninin PCR protokolii

Sicakhik Zaman Dongii sayisi
94 °C 2 dk. 1
94 °C 1.5 dk. 30
62 °C 30 sn. 30
72°C 1.5 dk. 30
72°C 7 dk. -
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Cizelge 3.14 ipaH genin PCR protokolii

Sicaklik Zaman Dongii sayisi
94 °C 2 dk. 1
94 °C 1dk. 35
62°C 1 dk. 35
72°C 2.5 dk. 35
72°C 10 dk. -

— istenilengen = =—=<{T—

/T N =—  4.dongi

= < 2. dongii
\_<_ —]
— <= .
————¢( | 1.dongii T eeeeee- 35. dOngii

2% =68 milyon
kopya

Sekil 3.5 Bir PCR dongiisiiniin sematize hali
3.2.10 Jel Elektroforezi, boyama ve goriintiileme

Belirlenen gen iirlinlerinin her biri mini elektroforez tankinda ethidium
bromide boyasi ile hazirlanmis %1°lik agaroz jelde 240 Volt, 80 amper’ de 1 saat
yuriitilmiis ve UV lambasi altinda incelenmistir. Fotograf makinesiyle resimleri

¢ekilmis ve bulgulara eklenmistir.
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4 BULGULAR

Calisma’nin ilk asamasin da pozitif kontrol olabilmesi igin referans olarak
gelen E. coli, S. typhi, S. sonnei bakteri suslari laboratuvarda ekimi yapilarak

cogaltilmistir.

Calisma boyunca Eyliil 2009-Agustos 2010 tarihleri arasinda olmak tizere her
ay istasyon bolgelerden su Ornekleri toplanmistir. Su 6rnekleri alinirken pH 6lgtimleri

ve sicaklik 6l¢limleri yapilmastir.
4.1 Deniz suyu sicakhig ve pH’ lardan elde edilen bulgular

Aylara ve bolgelere gore elde edilen sicaklik ve pH’ lar. Asagidaki (Cizelge
4.1, Cizelge 4.2, Cizelge 4.3, Cizelge 4.4)’ te verilmistir.

Cizelge 4.1 Konyaalt1 bolgesi i¢in aylara gore su sicakliklar1 ve pH’ lar1

Aylar pH Sicaklik °C
Agustos 7.81 28.7
Eyliil 7.79 26
Ekim 7.80 24
Kasim 7.88 23
Aralik 7.99 18
Ocak 8.00 17.6
Subat 8.22 16
Mart 8.10 16
Nisan 8.12 17
May1s 7.93 20
Haziran 7.94 23
Temmuz 7.86 27
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Cizelge 4.2 Side bolgesi icin aylara gore su sicakliklar: ve pH’lar1

Aylar pH Sicakhik °C
Agustos 7.88 29
Eyliil 7.88 26.5
Ekim 7.86 25
Kasim 7.85 24
Aralik 7.85 19
Ocak 7.83 18
Subat 7.84 16.5
Mart 7.85 17
Nisan 7.85 18
May1s 7.90 21
Haziran 7.87 23
Temmuz 7.86 26

Cizelge 4.3 Liman bdlgesi i¢in aylara gore su sicakliklar1 ve pH’lar

Aylar pH Sicaklik °C
Agustos .77 27
Eyliil 7.73 25
Ekim 7.73 23
Kasim 7.80 22.5
Aralik 7.89 18
Ocak 791 17.4
Subat 8.08 15.7
Mart 8.01 15.9
Nisan 8.02 16
Mayis 7.96 20
Haziran 7.80 21.6
Temmuz 7.81 24

26




Cizelge 4.4 Kemer bolgesi i¢in aylara gore su sicaklik ve pH’lar

Aylar pH Sicakhik °C
Agustos 7.85 26.8
Eyliil 7.87 25.5
Ekim 7.89 235
Kasim 7.89 22,5
Aralik 7.92 175
Ocak 7.95 17
Subat 7.97 15
Mart 7.94 16
Nisan 7.88 17
Mayis 7.89 19
Haziran 7.81 21.4
Temmuz 7.83 23

4.2 Referans suslarin iiretimi ile ilgili bulgular

E.coli bakterisi MacConkey besiyeri, nutrient agar besiyeri, endo agar
besiyerinde 37 °C’ de iiretilmis ve fotograflar1 ¢ekilmistir. Cekilen resimler Sekil
4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3’ te verilmistir.

Sekil 4.1 MacConkey besiyerinde E. coli (orijinal)
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Sekil 4.2 E. coli’nin nutrient agar’da iremis hali (orjinal)

Sekil 4.3 E. coli’nin endo agar da tiremis hali (orijinal)

S. typhi bakterisinin nutrient agarda, MacConkey agarda, XLD agar besi
yerinde 37 °C’ de tiretilmis ve fotograflar1 ¢ekilmistir. Cekilen resimler Sekil 4.4,
Sekil 4.5, Sekil 4.6 da verilmistir.
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Sekil 4.5 XLD besi yerinde S. typhi (orijinal)

Sekil 4.6 Nutrient agarda S. typhi (orijinal)
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S. sonnei bakterisinin MacConkey agarda, XLD agar besi yerinde 37 °C’
de tiretilmis ve fotograflari ¢ekilmistir. Cekilen resimler Sekil 4.7, Sekil 4.8” de

verilmistir.

Sekil 4.7 MacConkey agar da S. sonnei (orijinal)

Sekil 4.8 EMB agar da S. sonnei (orijinal)
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S. typhi, E. coli bakterileri ayn1 zaman da nutrient broth sivi besi yerinde de
tiretilmistir. Ornekler Sekil 4.9, Sekil 4.10° da verilmistir.

Sekil 4.10 E. coli nin nutrient broth’ta tiremis hali(orijinal)
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4.3 Mikroskobik calisma sonucu elde edilen bulgular

Gram boyama yapilan su 6rnekleri ve referans bakteriler mikroskop altinda

incelenmistir.

Sekil 4.12 Gram-negatif S. typhi (orijinal)

Sekil 4.13 Gram-negatif S. sonnei (orijinal)
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4.4 PCR cahsmalarma iliskin bulgular

Calismamizda toplam 4 bolge 12 ay olmak iizere 48 kez alinan deniz suyu
orneklerinden ve 3 adet referans bakteriden alinan Orneklerle toplam 51 6rneginin

bakteri DNA’s1 izole edilmistir.

E. coli, S. typhi ve S. sonnei referans suslarindan elde edilen DNA’larin Cnf,

Vir, Hin, ipaH primerleri kullanilarak 4 gen bélgesi i¢in 16 kez PCR yapilmustir.

DNA izolasyonunda elde edilen DNA peleti sekil 4.14’de gosterilmistir.

Sekil 4.14 DNA peleti
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E. coli bakterisi Cnf, gen bolgesi i¢in PCR iiriinii 839 baz ¢ifti uzunlugunda

olup tek bir bant halinde gozlenmistir.

839 bp

Sekil 4.15 E. coli genomik DNA’simin Agaroz jelde goriiniisii
1)1 DNA isaretleyicisi
2) 2. E. coli (Cnf;, gen bolgesi) 6rnegi
3) 3. E. coli (Cnf; gen bolgesi) 6rnegi
4) 4. E. coli (Cnf,gen bolgesi) 6rnegi
5) 5. E. coli (Cnf ; gen bolgesi) ornegi

6) Negatif kontrol
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E. coli bakterisi Hin gen bolgesi i¢in PCR iiriinii 239 baz ¢ifti uzunlugunda. olup

tek bir bant halinde gozlenmistir.

300 bp
239 bp

200 bp

Sekil 4.16 E. coli genomik DNA’sinin agaroz jelde goriiniisi
1)M: DNA isaretleyicisi
2) 2. E. coli (Hin gen bolgesi) 6rnegi
3) 3. E. coli (Hin gen bolgesi) 6rnegi
4) 4. E. coli (Hin gen bolgesi) 6rnegi
5) 5. E. coli (Hin gen bolgesi) drnegi

6) Negatif kontrol
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E. coli bakterisi IpaH gen bolgesi icin PCR iiriinii 606 baz ¢ifti uzunlugunda olup tek bir

bant halinde g6zlenmistir

606 bp —)

Sekil 4.17 E. coli genomik DNA’sinin agaroz jelde goriiniisii

1)1. DNA isaretleyicisi
2) 2. E. coli (IpaH gen bolgesi) 6rnegi

3) Negatif kontrol
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S. typhi bakterisi Cnf ; gen bolgesi igin PCR iiriinii 839 baz ¢ifti uzunlugunda

olup tek bir bant halinde gozlenmistir

839 bp

Sekil 4.18 S. typhi genomik DNA’sinin agaroz jel’de goriiniisii

1) 1. DNA isaretleyicisi

2) 2. S. typhi (CNFgen bolgesi)
3) 3.S. typhi (CNF gen bolgesi)
4) 4. S. typhi (CNF gen bolgesi)

5) Negatif kontrol
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S. typhi bakterisi Hin gen bdlgesi i¢in PCR iiriinii 239 baz gifti olup tek bir bant

halinde gozlenmistir

300 bp
239 bp

200 bp

Sekil 4.19 S. typhi genomik DNA’sinin agaroz jel’de yiiriitiilmiis hali

1)M: DNA isaretleyicisi

2) 2.S.typhi (Hin gen bolgesi)
3) 3. S. typhi (Hin gen bolgesi)
4) 4.S. typhi (Hin gen bolgesi)
5)5. S. typhi (Hin gen bolgesi)

6) Negatif kontrol
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S. typhi bakterisi ipaH gen bélgesi i¢in PCR iiriinii 606 baz ¢ifti uzunlugunda .

olup tek bir bant halinde gozlenmistir

Sekil 4.20 S. typhi genomik DNA’sinin agaroz jel goriiniisii
1)1. DNA isaretleyicisi

2) 2 S. typhi (IpaH gen bolgesi) 6rnegi
3) Negatif kontrol
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S. sonnei bakterisi ipaH gen bélgesi i¢in PCR iiriinii 606 baz ¢ifti olup tek bir

bant halinde g6zlenmistir

606 bp

Sekil 4.21 S. sonnei genomik DNA’sinin agaroz jel goriiniisi
1)1 DNA isaretleyicisi
2) 2.S. sonnei (IpaH gen bolgesi) 1.6rnegi

3) 3.Negatif kontrol
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S. sonnei bakterisi Cnf, gen bolgesi i¢in PCR iiriinii 839 bp. olup tek bir bant

halinde gozlenmistir

Sekil 4.22 S. sonnei genomik DNA’sinin agaroz jel goriiniisii
1)1. DNA isaretleyicisi

2) 2.S.sonnei (Cnf, gen bolgesi) 6rnegi
3) 3. S.sonnei (Cnf , gen bolgesi) 6rnegi
4) 4. S. sonnei (Cnf  gen bolgesi) drnegi
5) 5. S. sonnei (Cnf ; gen bdlgesi) drnegi

6) Negatif kontrol
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S. sonnei bakterisi Hin gen bolgesi i¢in PCR {irtinii 239 bp. olup tek bir bant

halinde gozlenmistir

300 bp
239 bp

200 bp

Sekil 4.23 S. sonnei genomik DNA’sin1 agaroz jel gorliniisii
1) 1.DNA isaretleyicisi
2) 2..S.sonnei (Hin gen bolgesi) drnegi
3) 3.. S. sonnei (Hin gen bolgesi) 6rnegi
4) 4. S. sonnei (Hin gen bolgesi) rnegi
5) 5. S. sonnei (Hin gen bolgesi) 6rnegi

6) Negatif kontrol
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4.5 Deniz suyundan elde edilen DNA’larin PCR sonuclar:

Her ay 1 istasyon i¢in E. coli Cnf,, Hin, ipaH, S. typhi i¢in Cnf,, Hin, ipaH,
S. sonnei i¢in Cnf,, Hin, IpaH primerleri kullanilarak toplam 48 adet PCR yapilmustir.

Tim istasyonlarda yapilan PCR ¢alismalart sirasinda yalnizca 7. ve 8. yani

Temmuz ve Agustos aylarinda E. coli Cnf, ve Hin genleri pozitif olarak gézlenmistir.

S. typhi, S. sonnei 12 ay boyunca higbir istasyonda gézlenmemistir.

Sekil 4.24 Konyaalt1 bolgesin de E. coli Cnf ; gen bolgesinin 1.0cak, 2.Subat, 3.Mart,
4 Nisan , 5.Mayis, 6.Haziran, 7.Temmuz, 8.Agustos, 9.Eyliil, 10.Ekim, 11. Kasim

aylarina gore PCR sonuglari
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Sekil 4.25 Konyaalt1 bolgesin de aylara gore alinan su 6rneklerinden izole edilen
DNA’da S. typhi bakterisi Hin gen bolegesinin 1.0cak, 2.Subat, 3.Mart, 4.Nisan ,
5.Mayis, 6.Haziran, 7.Temmuz, 8.Agustos, 9.Eyliil, 10.Ekim, 11. Kasim aylarina gére
PCR sonuslari

Sekil 4.26 Konyaalt1 bolgesin de aylara gore alinan su 6rneklerinden izole edilen

DNA’da S. sonnei bakterisi ipaH gen bolegesinin 1.0cak, 2.Subat, 3.Mart, 4.Nisan ,
5.Mayis, 6.Haziran, 7.Temmuz, 8.Agustos, 9.Eyliil, 10.Ekim, 11. Kasim aylarina gore
PCR sonuglari
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Sekil 4.27 Liman bolgesin de aylara gore alinan su drneklerinden izole edilen DNA’da
E. coli bakterisi Cnf, gen bolgesinin 1.0cak, 2.Subat, 3.Mart, 4.Nisan , 5.Mayzs,
6.Haziran, 7.Temmuz, 8.Agustos, 9.Eyliil, 10.Ekim, 11. Kasim aylarina gére PCR

sonuglari

Sekil 4.28 Liman bolgesin de aylara gore alinan su drneklerinden izole edilen DNA’da

S. typhi bakterisi Hin gen bdlgesinin 1.0cak, 2.Subat, 3.Mart, 4.Nisan , 5.Mayis,
6.Haziran, 7.Temmuz, 8.Agustos, 9.Eyliil, 10.EKim, 11. Kasim aylarina gére PCR

sonugclari

45



Sekil 4.29 Liman bolgesin de aylara gore alinan su drneklerinden izole edilen DNA’da
S. sonnei bakterisi ipaH gen bdlgesinin aylara gore PCR sonuglari 1.0cak, 2.Subat,
3.Mart, 4.Nisan , 5.Mayis, 6.Haziran, 7.Temmuz, 8.Agustos, 9.Eyliil, 10.Ekim, 11.

Kasim

839 bp wmp

Sekil 4.30 Kemer bolgesinde aylara gore alinan su 6rneklerinden izole edilen DNA’da

E. coli bakterisi Cnf, gen bolgesinin 1.0cak, 2.Subat, 3.Mart, 4.Nisan , 5.Mayis,

6.Haziran, 7.Temmuz, 8.Agustos, 9.Eyliil, 10.EKim, 11. Kasim aylarina goére PCR

sonugclari
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Sekil 4.31 Kemer bolgesinde aylara gore alinan su drneklerinden izole edilen DNA’da
S. typhi bakterisi Hin gen bolgesinin 1.0cak, 2.Subat, 3.Mart, 4.Nisan , 5.Mayis,
6.Haziran, 7.Temmuz, 8.Agustos, 9.Eyliil, 10.Ekim, 11. Kasim aylarina goére PCR

sonuglari

Sekil 4.32 Kemer bolgesin de aylara gore alinan su drneklerinden izole edilen DNA’da

S. sonnei bakterisi ipaH gen bolgesinin 1.0cak, 2.Subat, 3.Mart, 4.Nisan , 5.Mayis,
6.Haziran, 7.Temmuz, 8.Agustos, 9.Eyliil, 10.EKim, 11. Kasim aylarina gére PCR

sonugclari
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Sekil 4.33 Side bolgesin de aylara gore alinan su drneklerinden izole edilen DNA’da E.
coli bakterisi Cnf ; gen bolgesinin 1.0cak, 2.Subat, 3.Mart, 4.Nisan , 5.Mays,
6.Haziran, 7.Temmuz, 8.Agustos, 9.Eyliil, 10.Ekim, 11. Kasim aylarina gére PCR

sonuglari

Sekil 4.34 Side bolgesin de aylara gore alinan su drneklerinden izole edilen DNA’da S.

typhi bakterisi Hin gen bolgesinin 1.0cak, 2.Subat, 3.Mart, 4.Nisan , 5.Mayis,
6.Haziran, 7.Temmuz, 8.Agustos, 9.Eyliil, 10.EKim, 11. Kasim aylarina gére PCR

sonugclari
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Sekil 4.35 Side bolgesin de aylara gore alinan su drneklerinden izole edilen DNA’da
S. sonnei bakterisi ipaH gen bolgesinin 1.0cak, 2.Subat, 3.Mart, 4.Nisan , 5.Mayzs,
6.Haziran, 7.Temmuz, 8.Agustos, 9.Eyliil, 10.Ekim, 11. Kasim aylarina gére PCR

sonuglari
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5 TARTISMA

Escherichia coli, Salmonella typhi ve Shigella sonnei basta insanlar olmak
tizere hayvanlar da da enfeksiyon olusturdugu i¢in dnemli bir patojendir. Bu tez
calismasinda deniz sularindan alinan su 6rneklerinde patojen olan E. coli, S. typhi,
S. sonnei suslarinda Cnf, Hin, ipaH gen bolgelerine bakarak kirlilik indikat6rlerinin

varlig1 saptamanya calisilmistir.

Diinya Saghk orgiitii (DSO) zoonotik hastaliklar1 hayvanlar ve insanlar
arasinda dogal olarak nakledilen hastaliklar olarak tanimlamaktadir. Zoonotik
hastaliklar hem gelismis iilkelerde hem de gelismekte olan iilkeler i¢in bir sorun
olusturmaktadir. Bu hastaliklar insanlara i¢cme sulari ve deniz sularindan

bulasabilmektedir.

E. coli, S. sonnei, S. typhi bakterileri sucul ¢evrelerde yaygin olarak bulunur.
Deniz suyundan siklikla izole edilir. Bu bakteriler cevresel kaynaklardan insanlara ve

deniz {irtinlerine siklikla bulasir ve insanlarda enfeksiyona neden olur (Pass 2002).

Temmuz ve Agustos aylarinda en ¢ok E. coli bakterisinin neden oldugu ishaller
goriilmektedir. Bunlara turist ishali de denmektedir. Bu tiir ishaller, kanalizasyon
sularinin karistigy, kirli suda yiizmek veya bu kirli sularin bulastigi gidalarin tiiketilmesi
sonucunda olugmaktadir. Ayn1 zaman da agik yaralar da enfeksiyona yol agmakla
birlikte idrar yolu enfeksiyonlarina neden olur (Way vd. 1993). insanda patojen olan
S.sonnei ishal, mide bulantisi, kusma, mide kramplar1 olmak {izere bir ¢ok hastaliga yol

acar.

Tez calismasinda kullanilan 1. bakteri tiiri E.coli’ dir. E.coli baslica ishalli
hastaliklar olmakla beraber idrar yolu enfeksiyonlari, menenjit, peritonit gibi
hastaliklara yol agmaktadir. Aldigimiz deniz suyu 6rneklerinde E.coli indikatoriini
tespit icin Cnf,, Hin, IpaH virulans gen bélgeleri segilmistir. E. coli virulans gen
bolgelerinin tespiti i¢in yapilan PCR sonucunda Konyaalti, Kemer sahil bolgelerinde
sadece Cnf, gen bolgesi pozitif PCR sonucu vermistir. Bu sonug, Temmuz, Agustos
aylarinda deniz suyu sicakligindaki artigla beraber turizm faaliyetlerinin artmasina bagl

fekal kirliligin arttigint dogrulamaktadir. Pass (2002) calismasinda da tathi su
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orneklerinden izole edilen DNA’ da E. coli bakterisi Cnf, gen bolgesine ve fekal

indikatorlerde pozitif bantlara rastlanmistir.

Calismada kullanilan 2. bakteri S. typhi insanlarda tifo, septisemi ve gastroenterit
gibi enfeksiyonlara yol acgar. S. typhi varliginin tespiti i¢in Hin gen bolgesi segilmistir.
Calisma deniz suyu Orneklerinden elde edilen DNA’larda Hin pozitif virulans gen
bolgesi tespit edilememistir. Way 1993 c¢alismasinda da 37 °C’ deki deniz suyundan
alinan Orneklerde DNA izolasyonu yapilmis ve S. typhi bakterisi Hin geni i¢in PCR
optimizasyonu uygulanmistir. Bu 6rneklerde S. typhi bakterisi Hin gen bolgesine ait
pozitif banta rastlanmamistir. Bu sonu¢ bizim ¢alismamizda bulunan sonucu

desteklemektedir.

Calismada kullanilan 3. Bakteri tiirii S.sonnei tiirlerinin tespiti i¢in ipaH gen
bolgesi secilmistir. IpaH geni biitin Shigella tiirleri igin secici bir gendir.
Calismamizda deniz suyu Orneklerinin PCR optimizasyonu sonucunda ipaH gen
bolgesine rastlanilmamistir. Kong 2002 tarafindan yapilan PCR ¢alismasinda da ayni
bizim ¢alismamizda g6zlemledigimiz gibi deniz suyunda hicbir Shigella tiiriine

rastlanmadig gorilmiistiir.

Duarte (2009) PCR sonuglarina gére S.sonnei bakterisi ipaH gen bdlgesine
deniz suyu orneklerinde rastlanilmamigtir. Fakat bazi cografik bolgelerde E.coli varlig
rapor edilmistir. Yaptiimiz molekiiler biyolojik ¢alismalar sonucu izole ettigimiz

deniz suyu orneklerinde benzerlik gostermistir.

Literatiirde fekal bakterilere ait virulans genlerinin varliginin saptanmasi
amactyla tekli veya ¢coklu PCR yontemlerinin kullanildig1 diger ¢alismalar mevcuttur
( Gilbride 2006, Wilderer vd. 2002). Coklu veya tekli PCR yontemi kullanilarak
yapilan tespit ¢caligmalarinin mikrobiyolojik tespit yontemlerine kiyasla daha ¢abuk ,

daha ekonomik ve kesin oldugu vurgulanmistir ( Cann vd. 2004).

Calismamizda kullanilan PCR yo6netmi ile bu virulans gen tespiti yani indikator
tespiti 0rnek alindigi giin yapilabilmektedir. Ancak mikrobiyolojik yontemle 1 — 2
hafta icerisinde ayni sonuca varmak miimkiin olabilmektedir ( Arda 1995). Buda

calismamizin bilime olan olumlu katkisidir.
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Bu arastirmada kullanilan molekiiler metodoloji ile deniz suyundaki bakterilerin
varlig1 tespit edilmis ancak bakteri miktar1 ve insan saghigini etkileyebilecek diizeyde
olup olmadigi belirlenememistir. Bu sonuglar miktar tespiti ile ilgili daha sonra

yapilacak Real-Time PCR teknolojisi ¢alismalarina temel olusturacaktir.

Koliform bakteriler ancak belirli sayisal yeterlilige ulaginca hastalia neden
olmaktadir. Calismamiz sonucu Konyaalt1 ve Kemer gibi 6zellikle yaz aylarinda turistik

faliyetinin ¢ok oldugu deniz kiyisinda E.coli indikatoriiniin varligi ortaya ¢ikmustir.
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6. SONUC

Agustos 2009 - Agustos 2010 aylar1 arasinda Antalya korfez bolgesi sinirlart
icerisinde bulunan konyaalti, side, kemer, liman sahillerindeki 4 istasyondan deniz
suyu Ornekleri toplanmis, Ozellikle kanalizasyon kaynakli indikatér koliform
patojenlerden E. coli, S.typi, S. sonnei’ nin molekiiler biyolojik yontemlerden biri olan
PCR yontemi ile hizli tespitini yapmak amaglanmistir. Bu bdlge de daha once
molekiiler biyolojik c¢alisma yapilmadigindan c¢aligma bir ilk olarak kabul
edilmektedir. Molekiiler biyolojik methodlar hizlilig1 ve giivenirligi agisindan tercih

edilmistir.

Calismada toplam 48 su Ornegini toplanmistir. Yapilan bakteri DNA’s1
izolasyonu sonucu ve PCR Reaksiyonu ve Optimizasyonu sonucu 7. ve 8. aylarda

E.coli bakterisine rastlanmustir.

Genelde bakteriye rastlanilmamasina karsin karsin kaba filtreden gegirilen

ornekler de istenmeyen maddelere rastlanilmistir.

Tirkiye de turizm aktivitelerinin yaklasik % 40’1 Antalya kiyilarinda
gerceklesmektedir. Bu aktiviteler ayn1 zamanda su ve kati atiklara dayali cevre

sorunlarini da beraberinde getirmektedir. Kirliligin ¢ok olmamasina ragmen,
e Hizli niifus artis1 sonucu Antalya kiyilarinin hizla kirlendigi,

e Yagis ve karasal girdilerin korfezin kirliligine katkida bulundugu

dikkate alinmalidir.

Bu calismanin bulgulart 1s1ginda, Konyaalti, Lara, Side, Kemer plajlarinin
kantitatif bakteri tayini ile kesin Kirlilik tespitinin yapilmasi ve tasima kapasitesini

hesaplanarak plaj yonetim plan1 olusturulmasi 6nerilmektedir.
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