T.C.
MUS ALPARSLAN UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

JENERIK Escherichia coli POPULASYONUNUN
TARIMSAL SULARDA HIZLI TESPITI iCiN
SPEKTROFOTOMETRIK YONTEM
GELISTIRILMESI

Rabia OZTURK
YUKSEK LiSANS TEZI

Gida Giivenligi Anabilim Dah

Ocak-2023
MUS
Her Hakk: Sakhdir



T.C.
MUS ALPARSLAN UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

JENERIK Escherichia coli POPULASYONUNUN
TARIMSAL SULARDA HIZLI TESPITI iCIN
SPEKTROFOTOMETRIK YONTEM
GELISTIiRILMESI
Rabia OZTURK
YUKSEK LiSANS TEZI

Gida Giivenligi Anabilim Dah

Damisman: Dog. Dr. Zeynal TOPALCENGIZ

Ocak-2023
MUS
Her Hakki Sakhdir



TEZ KABUL ve ONAYI

RABIA OZTURK tarafindan

hazirlanan  “Jenerik  Escherichia coli

Popiilasyonunun Tarimsal Sularda Hizli Tespiti Igin Spektrofotometrik Yontem
Gelistirilmesi” adli tez ¢alismas1 26/12/22 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan oy birligi
ile Mus Alparslan Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Gida Giivenligi Anabilim
Dali’nda YUKSEK LISANS TEZI olarak kabul edilmistir.

Jiiri Uyeler

Baskan

Dog. Dr. Sedat BOZARI

Mus Alparslan Universitesi,

Fen Edebiyat Fakiiltesi,
Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Damisman

Dog. Dr. Zeynal TOPALCENGIZ
Mus Alparslan Universitesi,
Miihendislik-Mimarlik Fakiiltesi,
Gida Miihendisligi

Uye

Dog. Dr. ilker AVAN

Eskisehir Teknik Universitesi,
Fen Fakiiltesi,

Kimya Boliimii

Yukaridaki sonug;

Imza

Enstiti Yonetim Kurulu ..... [ooi... [oooo... Tarih ve ......... [oviinnnnn. nolu karar

ile onaylanmuigtir.

Sedat BOZARI
FBE Miidiirii

Bu tez caliymast Mus Alparslan Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimini tarafindan BAP-21-MMF-4902-03 nolu proje ile desteklenmistir



TEZ BILDIiRiMi

Bu tezdeki biitiin bilgilerin etik davranis ve akademik kurallar ¢ercevesinde elde
edildigini ve tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu c¢alismada bana ait

olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina eksiksiz atif yapildigini bildiririm.

DECLARATION PAGE

| hereby declare that all information in this document has been obtained and
presented in accordance with academic rules and ethical conduct. | also declare that, as

required by these rules and conduct, | have fully cited and referenced all material and
results that are not original to this work.

Imza
Rabia OZTURK

Tarih:



OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

JENERIK Escherichia coli POPULASYONUNUN TARIMSAL SULARDA HIZLI
TESPITI iCIN SPEKTROFOTOMETRIK YONTEM GELISTIRILMESI
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Mus Alparslan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Giivenligi Anabilim Dah

Damsman: Dog. Dr. Zeynal TOPALCENGIZ

Bu c¢alismanin amaci, tarimsal sularin mikrobiyolojik kalitesinin belirlenmesi igin
spektrofotometrik yontem gelistirilmesidir. Dort farkli kaynaktan alinan tarimsal su numunelerinde
jenerik Escherichia coli popiilasyonuna bakildi. Gelistirilen spektrofotometrik model {izerinden
belirlenmis jenerik E. coli popiilasyonlarinin sonuglari ile geleneksel kiiltiir tabanli yontemlerin [en
muhtemel say1 (log MPN/100 mL), membran filtrasyon (log CFU/100 mL)] sonuglar1 arasindaki
korelasyon karsilasgtirildi. Arastirma sonucunda inkiibasyon zamanina bagli (saat) kromajenik boya
(DMSO) ekstraksiyonu sonrasi spektrofotometrik (632 nm) okuma bazl referans jenerik E. coli modelleri
icin hesaplanan R? degerleri ATCC 25922 susunda 12 saat sonunda (R?=0.9195), ATCC 35128 susunda
ise 10 saat sonunda (R?=0.8647) bulundu. Ayrica ekstraksiyon sonrasi, ODg32 okuma bazli jenerik E. coli
ATCC 25922 ve ATCC 35218 suslarindan elde edilen modellerle, hesaplanan popiilasyonlar1 arasinda
yiiksek lineer korelasyon (R?=1.00) tespit edildi. Elde edilen sonuclarda tarimsal su numunelerinde
jenerik E. coli popiilasyonlarinin belirlenmesinde kullanilan membran filtrasyon yontemi ile gelistirilen
spektrofotometrik yontem arasindaki korelasyon orta yiiksek bulundu (R>=0.684). Tarimsal sularda
jenerik E. coli’nin tespitinde kullanilan membran filtrasyon yontemi ile elde edilen sonuglar, gelistirilen
spektrofotometrik okuma bazli yontemle yakin de@erler gostermistir. Gelistirilen spektrofotometrik
yontem, tarimsal sularda jenerik E. coli popiilasyonunun hizli tespitinde kullanilabilir.

2023, 73 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Indikatér mikroorganizmalar, Jenerik Escherichia coli, Kromajenik besi
yeri, Membran filtrasyon, Spektrofotometrik yontem, Tarimsal sular



ABSTRACT

MASTER THESIS

DEVELOPMENT OF SPECTROPHOTOMETRIC METHOD FOR RAPID
DETERMINATION OF GENERIC Escherichia coli POPULATION IN
AGRICULTURAL WATERS

Rabia OZTURK

Mus Alparslan University
Natural and Applied Science
Department of Food Safety

Advisor: Dog. Dr. Zeynal TOPALCENGIZ

This study aims to develop a spectrophotometric method for determining the microbiological
quality of agricultural waters. Generic Escherichia coli populations in four different agricultural water
sources. Results of generic E. coli populations determined through the developed spectrophotometric
model and traditional culture-based methods [most probable number (log MPN/100 mL), membrane
filtration (log CFU/100 mL)] results were compared. After (DMSO) extraction, a high linear correlation
between populations calculated by models derived from generic E. coli strains ATCC 25922 and ATCC
35218 based on ODs3, reads at 12 hours (R?=0.9195) and ATCC 35128 at 10 hours (R?=0.8647). The
correlation between the membrane filtration method used in the determination of the scattering and the
developed spectrophotometric method was found to be moderately high (R?=0.684). The results obtained
with the membrane filtration method used in the detection of generic E. coli in agricultural waters showed
close values to the results obtained with the developed spectrophotometric reading-based method. The
developed spectrophotometric method can be used for rapid detection of the generic E. coli population in
agricultural waters.

2023, 73 Pages

Keywords: Agricultural waters, Chromagenic medium, Generic Escherichia coli, Indicator
microorganisms, Membrane filtration, Spectrophotometric method
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1. GIRIS

Mikrobiyal su kalitesinin yonetimi; rekreasyon, su iriinleri yetistiriciligi, tarim
amagcli sulamalar ve igme suyu kaynaklarinda insan sagliginin korunmasi i¢in uzun
siiredir devam eden bir ge¢mise sahiptir. Niifustaki artis, toplumlarin sosyal, ekonomik,
kiiltirel yapilarindaki degisim ve tarim teknolojisindeki ilerlemeler, tarim
endiistrisindeki ekim talebini ve tarimsal su ihtiyacini arttirmistir. Tarimsal tiretimdeki
bu biiylime, toprak ve su yollarin1 kirleten kirleticilerin de artisina neden olmustur
(Armagan ve Ozdogan, 2005; CDC, 2016c; Partyka ve ark., 2018a).

Resmi Gazete’nin 31.12.2004 tarihli ve 25687 sayili “Su Kirliligi Kontrolii
Yonetmeligi’'nde su kalitesi kriterleri: “Kullanim amaglarimin  belirlenmis olup
olmadigina bakilmaksizin biitiin su kaynaklarimin dengeli ve saglikly ortamlar olarak
muhafazast esasina gore, su kaynaklarinin korunmasina ve kullanim planlanmasina
temel teskil etmek itizere, yapilmis veya yapilacak kullanim siniflarina uygunluk
acisindan su kaynaklarindan beklenen fiziksel, kimyasal ve biyolojik ozellikler”
seklinde; su kirliligi ise: “Su kaynagimin kimyasal, fiziksel, bakteriyolojik, radyoaktif ve
ekolojik ozelliklerinin olumsuz yonde degismesi seklinde gozlenen ve dogrudan veya
dolayli yoldan biyolojik kaynaklarda, insan saglhiginda, balik¢ilikta, su kalitesinde ve
suyun diger amaclarla kullanilmasinda engelleyici bozulmalar yaratacak madde veya
enerji atiklarinin bosaltiimaswni...” seklinde tanimlanmaktadir.

Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajanst (EPA)na gore, noktasal
olmayan kaynak (NPS) kirliligi: “Endiistriyel ve kanalizasyon aritma tesislerinden
kaynaklanan kirliligin aksine, bir¢ok yaygin kaynaktan gelir. NPS kirliligi, yagmurun
veya kar erimesinin zeminde hareket etmesinden kaynaklanir. Akis hareket ettikge,
dogal ve insan yapimi kirleticileri alip gotiiriir ve sonunda onlart gollere, nehirlere,
sulak alanlara, kit sularina ve yer alti sularina birakir.” Seklinde ifade edilmistir. NPS
kirliligi, genellikle arazi akisi, yagis, atmosferik birikim, drenaj, sizint1 veya hidrolojik
modifikasyondan kaynaklanir (EPA, 2022).

Kirlenmis su; ishal, kolera, dizanteri, tifo ve Gine kurdu gibi enfeksiyonlarin
bulagmast i¢in tastyici bir mekanizma gorevi goriir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO), insan
saglhigini korumak ve gelistirmek amaciyla 2013-2020 yillarin1 kapsayan “Su Kalitesi ve
Saglik Stratejisi” baslikli rapora gore 2011 yilinda tiim kitalardan toplam 58 iilke de
589.854 kolera vakasi oldugunu bildirmistir (WHO, 2013).



Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezleri (CDC), gida kaynakli hastalik salgininm
“ayni kontamine yiyecek veya icecekten, iki veya daha fazla kisinin aymi hastaliga
vakalanmasi” olarak ifade etmektedir (CDC, 2019). 1995 yilinda Gidalar igin
Mikrobiyolojik Kriterler Ulusal Danisma Komitesi (NACNCF) gida kaynakli hastalik
ve taze iirlin vakalari arasindaki iliskinin arastirilmasini ve karakterize edilmesini ayrica
gida kaynakli salgin riskini azalmak igin Onerilerin sunulmasini istemistir. Komite
mevcut epidemiyolojik verileri, salgmla iliskili organizmalarin mikrobiyal ekolojisini
gbzden gecirmis ve biiylime, hasat, paketleme ve dagitim ig¢in kullanilan mevcut
endiistri uygulamalarini dikkate almigtir. Salmonella salginlar1 epidemiyolojik olarak
kavun, karpuz, domates, marul, kereviz, yonca filizi, maydanoz, pastorize edilmemis
portakal suyu ve diger ¢ig salata sebzeleri tiikketimi ile iliskili bulunmustur (De Roever
1998; Duffy ve ark., 2005).

CDC, 2006’dan giiniimiize sebze ve meyve tiiketiminden kaynakli salginlara
neden olan baslica mikroorganizmalari; Shiga toksin tireten Escherichia coli (STEC)
(yonca filizi, taze 1spanak vd.), Listeria monocytogenes (enoki mantari, fasulye filizi
vd.), Salmonella (domates, fistik ezmesi vd.), Cyclospora (taze feslegen vd.), Hepatit A
virlisli (dondurulmus c¢ilek, nargicegi) olarak listelemistir. 2006 Agustos-Eyliil aylarinda
Kaliforniya’da Escherichia coli (E. coli) O157:H7 salgin1t meydana gelmistir. Amerika
Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Idaresi (FDA) ve CDC salginmn, sulama sirasinda
kontamine olmus taze 1spanak tiiketimi ile iligkili oldugu bildirmistir (Gelting ve ark.,
2011; CDC, 2022b). Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD), 2006 yilindan bu yana E.
coli O157:H7 salginlarin1 marul, 1spanak, yemege hazir salata, ham yonca filizi ve
yaprakli yesilliklerin tliketimiyle iligkilendirmistir. 2018 yilinda roman marulu
tilketimiyle iligkili iki farkli E. coli O157:H7 salgininin geri izleme sorusturmalarinda,
E. coli O157:H7 salgin susu, bir ¢iftlikteki tarimsal su rezervuarindaki tortuda ve
kanaldan alinan su 6rneklerinde tespit edilmistir (CDC, 2022a).

Taze tiriinlerde patojenlerin hayatta kalmasini ve biiylimesini i¢sel, digsal ve ortiik
faktorler gibi belirli faktorlerin yani sira bu faktorler arasindaki karmagsik etkilesimler
etkileyebilir. Igsel faktorler, iiriiniin tiiriinii ve antimikrobiyal maddelerin varligmi
icerirken dig faktorler; yetistirme veya hasat sirasinda tarladaki sicaklik veya kosullar
gibi cevresel faktorleri igerir. Ortiik faktorler ise; mikroorganizmalar, besin kaynaklari,
stres tolerans1 ve lriinde igsellestirme yetenegi arasindaki rekabet veya etkilesimi

igerebilmektedir (Banach ve Van Der Fels-Klerx, 2020).



FDA, Gida Giivenligi Modernizasyon Yasasi (FSMA) kapsamina tarimsal suyun,
taze iirlinlerin bes ana mikrobiyal kontaminasyon kaynagindan birisi olarak agiklamistir.
Tarimsal su, taze {irtinlerin yetistiriciliginde ve hayvanciligin siirdlirebilmesi ig¢in
kullanilan su olarak tanimlanir (FDA, 2015; CDC, 2016a). Genellikle sulama igin
kullanilan tarimsal suyun (aritilmis ya da aritilmamus atik su, yiizey sulari, yeralt1 sulari,
yagmur suyu vb.) kalitesi suyun kaynagina, iilkenin gelismislik diizeyine ve iklimine
baghdir (Iwu ve Okoh, 2019). Tarimsal su yoluyla organik ve konvansiyonel iiriin
iiretim sistemlerinde enterik patojen prevalansini arastiran bir¢ok calisma olmasina
ragmen, akuaponik ve hidroponik sistemlerdeki prevalansi arastiran az sayida galisma
mevcuttur. Tarimsal suda patojen mikroorganizmalarin varligi ve konsantrasyonu; su
kaynaginin konumu ve tiirtinden, sulama ve hasat arasindaki silireden, sulama suyunun
dagitim yonteminden ve suyunun etrafindaki tarimsal faaliyetlerden, vahsi
hayvanlardan, hava olaylarindan, akistan, yagistan ve dipteki su ile temasta bulunan
dogal mikrobiyal rezervuarlardan etkilenerek degismektedir. Tarimsal suyun
mikrobiyolojik giivenligi, belirli patojenlerin varligi agisindan analiz edilerek
degerlendirilmelidir (Tyagi ve ark., 2006; Leifert ve ark., 2008; Topalcengiz, 2016;
Weller ve ark., 2020). Yeralt1 suyu kuyulari, goletler, nehirler, akarsular, belediye suyu
ve geri kazanmilmis su (aritilmis atik su) gibi cesitli tarimsal su kaynaklari, potansiyel
atik su girdilerinin gesitliligi ile birlestiginde, hem fekal indikator bakterilerinin (FIB)
hem de patojenlerin kaderini ve taginmasini anlamaya ve ele almaya ¢alisirken karmagik
bir sorunla karsilasmaktadir. Bu karmasiklik icerisinde tarimsal suda bulunan tiim
potansiyel patojenler i¢in tek bir indikatér organizma olan E. coli'nin seg¢ilmesi statiiko
olmustur (Baker ve ark., 2021).

Tarimsal su kaynaklarinda Salmonella spp. ve STEC patojenlerinin varligi farkl
bolgeler i¢in bildirilmistir. Tarimsal sularda jenerik E. coli popiilasyon degisikliklerinin
izlenmesi, tarimsal sudaki STEC sagkaliminin bir gostergesidir. Tarimsal sularinin
STEC kontaminasyonunun, son zamanlardaki gida kaynakli hastaliklar ve yaprakli
yesillikleri iceren salginlar ig¢in Onemli bir faktdr olabilecegi ifade edilmistir
(Topalcengiz ve ark., 2017; Topalcengiz ve Danyluk, 2019; Maguire ve ark., 2021).
Yaprakl yesilliklerle iligkili salginlarin tekrarlayan dogasi nedeniyle FDA ve kamu ve
ozel sektordeki ortaklari, ii¢ yonlii (Onleme, Miidahale ve Bilgi Bosluklarnin Ele
Alinmasi) yaklagimla “2020 Yaprakli Yesiller STEC Eylem Plan1” gelistirerek yaprakli
yesillerin giivenligini artirmay1 ve yesil yaprakli sebzelerin tiiketimine bagli gida

kaynakl1 hastaliklarin azaltilmasina yardimei olmay1 amaglamistir (FDA, 2022).



Tarimsal siirdiiriilebilirlik derecesini artirmak i¢in model olarak indikator
mikroorganizmalar yol gostermektedir. Bu nedenle agro-ekosistem yonetimi i¢in karar
verme perspektifinde secilen indikator mikroorganizmalar kullanilmaktadir. Tarimsal
sularin izlenmesinde E. coli, enterokok, kolifaj ve Clostridium perfringens 6nerilen dort
indikator mikroorganizmadir (Tyagi ve ark., 2006; Ghosh ve Chakma, 2019).

Elal Mus ve Cetinkaya (2017), Bursa ili ve ilgelerinde toplanan sebeke ve
artezyen kuyu suyu numunelerinde membran filtrasyon teknigi ile enterokok, koliform,
E. coli, Salmonella ve Staphylococcus aureus (S. aureus ) bakterilerinin varligini
aragtirmistir. Sonug olarak, artezyen kuyu suyu Orneklerinde koliform, E. coli ve
enterokok kontaminasyon oranlart %40’1n iizerinde tespit edilmistir. Sebeke sularinda
kontaminasyon oranlar1 E. coli ve enterokok % 2.5, koliform ise %12.6 olarak tespit
edilmistir. Bir adet artezyen kuyu suyu 6rneginde S. aureus bulunurken, 6rneklerin hig
birinde Salmonella tespit edilmemistir. Ozgiir (2013) yilinda yapmis oldugu ¢alismada
fekal kirlilik indikatorii olarak koliform bakterilerin yani1 sira Clostridium perfringens
bakterisinin de su numunelerinde fekal kirliligi etkin olarak gosterdigini ve fekal
indikator bakteri ile patojen bakterilerin varliginin konvansiyonel ve molekiiler
yontemlerle saptanmasi arasinda pozitif korelasyon oldugunu ifade etmistir.

Tarimsal suyun mikrobiyal kalite analizi, geleneksel tani yontemlerinde
mikroorganizmalarin kiiltiirde iiretilmesine dayanmaktadir. Geleneksel yontemlerinin
dezavantajlart yeni ve hizli tan1 yontemlerini gerekli kilmistir (Rodrigues ve Cunha,
2017). Igme ve kullanma sularinda &zellikle fekal koliform ve E. coli varliginin
konvansiyonel yontemler disinda farkli yontemler kullanilarak hizli tespiti bir¢ok
arastirma konusu olmustur (Rifaat, 2014; Savas, 2018; Tanig, 2019). Minyatiirize
biyokimyasal tanimlama yontemleri, immiinolojiye bagli yontemler, molekiiler ve
enzimatik yontemler, biyosensorler, spektrometrik yontemler, mikroplak okuyucular ve
diger mikrobiyolojik hizli tan1 yontemleri olmak {izere bir dizi alternatif mikrobiyolojik

yontem Onerilmistir.

Bu tezin amaci; son donemlerde tarimda kullanilan su kaynaklari, suyun
mevzuata uygunlugu, mikrobiyal kalitesinin belirlenmesinde fekal kirliligin gdstergesi
mikroorganizmalarin varligin1 ve tespitini yapilan ¢alismalara dayanarak kapsamli bir
yaklagim sunmaktir. Tarimsal sularin mikrobiyal kalitesinin belirlenmesi i¢in indikator
jenerik Escherichia coli popiilasyonunun o6lgiilmesi referans olarak kabul edilmistir.

Jenerik E. coli popiilasyonunun tespitinde birgok ydntem mevcut olup kullanilan



referans testler i¢in incelemeler yapilmistir. Kullanilan yontemler en az 18 saatlik bir
inkiibasyon siireci gerektirmektedir. Gelistirilen yeni yoOntemlerin daha hizl,
maliyetinin daha diisiik ve ¢alisma sekillerinin basit bilgi ve birikimine dayanaraktan
yapilmas1 gibi spesifik 6zellikleri lizerine ¢alismalar devam etmektedir. Bu ¢alismada,
kolay ve anlasilir spektrofotometrik bir yontem gelistirilerek E. coli popiilasyonunun
tarimsal sularda hizl bir sekilde tespit edilmesi ve maliyetinin diisiik biitce ile yapilmasi

amagclanmustir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 Tarimsal Sular

Tarimsal su, tarimsal nedenlerle biliyiiyen ortamda (tarla, bag veya meyve bahgesi)
kullanilan suyu ifade eder. "Sulama suyu" olarak da adlandirilmaktadir. Sulama, terleme
kontrolii (sogutma), dona karsi koruma veya giibre ve bocek ilaglari i¢in bir tastyici
olarak kullanilan suyu ifade etmektedir. Tarimsal su; agronomi biliminde yetistirmede
kullanilan suyu temsil eder. Tipik tarimsal su kaynaklar1 arasinda nehirler, akarsular,
sulama kanallari, a¢ik kanallar, su birikintileri (havuzlar, rezervuarlar ve goller gibi)
akan ylizey sulari, kuyular ve belediye kaynaklari bulunmaktadir (FDA, 1998b). Ayrica
sulama, meyve veya sebzenin kok bolgelerine ihtiya¢ duyulan miktarda verilen suyu
ifade etmektedir (Dorak ve ark., 2019).

Tarimsal sular; taze iiriinlerin temas edebilir kismina sulama veya mahsul koruma
spreyleri (0rnegin, giines yaniklarindan onleme, donmaya karsi koruma) seklinde
uygulanabilmektedir (Harris ve ark., 2012). Tarimsal sularin hasat sonrasi kullanim
alanlar1; durulama, sogutma, yikama, cilalama ve tasimadir. Ciftgiler icin sulama suyu
kaynagi, kaynaklarin mevcudiyetine ve su dagitim kanallarinin, goletlerin ve
hendeklerin varligina bagl olarak degismektedir. Suyun tedarik alanlar1 bir veya birden
fazla kaynaktan elde edilebilmektedir (Uyttendaele ve ark., 2015; Topalcengiz ve
Danyluk, 2019). Ciftciler, mahsul yetistirmek icin tarimsal suyu iki ana yolla
kullanirlar. (I) Yagmurla beslenen tarim suyunun, dogrudan yagis yoluyla topraga dogal
olarak uygulanmasidir. (II) Sulama suyunun, cesitli tiipler, pompalar ve spreyler
araciligiyla topraga yapay olarak uygulanmasidir.

Sulama suyu; yeraltt suyundan, kaynak veya kuyulardan, yiizey suyundan hatta
arttilmig atik su veya tuzdan arindirilmis su gibi diger su kaynaklardan gelmektedir
(CDC, 2016b). Yeralt1 sulart; kuyulari, kaynaklari, akarsu, gol ve deniz gibi su
kiitlelerini besleyen sudur. Kuyulardan ve nehirlerden cekilen yeralti sularinin (veya
sondaj suyu) lgte ikisi, sulu tarimda kullanilmaktadir. Sondaj suyu mikrobiyal yiik
acisindan yagmur suyuna gore daha az degiskenlik gostermektedir. Patojenler; septik
desarjlardan, kanalizasyon hatlarindan veya goéllerden, nehirlerden ve oksidasyon
havuzlarindan sizarak, yeraltt sularini kirletmektedir (Giiler ve Cobanoglu, 1997;
Yesilnacar ve ark., 2007; Ozsoy, 2009; Gerba ve Rock, 2014; Uyttendaele ve ark.,
2015). Yiizey sulari, atik sularin bosaltilmast ve yagis olaylarindan kaynaklanan akisin

etkisi nedeniyle yeralti sularina gére mikrobiyal kirlilige daha yatkindir. Yiizey suyu;



dere, nehir, gol, rezervuar veya okyanusta biriken sudur. Yiizey suyu; yagis yoluyla
stirekli olarak yenilenir, buharlagma ve yeralti suyu kaynaklarmma sizma yoluyla
kaybolur (Steele ve Odumeru, 2004; CDC, 2022c). Gelismekte olan iilkelerde veya su
kaynaklarinin smirli oldugu iilkelerde atik su, sulama i¢in kullanilmaktadir. Aritilmamis
atik su kaynagini kullanan ciftgiler ve aileleri parazitik solucanlar, viriisler ve
bakterilerden kaynaklanan saglik risklerine maruz kalmaktadir (Okafo ve ark., 2003;
Pedrero ve ark., 2010). Sulama amacl kullanilan kanalizasyon ile kirlenmis aritilmamis
atik su kaynaklarmin igerisinde barindirdiklar1 patojen mikroorganizmalar ham ve taze
tirtinleri kirletmektedir. Bu nedenle atik su kaynaklarimin kullanilmadan 6nce aritilmasi
gerekmektedir (Ensink ve ark., 2007; Castro-Rosas ve ark., 2012; Drechsel ve ark.,
2015; Woldetsadik ve ark., 2018).

Yagmur suyu hasadi, sulamada alternatif su kaynagi olarak kullanilmaktadir.
Bilimsel anlamda yagmur suyu hasadi, yagmur suyunun toplanmasi ve depolanmasini
ifade eder. Yagmur suyunun mikrobiyal kalitesi, toplanma veya tasinma yoOntemine
baglidir. Catidan toplanan yagmur suyunda, patojenik mikroorganizmalarin varligi
bildirilmistir. Olas1 kontaminasyon kaynaklar1 arasinda kuslar, memeliler, siiriingenler
ve vahsi hayvanlar bulunmaktadir. Yagmur suyunun kalitesini artirmak i¢in filtreleme
ve dezenfeksiyon ekipmani gibi basit aritma yontemleri kullanilabilmektedir (Che-Ani
ve ark., 2009; Ahmed ve ark., 2012; Lee ve ark., 2016; Morgado ve ark., 2022). Yari
kurak bolgelerde sulama suyu ve yagmur suyu hasadimin birlikte kullanilmasi, gerekli
sulama suyu miktarlarini azaltmistir. Baz1 donemlerde yagmur suyu hasadinin iiriinlerde
kuraklik stresini azalttigi da bildirilmistir (Wu ve ark., 2015; Wei ve ark., 2018). Bir ilk
yikama sistemi ile toplanan ve yiizey alt1 sulama yoluyla iiretime uygulanan hasat edilen
yagmur suyunun mevcut gida gilivenligi standartlarini karsiladigini ifade edilmistir
(Morgado ve ark., 2022). Nehirler, akarsular ve dereler dngoriilemeyen su kalitesine
sahiptir. Seyreltilmis deniz suyunun, bazi {iriinler i¢in alternatif sulama kaynag1 olarak
kullanilabilecegi ifade edilmistir (Ghadiri ve ark., 2006; Uyttendaele ve ark., 2015).

Su kaynaginin kalite durumu goz 6niinde bulunduruldugunda en iyi sulama suyu
belediye suyudur ardindan yagmur suyu, yeralt1 suyu, ylizey suyu ve aritilmis atik su
gelmektedir. Sulama igin kullanilan farkli su kaynaklar1 arasindaki karsilastirmayi
cizelge 1’ de belirtmistir (Uyttendaele ve ark., 2015)



Cizelge 1. Sulamada kullanilan farkli su kaynaklari arasindaki karsilagtirma (Uyttendaele ve ark., 2015)

Sebeke Yeralti Suyu Toplanan Yagis Yiizey Suyu
Suyu Suyu
Tamm Su sirketleri  Yiizeydeki Toplanan yagis Cevreyle maruz
tarafindan gbzenekli sular1 (yagmur, kalan kaynaktan
sunulan yapilardan sizan  kar...) gelen sular,
icilebilir sudur. Mevcut nehirler/kanallar/g6l1l
kalitede su  yiizeyin altindaki, er/agik kuyu
s1g kuyular veya
derin akiferler
Kontaminasyon Boru Septik sistemlerin  Havza alanlari toz, Arttilmis atik su,
Kaynaklari hatlari, bozulmasi, organik madde, ham kanalizasyon
biyofilm kanalizasyon yapraklar, kus ve desarji, Belediye
hatlarinin hayvan diskisi atik su, yagmur suyu
sizdirmasi, akintisi, kentsel

Havanin Durum
Etkisi

topraklardan ve
catlak arazi

akint1 ve tarimsal
alanlar. Kuslar,

desarjindan ciftlik hayvanlari ve

gegerek ylizey hatta insanlar,

suyunun kirlenmeye hem

etkilenmesi dolayli hem de
dogrudan katkida
bulunur

Yogun yagis, su
akis sistemleri

Yagmur suyu
sistemlerinde

Firtinalar, gelgitler
veya kuvvetli

yoniinde bulunan mikrobiyal  riizgarlar, tortu
degisikliklere yol  profil, yerel ¢evre siispansiyonuna
agabilir ve kosullarina ve neden olur.
normalde riizgarin Bakteriler askiya
olusmayacak olan  yoniine/hizina almmasindan dolayz,
kanallardan bagimlidir. Daha yiiksek bakteri
akabilirve buda  uzun siiren yagislar,  seviyeleri gozlenir.
--------- kontaminasyona  rezervuarlarda artan  Siddetli yagis veya

neden olabilir.

bakteri varligina
neden olur. Yagmur
suyunun ilk

firtina nedeniyle
kanalizasyon
tagmast yoluyla

yikamasi ¢ogu ylizey suyundaki

kirletici maddeyi organizmalarin

depolara tagir. sayilarinda artig
gozlenir.

Sulama yontemi ve {iriin tiirii, mikroorganizmalarin sulama yoluyla, sudan tiretim
yiizeylerine transferini etkilemistir (Stine ve digerleri 2005). Sulama yontemleri,
gelismekte olan diinyadaki ¢ok basit manuel uygulamalardan, gelismis diinyadaki daha
sofistike mekanik uygulamalara kadar uzanmaktadir. Yaygin olarak kullanilan sulama
yontemleri arasinda sulama kaplart ve kovalari, yagmurlama sulama sistemleri,
kanallarla sulama, damla sulama, hidroponik yetistirme ve benzeri yontemler gelismis

diinyada kullanilma egilimindedir (Uyttendaele ve ark., 2015).



Taze iiriinlerin mikrobiyolojik kalitesi, biiyiik 6l¢iide kullanilan sulama tiirii ve su
kaynagina baghdir. Uyttendaele ve ark., (2015) taze iirlinlerin giivenliginde su
kalitesinin roliinii;

(i) Patojen kontaminasyonu ve ardindan gida kaynakli hastalik salginlarinda birincil
tiretimde veya hasatta suyun roliinii destekleyen epidemiyolojik kanitlara,

(if) Mabhsul tiretimi sirasinda sulama igin kullanilan su kaynaklarina, yontemlerine ve
bunlarin mikrobiyolojik kalite {izerindeki etkilerine veya taze iirlinlerin mikrobiyal
kontaminasyonuna katkida bulunma potansiyeline,

(iii) Patojenlerin; suda, sulanan toprakta veya taze iiriinlerde hayatta kalmasini etkileyen
faktorlere,

(iv) Taze iriinlerin giivenligini saglamak i¢in mikrobiyolojik kriterler de dahil olmak
tizere su kaynaklarinin yonetimi ve su aritimi icin kontrol Onlemleri ve
yonergelerine,

(v) Uygun su kalitesini saglamak igin test etme ve numune almanin Onemine,
dayanaraktan aciklamislardir.

Cok sayida hastalik salgini, kontamine taze iiriinlerle iliskilendirilmistir (Holvoet
ve ark., 2012; Goodburn ve Wallace, 2013; Karp ve ark.,2015). Yetistiricilerin, iiriin ve
tarimsal ylizey sular ile temast en aza indiren sulama yontemlerini kullanmalari
onerilmistir (Topalcengiz, 2016). Damlama veya yeralti dip sulama yoOntemleri,
yenilebilir bitki dokusu ve sulama suyu (sigramalar) arasinda dogrudan temasi sinirlar.
Bu durum, daha az patojen mikroorganizma konteminasyonuna neden olur. Damlama
veya yeralt1 dip sulama yontemleri, daha az patojen temasi nedeniyle yagmurlama veya
karik sulama yontemlerine gore daha giivenilir yontemlerdir (Oron ve ark., 2001;
Enriquez ve ark., 2003; Uyttendaele ve ark., 2015).

Patojen mikroorganizmalarin ¢esitli taze iiriinlerin ylizeyine baglanma, hayatta
kalma ve biiyiime yetenegi; patojenlerin metabolik faaliyetlerine, belirli bir iiriin
0gesinin sahip oldugu benzersiz igsel faktorler kiimesine ve iiretim, isleme, dagitim
veya hazirlamanin ¢esitli asamalarindaki digsal ekolojik faktorlere baghdir.
Mikroorganizmalarin bilyiimesi i¢in optimal bir su aktivitesi (aw) ve pH degeri
gerekmektedir. Cogu bakteri, minimum aw 0.90 ile 0.91 (S. aureus ve halotolerant
bakteriler hari¢) ve pH 7.0 civarinda optimum biiylime gosterir. Ayrica taze tirlinlerde
protein, yag, mineral ve vitamin gibi farkli besin tiirlerinin varligi patojen
mikroorganizmalarin gelisimini etkilemektedir (Banwart, 1989; Wadamori ve ark.,

2017).
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Sekil 1. Meyve ve sebzelerin sahada insan enterik patojenleri ile kontaminasyonuna katkida
bulunabilecek faktorler (Brandl, 2006).

Meyve ve sebzelerin hasat dncesi mikrobiyal kontaminasyon kaynaklari sulama
disinda; bioaerosoller!, toprak, hayvan veya insan diskisi, bocekler, fungusit ve bocek
oldiirticiiler, toz, vahsi ve evcil hayvanlar, yetersiz kompost uygulanan giibre veya
yiizey mikro tabakasindan ¢ikan aerosoller gibi iletim yollarindan etkilenebilir (Sekil 1).
Dogrudan ekinlere piiskiirtiilen sulama sularinin, bocek Oldiiriiciileri ve fungisitleri
karigtirmak i¢in  kullanilmasi, patojenik mikroorganizmalar tarafindan yiizey
kontaminasyon riskini artirabilecegi bildirilmistir (McAllister ve ark., 1996; Iwasa ve
ark., 1999; Thurston- Enriquez ve ark. 2002; Beuchat, 2002; Buck ve ark., 2003; Aller
ve ark., 2005). Yapilan calismalarda c¢iftlikte kullanilan kompostlanmamis veya
uygunsuz sekilde kompostlanmis giibrenin mikrobiyal kalitesi gida ve su kaynagini
onemli derecede etkilemektedir (Islam ve ark., 2005; Oliveira ve ark., 2012). Talley ve
ark. (2009) yesil yaprakli drlinlerin kontaminasyonunda bdceklerin roliinii
aragtirmiglardir. Arastirma sonucunda kontamine ispanakla iligkili E. coli O157:H7
enfeksiyon kaynaginin sinekler olabilecegi gosterilmistir. Taze iirlinlerin mikrobiyal
patojen kontaminasyonu g6z Oniinde bulunduruldugunda, patojen (enterik)
mikroorganizmalar; suya, topraga veya bitkiye (sulama ve yagmur suyu, ¢iyden
kaynaklanan serbest su) su yoluyla temas ettikten sonra belirli iklim ve ¢evresel kosullar
altinda bitkinin yiizeyine baglanabilir, biyofilm olusturabilir veya icsellesebilirler
(Brandl, 2006; Uyttendaele ve ark., 2015; Topalcengiz, 2016).

! Bioaerosoller; submikron, < 0,02 pum (viriisler, endotoksin ve mikotoksin) veya ¢ok mikronlu, 0,2-50 um (bakteri, mantarlar,
parazitler ve algler) canli, 6lii veya bilesenleri/pargalar1 bozulmamis mikroorganizmalarin havada asili olan biyolojik partikiillerini
icerir. Bocek parcalari, polen, tahil ve mikrobiyal proteinleri de igerebilir ( Millner, 2009).
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Bitkilerin yenilebilir kisimlarinda, patojen mikroorganizmalarin igsellestirilmesi
endise vericidir ¢iinki bu mikroorganizmalarin yikama veya yilizey dezenfekte etme
yontemleri ile ¢ikarilmasi mimkiin degildir (Gomes ve ark 2009). Cogu patojenik
mikroorganizma, yaprak veya kok yiizeyine dogrudan niifuz ederek, yaralardan veya
stoma gibi dogal acgikliklardan girerek bitkinin i¢ kismina erigebilmektedir. Patojen
mikroorganizmalarin tarlada veya hasat zamaninda fiziksel hasara ugramis bitkileri
daha kolay enfekte ettigi (Guo ve ark., 2001) bunun yan1 sira giibreyle kirlenmis toprak
veya sulama suyu araciliiyla bitkiye kok sistemi yoluyla da girebilecegi ve yenilebilir
kism1 boyunca gog¢ edebilecegi (Solomon ve ark. 2002) vurgulanmistir. Patojenlerin
enfeksiyondan sonra birikme yerlerinin ise daha ¢ok yenilebilir kisimlar oldugu
vurgulanmigtir. Yapilan bir ¢alismada Escherichia coli O157:H7’nin kesilmis marul
yapraklarmin yiizeyine, trikomlara, stomaya ve kesik kenarlara baglandigim
gostermistir (Kroupitski ve ark., 2009; Mitra ve ark., 2009). Benzer sekilde Gomes ve
ark. (2009) da taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanarak goriintiiledikleri
patojenlerin, yaprakli sebzelerdeki kontaminasyon bolgelerinin yariklarda ve stomalarda
lokalize oldugunu bildirmislerdir.

Bakteriler, dogada genellikle serbest yasayan hiicreler olarak degil, biyofilm
seklinde bulunan yapisik hiicreler olarak bulunurlar. Olgun biyofilmler, bir ylizeye bagl
(genellikle inert) ve kendi iirettigi glikokaliz (6ncelikle ekzopolisakkaritler) igerisindeki
mikroorganizmalarin yapilandirilmig topluluklaridir (Fett, 2000). Yaprak ylizeyinde
biyofilm olusumu 1spanak, marul, kereviz, pirasa, feslegen, maydanoz ve genis yapraklh
hindiba da gozlemlenmistir. Elde edilen sonuglar biyofilmlerdeki bakterilerin genis
yaprakli hindiba ve maydanoz yapraklarindaki toplam bakteri popiilasyonunun yaklasik
%10 ila 40'm1 olusturdugu ifade edilmistir (Morris ve ark., 1997; Morris ve ark., 1998).

Bitkilerin kontamine olma egilimleri farklilik gostermektedir. Yenilebilir kismi
toprak ylizeyinde gelisen taze iirlinlerin (marul ve maydanoz gibi), yenilebilir kismi
toprak yiizeyinin {izerinde gelisen (domates, kirmizibiber) taze iriinlere gore
kontaminasyon riski daha yiiksektir. Dezenfekte edilmemis ikincil aritilmis su ile iistten
sulanan ¢ig sebzelerin tiiketilmesiyle iliskili yillik enterik viriis enfeksiyonu riskini
tahmin etmek icin nicel mikrobiyal risk degerlendirme modelleri olusturulmus, yillik
ortalama enfeksiyon riski brokoli, lahana veya marula gore salatalikta daha az

bulunmustur (Melloul ve ark., 2001; Hamilton ve ark., 2006).
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2.2 Tarimsal Sularda Géoriilen Mikroorganizmalar

Diinya Saglik Orgiitiiniin su kalitesi yonergeleri, mikrobiyal tehlikelerin
yonetimi i¢in Onleyici ve riske dayali bir yaklasim 6nermektedir. Sihhi denetimlerde ve
risk matrislerinde risk puanlamasindan, Nicel (kantitatif) Mikrobiyal Risk
Degerlendirmesine (QMRA) kadar ¢esitli risk degerlendirme yaklasimlart mevcuttur.
Halk sagliginda risk olusturacak su kaynakli yaygin mikroorganizmalar; Salmonella
spp., Escherichia coli, Vibrio cholera, Shigella spp., Aeromonas, Pseudomonas,
Bacillus cereus, Micrococcus, Alcaligenes, Flavobacterium, Cryptosporidium parvum,
Giardia lamblia, Cyclospora cayetanensis, Toxoplasma gondii’dir. Su kaynakli viriisler,
insanlarda aseptik menenjit, felg, konjunktivit (pembe goz), miyokardit, hepatit ve ishal
gibi ¢ok c¢esitli hastalifa neden olmaktadir. Baglica enterik virlisler; enteroviriis,
rotavirlis, norwalk virlis ve hepatit A virlisiidiir. Patojen mikroorganizmalar;
intoksikasyon ve hastalik etmeni enfeksiyon meydana getiren mikroorganizmalar olarak
tanimlanmaktadir. Diski kontaminasyonunda patojen mikroorganizmalari ele alma
acgisindan belirli bir aritma sisteminin aritma performansini 6lgmek icin kullanilan
gercek patojenler ile indikatdér mikroorganizmalar arasinda ayrim yapmak Onemlidir
(FDA, 1998a; EPA, 2012; WHO, 2016; Jia ve Zhang, 2020). Artilmamis atik suda

potansiyel olarak bulunan patojenlerin bir listesi ¢izelge 2°de gosterilmistir.

Cizelge 2. Aritilmamus atik suda potansiyel olarak bulunan bulasici ajanlar (EPA, 2012).

Bakteri Protozoa Helmint Viriis
Shigella Entamoeba Ascaris Enteroviriis (Polio, Eko, Koksaki,)
Salmonella enterica Giardia Ancylostoma Hepatit A
Vibrio cholera Cryptosporidium Necator Hepatit E
Escherichia coli Microsporidia Ancylostoma Adenoviriis
Yersinia Cyclospora Strongyloides Rotaviriis
Leptospira Toxoplasma Trichuris Norovirus
Campylobacter Taenia Astrovirus
Helicobacter Enterobius Parvovirus
Legionella Echinococcus

Staphylococcus

Pseudomonas

Thurston- Enriquez ve ark. (2002) Amerika Birlesik Devletleri'nde geleneksel
olarak ¢ig tiiketilen gidalarda kullanilan sulama sularinda insan patojenik parazitlerin
varligini arastirmiglardir. Alinan sulama suyu numunelerinde yapilan testler sonucunda
%28'i Microsporidia i¢in, %601 Giardia kistleri igin, %36's1 Cryptosporidium oositleri

i¢in pozitif ¢gikmistir.
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Amerika Birlesik Devletleri'nde yapilan bir arastirmada 35 eyaletteki 448
bolgeden yeraltt suyu Ornekleri toplamis, mikroorganizmalar ve kimyasal kirleticiler
icin test edilmistir. Enfektif virtsler, viral niikleik asit, bakteriyofajlar ve bakteriler
orneklerin sirasiyla %4,8, %31,5, %20,7 ve %]15,1'inde mevcut oldugu belirtilmistir
(Abbaszadegan ve ark., 2003). ABD’de yapilan baska bir arastirmada da yeraltt
sularinin %8 virlis igerebilecegini gostermistir (Borchardt ve ark, 2003). Giiney
Kore'deki arastirmalarda yeralti suyunun %17’sinde enterik viriislerin varhig
belirtilmistir (Cheong ve ark., 2009). Izumi ve ark. (2008), Japonya’da yetistirme ve
hasat sirasinda hurma meyvesinin (Trabzon hurmasi) potansiyel mikrobiyal
kontaminasyon kaynaklarini arastirmislardir. Tarimsal suyun, en Onemli potansiyel
hasat Oncesi kaynaklardan biri oldugu ifade edilmistir. Tanaro ve ark. (2014),
Arjantin'de s1g1r besi yerlerinin yakinindaki yiizey sularinda E. coli O157:H7 prevalansi
incelemelerinde yogun hayvancilik kaynakli sivi desarjlara maruz kalan gevresel yilizey
sularinin, maruz kalmayan ¢evresel ylizey sularina géore STEC O157:H7 ile daha fazla
kontamine olma egiliminde oldugunu belirtmislerdir. Wilkes ve ark. (2009) Kanada'daki
Giiney Ulus Nehri havzasindan 24 farkli su 6rnekleri alma noktasindan topladiklart su
numunelerinde, indikator bakterilerin yogunluklarmi (Escherichia coli, Clostridium
perfringens, enterokoklar, total ve fekal koliformlar), patojenik bakterilerin varligini
(Listeria monocytogenes, E. coli O157:H7, Salmonella spp., Campylobacter spp.),
parazit Giardia Kistlerinin ve Cryptosporidium ookistlerinin  yogunluklarini
incelemislerdir. Indikator bakterilerin, patojenler ve parazit ookistleri/kistleri arasindaki
iliskileri genel olarak zayif, mevsime bagli, bolgeye 6zgii ancak indikatorler oncelikle
pozitif olarak iligkilendirilmistir. Bununla birlikte, L. monocytogenes, indikator bakteri
yogunluklart ile ters orantili oldugunu, Campylobacter, Salmonella, Giardia Kistleri ve
Cryptosporidium ookistlerinin ise en sik sonbaharda tespit edildigini ifade etmislerdir.

Ispanya’daki Ebro Nehri (Mosteo ve ark., 2013), Nijerya’daki Oluwa Nehri
(Ayandiran ve ark., 2014), Hindistan’daki Gola Nehri (Chandra ve ark., 2006),
Gana’daki Densu Nehri (Karikari ve Ansa-Asare 2006), Avusturya’daki Enns Nehri
(Brugger ve ark., 2001), Tuna Nehri (Kirschner ve ark., 2017), Yunanistan’in
kuzeybatisindaki nehirler (Economou ve ark., 2013) ve diger farkli iilkelerdeki
nehirlerden alinan su 6rneklerinin mikrobiyal degerlendirilmesi lizerine bir¢ok arastirma
yapilmistir. Sonug¢ olarak su ortamindaki mikroorganizmalarin varligi, mekansal ve
zamansal degisimi, diger mikroorganizmalarla olan iligkileri ve kontaminasyon

kaynaklar1 bir¢ok alanda arastirma konusu olmustur.
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2.3 Tarimsal Sularda Mikroorganizmalarin Mekénsal ve Zamansal Degisimi

Mikrobiyal su kalitesi arastirmalarinda mekansal olgekler cogunlukla akis
esnasinda, akis veya drenajin meydana geldigi alana ve arsa-alan-havza hiyerarsik
dizisine gore tanimlanir. Zamansal Slgekler ise, su numunesi toplama siiresi veya su
numuneleri arasindaki zaman araligmnin siiresi ile tanimlanir. Mevsimsellik, arazi
kullanimi, su yonetimi, hava durumu ve belirli organizma Ozellikleri ve kaynaklari
arasindaki etkilesimin bir sonucu olarak goriinmektedir (Pachepsky ve ark., 2011;
Pachepsky ve ark., 2018b). Mikrobiyal su kalitesi bolgeye 6zgiin, mekansal-zamansal
Olgeklere gore degiskenlik gostermektedir. Bakteriyel gostergelerin hem de enterik
patojenlerin siirekli izlenmesi ve modellenmesi, ylizey sulama suyunun mikrobiyal
kalitesini tahmin etmede ve uygun yonetim kararlarini almada kritik bir 6neme sahiptir
(Pachepsky ve ark., 2018a; Partyka ve ark., 2018a; Partyka ve ark., 2018b). Korfez,
yizey rezervuarlarinda ve sulama kanallarinda yiiriitiilen arastirmalarda,
mikroorganizma konsantrasyonlarinin zamansal ve uzamsal 6lgeklerde degistigi ifade
edilmistir (Verhougstraete ve Rose, 2014; Rafi ve ark., 2018). Bakteri konsantrasyonlar1
akis uzunlugu boyunca, dikey su siitunu boyunca veya akis genisligi boyunca hizli bir
degisime ugramaktadir. Bu nedenle de tek bir 6rnek, bir sulama suyu kanalinda gercek
mikrobiyal su kalitesinin yeterli bir temsilini saglayamayabilir (Lothrop ve ark., 2018).
Mikrobiyal su kalitesinin mekansal ve zamansal degiskenligini etkileyen birden fazla
faktor mevcuttur. Asir1 yagis olaylari, mevsimsel farkliliklar, ortam sicakligi, su
kaynaginin fizyolojik 6zellikleri bu faktorlere 6rnek verilebilir.

Havza yiizey sularindan toplanan 6rneklerde Salmonella konsantrasyonlarinin ve
serotiplerinin zamansal olarak degistigini ve mevsimsel yagis ve su sicakligindan giiglii
bir sekilde etkilendigi bildirilmistir (Haley ve ark. 2009). Mikrobiyal kirleticilerin
karadan yiizey sularmma transferi asir1  yagis olaylariyla mikroorganizma
konsantrasyonlarini 6nemli 6l¢iide artmaktadir. Bunun tersi olarak yagis girisleri, yilizey
sularmi seyrelterek indikator konsantrasyonlarini etkili bir sekilde de azaltabilir
(Pachepsky ve ark., 2011; Teague, 2012). Fekal koliformlar ve E. coli O157 dahil
olmak iizere bakteri sayis1 ve cesitliligi, nispeten yiiksek sicakliklarin oldugu
donemlerde yagistan sonra artmistir (Gu ve ark., 2013). E. coli konsantrasyonlari, yagis
toplamlarinin az oldugu aylarda (sonbahar, kis) yagisin kaydedildigi yaz aylarina gore
azaldigin1 ve E. coli konsantrasyonlarindaki degisimde mevsimsel farkliliklarin

belirginligi dnem kazanmistir. Ham yilizey suyundan izole edilen E. coli O157:H7 ve
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Salmonella spp. konsantrasyonlarinin yaz aylarinda zirve yaptigi belirtmistir (Gannon
ve ark., 2004; McLain ve Williams, 2008). Muirhead ve Meenken (2018), temel
akiglardaki E. coli konsantrasyonlarmin degiskenligini (dakika, saat ve giin) zaman
Olceklerinde arastirmis ve bunu 6lglim yontemlerinin laboratuvar tekrarindan elde edilen
degiskenlikle karsilastirmistir. Ug farkli akarsudan bir giin iginde olgiilen E. coli
konsantrasyonunun 24 saat boyunca degistigi (Meays ve ark., 2006), gol orneklerinde,
E. coli konsantrasyonunun giinesli giinlerde giin uzunlugu ve giines 1s1¢ina maruz kalma
ile tssel olarak azaldigi, (Whitman ve ark., 2004), havza orneklerinde E. coli
konsantrasyonlarinin sabahin erken saatlerinde yiiksek oldugu (Traister ve Anisfeld
2006) belirtilmistir. E. coli inaktivasyon oranlari, sicakliga bagimli ve su kaynaklari
arasinda degiskenlik gostermektedir (Blaustein ve ark 2013).

Sonug olarak, tek bir su numunesinin, sulama periyodu boyunca suyun kalitesini
kesin olmayan bir sekilde yansitabilecegini, sinirli sayida su kalitesi dl¢ltimiine dayali
olarak, sulama amagli kullanilan suyun mikrobiyal kabul edilebilirligi hakkinda
sonuclar ¢ikarirken dikkatli olunmasin1 ve su kalitesindeki uzaysal-zamansal degisimi
etkileyen cevresel faktorler, test ile hasat zamani arasindaki beklenilen siire ve sulama
suyu test sikligi, tarimsal su sorunlari i¢in olusturulan kilavuzlarinin gelistirilmesinde
dikkate alinmas1 gerektigini ayrica mikroorganizma konsantrasyonlarinin, numune alma
derinligine ve giiniin saatine bagl olarak dnemli dl¢lide farklilik gosterebilecegini ve bu
faktorlerin izleme tasariminda dikkate alinmasi gerektigini gostermistir (Won ve ark.,

2013; Stocker ve ark., 2022).

2.4 Tarimsal Sularda Patojen-indikatér Mikroorganizmalarin Akibeti ve

Tasinmasi

Tarimsal ortamlarda patojen akibetini tanimlamak ic¢in genellikle bir dizi tasima
yolu, siireg, faktéor ve matematiksel modele ihtiyag duyulur. Patojen
mikroorganizmalarin akibeti ve tasinmasi fiziksel, kimyasal ve biyolojik faktorlerle
iligkilendirilmistir.  Yogun yagis olaylari, patojenleri hizla tasiyabilen akis
olusturabilmektedir. Uzun siireler boyunca hayatta kalan patojenlerin, bu tiir hizl
tasima olaylarina maruz kaldiklarinda canli kalma olasilig1 biiyiik 6l¢iide artmaktadir.
Kurak mevsimlerde, patojen mikroorganizmalarin tasinmasi, ¢ok sayida birlestirilmis
faktorler tarafindan kontrol edilen, cesitli ¢evresel yiizeylerde daha fazla tutulmaya

baghidir (Bradford ve ark., 2013).
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Patojen ve indikatoér mikroorganizmalarin akibeti ve taginmasi hakkindaki bilgiler,
tarimsal sularin mikrobiyolojik kalitesiyle ilgilenen miihendislik ve aragtirma
alanlarinda  kullanilmaktadir. Tarimsal sularin  mikrobiyal Kkalitesine iligskin
mikroorganizmalarin akibeti ve tasinmasi konularinin genel diizenini sekil 2’de

gosterilmistir (Pachepsky ve ark., 2011).
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topraldarmdan alag  hayvan atddan
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Sekil 2. Sulama sularinin mikrobiyal kalitesini etkileyen proseslerin diizeni (Pachepsky ve ark., 2011).

Sulama suyu, yiizey veya yeralti kaynaklarindan boru bazli veya kanal bazl
dagitim sistemleri ile tarlalara iletilmektedir. Sulama suyu sistemlerinin ekolojisi
olduk¢a karmasiktir. Suyun mikrobiyal kalitesi; ¢evresel faktorler (6rn. sicaklik, pH ve
mevsimsel degisim), besinlerin varligi, mikrobiyal etkilesimler, boru malzemesi,
dezenfektan tiirii ve artiklar1 ve tortu birikimi gibi faktorlerden etkilenerek ortamdaki
patojen mikroorganizma popiilasyonunun degisebilecegi ifade edilmistir. Sulama suyu
kalite parametrelerinde patojenler ve indikatér mikroorganizmalar i¢in; su biyotasi,
sedimentler, alt tortular, perifiton ve/veya algler, boru bazli sulama suyu dagitim
sistemlerinde biyofilmler ve toprak yiginlari1 dnemli rezervuarlardir (Pachepsky ve ark.,
2011; Pachepsky ve ark., 2012). Ornek olarak, disk1 koliformu ve E. coli'nin tatl su alt
tortullarinda barindigi, Cladophora'nin (alg), gol sahillerinde Salmonella ve diger
enterik bakteriyel patojenler i¢in 6nemli bir rezervuar oldugu, Cryptosporidium parvum
ookistlerinin biyofilm topluluklar: tarafindan yakalanip tutuldugu bildirilmistir (Searcy
ve ark., 2006; Byappanahalli ve ark., 2009; Pachepsky ve Shelton 2011). Sonug olarak,
patojenler ve cevresel ylizeyler arasindaki tutma, serbest birakma, kiimelenme ve
hayatta kalma gibi bircok etkilesim, ¢evresel tasima ve akibeti siirecinde kritik bir rol

oynamaktadir (Bradford ve ark., 2013).
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2.5 Tarimsal Sularda Patojen ve Indikator Mikroorganizmalarin Sag Kalimi

Su kaynakli patojen organizmalar, bircok su habitatinda ve nemli topraklarda
bulunabilirler. Cesitli substratlarda veya su sistemlerinde, 6zellikle tercih ettikleri
habitatlarda, biyofilmlerde biyosenozun ©Onemli bir pargasidirlar. Mikrobiyal
kontaminasyon ytikleri, mikrobiyal tiirlere ve formlara [vejetatif hiicreler, endosporlar,
viriisler, protozoan ookistler], cevresel kosullara (UV 1sinlari, sicaklik, substrat
mevcudiyeti, oksijen konsantrasyonu, tasima oOzellikleri, pH, tuzluluk) ve diger
mikroorganizmalarin (bakteriler ve predasyon organizmalar) ve virlislerin varligina
bagl olarak bozulabilir, kalict olabilir veya biiyliyebilir. Biyotik ve abiyotik faktorler,
ozellikle iklim faktorleri arasindaki etkilesim, mevsimsel olusum modellerinin
olugsmasina katkida bulunabilmektedir. Bodlgesel sicaklik ve yagis, su kaynakh
patojenlerin kaliciligini, transferini ve ¢ogalmasini etkiler (Rodrigues ve Cunha, 2017).

Patojen ve indikator mikroorganizmalarin hayatta kalimiyla ilgili mevcut verilerin
¢ogu, sulama igin potansiyel olarak uygun su kaynaklarindan elde edilmistir. Genel
olarak, sicaklik, pH, besinlerin mevcudiyeti, radyasyon ve predasyon? geleneksel olarak
sucul ortamlarda ve diger ortamlarda hem indikator hem de patojenik
mikroorganizmalar i¢in hayatta kalma Oncii faktorleri olarak ifade edilmistir. Besinler,
suda bakteri saghigmin belirlenmesinde onemli bir faktordiir. Ornegin, besin
icerigindeki farkliliklar, E. coli inaktivasyon oranlarindaki ve nehir suyu igindeki atik su
¢ikisiin altinda ve {istlinde bulunan degisimi agiklayabilir (Pachepsky ve ark., 2011).

Tarimsal su kaynaklarinda yerli biyotalarin (amip, alg vb.), mikroorganizmalarin
hayatta kalmasi lizerinde bir¢ok etkiye sahiptir. Baz1 su kaynakli patojenlerin amip veya
nematodlar icinde canliligimi korudugu belirtilmistir (Bichai ve ark., 2008). Su
kaynaklarinda bulunan Legionella pneumophila’min amip igerisinde ¢ogalabilme
yetenegi gosterdigi ayrica amip igerisinde fizyolojik degisikliklere ugrayarak daha
direncli bir yapt olusturmasi ve bu durumun da olumsuz kosullardan ve
dezenfektanlardan koruyabildigi ifade edilmistir (Dupuy ve ark 2011).

Algler ve sucul bitki ortiisiiniin karbon sagladigi, besinler i¢in E. coli ile rekabet
ettigi, su kimyasini degistirdigi, E. coli'yi giines radyasyonundan korudugu ve toksinler
ve uyaricilar saldigr ifade edilmistir (Cho ve ark., 2022). Acanthamoeba cinsine ait
protozoalarin Campylobacter jejuni'nin hiicre igi sagkalimini ve replikasyonunu

kolaylastirdig: ifade edilmistir (Axelsson-Olsson ve ark., 2010).

2Predasyon: Bir organizmanm diger organizmayi tiiketim ve devamliligr igin 6ldiiriilmesidir (Avcr).



18

Bulaniklik ve partikiil seviyeleri ile iliskili olarak alglerin, (bakterilerin
klorlamanin etkilerine karsi fiziksel korunmasi da dahil olmak iizere) bakteriyel
aktiviteyi artirabilecegini veya destekleyebilecegini ifade edilmistir (Silverman ve ark.,
1983). Alg biyokiitlesi ve klorofil konsantrasyonun E. coli sagkalimi {izerindeki olumlu
etkisinin bir baska olast nedeni olarak belirtilmistir (Pachepsky ve ark., 2018b).
Michigan Golii sahil seridinde Cladophora'nin (su yosunu), Salmonella ve diger enterik
bakteriyel patojenler i¢in 6nemli bir rezervuar oldugunu ve bunun da kiyiya yakin su
kalitesini etkileyebilecegini gostermistir (Byappanahalli ve ark., 2009).

E. coli O157:H7’nin ortak bir g¢evresel protozoan olan Acanthamoeba
polyphaga'da hayatta kaldig1 ve ¢ogaldig ifade edilmistir. Protozoa, ¢cogu mikrobiyal
konsorsiyumun ayrilmaz bir parcasidir ve dogada, ozellikle de suyun bulundugu
ortamlarda her yerde bulunur. Bir¢ok protozoa tiirii, fagositoz yoluyla aldiklar1 ve besin
vakuolleri iginde sekestre ettikleri bakterilerle beslenir. Bakteriyel protozoa,
igsellestirdikleri patojenik bakterileri insan konakgilarin erken savunma tepkilerinden
koruyabildikleri icin mikrobiyal diinyanin “Truva atlar1” olarak adlandirilmistir.
Bakteriyel patojenlerin protozoal i¢i biiylimesi, ¢evresel sagkalim, viriilans, biyositlere
ve antibiyotiklere karsi direng artisi ile iliskilendirilmistir (Barker ve ark 1999; Brandl
ve ark., 2005).

Patojenik mikroorganizmalar otokton® topluluklar (6rnegin, siyanobakteriler,
protozoa, vibrios) arasinda bulunur ve cesitli sekillerde sulara karisir. Bu patojenler
deniz hayvanlari, fitoplankton, zooplankton, tortullar ve ddokiintiilerle birlikte
bulunabilir (Cabral, 2010; Rodrigues ve Cunha, 2017). Yerli mikroorganizmalarin
rekabeti ve protozoan predasyonu E. coli'nin hayatta kalmasi tizerinde olumsuz etkilere
sahipken, daha yiiksek besin seviyeleri E. coli'nin hayatta kalmasini arttirmistir
(Wanjugi ve ark., 2016). Nehir ve kiy1 bolgesindeki fekal ve otokton bakterilerin genel
Olim oraninin %90"!mdan fazlasi protozooplanktonlarla iligkilendirilmistir (Menon ve
ark., 2003). Indikatér ve patojenler arasindaki korelasyonlarin giiciinii etkileyen
faktorler arasinda c¢evresel stresorler ve biiylimeye karst direng, konakg¢1 popiilasyonlar
arasinda tasima Ozellikleri ve tagima oranlari, aritma sirasinda konake1 popiilasyonlarin
varlig1 ve yil boyunca inaktivasyonu etkileyen atik yonetim uygulamalar1 yer almaktadir

(Wu ve ark., 2011).

3 Otokton mikroorganizma: Yerli flora
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2.6 Patojen ve Indikator Mikroorganizma Arasindaki fliski

Sulama suyunun mikrobiyal kalite standartlarini degerlendirmek i¢in uzun yillar
patojenler ve indikatér mikroorganizmalar arasindaki korelasyonlar incelenmistir.
Korelasyonlarin mevcut, zayif veya zamansal oldugu bildirilmistir (Topalcengiz, 2016).
Indikatér mikroorganizmalar ve patojenler arasinda dogru korelasyonlar varsa, bu
organizmalarin ne Olgiide ve hangi kosullar altinda digki kirliliginin giivenilir
gostergeleri olarak kullanilabilecegini bulmak gerekir. Geleneksel ve alternatif diski
gostergelerinin uygulanmasi, yiizey sularinin kullanimiyla iligkili saglik riskini tahmin
etme ve azaltma yeteneklerimizi biiyiik olgiide gelistirmistir. Yeni molekiiler tabanli
teknikler, disk1 kirliligi icin geleneksel ve alternatif gostergelerin birlikte kullaniminin
diski kirliliginin ve iliskili patojenlerin hem saptama hassasiyetini hem de 6zgiilliiglinii
arttirdigin1 gostermistir (Savichtcheva ve Okabe 2006).

Yagisli hava olaylar1 ve fekal kontaminasyonun olast durumlarinda tarimsal
sularda indikatér ve patojen mikroorganizmalarin birlikte tespit edilmesi istatistiksel
olarak miimkiin kilmmistir (Wilkes ve ark., 2009; Korajkic ve ark., 2018). Harvey
Kasirgasinin neden oldugu sel olayr Galveston Korfezine karadan fekal indikator
bakterilerini ve patojenik bakterileri tasimig, ayn1 zamanda yerli deniz bakterilerini de
etkilemistir. Fekal bakterilerinin ve patojenlerinin konsantrasyonlari, Korfez'deki
yiiksek akish ve diistik akisl mevsimlere gore degismistir (Yang ve ark., 2021).

E. coli ve diski koliform yogunluklari, bir patojenin ne zaman mevcut oldugunu
veya ylizey suyunda bulunmadigini tanimlamak acisindan daha faydaci gostergeler
olarak kabul edilmistir. Cesitli nedenlerden dolayi, E. coli ve diger diski indikator
bakterileri, bakteriyel, viral veya paraziter patojenlerin varligi i¢in her zaman etkili vekil
olmayabilir. Bu organizmalar, mikroorganizmanin biiyiikligi, diskidaki bolluk,
cevresel uygunluk ve organizmalari su ortamina tasityan hidrolojik siireglerin dogasi gibi
ortamdaki kaderlerini ve tagimimlarini etkileyecek, ¢esitli faktorlere gore onemli 6lcilide
farklilik gostermektedir (Wilkes ve ark., 2009). Fekal indikator bakteriler, bakteriyel ve
protozoan patojenlerle (viral patojenlere kiyasla) istatistiksel olarak anlamli iligkiler
kurma egilimindedir (Korajkic ve ark., 2018). Yapilan ¢alismada patojenler ve indikator
mikroorganizma arasindaki iligkinin karmasik oldugu ve lojistik regresyon yoluyla
yiizey suyundaki Salmonella seviyelerini tahmin etmek i¢in E. coli’nin makul bir

gosterge oldugu bildirilmistir (McEgan ve ark., 2013).
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2.7 Indikatér Mikroorganizmalar I¢in Ideal Kriterler

“Temel Gida Mikrobiyolojisi” ve “Modern Gida Mikrobiyolojisi” adl1 kitaplarda

bir bakteri grubu veya tiiriiniin enterik gida kaynakli patojenlerin bir indikatorii olarak

secilmesi icin pek cok kriter dnerilmistir (Ray, 2004; Jay ve ark., 2008). Bunlardan

bazilar1 agagida belirtilmistir:

1.

Indikatériin gidada bulunabilecek diger pek ¢ok mikroorganizma tiiriinden ayirt
edilmesini saglayan, ayirt edilebilir bir ya da birkag¢ biyokimyasal ve diger 6zelliklere

sahip olmasi gerekir.

. Indikatériin enterik orijine sahip olmasi; bir baska ifadeyle, indikatdriin patojenlerin

muhtemelen bulunduklari yer ve zamanlarda mevcut bulunmasi gerekir.

. Indikator patojenik olmamalidir, bdylece laboratuvarda kullanimi patojenler igin

gerekli olan giivenlik 6nlemlerini gerektirmez.

. Bir gida, az miktarda fekal madde ile kontamine oldugunda bile kolaylikla tespit

edilmesi amaciyla indikatoriin digkida enterik patojenlerden ¢ok daha fazla sayida

bulunmasi gerekir (Sekil 3).

. Indikator kisa siirede, kolay ve ekonomik bir sekilde saptanmali (numaralandirilmal

veya izole edilmeli) ve tanimlanmalidir. Ciinkii iriin islemden sonra hizli bir sekilde

dagitilmakta ve bir seriden birka¢ numune test edilmektedir.

. Indikatériin hizli tanimlanmasi igin bir veya daha fazla yeni gelistirilmis molekiiler

biyoloji teknigi kullanilarak saptanmalidir.

. Indikatér, ¢ok sayida iliskili mikroorganizmanin varliginda bile saptanmalidir. Bu

amagla indikatér mikroorganizmalarin gelisimini engellemeyen ancak, iliskili oldugu

mikroorganizmalarin gelisimini engelleyen inhibitér maddeler kullanilir.

. Indikatér, bir gidada enterik patojenlerde oldugu gibi aymi biiyiime ve hayatta kalma

oranina sahip olmalidir. Bir gidadaki patojenlerden daha yavas biiylimemeli veya
daha hizli 6lmemelidir. Patojenden daha hizli 6lmesi durumunda, teorik olarak

depolama sirasinda gidada indikator tespit edilmezken patojenler hala bulunabilir.

. Indikatér, fiziksel ve kimyasal streslere maruz kaldiginda patojenlerden daha fazla

hasar (8liimciile yakin agir hasar) gdrmemelidir. Indikator, agir hasara daha
duyarlhysa, sayimda kullanilan segici yontemlerle tespit edilmeyecektir. Bu durumda,
patojen daha yiiksek seviyelerde mevcut olsa bile, indikatér ya hi¢ bulunmaz ya da

cok diisiik seviyelerde bulunmaktadir.
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. Tercihen gidada patojen mevcutken indikatoriin bulunmasi; tersine olarak, enterik

patojenler mevcut degilken, indikatoriin bulunmamasi gerekir. Bu tiir
korelasyonlar olmadikca, bir gidada olasi bir patojen varligin1 gosteren bir
indikatdriin 6nemi biiylik dlgiide azalir.

Tercihen gida da mevcut indikatdr seviyesi ile enterik patojenin bulunma olasiligi
arasinda dogrudan bir iligki olmalidir. Bu iliski, gidanin tiiketim agisindan kabul
edilme veya reddedilmesine yonelik indikator limitlerini belirleyen diizenleyici
standartlarin olusturulmasini saglar. Bu kriterlere gore indikatoriin gidada yiiksek
olan sayisinin patojenin bulagsma diizeyinin yiiksek olmasindan mi1 kaynaklandigini
yoksa patojen bulasmasi ¢ok diisiik olsa bile indikatoriin sayisinin zamanla

arttigindan m1 kaynaklandigini ayirt etmek ¢cok dnemlidir.

Zaman —*

Sekil 3. Bir indikator organizma ile ilgili patojen(ler) arasindaki ideallestirilmis iliski.
Indikatér, patojenin varhig1 sirasinda patojenden daha yiiksek sayilarda bulunmalidir (Jay ve ark., .2008)

Diski indikatorleri kavrami gida giivenligine uygulandiginda, bazi ek kriterler

vurgulanmistir. 1961'de Buttiaux ve Mossel tarafindan Onerilen kriterler hala gecerlidir.

1.

Ideal olarak segilen bakteriler, yalmzca bagirsak ortamlarmda &zgiinliik

gostermelidir.

. Yiksek seyreltmelerde karsilasilabilmesi icin diskida c¢ok yiiksek sayilarda

bulunmalidirlar.

. Kirliligi degerlendirilecek olan ekstraenteral ¢evreye karsi yiiksek bir dirence sahip

olmalidirlar.

. Cok diislik sayilarda mevcut olsalar bile, nispeten kolay ve tamamen giivenilir

algilamaya izin vermelidirler. Tek basina higbir bakteri grubu veya tiiriiniin ideal bir

indikator olmak i¢in tiim kriterleri karsilayamayacag ifade edilmistir.
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2.8 indikator Mikroorganizmalar

Cok c¢esitli mikroorganizmalar suya bulasabilir patojenler oldugundan ve kirli
suda aralikli ve/veya diisilk konsantrasyonlarda bulunma egiliminde olduklarindan,
tespit ve numaralandirma yontemleri genellikle karmasik ve pahalidir. Diski
malzemesinde siirekli olarak bulunan, patojenlere kiyasla suda oldukga iyi hayatta kalan
ve tespit edilmesi daha kolay olan alternatif organizmalar, bu nedenle diski kirliligi
gostergeleri olarak yaygin kullanilmaktadir (Sinton ve ark., 1993a).

Bir¢ok c¢alisma, kontaminasyon kaynagi spesifik patojenlerden ziyade diski
gostergeleri  hakkindaki bilgeleri icermektedir (Pachepsky ve ark., 2011). Fekal
indikatér mikroorganizmalar; koliformlar, termotolerant koliformlar, Escherichia coli
(E. coli), fekal streptokok (FS), enterokok, siilfit azaltic1 clostridia (SRC), Clostridium
perfringens, bifidobakter, bakteriyofajlar (Bacteroides, E. coli 'ye 06zgii fajlar) ve
kolifajlar olarak oOnerilmektedir. indikatér mikroorganizmalarin tamim ¢izelge 3’te

verilmistir (Ashbolt ve ark., 2001; Scott ve ark., 2002).

Cizelge 3. indikator ve indeks mikroorganizmalar (Ashbolt ve ark., 2001)

Grup Tamim

Proses Indikatdrleri Klor dezenfeksiyonu gibi bir prosesin etkinligini gosteren bir
grup organizma. Ornegin; heterotrofik bakteriler veya toplam
koliformlar

Fekal Indikatorler Termotoleranshi koliform bakteri tiirleri veya E. coli gibi

diskt  kontaminasyonunun varligini gosteren bir grup
organizma. Boylelikle, sadece patojenlerin  mevcut
olabilecegi sonucuna varilir.

Dizin ve model Patojen varligi ve davranigim gosteren bir grup veya tir.
Organizmalar Ornegin; Salmonella icin indikator olarak E. coli ve insan
enterik virts i¢in F-RNA modeli olarak kolifajlar.

Fekal kontaminasyona maruz kalmis sulardan alinan numunelerde E. coli
saptanamamis olmasi, baska indikator mikroorganizmalara aranmasini gerekli kilmistir.
Cevresel sularda en ¢ok aranan fekal indikatér mikroorganizmalar; toplam koliformlar,
fekal koliformlar, E. coli ve enterokoklardir. Fekal indikatdr mikroorganizmalar; yaban
hayvanlarmin, ¢iftlik hayvanlarinin (6rnegin domuz, sigir, kiimes hayvanlari), ¢ok
sayida kuslarin ve kemirgenlerin, evcil hayvanlarinin ve insanlarin diskilarinda

bulunmaktadir (Thurston ve ark., 2001; EPA, 2006; Cabral, 2010).
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2.8.1 Koliformlar

Koliform grubu bakteriler, bir asira yakin siiredir, su kaynaklarinin biyolojik
kalite (¢ogunluklu fekal kirliligin) gostergeleri olarak Onerilmektedir. Sihhi kirliligin
gostergeleri igin; koliformlar, kolon grup, Escherichia-aerobacter grup veya coli-
aerogenes grup gibi adlandirmalar s6z konusu olmustur (leclerc ve ark., 2001).
Schardinger, 1892' de Bakteri coli'nin diski florasinin karakteristik bir bileseni oldugunu
ve sudaki varligmin “digkr kirliliginin varliginin ve dolayisiyla enterik patojenlerin

n

potansiyel varligmin bir gostergesi " olarak alinabilecegini One slirmiistiir. Bakteri
coli'nin tanimlanmasindan kisa bir siire sonra, diger gram negatif, laktoz fermente edici
bakteriler digski ve sudan izole edilmis ve 1901'den beri bu bakteriler koliform adi
altinda gruplandirilmistir (Medema ve ark., 2003). Leclerc ve ark., (2001) yayinladiklar
makalede bu grubu 32 cins ve 110'dan fazla adlandirilmis tiir ile tanimlamislardir
(Cizelge 4). Koliformlarin tanimi1 ve genel o6zellikleri ise; safra tuzlar1 veya benzer
biiyiimeyi inhibe edici 6zelliklere sahip diger yiizey aktif ajanlarin mevcudiyetinde
iireyebilen ve (1) fakiiltatif anaerobik, (2) gram-negatif, (3) basil sekilli bakteriler
seklinde ifade edilmektedir. 24-48 saat 35-37° C'de (4) laktozu fermente ederek asit ve
gaz veya aldehit aciga cikarirlar. (5) Oksidaz negatiftirler, (6) spor olusturmazlar ve (7)
galaktosidaz aktivitesi gosterirler. Toplam koliformlar tiim grubu temsil eder ve 37°
C'de ¢ogalan bakterilerdir. Termotolerant koliformlar ise daha yliksek sicaklikta (44.2°
C) geligebilen bakterilerdir. Koliformlar, Enterobacteriaceae ailesinin bir grubudur.
Toplam koliformlarin, termotolerant koliformlarin ve E. coli'nin bir aritma prosesinden
cikan sudaki 6nemi agisindan higbir fark yoktur, cilinkii hepsi yetersiz aritmayi isaret
eder ve hangi tip koliform tespit edildigine karar verilinceye kadar eylem
ertelenmemelidir (Payment ve ark., 2003; Cabral, 2010).

Cevre sulart koliform testi ile gergeklestirildiginde, dort tiir koliform cinsi
bakteri (Escherichia, Klebsiella, Enterobacter ve Citrobacter) olumlu sonuglar verir
(Leclerc ve ark., 2001; Cabral, 2010). Yaz aylarinda en sik rastlanan koliformlar ise
Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae ve Citrobacter
freundii’dir (Ozsavli ve ark., 2018). Koliform grubunun en eski iiyelerinden
Friedlander’in basili olarak adlandirilan Klebsiella pneumoniae 1882'de Carl
Friedlander tarafindan tanimlanmistir (Ashurst ve Dawson, 2022). E. coli ’den sonra en
cok rastlanan Klebsiella pneumoniae’nin alt tiirii olan K. rhinoscleromatis VVon Frisch

(1882) tarafindan tanimlanmistir (Sathyavathy ve Madhusudhan, 2020).
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Cizelge 4. Enterobacteriaceae ailesindeki koliform bakteriler (Leclerc ve ark., 2001)

ONPG? Diski Kokenli Suda Bulunma

Arsenophonus
Budvicia
Buttiauxella
Cedecea
Citrobacter
Edwarsiella
Enterobacter
Erwinia
Escherichia
Ewingella

Hafnia

Klebsiella
Kluyvera
Leclercia
Leminorella
Moellerella
Morganella
Obesumbacterium
Pantoea
Photorhabdus
Pragia - -
Proteus
Providencia
Rahnella
Salmonella®
Serratia
Shigella® - +
Tatumella -
Trabulsiella + - -
Xenorhabdus - - -
Yersiniad + + +
Yokenella + - -

+ +

+ + + + +
[ N L
+ 4+ 4+ 0+

+ + + A+ A+ +
1 1
+ + + 4

+
+ +
+ +

+ 1
1 1
+

1 1
+ 1 4

+ 0+
1
+ + + + + + +

20ONPG, o-Nitrophenyl-p-galactopyranoside

b Salmonella alt grup 3a, 3b (Arizona) ve 5 (S. bongorae) ONPG pozitif
¢Baz1 S. sonnei biovars, ONPG pozitif

dCogu tiir (Y. aldovae haric) genellikle ONPG pozitif

Koliformlar i¢in ¢esitli siniflandirma semalar1 ortaya ¢ikmistir (Ashbolt ve ark.,
2001). MacConkey (1909) yilinda siniflandirmalar iizerine ¢alismis, laktozu fermente
eden basilleri sakkaroz ve dulsitol iizerindeki fermentatif etkiye gore 4 gruba ayirmistir.
Daha fazla test ekleyerek (adonit, inulin, indol, Vosges ve Proskauer'in reaksiyon varligi
veya yoklugu gibi) 128 farkli koliform tipini, Bergey ve Deehan (1908) yilinda 8 6zellik
kombinasyonu ile 256 tip tamimlamistir. 1920'lerin basinda koliformlarin
farklilasmasma kars1 onerilen bir dizi korelasyon gelismistir. indol iiretimi, jelatin
stvilastirma, slikroz fermantasyonu ve Voges-Proskauer reaksiyonu, diski kirliliginin
tayini i¢in en 6nemli testler arasindadir (Odonkor ve Ampofo, 2013). 1936 yilinda Parr
tasarladiklar1 “IMVEC” (I: Indol testi, M: Metil red testi, V: Voges-Proskauer testi, E:
Eijkman testi veya 44,5+0,2° C 'de gelisme testi, C: Sitrat testi) testi ile organizmalarin

kullanildig1 yere gore formiil yazmayr miimkiin kilmistir (Parr, 1938).



25

2.8.2. Escherichia coli

Enterobacteriaceae ailesinin bir grubu olan Escherich coli; ilk olarak 1885'te
pediatrist ve bakteriyolog Theodor von Escherich tarafindan yeni dogan bebegin diski
florasindan izole edilerek "Bacterium coli commune" ismiyle tanimlandi (Deborah
Chen ve Frankel, 2005). 1919 yilina kadar Bacterium coli terimi yaygin olarak
kullaniliyordu. Daha sonra Peschiera cinsinin olusumundan sonra Castellani ve
Chalmers, tip tiirlerini E. coli olarak adlandirdilar (Jaybhaye ve Deb, 2021). Escherichia
cinsi igerisinde yedi tiir vardir. Bunlar: E. coli, E. adecarboxylata, E. fergusonii, E.
hermannii, E. vulneris, E. blattae ve E. albertii (Omerovic ve ark., 2017)’dir. Yarim
yiizyildan fazla bir siiredir, E. coli, diskida aviriilan* olarak kommensal® kabul edildi.
Bu goriis, E. coli'nin insanlarda hastalia neden olabilecegini gosteren kanitlarin
birikmesiyle yillar iginde asamali olarak degisti. Patojenik E. coli'ye bagh
enfeksiyonlar, bir mukozal yilizeyin kolonizasyonu ile sinirli olabilir veya tiim viicuda
yayilabilir. Idrar yolu enfeksiyonu, sepsis/menenjit ve gastrointestinal enfeksiyonlar ile
iliskilendirilmistir. Bununla birlikte, bazi1 patojenik E. coli suslar1 viriilandir ve ishal,
peritonit, yenidogan menenyjiti, hemolitik iremik sendrom (HUS), gram-negatif bakteri
pnomonisi ve solunum yolu hastalig1 gibi hastaliklara neden olabilir (Deborah Chen ve
Frankel, 2005; Huang ve ark., 2016a). Tiim Enterobacteriaceae tiirlerinin hiicre
duvarinda yer alan lipopolisakkarid tabakanin derin kisimlarinda enterobakteriyel
yaygmn antijen (ECA) bulunur. Enterobacteriaceae tiirlerinde ECA disinda 3 temel
antijen bulunmaktadir (Kili¢, 2013). Bunlar; O, H ve K antijenleridir.

[k olarak Kaufman tarafindan, somatik (O), flagellar (H) ve kapsiiller (K) yiizey
antijenlerine gore serotip semasi tanimlanmistir (Ugar ve ark., 2015; Omerovic ve ark.,
2017). Serotiplendirme, li¢ immiinojenik yapinin kombinasyonuna dayanir. Cok az
laboratuvar K tiplemesi yapabilmektedir. iki ana yiizey antijenlerinin (O:H)
serotiplendirmesi patojenik E. coli'nin karakterizasyonu igin bir standart haline
gelmistir. Mevcut serotiplendirme semasi, Ol ila O188 olarak adlandirilan 188 O
grubunu igerir (O182 ila O188'in yaymlanmasi beklenmektedir), O gruplar1t O31, O47,
067, 072, 094 ve 0122 semadan ¢ikarilmistir. Geri ¢ekilen H13, H22 ve H50 harig
olmak tizere, H1 ila H56 olarak adlandirilan 53 H antijeni semaya dahil edilmistir
(Joensen ve ark., 2015; Cheng ve ark., 2016). E. coli'nin patojenik mekanizmalarinin

arastirtlmasiyla patojen suslarin toksin liretme, epitel hiicreye yapigsma ve bu hiicreleri

4 Avirulan: Hastalik yapma yetenegi bulunmayan, oldiiriicii olmayan organizma
5 Kommensal: Bir organizmanin iizerinde veya igerisinde yasayan ancak zarar vermeyen organizma
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istila etme yeteneklerine gore: enteropatojenik E. coli (EPEC), enterotoksijenik E. coli
(ETEC), enteroinvaziv E. coli (EIEC), enterohemorajik E. coli (EHEC) enteroagregatif
E. coli (EAEC) ve dagmik yapisan E coli (DAEC) olmak fiizere altt gruba ayrildilar
(Ray ve Bhunia, 2013).

2.8.3 Fekal Streptokok ve Enterokoklar

Koliformlar tizerindeki calismaya paralel olarak, fekal streptokok (FS) olarak
bilinen bir grup bakteri kirlilik gostergesi olarak arastirilmistir (Geldreich ve Litsky,
1976; Winslow ve Hunnewell 1902; Sinton ve ark., 1993b). Fekal streptokok tiirleri
Streptococcus cinsinin alt grubu olup Streptococcus faecalis, Streptococcus bovis,
Streptococcus equinus ve Streptococcus avium’dan olusmaktadir. Insan ve diger
sicakkanli hayvanlarin bagirsaklarinda bulunurlar. Fekal streptokok tiirleri su ve diger
cevresel sistemlerde biiyiimez ve ¢ogalmaz ancak uzun siire hayatta kalabilirler bu
nedenle indikatdér mikroorganizma olarak kullanilabilirler (Motlagh ve Yang, 2019).
Fekal koliform (FC)/ fekal streptokok (FS) orani 4'ten biiyiik ise su genellikle evsel atik
sudan kaynaklanan fekal kirliligi gosterir ve FC / FS orami 0,7'den az oldugunda, insan
olmayan hayvan atiklarindan kaynaklanan fekal kirlenmeyi ifade etmektedir (Doran ve
Linn, 1979).

Enterokoklar fekal indikator bakteri (FIB) veya fekal kontaminasyonun genel
indikatorleri olarak kullanilirlar. Enterococcus cinsleri %6,5 sodyum klortir, pH 9.6 ve
45°C'de biiylime yetenekleri ile diger streptokoklardan farklilagirlar. Cins; Enterococcus
avium, Enterococcus faecium, Enterococcus durans, Enterococcus faecalis ve
Enterococcus gallinarum bakterilerini igerir. 1984 yilinda, DNA-DNA ve DNA-rRNA
hibridizasyonu Streptococcus faecalis ve Streptococcus faecium (simdi Enterococcus
faecalis ve Enterococcus faecium) gibi tiirlerin ortaya ¢iktigi Streptococcus'tan ayri
olarak benzersiz bir cins olarak Onerilmistir. “Fekal streptokoklar” veya onceki tiir
isimleri gibi tanimlamalarin kullanildig1 eski yayinlarda, bu terminolojiyi, 6zellikle
fekal streptokoklarin, terimlerin biiylik oOlclide enterokoklarla es anlamli oldugu
anlayistyla kullanilmaktadir. Streptococcus cinsinden sadece Streptococcus bovis ve
Streptococcus equinus gergek digki streptokoku olarak kabul edilir. Bu iki streptokok
tirti agirlikli olarak hayvanlarda bulunur; Enterococcus faecalis ve Enterococcus
faecium insan bagirsagma daha spesifiktir (Schleifer ve Kilpper-Balz, 1984; Gerba,
2009; Byappanahalli ve ark., 2012).
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2.8.4 Bakteriofajlar

Mikrobiyal kaynak takibi (MST), diski kirliliginin insan veya hayvan
kaynaklarindan ayirt etmek i¢in konakgiya 0Ozgli bagirsak mikroorganizmalarini
kullanan bir arastirma alanidir. Izole edilmis ve gesitli cografi bolgelerde kiiltiir ve
kiitiphaneden bagimsiz MST belirtecleri olarak bakteriofajlar gosterilmektedir
(Chyerochana ve ark., 2020). Bakteriyofajlar, biyosferde en yaygin sekilde dagilmis ve
bol bulunan organizmalardir ve bakteriyel konukcular1 spesifik enfekte etme
kapasiteleri nedeniyle, son zamanlarda su kirliligi kontroliinde yeni gostergeler olarak
kullanilmaktadirlar (Ji ve ark., 2021). Fajlarin patojenik enterik bakterilerin olasi
varligint gosteren modeller olarak kullanilmasi ilk olarak 1930'larda ortaya ¢ikmis ve
belirli bakteriyofajlarin varligi ile diski kontaminasyonunun yogunlugu arasinda
dogrudan iliskili bulundugu ifade edilmistir (Ashbolt, 2001).

Yeralt1 suyu i¢in uygun enterik viral gostergeler olabilmek i¢in, bakteriyofajlarin
su dzelliklere sahip olmasi gerekir: Ozgiilliik, yani siirekli ve sadece insan diskisinda ve
kanalizasyon suyunda meydana gelirler, g¢evrede g¢ogalmazlar ve digkinin cevresel
kaynag1 yoktur. Duyarlilik, yani enterik viriislerden daha fazla sayida bulunurlar, en
azindan c¢evrede ve su aritma siireglerinde bulunan enterik viriisler kadar uzun
omiirliidiirler. Basit ve ucuz yontemlerle algilanmalar1 kolay olmalidir. Enterik virtisler
icin li¢ temel bakteriofaj grubu Onerilmistir. Somatik kolifaj, erkege 0zglii RNA
kolifajlar1 (FRNA fajlar1) ve Bacteroides fragilis'i enfekte eden fajlar. E. coli ve diger
koliformlar1 enfekte eden bakteriyofajlara kolifajlar denir (Leclerc ve ark., 2000).

Enterik bakteriyofajlar, ozellikle Escherichia coli’yi enfekte eden F-RNA
bakteriyofajlari, fiziksel yapilarinda, kompozisyonlarinda ve morfolojilerinde insan
enterik viriislerine benzedikleri i¢in insan viral patojenlerinin gostergeleri olarak
onerilmistir. Gl ve nehir suyu igin litre basma 10%e kadar somatik ve F-RNA fajlari
kaydedilmis ve Klebsiella pneumoniae ve Salmonella tiirlerini enfekte eden fajlar tath
sudan geri kazanildig1 ifade edilmistir (Grabow, 2001; Nappier ve ark., 2006). Kang ve
ark. (2017) yilinda Kore'deki norovirlis salginlarinin kaynagini noroviriisle iligkili
oldugu tahmin edilen tarim iiriinleri ve gevresel rnekleri incelemislerdir. incelenen
orneklerde erkege 6zgii (F+) kolifaj (MSC) ve fekal indikator bakteri (Koliform, E. coli)
kontaminasyon durumunu arastirmis, arastirma sonucunda koliform, E. coli ve MSC

sonuglarinin pozitif oldugunu bildirmislerdir.
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2.9 Tarimsal Sularda Patojen ve Indikator Mikroorganizmalarin Aranmasinda

Kullanilan Yontemler

Tarimsal suyun mikrobiyal kalite analizi, geleneksel tan1 yontemlerinde
mikroorganizmalarin kiiltiirde tliretilmesine dayanmaktadir. Geleneksel mikrobiyolojik
yontemler gilivenilir ve dogru, ancak zaman alici ve yogun emek gerektiren altin
standart yontem olarak kabul edilir. Bu yontemler arasinda, hedef organizmalarin
popiilasyonunu artirmak i¢in numunelerde segici bir 6n zenginlestirme ve saf kiiltiirleri
izole etmek i¢in de uygun bir besi yerine ekimi ve ardindan kiiltiirlerin fenotipik analiz
veya morfolojik veya metabolik incelenmesi (karbon veya azot kullanimini izlemek)
gerekmektedir. Bu islemin sonug¢ almasi 2-3 giin ve onaylanmasi i¢in sonraki birkag¢ giin
stirmektedir. Geleneksel yontemlerin kontaminasyon kaynagini gésterememesi, 6nemli
dezavantajlarindandir. Ayrica bazi mikroorganizmalarin (bakteri) gozleme dayanan
ozelliklerin incelenmesi ve ¢esitli biyokimyasal testlerin yapilmasi sirasinda, her zaman
bir kontaminasyon riski olasiligi vardir. Geleneksel yontemlerinin dezavantajlart yeni
ve hizli tam1 yontemlerini gerekli kilmistir. Minyatiirize biyokimyasal identifikasyon
yontemleri, immiinolojiye bagli yontemler, molekiiler ve enzimatik yontemler,
biyosensorler, spektrometrik yontemler, mikroplak okuyucular ve diger mikrobiyolojik
hizli tam1 yontemler olmak iizere bir dizi alternatif mikrobiyolojik yoOntemler
Onerilmistir (Aras, 2011; Umesha ve Manukumar, 2018; Rodrigues ve Cunha, 2017;
Tekintas ve Hoggor-Limoncu, 2018).

2.9.1 Geleneksel Yontemler

Koliformlarin tespiti, tarimsal su orneklerinde fekal kirliligin bir gostergesi
olarak kullanilmaktadir. E. coli, toplam koliformlar veya fekal koliformlar tespit etmek
icin kullanilan hemen hemen tiim yontemler, laktoz fermentasyonuna dayanan
yontemleridir (FDA, 2020). Geleneksel tan1 yontemleri, canli hiicre disinda (in vitro)
yapilan standart mikrobiyolojik analizlerde koliform grup bakteriler i¢in Onerilen kati
(6rn. VRBA) ve sivi (6rn. LST) selektif besiyerlerinin kullanimi ve inkiibasyon
stiresinden sonra metabolik reaksiyonlara veya biiylime tepkisine dayanmaktadir. Bu
yontemler; en muhtemel say1 yontemi (MPN) ve membran filtrasyon yontemi igeren

yontemlerdir (Anonim, 2014; Rodrigues ve Cunha, 2017).
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2.9.1.1 En Muhtemel Say1 Yontemi

En muhtemel sayr (MPN) yontemi coklu tiip yontemi olarak da bilinmektedir.
MPN testi, bir su numunesinde koliformlarin varliginin tespit edilmesinde
kullanilmaktadir. Bu test {i¢ adimdan olusur; varsayimsal bir test, onaylanmis bir test ve
tamamlanmais bir test (Sekil 4). Tirkiye Standartlar1 Enstitiisii (TSE), TS EN ISO 9308-
2 numarali “Su kalitesi- Escherichia coli ve koliform bakterilerin tespiti ve sayimi -

Bolim 2: En muhtemel say1r yontemi” uluslararasi standardi kullanmaktadir (TSE,
2012).

A) Varsayimsal Test - i i
) i Belirtilen numune hacimlerini her tipe aktann.

35°C 24 sa Inkiibasyon

: I I 1
10 mL 10mL 01mL
' L]
~

. ' ' |
U RN RN
‘Su '
Numunesi }
E\‘\/ ’ : [ | | J
: P © v U U v U U

DSLB SSLB SSL
%10 veya daha fazla gaza sahip tiipler pozitif kabul edilir. Bakterilerin k U ]
MPN'sini hesaplamak igin her seyreltmedeki pozitif tiip sayist kullanihr .
B) Dogrulama Testi
Pozitif tiiplerden biri, i¢ tipte sikugan gazm varligryla belirtildigi gibi segilir ve Levine's
EMB agar ve Endo agar igeren besiyetlerine ekilir. 35° C'de 24 saat inkiibasyona birakilr
ve tipik koliform kolonileri icin gozlemlenir.

@ @
Levine's Endo
EMB Agar Agar

. /’/ \\ r//

N\

N\

—

Positive Negative Positive Negative
gram- negatif laktoz Diger bakteriler Laktoz fermente edici Laktoz igermeyen fermente
fermantérleri (koliformlar)  "¢ekirdekli” koloni (koliform) koloniler ve edici (koliform) koloniler ve
"cekirdeklenmis' koloniler ~ Bretmezler cevresindeki ortam kurmuzidyr  gevresindeki ortam renksizdir

retir

Sekil 4. Su numunelerinde koliformlar igin bir MPN testi gergeklestirme prosediirii: (A) varsayimsal test
ve (B) dogrulanmus test (Gerba, 2009).
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Varsayimsal testte, lauril siilfat-triptoz-laktoz broth, test edilecek suyun farkli

seyreltmelerine sahip bir dizi test tiipline yerlestirilir. Genellikle seyreltme basina ii¢ ila
bes test tlipii hazirlanir. Bu test tiipleri 35° C'de 24 ila 48 saat inkiibe edilir, daha sonra
gaz ve asit tiretimi ile gosterilen koliformlarin varlig1 agisindan incelenir. Pozitif tiipler
tanimlandiktan ve kaydedildikten sonra, 100 ml basina koliform sayis1 veren bir MPN
tablosu kullanarak orijinal numunedeki toplam koliform sayisin1 tahmin edilir.

Dogrulama testinde koliformlarin varligi, Levine’s eozin—metilen mavisi (EMB) agar

veya Endo agar gibi segici bakteriyolojik agarlarin pozitif tiiplerden az miktarda kiiltiirle
asilanmasiyla dogrulanir. Laktoz fermente eden bakteriler, ortamda yesil parlakliga
sahip kolonilerin veya karanlik bir merkeze sahip kolonilerin iiretilmesiyle gosterilir.

Bazi durumlarda tamamlanmis bir test, asit ve gaz liretimini gostermek i¢in agardan

gelen kolonilerin lauril siilfat—triptoz—laktoz broth’a geri inokiile edilmesiyle

gerceklestirilir (Gerba, 2009).

2.9.1.2 Membran Filtrasyon Yontemi

Membran filtrasyon teknigi, 6zellikle su ve diger sivi numunelerin analizinde
kullanilmaktadir. MF tekniginin ¢alisma prensibi, su numuneleri ve bu numunelerden
hazirlanmig seyreltileri, steril 0,45 um ve daha kiiclik gézenek capli mikroorganizma
hiicrelerinin ve sporlarinin geg¢mesine izin vermeyen seliiloz veya polikarbonattan
yapilmis 6zel membran filtrelerden basing ve vakum yardimiyla gegirilerek
numunelerin igerisindeki mikroorganizmalar filtre {izerinde tutulmasi hedeflenmistir. Su
numuneleri membran filtreden gegirildikten sonra filtreler uygun bir besi yeri (M- Endo
Agar, LES Endo Agar) iizerine aktarilarak 35°C-37°C' de 24 inkiibasyona birakilir.
Inkiibasyon sonucunda filtre igerisinde bulunan kapiler gézenekler yardimiyla besi yeri
filtre tizerindeki mikroorganizmalara ulasir. Filtre iizerinde gelisen mikroorganizmalar
yiizeyde metalik yesil bir rengin eslik ettigi pembeden koyu kirmiziya dogru renkteki
kolineler sayilarak mikroorganizma sayis1 hesaplanir (Sekil 5).

Dogrulama i¢in her bir koloni bir 6ze yardimiyla LST Broth besi yerine
asilanarak 35°C-37°C' de 48 saat inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon sonucunda
tiiplerdeki mikroorganizma gelisimi ve gaz olusumu gozlemlenir. Pozitif tiipler BGLB
broth besi yerine ekilerek inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon sonucunda
mikroorganizma gelisimi ve gaz olusumu goézlemlenir. Sonug¢ pozitif ise

mikroorganizma (koliform) dogrulanmis olur (Cemeroglu, 2013).
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Su kalitesinin belirlenmesinde TSE’nin yiiriirliikte olan standartlarinda [TS EN
ISO 7899-2, TS 8020 EN 26461-2 ve TS EN ISO 14189 (Ingilizce Metin)] membran
filtrasyon yontemi kullanilmaktadir (TSE, 1997; TSE, 2002; TSE, 2017).

Vi

Steril forseps kullanarak, mEndo Her petri kabi Uzerine 2 ml mEndo broth-MF
broth- MF icin petri kablarinin ekleyin ve kapaklan degistirin. Alternatif
diplerine steril bir kurutma kagidi olarak, mFC agar petrilerini hazirlayin.
yerlestirin.

c D i
buraya takin
Vakum
Vakum e
—
Sistem Uzerine yukari gelecek Gerekirse tampon ekleyin ve Vakum devem ederken
sekilde steril forseps kullanarak ardindan dngdridlen numune steril forseps ile filtreyi
steril bir membran filtre yerlestirin. hacmini ekleyin. Hafif vakum ‘cikarin
Filtreyi ortalayin altinda filtreleyin.

F
inkiibasyon

Filtreyi da 6nce hazirlanan
uygun petri kabina yerlestirin
(Sekil Ave B)

inkiibasyon sonrasi, orjinal su drnegindeki
organizmanin konsantrasyonunu
belirlemek igin kolonileri sayin

Sekil 5. Vakum filtrasyonu kullanarak bir su numunesindeki koliform sayisini belirlemek i¢in membran
filtrasyon yontemi (Gerba, 2009).
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2.9.2 Alternatif Mikrobiyolojik Yontemler

2.9.2.1 immiinolojik Yéntemler

Immiinolojik yontemler, antijen-antikor kompleksinin 6zgiilliigiine ve bu tanima
reaksiyonunun bir Ozelligi olan yiiksek afiniteye dayanmaktadir. Antijen-antikor
baglama reaksiyonlarmin yaygin kullanimi, enzime bagli immiinomanyetik ayirma
(IMS) Enzim bagli immiinosorbent testi (ELISA), veya immiinofloresan (IF) testi
yoluyla hedeflenen hiicre tespiti ile hiicre yakalamay1 icerir. Enzim baglantili floresan
immiinolojik test; bir antikoru, bir enzimle etiketleyen hiicresel bilesen tabanli bir
teknolojidir. Antikorlar, kromajenik veya florojenik substratlarin pargalanmasini
katalize eden enzimlere yiikseltilebilir ve konjuge edilebilir. inkiibasyondan sonra, bir
enzim substratt eklenir. Pigmentli bir {iriiniin olusumu, numunede bulunan enzim
miktarmin gostergesidir ve elde edilen mikroorganizma miktaridir (Rodrigues ve

Cunha, 2017).

2.9.2.1.1 immiinomanyetik Ayirma (IMS) Yéntemi

Immiinomanyetik ayirma (IMS), bilinen bir siire¢ ile bir karisimdan hedef
patojenlerin yakalanmasi ve yogunlastirilmasi i¢in antikor molekiilleri ile kaplh kiiciik
manyetik parcaciklar (siiperparamanyetiktir) kullanilir. En yaygin manyetik tastyicilar
1-2,8 mm arasinda degisen ¢apa sahip DynabeadsR’dir. Bunlar polistiren kapli demir
oksittir. Biyotilenmis bir antikorun tutuklanmasi i¢in streptavidin kapli boncuklar
kullanilmaktadir. Bunlar bir manyetik ayirici ile kolayca bir siispansiyondan
uzaklastirilabilir. Higbir manyetik kalint1 olmadigi i¢in parcaciklar birbirlerini ¢cekemez
ve bu nedenle herhangi bir harici manyetik alanin bulunmamasi1 durumunda homojen bir
karisim igerisinde kolaylikla siispanse edilir. IMS iki asamaya sahiptir. ik olarak ilgili
mikroorganizmalar1 igeren siispansiyon 30-60 dk boyunca manyetik parcaciklar ile
karistirtlir. Daha sonra manyetik kompleksi iceren tiip, bir manyetik ayiriciya yerlestiril
ve sivi atilir. Ikinci asamada manyetik kompleks istenmeyen kirletici maddelerinin
uzaklastirilmasi i¢in birkag kez tampon ile yikanir. Daha sonra hiicreler niikleik asit
bazli PCR, immiinolojik test veya biyosensor temelli yontemler kullanilarak daha sonra
test edilmek tizere toplanir (Ray ve Bhunia, 2013).

Dogrudan ve dolayli yaklasimla IMS yontemleri kullanilarak c¢evre
orneklerinden ve gidalardan c¢esitli mikroorganizmalarin yogunlastirilmasi ve ayrilmasi

icin immiinomanyetik boncuklar kullanilmistir. Dogrudan yaklasimda organizmaya
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0zgl antikorlar ile kapli olan manyetik parcaciklar ile hedef organizma karistirilir.
Parcaciklar bakteri hiicreleri ile temas ettiginde, birincil antikorlarla tutulur. Dolayl
yaklasimda birincil antikor siispansiyona eklenir ve hedef organizmaya tutunmasi igin
beklenir. Daha sonra birincil antikor igin 0zgiil olan, ikincil bir antikor ile kaplh
manyetik parcaciklar eklenir ve birincil antikora tutulmasi i¢in beklenir. Manyetik
parcacik kompleksleri daha sonra manyetik yogunlastirict kullanilarak ayrilir. Biiyiik
hacimli O6rneklerden yakalama verimliligini arttirmak igin tekrar sirkiile eden sividan
hedef patojenleri yakalamak i¢in cam boncuklarin bélme iginde tutuldugu bir akis
yoluyla PathatrixR sistemi ticari olarak mevcuttur. IMS segici besi yerie ekim,
immiinofloresan testi, PCR, akis sitometrisi ve patojenite temelli testler ile baglantili

olaral kullanilmistir (Ray ve Bhunia, 2013).

2.9.2.1.2 Enzim Bagh immiinosorbent (ELISA) Yontemi

Enzim-bagli immiinosorbent testi (ELISA), E. coli O157:H7, Salmonella spp.,
Listeria monocytogenes ve Campylobacter jejuni gibi patojenlerin veya bunlara ait
toksinlerin saptanmasi i¢in kullanilan en yaygin yontemlerden biridir. Spesifik
antikorun Once ticari ireticinin talimatlarina gore kati bir yiizeye (bir mikrotitrasyon
plakasinin bir duvarina) baglanmasina izin verilir. Daha sonra yiizeydeki ek protein
baglanma bolgelerini bloke etmek icin bloke edici ajanlar (sigir serum albiimini)
eklenir. Antijen (patojenler veya toksinleri) iceriginden siiphelenilen numune, ihtiyaca
gore hazirlanir ve ardindan kuyuya eklenir ve antikor—antijen reaksiyonu i¢in inkiibe
edilir. Baglanmamis antijeni ¢ikardiktan sonra, spesifik bir enzimle (peroksidaz gibi)
etiketlenmis bagka bir antikor eklenir ve bir sandvi¢ (antikor—antijen—antikor—enzim)
olusturmak {izere antijene baglanmasi i¢in inkiibe edilir. Baglanmamis enzime bagl
antikor daha sonra ¢ikarilir. Sandvi¢ kompleksi son olarak, enzime 6zgii bir kromajenik
substrat (peroksidaz i¢in 4 kloro-1-naftol gibi) belirli bir siire inkiibe edilerek ve
reaksiyonu durdurmak i¢in bir enzim inaktivatorii eklenerek tespit edilir. Renk
gelisiminin yogunlugu daha sonra belirli bir patojen veya toksinin varligini tanimlamak
icin Olciilebilir. Kromajenik bir substrat yerine, spesifik bir florojenik substrat
(peroksidaz i¢in 3-p-hidroksifenil propiyonik asit gibi) kullanilabilir ve reaksiyon bir
florimetre ile Olgiilebilir (Ray, 2004).
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2.9.2.1.3 immiinofloresan (IF) Yontemi

Temel olarak, bir immiinofloresan (IF) yontemi, ELISA ydntemine benzer.
IF'de, bir antijen ile bir cam lam yilizeyinde veya 96 kuyucuklu bir mikrotiter plaka
icerisinde kompleks olusturduktan sonra, bir floresan mikroskobu, bir spektrofotometre
veya bir dijital kamera ile tespit edilen floresan yayan, floresan etiketli bir tespit
antikoru (bir patojenin somatik veya flagella antijenlerine kars1) kullanilir. Kullanilan
floresan isaretciler rodamin B, floressen izosiyanat ve floressen izotiyosiyanattir (FITC)
(Ray ve Bhunia, 2013). Floresan antikor teknigi iki temel yontem kullanilarak
gercgeklestirilebilir: Dogrudan yontem, antijenlerin floresan etiketli spesifik bir antikorla
baglanmasini kullanir. Dolayli yontemde, birincil antikor floresan ile baglanmaz, bunun
yerine tiirlere 6zgii bir ikincil antikor spesifik floresan ile etiketlenir. Dolayli yontemde,
etiketli antikor, birincil antikor ve antijen kompleksinin varligini tespit eder. Dolayli
yontemin kullanilmasi, ilgilenilen her organizma igin floresan etiketli bir antikor
hazirlama ihtiyacini ortadan kaldirir (Ray ve Bhunia, 2013).

IF yonteminde, antikorlar UV 15181 altinda floresan bir boya ile etiketlenir.
Numaralandirma, su drneginin filtrasyonundan sonra epifloresan mikroskopi veya kati
faz sitometrisi veya akis sitometrisi ile gerceklestirilebilir (Rodrigues ve Cunha, 2017).
Yapilan bir arastirmada {iriin yitkama suyuna asilanan E. coli O157:H7’nin tespitinin
ELISA ve dogrudan immiinofloresan filtre teknigi kullanilarak 8 saatten daha kisa bir
siirede gerceklestirilebilecegi ifade edilmistir (Fratamico ve Strobaugh, 1998). Deniz
suyu orneklerinde E. coli tespiti ve sayimi igin dolayli immiinofloresan yontemi, m-FC
agar ortaminda konvansiyonel sayimla karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir (Caruso

ve ark., 2000).

2.9.2.2 Niikleik Asit Temelli Yontemler

Niikleik asit yontemleri, DNA veya RNA gibi niikleik asitleri bir prob sokarak
tespit etme ve bakterilerin fenotip yerine genotip ile karakterizasyonuna izin verme
yetenegine sahiptir. Bu nedenle bireysel veya mikroorganizma susu gruplart igin
benzersiz bir genetik imzanin tanimlanmasii gerektirir. Problar bir radyoizotop, bir
enzim, bir fliloresan veya bir kromajen ile etiketlenebilir. En yaygm kullanilan
hibridizasyon stratejileri floresan yerinde hibridizasyon (FISH) ve polimeraz zincir
reaksiyonudur (PCR) (Rodrigues ve Cunha, 2017).



35

2.9.2.2.1 PCR (Polymerase Chain Reaction) Yontemi

En yaygim kullanilan DNA bazli yontem PCR'dir. Bir patojene 0zgli bir gen
segmenti, bir ¢ift spesifik primer (yaklasik 20 baz ¢ifti uzunlugunda kiigiik bir DNA
parcasi) kullanilarak birkag kat biiyiitiiliir. PCR teknigi, temelde li¢ dongiiden olusur;

1. Cift sarmal DNA’nin yiiksek sicaklikta ¢oziilerek tek sarmal haline gelmesi

“Denatiirasyon”

2. Primer olarak kullanilan iki oligoniikleotidin hedef DNA’ya “Baglanma

(Annealing)

3. Mg*™ iyonlarin1 varliginda, katalizér olan DNA polimeraz ile primerlere
niikleotid eklenmesi ve DNA zincirinin “Uzamast (Extension-Elongation)”

30-35 dongli amplifikasyondan sonra tek bir gen gorsel tanimlama igin bir
agaroz jelde ayrilabilen milyonlarca kopya ¢ogaltilabilir. Multipleks PCR, ydntemin
Ozgilligiinii artirmak i¢in tek bir reaksiyon tiipli igerisinde birden fazla geni
hedefleyerek gelistirilmistir. Yontem Escherichia coli, Campylobacter, Yersinia
enterocolitica, Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum, Bacillus cereus ve
Vibrio vulnificus gibi patojenlerin saptanmasi igin gelistirilmistir. Gergek zamanli
kantitatif PCR (Q-PCR) sisteminde, primerin uzamasi ger¢eklesirken, floresan boya
etiketli bir probun hedef DNA ile hibridize olmasina izin verilir, Taq DNA polimerazin
endoniikleaz etkinligi probu ayirir ve raportdr boya serbest birakilir, cogaltilan PCR
iriinlerinin miktar1 yerlesik bir lazer detektorii ile dl¢iiliir. Prob (~ 100 bp), raportdr (R)
ve bir soniim (quencher, Q) floresan boyanin her ikiside etkilenir ve yakin iligki
nedeniyle normal sartlarda floresan boya sondiiriiliir (Ray ve Bhunia, 2013).

Raportdr molekiil, pirimer uzamasi (endoniikleaz aktivitesinden kaynaklanan)
sirasinda oldugu gibi soniim molekiilden fiziksel olarak uzaklastirildiginda, kuyucukta
da floresan bir sinyal olur. Bu PCR tabanli yontemlerin en biiyiikk dezavantajlarindan
biri, Olii hiicreleri canli hiicrelerden ayirt edememeleridir. Bu sorunun iistesinden
gelmek icin sadece canli hiicrelerde bulunan mesajct RNA’nin (mRNA) cogaltim i¢in
kullanildig1 bir ters transkriptaz (RT)-PCR yontemi gelistirilmistir. Tamamlayict DNA
(cDNA), bir ters transkriptaz enzimi kullanilarak mRNA’dan sentezlenir ve daha sonra
standart bir PCR yontemi kullanilarak c¢ogaltilir. RT-PCR, gida zehirlenmesinde
sorumlu Noroviriis, rotaviriis ve diger bazi enterik virlisler gibi RNA viriislerini tespit

etmek icin de kullanilir (Ray ve Bhunia, 2013).
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2.9.2.2.2 FISH (Floresan Yerinde Hibridizasyon) Yontemi

Floresan yerinde hibridizasyonu (FISH), rRNA ya yonelik oligoniikleotid
problarin kullanildigi molekiiler teknikler arasinda kullanilan en yaygin yontemdir.
FISH’te kullanilan problar 15-25 niikleotit uzunlugundadir ve 5 'ucunda floresan
etiketleriyle kovalent olarak etiketlenmistir. Siki yikamadan sonra, o6zellikle lekeli
hiicreler epifloresan mikroskopisi veya akis sitometrisi ile tespit edilir (Wagner ve ark.,
2003). Bununla birlikte, yontemin 6zgilliigii, oligoniikleotit probunun 6zgiilliigline ve
kullanilan hibridizasyon kosullarinin sikiligina baglidir. Bu nedenle, belirli bir prob i¢in
asir1 sayida hedef olmayan bakteri yanlis pozitif sonuglar verebilir. Fekal indikator
mikroorganizmalarin tespiti i¢in bir dizi FISH yontemi gelistirilmis ve kullanilmistir,
ancak bu teknigin temel eksikligi, istenen bakteri taksonunu veya grubunu hedefleyen
problarin ticari olarak bulunamamasidir (Rodrigues ve Cunha, 2017). FISH, nehir
suyundaki canli E. coli'yi saptamak igin, alg gruplarmmin ve g¢ok g¢esitli bakterilerin
tespitinde kullanilmistir (Garcia-Armisen ve Servais 2004; Medlin ve Orozco, 2017).
FISH, PCR bazli olmayan molekiiler teknikler arasinda en sik uygulanan tekniktir
(Lopez-Roldan ve ark., 2013).

2.9.2.3 Patojen Tespitinde Biyosensorler

Biyosensor tabanli teknolojiler, geleneksel yontemlere alternatif olarak gida
kaynakli patojenleri tespit etme yontemlerinde giderek daha fazla kullanilmaktadir.
Biyosensorler, elektriksel, optik veya kiitle degisim sinyali iireten bir doniistiiriiciiniin
yakinina yerlestirilen antijen—antikor, enzim—substrat veya reseptéor—Iligand
formundaki biyolojik veya kimyasal kompleksleri tespit eden cihazlardir. Biyosensor
araglarla patojen tespiti, mikroorganizmalarin dort temel fizyolojik veya genetik
ozelligine odaklanir. Bunlar; (1)substrat kullanimi, (2)antikorlarin, viriilens veya
fizyolojik veya yapisal belirteclerin fenotipik ifade analizi, (3)patojenlerin okaryotik
hiicrelerle etkilesimi (sitopatojenik etkiler) ve (4)genetik analizidir. Piyasada satilan
bircok ticari hizli yontem, 24-72 saat i¢inde sonug elde etmek icin niikleik asit bazli,
antikor veya substrat kullanimima dayali otomatik veya yar1 otomatiklestirilmis
yontemlerle birlestirilmis geleneksel kiiltiir bazli yontemleri kullanir. Giiniimiiz
biyosensor tabanli yontemlerin ¢ogu, yukaridaki dort ilkeden biri veya bunlarin

kombinasyonlar1  kullanilarak  gelistirilmistir. Bununla birlikte, antikor bazlh
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immiinosensoOr yontemleri ¢ok yaygin ve ¢ok yonlii olup kullanim kolayligi saglar (Ray
ve Bhunia, 2013).

Biyosensor, biyolojik yanit1 / sinyalleri bir elektrik sinyaline doniistiiren analitik
bir cihazdir. Bunun iki ana 6nemli bileseni vardir; biri taninmasi1 gereken biyoreseptor
ve tanima olayim Ol¢iilebilir hassas elektrik sinyaline doniistiiren bir doniistliriiciidiir.
Bir biyoreseptor doku, organel, mikroorganizma, enzim, hiicre, antikor, niikleik asit vb.
olabilir. Antikorlar, ilgili 6zelliklere dayanarak monoklonal, poliklonal veya
rekombinant olabilen ve sentezlenme bicimlerinde farklilik gdsteren yaygin
biyoreseptorlerdir. Biyosensorler, kullandiklar1 transdiiksiyon yontemlerine gore de
siiflandirilabilir. Gida kaynakli patojenlerin tespiti ig¢in son on yilda ¢ok cesitli
transdiiksiyon yontemleri gelistirilmistir. Biyosensorlerde kullanilmak tizere gelistirilen
yeni transdiiser tiirleri olmasina ragmen, optik, elektrokimyasal ve kiitle tabanlh
transdiiksiyon yontemleri siklikla kullanilmaktadir (Umesha ve Manukumar, 2018).

Biyosensor  sistemleri, lipozom-immiinoassayler,  mikrodiziler, floro-
immunoassayler ve bakterilere yonelik biyokonjuge nanopartikiil problar1 dahil olmak

tizere bir dizi farkli platforma dayanmaktadir (Bridle ve ark. 2014).

2.9.2.4 Spektrofotometrik Yontemler

Spektroskopi; 15181n, numune ile etkilesimi (yansima, kirilma, elastik sagilma,
absorbans, elastik olmayan sacilma ve emisyon yoluyla) gozlemlenerek, atomlar ve
molekiiller ile etkilesime giren 15181n dalga boylarinin belirlenmesi ve belirli bir dalga
boyunda emilen, yansiyan, sagilan veya yayilan 1gik miktarinin dl¢iilmesidir. Kisaca, bir
madde veya materyaldeki molekiil, atom, iyonlarin, bir enerji diizeyinden diger enerji
diizeyine gecisi sirasinda, absorplanan veya yayilan elektromanyetik 1s1malarin
Olgiilmesi ve yorumlanmasidir (Morris, 2015; Tekintas ve Hosgor-Limoncu, 2018).

Spektrofotometreler tek 1s1n ve ¢ift 151n olmak {izere iki tiptir. Tek 15in
spektrofotometrelerinde, 151k kaynaginda tek 1sin vardir. Bos numune olarak da
adlandirilan referans numune Once numune tutucuya yerlestirilir ve dalga boyu
absorpsiyonu Ol¢iiliir. Daha sonra ¢ikarilan 6rnek numune, numune tutucuya yerlestirilir
ve 15181in emilimi tekrar ol¢iiliir. Referans numunenin absorbans degeri, incelenen 6rnek
numunelerin absorbans degerinden ¢ikarilir (Kumar ve Gill, 2018).

Spektroskopik  yontemler, maddelerin kantitatif ve kalitatif analizleri,
stereokimyasal Ozelliklerin incelenmesi gibi birgok alanda uygulanmaktadir. Bazi

spektroskobik yontemlere fourier dontisiimlii kizilotesi (FTIR) spektroskobisi, raman



38

spektroskobisi, moroétesi-goriiniir 151k spektrofotometresi, floresans spektrofotometresi,
matriksle desteklenmis lazer dezorpsiyon iyonizasyon ugus zamani kiitle spektrometresi

MALDI-TOF MS) 6rnek verilebilir.

2.9.2.4.1 Mikrodizilim ve Kiitle Spektrometrisi

Tek bir analizle birden fazla patojenin saptanmasi, numune analiz maliyetini
diistirme ve bir irliniin toplam mikrobiyolojik giivenligini / kalitesini saglama
potansiyeli nedeniyle olduk¢a arzu edilir. DNA mikrodiziliminde (microarray), spesifik
genleri hedefleyen DNA problar1t 6nce mikrodizilim ¢ip iizerine basilir ve ardindan
DNA igeren orneklerle testte maruz birakilir. Numunede bulunan tamamlayict bir spot
icerisindeki probla DNA hibridize olur baglanmamis veya zayif baglanmig DNA
yikanarak uzaklastirilir. Hibridize iirlinler daha sonra floresan ile tespit edilir ve sayilir
(Ray ve Bhunia, 2013). DNA mikro dizilimi, gida numunesinde bazi patojenlerin
(Listeria monocytogenes, Salmonella enterica, E. coli O157:H7 ve Campylobacter
jejuni) tek tek veya kombine halde saptanmasi i¢in kullanilir.

Matris destekli lazer desorpsiyon / iyonizasyon (MALDI) ugus zamanl kiitle
spektrometresi (TOF MS) gibi kiitle spektrometresi, patojenlerin her biri igin protein
profillerine dayali spektral bir imza olusturur ve birden fazla patojeni tespit etmek icin
uygulanabilir. Bu sistem ayn1 zamanda analiz i¢in gida 6rneklerinden izole edilmis saf

kiiltirler gerektirir (Ray ve Bhunia, 2013).

2.9.2.4.2 Fourier Doniisiimii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) ve Raman
Spektroskopisi

Hem FTIR hem de Raman spektroskopisi, bakterilerin hiicre duvari ve
sitoplazmanin molekiiler bilesimine dayali taramalar yaparak spektrum firetir. Temel
olarak, kizilotesi spektroskopisi; kizilotesi kaynak, numune ve dedektorden olusur.
Kizilétesi radyasyon emilirken veya numune iizerinden dedektore iletilirken, bir
“tarama” veya “parmak 1izi” profili olusturur. Gelecekteki karsilastirma ig¢in
kullanilabilecek farkli bakteri tiirleri ve suslari icin bir spektral tarama kiitliphanesi
olusturulabilir. Bu yontem, spektral koleksiyon icin hiicrelerin (biyokiitle) biiyiime
ortamindan IR yansitic1 yiizeye aktarilmasini gerektirir. Tahribatsiz etiketsiz hizli bir

yontemdir ve gelecekteki tanimlama mevcut spektral kiitliphaneye baglidir. FTIR,

cesitli gida kaynakli patojenlerin siniflandirilmasi veya tanimlanmasi i¢in kullanilmigtir:
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Yersinia, Staphylococcus, Salmonella, Listeria, Klebsiella, Escherichia, Enterobacter,
Citrobacter vb. (Ray ve Bhunia, 2013).

Raman spektroskopisi ayni zamanda etiketsiz bir algilama sistemidir ve
mikrobiyal hiicrelerle etkilesimi {lizerine elastik olmayan sagilma olarak bilinen Raman
dagilimi iireten bir diode lazer kullanir (785 nm). Tipik olarak, Raman sinyali ¢ok
zayiftir ve sinyali yiikseltmek i¢in, yiizeyle gelistirilmis Raman spektroskopisi (SERS),
hedef mikroorganizmalara veya toksin molekiillerine spesifik olarak baglanmak i¢in
altin veya gilimiis nanopartikiillere baglanmis biyotanima molekiilleri kullanilarak
yapilandirilmistir. Raman, Bacillus anthracis, Yersinia pestis, Burkholderia mallei,
Francisella tularensis, Brucella abortus, L. monocytogenes, E. coli O157:H7 ve

Salmonella’nin tespiti i¢in kullanilir (Ray ve Bhunia, 2013).

2.9.2.5 Biyoliiminesans Yontemi ve Mikroplaka Okuyucular

Bir biyoliiminesans yontemi, mikrobiyal yiikiin dolayli bir dl¢iimii olarak, bir
numunedeki ATP igerigini 6lger. Sadece canli hiicreler ATP icerdigi i¢in, ATP miktar1
numunedeki mikrobiyal yiik ile dogrudan iliskili olarak kabul edilir. Bir numunedeki
bulunan lize hiicrelerdeki ATP konsantrasyonu Mg?* varhginda lusiferin-lusiferaz (ates
boceginden) sistemi kullanilarak olciiliir. Bu yontem, bir gidanin grami veya mililitresi
basina 10%3 kadar canli bakteri hiicresini ve yaklasik 10 maya hiicresi tespit edebilir.
Ekipman yiizeylerindeki mikrobiyal popiilasyonu belirlemek i¢in de kullanilabilir.
Yontem ¢ok hizlidir ve bunlart kullanma ydntemlerine sahip birkag otomatik sistem
artik ticari olarak mevcuttur (Ray ve Bhunia, 2013).

Baska bir yontemde, 151k sagan bakterilerden (6rnegin, Vibrio fischeri) bakteriyel
biyoliiminesan kodlayan genler (lux geni), gidada 6nemli olan bazi patojen, indikator ve
bozulma bakterilerinde klonlanmistir. Bakteriyel liisiferaz, molekiiler O ile indirgenmis
flavin mononiikleotidinin (FMNH?2) ve uzun zincirli bir alifatik aldehitin oksidasyonunu
katalize eder ve 151k yayar. Sadece canli hiicreler 151k {iretebildiginden, bakteri suslari
iceren klonlanmis lux geni, gida ve gida ortamlarindan hiicreleri 6ldiirmek ya da onlari
uzaklagtirmak i¢in kullanilan yontemlerin etkinligini belirlemek i¢in kullanilabilir.
Ayrica, 151k lireteme kabiliyeti olmayan fakat yaralanmanin onarimindan sonra 1sik
iretmeleri miimkiin olan yarali bakterileri tespit etmek i¢in de kullanilmaktadir.
Reaksiyondan gelen 15181 6lgmek i¢in otomatik sistemler ticari olarak mevcuttur (Ray ve

Bhunia, 2013).
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Mikroorganizmalarla ¢alisirken, drnegin bir bilesigin antimikrobiyal etkilerini
aragtirirken,  bliyimenin  degerlendirilmesi  genellikle  6nemlidir. ~ Mikrobiyal
bliylime/biiylimenin inhibisyonu; plaka sayilar1 (canli sayimlar), dogrudan mikroskobik
sayimlar, kuru agirlik, bulaniklik l¢iimii, absorbans, biyoliiminesans gibi birkag yolla
Olciilebilmektedir (Gabrielson ve ark., 2002). Birka¢ sus paralel olarak olgiilecegi
zaman, bunlar1 96 kuyulu mikroplakalar i¢inde muhafaza etmek, gelistirmek ve 6lgmek
pratik olabilir. Mikroplakalardaki mikrobiyal biiylime genellikle absorbanstan veya

biyoliiminesanstan ol¢iiliir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Suslar ve Inokuliim Hazirlanmasi

Bu calismada toplam iki adet jenerik Escherichia coli susu aynmi prosediirler
uygulanarak ayri1 ayri test edildi. Suslar American Type Culture Collection’a kayith
referans suslardir (ATCC 25922 ve ATCC 35218). Inokiiliim hazirlanmas1 sirasinda
donmus kiiltiirler (-20°C), Tryptic Soy Agar iizerine ekilmis 36 + 2°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilarak aktive edilmistir. Aktif kiiltiirlerden birer koloni 10 mL Tryptic
Soy Broth’a inokiile edilmistir. Inokiile edilen mikroorganizmalar 36 + 2°C’de 18 + 2
saat inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin, gelisen kiiltlirlerin 100 pl’si 15 mL’lik
santrifiij tiiplerine doldurulmus 10 mL TSB’ye transfer edilerek tekrardan 36 + 2°C’de
18 + 2 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra hiicreler 5,300 RPM’de 10 dakika
santrifiij edilerek (10 mL) peptonlu su ile iki defa yikanmistir. Son yikamadan sonra,
supernatant uzaklastirilip pellet lizerine 5 mL peptonlu su eklenerek vortekslenmistir.
Sonug olarak 10°-10% CFU/mL jenerik E. coli yogunluguna sahip peptonlu su
diliisyonu sonraki asamalarda kullanilmak {izere elde edilmistir. Asagida semazite

edilmistir.
3.2 Ekstraksiyon Kosullarinin Belirlenmesi

Kromajenik boyanin hiicre dokularindan ekstraksiyonu i¢in bir¢cok ¢ozelti ve
¢oziicli (neler oldugu yazilabilir) denenmistir. Uzun ugraslar sonucu uygun c¢ozelti
dimetil siilfoksit (DMSO) olarak belirlenmistir. Belirlenen temel ekstraksiyon prosediirii
kisaca su sekildedir. Kromajenik sivi besi yerinde gelistirilen hiicrelerin yikanmasi
gerekmektedir. ik olarak inkiibasyon sonrasi 1 mL vortekslenmis kromajenik besi yeri
2ml’lik tiipe aktarilmistir. Daha sonra tiipler 22,000 RMP’de 5 dk santrifiij edilmistir.
Stipernatant, pellet kaldirilmadan dikkatlice alinmig ve yerine 1 mL saf su ilave
edilmistir. Vortekslenen saf su sediment karisimi tekrardan 22,000 RMP’de 5 dk
santrifiij edilmistir. Slipernatant tekrar alindiktan sonra pellet {izerine 1 mL DMSO
eklenmistir ve 4 dakika Qiagen Tissuelyser LT ile doku parcalama islemine tabi
tutulmustur. DMSO ile ekstrakte edilen kromajenik boyanin 6lii  hiicrelerden
arindirilmas1  ig¢in  sitipernatant  0.22pum’lik  gbzenekli filtreden gecirilmis ve

spektrofotometrik 6l¢iim i¢in ayrilmistir. Asagida semazite edilmistir.
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3.3 Dalga Boyunun Maksimum Absorbans I¢in Belirlenmesi

Kromajenik boyanin hiicre dokularindan bagsarili bir sekilde ekstraksiyonu
saglandiktan sonra ikinci asama olarak spektrofotometre 6l¢timlerinde kullanilacak olan
dalga boyu belirlenmistir. Bu amagla hiicreler jenerik E. coli (ATCC 25922) 24 saat 36
+ 2°C’de 10 mL kromajenik s1v1 besi yerinde inkiibe edildikten sonra yukarida belirtilen
ekstraksiyon basamaklari takip edilerek boyar madde DMSO ¢ozeltisi ile elde
edilmistir. Mus Alparslan Universitesi ve Eskisehir Teknik Universitesi Merkezi
Arastirma Laboratuvarlarinda hizmet alimi yolu ile dalga boyu spektrum analizi

yapilmustir.
3.4 Spektrofotometrik Yontem Zaman Konsantrasyon Ol¢iimlerinin Alnmasi

Hazirlanan inokuliim 9 mL’lik peptonlu suya transfer edilerek seri seyreltmeleri
(10°-10* CFU/mL) yapilmustir. Her bir diliisyondan alman 1 mL’lik &rnekler, icerisinde
9 mL kromajenik besi yeri igeren tiiplere eklenmistir. Her bir konsantrasyon 6lgiimii en
az 3 tekrar olarak yapilmistir. Daha sonra inokiile edilmis kromajenik besi yerleri 36 +
2°C’de 10, 12, 14, 16, 18 ve 20 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi,
yukarida bahsedilen ekstraksiyon asamalar1 takip edilerek daha once belirlenen dalga
boyundaki absorbans degerlerinin belirlenmesi icin spektrofotometrik analize tabi
tutulmustur. Spektrofotometrik analizler Mus Alparslan Universitesi Merkezi arastirma
laboratuvarindan hizmet alimi1 yapilarak microplate reader (Thermo Scientific™
Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer, Paisley, UK) ile O0l¢iilmiistiir.
Microplate reader ile dl¢iimiin sec¢ilmesi 6rnekler arasinda standart sapmanin minimize

edilmesini saglamistir (Sekil 6).

3.5 Spektrofotometrik Yontemin Tarimsal Su Ornekleri i¢in Performansimin

Degerlendirilmesi

Spektrofotometrik  yontemin tarimsal su Orneklerindeki performansini
karsilastirilmas1 i¢in otoriteler tarafindan kabul edilen membran filtrasyon ve En
Muhtemel Say1 (Most Probable Number) ile Jenerik E. coli popiilasyonu belirlenmistir.
Tarimsal sulardaki Jenerik E. coli popiilasyonu 100 mL i¢in raporlanmaktadir

(MPN/100 mL veya CFU/100 mL).
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Sekil 6. Microplate izerindeki kromajenik boyanin ekstraksiyon sonrasi spektrofotometrik yontem-
zaman konsantrasyon dl¢iimler i¢in hazirlik asamasinin son adimi

3.6 Indikator Mikroorganizma Olarak Jenerik Escherichia coli Saymm

Gelistirilen spektrofotometrik yontem Mus ili merkez sinirlarinda daha 6nceden
Karakoyun (2021) tarafindan Murat Nehri (M), Karasu (K), Golet Balik (GB) ve Golet
Yurt (Y) tanmimlanan dort tarimsal yiizey su kaynaklarindan steril cam siselerde (1000
mL) olacak sekilde kasim ay1 igerisinde aliman su Ornekleri lizerine uygulanmistir.
Spektrofotometrik zaman konsantrasyon Olglimleri igin alinan Orneklerden ayni
zamanda hedef mikroorganizma sayisini belirlemek i¢in membran filtrasyon ve en
muhtemel say1 yontemiyle elde edilen sonuglarla karsilagtirilmistir. Farklt doért su
kaynagindan 5’er 6rnek alinmistir. Laboratuvara transfer buz lizerinde iki saat i¢inde

yapilmistir.
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3.7 Membran Sayimi Yontemiyle Jenerik Escherichia coli Popiilasyonlariin

Belirlenmesi

Su orneklerinden 100 mL alinarak vakum altinda 0.45 um gecirgenlik ¢apina
sahip seliilozik (Millipore, Billerica, MA, USA) filtrelerden siiziilmiistiir. Daha sonra bu
filtreler CHROMagar™ (ECC, Paris, France) lizerine steril bir pens ile yerlestirilerek
35-37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Segici besi yerleri iizerinde tipik kolonilerin
saymmi yapilarak su orneklerindeki jenerik E. coli popiilasyonlar1 belirlenmistir. Su
orneklerindeki yiiksek jenerik E. coli popiilasyonu ihtimaline karsi seyreltme yapilarak

(1:10) filtre siiziilmesi yapilmustir.

3.8 En Muhtemel Say1 Yontemiyle Jenerik Escherichia coli Popiilasyonlarinin

Belirlenmesi

Gosterge mikroorganizma olarak jenerik E. coli popiilasyonlart tarimsal su
orneklerinde Diinya Saglik Organizasyonu (WHO) tarafindan onerilen 5 x 3 En
Muhtemel Say1 (Most Probable Number) yontemiyle belirlenmistir. 5’er adet 10 mL, 1
mL, ve 0,1 mL su ornekleri sirstyla 10 mL Double Strength Lauryl Tryptose (lactose)
broth (LTB: Biolife; Milan, Italy), 1 mL Single Strength LTB’ye ve i¢ine eklenerek 35-
37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda durham tiiplerinde gaz
olusumu goézlenen bir baska deyisle pozitif sonu¢ veren 6rneklerden 0,1 mL alinarak
Escherichia coli medium (EC Medium: Biolife; Milan, Italy) besi yerine eklenmis ve
44°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 durham tiiplerinde gaz olusumu
gozlenen pozitif EC Medium orneklerinden 6ze ile Sorbitol MacConkey (SMAC:
Biolife; Milan, Italy), CHROMagar™ (ECC, Paris, France) ve Eosin Methylene Blue
(EMB: Biolife; Milan, Italy) agar {izerine ¢izim ekim yapilarak jenerik E. coli i¢in
capraz onaylama testi yapilmistir. Segici besi yerleri lizerinde tipik koloniler kontrol
edilerek su orneklerinin transfer edildigi pozitif tiip sayilart belirlenerek jenerik E. coli

popiilasyonlart MPN tablosundan bakilarak belirlenmistir.
3.9 Istatistiksel Analiz

Spektrofotometrik yontemlerle elde edilen veriler ile tarimsal su orneklerinde
bulunan ger¢ek jenerik E. coli popiilasyonlar: arasindaki korelasyon ve basari
performansi hesaplanmistir. Korelasyon hesaplamalar1 icin lineer regresyon analizi

yapilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI ve TARTISMA

Gida iiretim ortamlarinda kullanilan tarimsal su, ge¢misteki iiriin salginlarinda
olas1 bir kontaminasyon yolu olarak tanimlanmistir (Murphy ve ark., 2022). Tarimsal
amacli kullanilan sular, cesitli bakteriler, viriisler, protozoalar ve helmintler tarafindan
kirletilebilmektedir. WHO'ya gore, gelismekte olan {ilkelerdeki tiim hastaliklarin %80'i
kirli sulardan kaynaklanmaktadir. Mikrobiyal kontaminasyonunun ana kaynaklari,
aritilmamis ve uygun olmayan sekilde aritilmis atik sular, su yollarinin yanindaki
tarlalarda ve besi alanlarindaki hayvan atiklari, islenmemis hayvan atiklarimi suya
salinan tesisler ve bazi vahsi yasam tiirleridir. Tarimsal sularda patojenlerin sag kalimi
suyun mevcut kalitesine, ¢evre kosullarina ve iklim olaylar1 gibi bir¢cok faktore baglidir
(Sasakova ve ark., 2018). Escherichia coli dahil olmak iizere koliformlar, su ve gida
endiistrilerinde diski kontaminasyonunun birincil indikatdr mikroorganizmalar1 olarak
kullanilir ve enterik patojenlerin olasi varliginin gostergeleridir (Browne ve ark., 2010).

Amerikan  Mikrobiyoloji Dernegi (ASM) jenerik E. coli'yi  birincil
mikrobiyolojik gosterge olarak izlemeyi 6nermektedir (ASM, 2001). Tarimsal sularda
jenerik E. coli popiilasyonunun belirlenmesi i¢in birgok biyokimyasal reaksiyon ve
molekiiler bazli sayim metodu gelistirilmistir. Gida Giivenligi Modernizasyonu Y asasi
Uriin Giivenligi Kural1, kapal: iiriin yetistiricilerinin, ABD Gida ve Ilac¢ Idaresi (FDA)
tarafindan taninan ABD Cevre Koruma Ajansi (EPA) onayli baz1 yontemlerle tarimsal
sularinin mikrobiyal kalitesini diizenli olarak izlemelerini gerekli kilmistir (Adhikari ve
ark., 2020). Sularda gosterge mikroorganizmalarin belirlenmesi i¢in uygulanan en
onemli analitik yontemler bakteriyel kiiltiir yontemleri, ELISA, PCR gibi geleneksel
yontemler ve spektrofotometri, kromatografi, elektroforez, ylizey gelismis Raman
sacilmast gibi gelismis alternatif yontemlerdir (Canciu ve ark.,2021). Genellikle digk1
kirliligi ve patojen varliginin gostergeleri olarak tarimsal sularda koliform bakteriler,
fekal enterokoklar ve Escherichia coli indikator mikroorganizmalar olarak
kullanilmaktadir (Wilkes ve ark., 2009).

E. coli popiilasyonunun varliginin saptanmasinda genellikle laboratuvar tabanlt
yaklasim kullanildigindan, sonucun elde edilmesi i¢in uzun bir siire gerektirir. E.
coli'nin saptanmasina yonelik geleneksel yontemler arasinda em muhtemel sayi,
membran filtrasyon ve plaka sayimi yer alir. Bu Kkiiltiir tabanli yontemler dogru,
giivenilir ve diisiik tespit limitlerine sahip olsalar da ilk sonuglar1 vermeleri i¢in 2-3 giin

ve dogrulama icin 7-10 giine kadar ihtiya¢ duyduklarindan tipik olarak emek yogun ve
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zaman alicidirlar. ELISA ve PCR gibi diger saptama yontemleri daha az zaman alir
ancak pahali ekipman ve bu yontemlerin uygulamasini yalnizca laboratuvar ortamiyla
sinirlt kilan ilk 6rnek 6n islemi gerektirir. Bu nedenle, endiistriyel uygulamalarda
kullanilmak tizere geleneksel yoOntemlere alternatif yeni hizli tam1 yoOntemlerin
arastirilmasi bir¢ok calismaya konu olmustur (Jongman ve Korsten 2018; Nurliyana ve
ark., 2018; Cimafonte ve ark., 2020).

Tarimsal sularin mikrobiyolojik kalitesinin belirlenebilmesi i¢in Amerikan Gida
ve Ilag Dairesi (FDA, 2018) tarafindan Metot 1603 bazl1 toplam dokuz adet esit test
metodoloji Onerilmektedir. Metot 1603, jenerik E. coli popiilasyonunun membran
filtrasyon ile Modified membrane-Thermotolerant Escherichia coli Agar (Modified
mTEC) iizerinde sayimina dayanmaktadir. Bu metotlarin i¢inde uygulamasi en kolay ve
bircok otorite tarafindan kabul edilen ve uygulanan yontem IDEXX laboratuvarlari
tarafindan gelistirilen ve enzim aktivitesini temel alan Quanti-Tray® sistemleridir. Bu
yontem klasik En Muhtemel Say1 (MPN) yonteminin enzim aktivitesi prensibine gore
modifiye edilmesi ile olusturulmustur. Hedef mikroorganizma popiilasyonlari1 (jenerik
E. coli), IDEXX Quanti-Tray® 2000 / Colilert® (IDEXX Laboratories, Westbrook,
ME) sistemi ile belirlenebilmektedir. Jenerik E. coli popiilasyonu B-glukuronidaz
aktivitesi hedef UV 1s1ik altinda 100 mL tarimsal su Orneginin proses edildigi tepsi
tizerindeki floresan 151k veren kuyucuklarin sayisina bagli olarak en muhtemel say:
yontemi ile hesaplanmaktadir. Bu yontem uluslararasi kuruluglarca (AOAC, IBWA, ve
EBWA) onaylanmistir. Ayrica ayni sistem {izerinden [-galaktosidaz aktivitesine
bakarak toplam koliform popiilasyonu da belirlenebilmektedir.

Tarimsal sulardaki fekal indikator bakterilerin hizli tespiti gida giivenliginin
saglanmast agisindan Onemlidir. Hizli, basit ve diisiik maliyetli tan1 yontemleri
gelistirilmekte ve kullanilmaktadir. Kromajenik besi yeri bu yontemlerden birisidir.
Kromajenik besi yeri, hedeflenen mikroorganizmalarin rengine gore tanimlanmasinda
kullanilir. Wu ve ark., (2018) galismalarinda suda E. coli'yi daha hizli saptamak i¢in
kromajenik ortam prosediirii gelistirmistir. Filtre tabanli yaklasimda, 4 mm filtre
kullaniminda E. coli ~10 CFU/mL konsantrasyonu 6—7 saatte saptanmistir.

Petri tizerindeki bakteri koloni sayimi 6nemli ve zaman alan bir islemdir. Tok,
(2009) gelistirdikleri petri goriintileme metodla kisa siirede petri {izerinde E. coli
saymmi1 yapmistir. Gelistirilen metod yeni petri goriintiileri lizerinde denenmis ve basarilt
sonuglar elde etmistir. Kamma ve ark. (2008), g6l suyu Orneklerinde bakteri

toplulugunu filtrelemek icin kullanilan nitroseliiloz filtre i¢eren bir filtre nokta tahlili
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gelistirmistir. Sonu¢ olarak 6 saatten kisa siirede su kaynakli patojenlerin diisiik
seviyelerini tespit etmek i¢in gelistirilen yontemin kullanilabilecegi ifade edilmistir.

Suda Escherichia coli'nin hizli tespiti i¢in ekran baskili altin elektroda dayali
basit ve diisiik maliyetli bir elektrokimyasal empedans immiin sensoriiniin gelistirilmesi
rapor edilmistir. Sonug¢ olarak "Var/Yok" yaniti vermek icin yalnizca 1 saat gerektigi
ifade edilmistir (Cimafonte ve ark., 2020). Geleneksel standart analitik yontemler
pahalidir, zaman alicidir ve 0Ozel laboratuvar kosullar1 ve ekipman gerektirir.
Ultraviyole/gorsel spektrometri (UV/Vis), genis kullanilabilirligi ve diisiik uygulama
maliyetleri nedeniyle diger yerinde yontemlere gore Onemli avantajlara sahip
olabilmektedir. Sonug olarak spektrofotometri, endiistriyel atik su mikrobiyal kalitesinin
izlenmesinde onerilmistir (Radzevicius ve ark., 2020).

Spektrofotometrik optik yogunluk (OD), siv1 kiiltiirde hiicre konsantrasyonunu
tahmin etmek icin en yaygin kullanilan tekniktir. Bir spektrofotometrede Olgiilen
numunenin emiliminin kuru agirlik veya hacim basina hiicre sayisi ile iligkili oldugun
aciklanmistir (Myers ve ark., 2013). OD o6l¢iimleri, Beer-Lambert yasasina gore bakteri
sayist (N) veya konsantrasyonu (C) oOlgiimleriyle esanlamli hale gelmistir. Bununla
birlikte, OD o6l¢timleri bulaniklik 6l¢iimleridir bu nedenle Beer-Lambert yasasi, bazi
hususlarla birlikte, yalnizca diisiik yogunluklu mikrobiyal kiiltiirler i¢cin uygulanabilir.
Mikrobiyal biiyiimenin yiiksek verimli tahminleri i¢in giderek daha fazla kullanilan
plaka okuyuculardaki OD olctimleri, yiiksek kiiltiir yogunluklarinda ¢alisabilir
(Stevenson ve ark., 2016). UV-goriiniir spektrofotometre emilim 6l¢iimii E coli’nin
varhigini tespit etmek i¢in kullanilabilecegi ifade edilmistir (md Salih ve ark., 2016).

Bir bakteri hiicre kiiltiiriiniin bliylime durumunu belirlemek i¢in uygun ve en ¢ok
uygulanan yontem, optik yogunlugu (OD) spektrofotometrik olarak belirlemektir
(Meyers ve ark., 2018). E. coli kiiltiirii hiicre konsantrasyonlar literatiirde 420, 460,
590, 600, 650 ve 660 nm dahil olmak iizere ¢esitli dalga boylarinda rapor edilmistir. E.
coli pigmentli olmadig: igin dalga boyu se¢iminin énemli olmadig1 varsayilabilir (md
Salih ve ark., 2016).

Calismada kullanilan kromajenik boyanin hiicre dokularina ekstraksiyonu
saglandiktan sonra sivi besi yerinde inkiibe edilen jenerik E. coli ATCC 25922 ve
ATCC 35218 referans suslar1 iceren DSMO ¢6zeltisi kullanilarak spektrofotometrik
okuma absorbansi 632 nm dalga boyu olarak belirlenmistir (Sekil 7).
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Sekil 7. Kromajenik boyanin hiicre dokularindan ekstraksiyonundan sonra spektrofotometre ile alinan

bolgesel (400-800) ve tam (190-1100) dalga boyu taramalarinin sonuglari.
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Jenerik E. coli ATCC 25922 ve ATCC 35218 suslu inokuliim igeren Ornekler
kromajenik besi yerinde 10, 12, 14, 16, 18 ve 20 saat boyunca inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon sonrasi ekstraksiyon asamasi takip edilerck absorbans
degerlerinin belirlenmesi i¢in spektrofotometrik analize tabi tutulmustur (Cizelge 5 ve
Sekil 8).

Cizelge 5. Mikroplate {izerindeki 6l¢iim i¢in hazirlanan popiilasyon — inkiibasyon zaman (saat)
diizenlemesi.

Popiilasyon — Inkiibasyon Zamani (Saat)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1010 10%-10 10%10 10%-10 10%-10 10%-10 10%10 10%10 10%10 10%10 10°10 10°-10
10°-12  10%-12 10%12 10%-12 10%-12 10%-12 10%12 10%12 10%12 10%12 10%-12  10%12
10%-14 10%14 10%14 10%-14 10%-14 10%-14 10%14 10%14 10%14 10%14 10%14 10%14
10°-16  10%-16 10%16 10%-16 10%-16 10%-16 10%16 10%16 10%16 10%16 10°16 10°16
10°-18 10°-18 10°-18 10%-18 10%-18 10%-18 10%18 10%-18 10%18 10%18 10°18 10°%18
1020 10%-20 10%20 10%-20 10%-20 10%-20 10%20 10%20 10%20 10%20 10°%20 10°20
1010 1010 1010 1014 10*14 10%14 1018 10*18 10*18 Bos Bos Bos

1012 10*12 10*12 10*16 1016 10%*16 1020 10%20 10*20 Kor Kor Kor

IO TTMmMmOoOw>

Sekil 8. Microplate iizerindeki kromajenik boyanin ekstraksiyon sonrasi spektrofotometrik okuma bazl
absorbans (632 nm) 6l¢iimleri i¢in hazirlanan popiilasyon — inkiibasyon zaman (saat) diizenlemesinin
Ornek resmi.
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Luria-Bertani et suyundaki E. coli hiicrelerinin fizyolojik durumu, 0,3 ila 1,0
ODsoo dalga boyu araliginda agik¢a 6nemli dlgiide degistigi ifade edilmistir (Sezonov ve
ark., 2007).

Calismamizda elde edilen sonuglarda 0,0 ile 0,3 ODs32 dalga boyunda ATCC
25922 ve ATCC 35218 suslarinm 10°-10% diliisyonuna ait inkiibasyon sonrasi
popiilasyondaki degisim Sekil 9°da gosterilmistir.
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Sekil 9. Jenerik E. coli ATCC 25922 ve ATCC 35218 suslarinin popiilasyonlarinin ekstraksiyon sonrasi
spektrofotometrik okuma bazli absorbans (632 nm) — inkiibasyon zamani (saat) dl¢timleri.

ODes32 okuma bazli E. coli ATCC 25922 susunun 12 saat sonunda inkiibasyon-
popiilasyon arasindaki korelasyon (R?=0.9195), ATCC 35128 susunun 10 saat
sonundaki inkiibasyon-popiilasyon arasindaki korelasyon (R?=0.8647) yiiksek
bulunmustur. Sekil 10 ve ¢izelge 6' da E. coli sularina ait R? degerleri ve lineer

denklemleri verilmistir
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Sekil 10. Jenerik E. coli ATCC 25922 ve ATCC 35218 suslari i¢in ekstraksiyon sonrasi spektrofotometrik okuma bazli inkiibasyon zamanina (saat) bagli absorbans
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Cizelge 6. Jenerik E. coli ATCC 25922 ve ATCC 35218 suslar1 igin inkiibasyon zamanina (saat) bagl
ekstraksiyonu sonrasi spektrofotometrik okuma bazli absorbans (632 nm) — popiilasyon modelleri i¢in
hesaplanan R? ve elde edilen lineer denklemler.

Jenerik E. coli Susu  Inkiibasyon Zamani R? Lineer Denklemler

ATCC 25922 10 Saat 0.7511 y =0.0431x - 0.0258
12 Saat 0.9195 y = 0.0624x + 0.0246

ATCC 35218 10 Saat 0.8647 y =0.0438x - 0.0132
12 Saat 0.5713 y =0.0247x + 0.0713

Calismamizda ise ekstraksiyon sonrasi, ODes2 jenerik E. coli ATCC 25922 ve
ATCC 35218 suslarinin popiilasyonlar1 arasinda lineer korelasyon (R?=1.00) tespit
edildi (Sekil 11).

5 -
=
3 4 1 ,.--'
p
= -
N R
Lo KX
o ..’
Q
O3 -
<
g (
>
3
g , y =0.984x - 0.2877
i N
g ) Re=1
> ._..
o .
L i
N .
T 11 .,’
3 ..
O T T T T T T T T T 1
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 45 5

Jenerik E. coli Popiilasyon-ATCC 25922 Modeli

Sekil 11. Ekstraksiyon sonrasi spektrofotometrik okuma bazli dlgiilen absorbans degerleri (632 nm) ile
Jenerik E. coli ATCC 25922 ve ATCC 35218 modelleri ile hesaplanan Jenerik E. coli popiilasyonlar
arasindaki lineer korelasyon
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Mus ovast igerisinde alinan, Murat Nehri (M), Karasu (K), Golet Balik (GB) ve
Golet Yurt (Y) tarimsal su numunelerinin membran filtrasyon ve en muhtemel say1
(MPN) geleneksel yontemleri ile 10 saat inkiibasyon ve kromajenik boya ekstrasyonu
sonrasi spektrofotometrik okuma bazli referans jenerik E. coli ATCC 25922 ve ATCC

35218 sus modelleri lizerinden popiilasyon degerleri ¢izelge 7°de gosterilmistir.

Cizelge 7. Farkli kaynaklardan elde edilen tarimsal su 6rneklerindeki jenerik E. coli popiilasyonlarinin
laboratuvar bazli en muhtemel say1 (log MPN/100 mL) ve membran filtrasyon (log CFU/100 mL) ve 10
saat inkiibasyon ve kromajenik boya ekstrasyonu sonrasi spektrofotometrik okuma bazli referans jenerik
E. coli ATCC 25922 ve ATCC 35218 sus modelleri lizerinden belirlenmis degerleri.

Jenerik Escherichia coli Popiilasyonu

Su En Muhtemel Say1*  Membran Filtrasyon* 25922 Modeli 35218 Modeli
Ornegi (log MPN/100 mL) (log CFU/100 mL) (log CFU/100 mL) (log CFU/100 mL)
M1 0 1.176091259 0.691415313 0.392694064
M2 0 1.716003344 1.085846868 0.780821918
M3 0 1.51851394 1.642691415 1.328767123
M4 0 1.301029996 1.201856148 0.894977169
M5 0 1.041392685 1.43387471 1.123287671
K1 1.230448921 4.079181246 3.916473318 3.566210046
K2 1.84509804 4.269512944 4.450116009 4.091324201
K3 1.322219295 4.212187604 4.450116009 4.091324201
K4 3.204119983 4.403120521 4.426914153 4.068493151
K5 3.380211242 4.342422681 4.078886311 3.726027397
GB1 0 0 0.645011601 0.347031963
GB2 0 1.146128036 0.598607889 0.301369863
GB3 0 0.602059991 0.645011601 0.347031963
GB4 0 0 1.387470998 1.077625571
GB5 0 1.301029996 1.341067285 1.03196347
GY1 0.301029996 1.602059991 3.916473318 3.566210046
GY2 0.301029996 1.51851394 3.429234339 3.086757991
GY3 0.602059991 1.740362689 2.965197216 2.630136986
GY4 0.602059991 1.633468456 1.990719258 1.671232877
GY5 0.602059991 1.653212514 3.545243619 3.200913242

Elde edilen sonuglarda tarimsal su numunelerinde membran filtrasyon yontemi
ve ODg32 spektrofotometre okuma bazli referans jenerik E. coli ATCC 25922 ve ATCC
35218 sus modelleri iizerinden belirlenen jenerik E. coli popiilasyonlar1 arasindaki
korelasyon dnemli bulunmustur (R?=0.684). Bakteri kiiltiir yontemlerinde elde edilen
sonuclar en muhtemel say1 (MPN) veya koloni olusturan birimler (CFU) olarak ifade
edilir ve her ikisi de bir numunedeki mikroorganizma konsantrasyonunun istatistiksel
bir tahminini saglar (Canciu ve ark., 2021). Sekil 12 ve Cizelge 8’de geleneksel

yontemlere ait R? degerleri ve lineer denklemler verilmistir.
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ATCC 35218 Model vs Membran
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Sekil 12. Farkli kaynaklardan elde edilen tarimsal su 6rneklerindeki jenerik E. coli popiilasyonlarinin laboratuvar bazli en muhtemel say1 (MPN/100 mL) ve membran
filtrasyon (CFU/100 mL) ve spektrofotometrik okuma (632 nm) bazli referans jenerik E. coli ATCC 25922 ve ATCC 35218 sus modelleri tizerinden belirlenmis

degerleri arasindaki lineer korelasyonlar
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Cizelge 8. Jenerik E. coli ATCC 25922 ve ATCC 35218 suglari i¢in 10 saat inkiibasyon ve kromajenik
boya ekstraksiyonu sonrasi spektrofotometrik okuma bazli absorbans (632 nm) — popiilasyon kromajenik
boya modelleri i¢in hesaplanan lineer R? korelasyonlari.

Jenerik E. coli

Absorbans Model Laboratuvar sayimi Popiilasyon R?

ATCC 25922 Membran Filtrasyon CFU/100 mL 0.684
MPN MPN/100 mL 0.568

ATCC 35218 Membran Filtrasyon CFU/100 mL 0.684
MPN MPN/100 mL 0.568

Yapilan bir caligmada farkli konumlardan alinan islenmemis atik su
numunelerinde E. coli ve enterokok popiilasyonlarina bakilmigtir. Gelistirilmis
IMS/ATP yontemi sonuglari ile E. coli ve enterokok sayimina yonelik geleneksel kiiltiir
tabanli yontemlerin sonuglar1 arasinda 6nemli dogrusal korelasyonlar bulundugu ifade
edilmistir (R degerleri 0,87 ile 0,97 arasinda). IMS/ATP, atik sudaki digki-gdsterge
organizmalarin miktarinin belirlenmesi i¢in hizli bir yontem olarak umut vaat ettigi
belirtilmistir (Bushon ve ark., 2009).

Yapilan baska bir arastirmada trifeniltetrazolyum kloriir (TTC) ortaminin
spektrofotometrik 420 nm okuma bazli gelistirilen yontemde numunelerdeki toplam
koliform popiilasyonunun belirlenmesi amaglanmistir. Gelistirilen yontemin sonuglari,
bakterilerin gergek igerigiyle iliskilendirilmistir (R?= 0.982). Numuneler, yeni yontemle
ve geleneksel en muhtemel sayr (MPN) yontemiyle test edilmis ve iki yontemin
sonuglart  karsilastirllmistir. Gelistirilen yontem, MPN yonteminin %95 giiven
araliginda giivenilir ve dogru oldugu ifade edilmistir (Huang ve ark 2016b).

Calismamizda elde edilen sonuglarda gelistirilen spektrofotometrik model
tizerinden belirlenmis jenerik E. coli popiilasyonlarinin sonuglari ile geleneksel kiiltiir
tabanli yOntemlerin sonuglar1 arasindaki korelasyon karsilastirildi. Elde edilen
sonuglarda tarimsal su numunelerinde jenerik E. coli popiilasyonlarin belirlenmesinde
kullanilan membran filtrasyon yontemi ile gelistirilen spektrofotometrik yontem
arasindaki korelasyon umut verici bulundu (R?=0.684). Tarimsal sularda jenerik E.
coli’nin tespitinde kullanilan membran filtrasyon yontemi ile elde edilen sonuglar,
gelistirilen spektrofotometrik okuma bazli yontemle elde edilen sonuglarla yakin
degerler gosterdi.

Cizelge 9 ve 10°da jenerik E. coli ATCC 25922 ve ATCC 35218 susu
ekstraksiyon sonrasi spektrofotometrik okuma bazli i¢in absorbans (632 nm) —

inkiibasyon zamani (saat) Ol¢limlerinin ortalama ve standart sapmalar1 verilmistir.
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Cizelge 9. Jenerik E. coli ATCC 25922 susu ekstraksiyon sonrasi spektrofotometrik okuma bazli i¢in absorbans (632 nm) — inkiibasyon zamani (saat) dl¢iimlerinin
ortalama ve standart sapmalart.

Popiilasyona Bagli Absorbans Olgiimleri (+ Standard Sapma)

10° 10t 102 103 104
10. Saat 0.007833333 £ 0.00271416  0.007666667 + 0.00175119  0.009833333 + 0.003188521  0.099666667 + 0.038192495 0.1775+0.014774979

12. Saat 0.008833333 £ 0.004119061  0.089166667 + 0.033528595  0.172166667 + 0.025972421 0.2225+0.021538338 0.254166667 + 0.016277797

14. Saat 0.1235+0.032266081 0.198833333 + 0.033665512 0.2065 +0.017638027 0.211+0.01808867 0.250333333 + 0.014854853
16. Saat 0.202333333 £ 0.03353605  0.228333333 £ 0.023449236  0.219166667 + 0.006823977  0.207166667 + 0.010722251  0.228833333 + 0.014232592
18. Saat 0.218666667 + 0.031481211 0.232+0.018373895 0.210833333 £ 0.016497475  0.197333333 £ 0.018629725 0.225166667 + 0.010740888

Cizelge 10. Jenerik E. coli ATCC 35218 susu ekstraksiyon sonrasi spektrofotometrik okuma bazli i¢in absorbans (632 nm) — inkiibasyon zamani (saat) 6l¢iimlerinin
ortalama ve standart sapmalart.

Popiilasyona Bagli Absorbans Olgiimleri (+ Standard Sapma)

10° 10t 102 103 104
10. Saat 0.004333333 £ 0.00242212  0.017833333 +£0.01146153 0.055 +0.018793616 0.1255 +£0.034737588 0.169666667 + 0.027565679
12. Saat 0.0545 £ 0.033643722 0.1145 £ 0.033933759 0.140166667 £ 0.02262226  0.117666667 + 0.021200629 0.176333333 + 0.008189424
14. Saat 0.123666667 + 0.008066391  0.144333333 +£0.019012277 0.139 £ 0.020861448 0.148166667 £ 0.021766182  0.145666667 = 0.018457158
16. Saat 0.155666667 + 0.01846799  0.141166667 + 0.022666422  0.138333333 +0.012909944  0.124166667 + 0.012416387 0.1495 + 0.034909884

18. Saat 0.147333333 +£0.015995833  0.141333333 + 0.028232369 0.1435+0.015706686 0.134166667 + 0.01238413  0.147333333 + 0.025017327
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Kiiltiir ortaminda b-d-glukuronidaz ve b-d-galaktosidaz aktivitesini ortaya
¢ikarmak i¢in kromojenik ve / veya florojenik substratlar kullanan ¢esitli yontemlerin,
bir susun koliform gruba ve/veya E. coli'ye ait olup olmadiginin belirlenmesinde
kullanildigr bildirilmistir (Gonzélez, ve ark., 2003). Kromojenik substratlar enzimler
tarafindan hidrolize edilir ve ortamda belirgin bir renk degisikligi gozlenir. Koliform
kolonilerde kirmizimsi bir renk olusturmak i¢in B - d -galaktosidaz tarafindan hidrolize
edilen Somon-Gal substrati ve kolonilere mavi bir renk veren B - d -glukuronidaz
tarafindan hidrolize edilen X-glukuronid substrati kolonilerin tanimlanmasinda
kullanilmigtir. E. coli hem Somon-GAL hem de X-glukuronidi pargalayarak pozitif
kolonilerin koyu maviden mor renge doniismesini saglar (Alonso ve ark., 1998;
Gonzalez, ve ark., 2003; Some ve ark., 2021).

Bu galismada tarimsal ve kullanilmasi dahilinde igme sularindaki jenerik E. coli
popiilasyonunu gelistirilen kromajenik boyanin ekstraksiyon sonrasi spektrofotometrik
Ol¢timleri (ODe32) ile 10 saat gibi bir siirede belirlemektedir. Bu yontem membran
filtrasyon ve IDEXX Quanti-Tray® 2000 yontemine gore siireden yar1 yariya tasarruf
saglamaktadir. Onerilen E. coli popiilasyon metot ile 6rnek basina analizinin sarflar1 bir
dolarin altina indirilebilmektedir. Bu yontemle hesaplanan ve membran filtrasyonla elde
edilen jenerik E. coli popiilasyonu arasindaki korelasyon ¢ok yiiksek, ¢ok yiiksek
olmasa da drnek bakteri ve tekrar sayilar1 arttirilarak gelistirilebilir. Ayrica bu yontem
uygulamasi bakteriyel gelisimi direk durdurdugu icin analiz ve dlgiimler istenilen giin
ve saate ertelenebilir. Onerilen ydntemde ornek iceriginde yiiksek sayida (>1000
CFU/100 mL) jenerik E. coli popiilasyonu olmasi dahilinde kromajenik boya
konsantrasyonunun 6lgiilebilir seviyeyi asmaktadir. Fakat bu birgok tipik tarimsal su

orneklerinde rastlanmamaktadir.
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