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OzZET

Bu calismada, son 10 yildir sularin mikrobiyolojik
analizinde kullanilmaya baglanan Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) ydntemlerinden yararlanilarak
geligtirilen yeni bir Multipleks (¢oklu) PZR yéntemiyle
Ankara Garnizonu igerisinde bulunan askeri birliklere
ait kuyu sularinin mikrobiyolojik analizi gerceklestiril-
migtir.

Ankara Garnizonu igerisinde bulunan 4 ayr birlikten
28 ayri kuyu suyu érnegi alinmis ve su érneklerinde,
Multipleks PZR teknigi kullanilarak termotoleran
(toplam) koliform, Escherichia coli, Shigella ve
Salmonella bakterileri arastiriimistir.

Analizi gerceklestirilen kuyu suyu numunelerinin
%50'sinde E.coli saptanmistir. Su O6rneklerinin hig
birinde Salmonella ve Shigella bakterilerine rastlan-
mamigtir. Standart bakteriyolojik su analiz yéntem-
lerinin 48 saatte sonuglanmasina ve tek bir mikroor-
ganizma grubunun arastirilmasina kargin, ¢alismada
kullanilan Multipleks PZR ybntemiyle analiz siiresi
ortalama dért saate inmis ve bir analizde 4 mikroor-
ganizma grubu incelenebilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Kuyu Suyu, Polimeraz Zincir
Reaksiyonu, PZR, Su analizi, Su Mikrobiyolojisi.

SUMMARY

Microbiologic Analysis of the Spring Water
Sources at the Military Unit in Ankara With
Polymerase Chain Reaction Method

In the present study, well water sources of military
troops in Ankara Garnison were analyzed with a new
Multiplex Polymerase Chain Reaction (PCR) method
which is developed by using current PCR methods
used in microbologic analyses of water.
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Bu calisma daha 6nce herhangi bir yerde yayinlan-
mamig veya yayinlanmak lizere génderilmemistir.

28 spring water samples were collected from four dif-
ferent military units in Ankara Garnison. We used
Multiplex PCR method for thermotoleran (total) coli-
forms, Escherichia coli, Salmonella and Shigella
analysis in water samples.

We found E.coli in samples taken from well waters in
the rate of 50%. We did not find Salmonella and
Shigella in water samples. Standart bacteriological
methods for the examination of water generally take
about 48 hours and generally only one type of bacte-
ria is investigated, but the whole procedure in this
study for four bacteria took about 4 hours. For these
reasons, the new Multiplex PCR method presented in
this study, will be very useful especially in the situa-
tions like outbreak, flood and earthquake, which the
investigation of the water sources is urgent

Key Words: Well Water, Multiplex Polymerase Chain
Reaction, PCR, Water Analysis, Water Microbiology.

GiRIiS

fgme ve kullanma sularindan kaynaklanabilecek
en onemli saglik sorunlarimin basinda sularda bulu-
nan hastalik yapict mikroorganizmalar araciligr ile
genis halk kitlelerinde salgin hastaliklar meydana
gelmesidir (1-4). Bu nedenle i¢cme ve kullanma
sularinin mikrobiyolojik kontrolii halk saglhigimin ve
cevre mikrobiyolojisinin en &nemli faaliyet alan-
larindan birisidir.

Ozellikle Escherichia coli bakterisinin tanimlan-
masindan sonraki yillarda sularda bu mikroorganiz-
manin varliginin saptanmasi, diger mikrooganiz-
malarin da olabilecegini giindeme getirmis ve
1910'u yillardan itibaren, giiniimiizde de bir takim
degisikliklerle kullanilmaya devam edilen "Coktiiplii
Analiz Yontemi (veya Most Probable Number)" kul-
lanilmaya baslanmistir (5, 6). Ancak bu analiz yon-
teminin birtakim kisitliliklar1 ve yanlis negatif sonug
verebilme olasiligimin bulunmasinin anlasilmasi
iizerine, 1950'li yillarda "Membran Filtrasyon
Yontemi" olarak adlandirilan yeni bir analiz yonte-
mini gelistirilmistir (5, 6).

Zaman igerisinde sularin mikrbiyolojik kon-
troliine yonelik ¢ok sayida analiz yontemi gelistiril-
mis olmakla birlikte, (a) analiz yontemlerinde kul-
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lanilan cihaz veya malzemelerin hemen her mikroor-
ganizma i¢in farkli olmasi, (b) mevcut analiz yon-
temlerinin genelde mikroorganizmalart kiiltiir
ortaminda {iretmeye yonelik olmalarindan dolay1
uzun zamanda sonug vermesi ve (c) 1990'1 yillardan
itibaren  indikatdr = mikroorganizma  olarak
adlandirilan ve suyun mikrobiyolojik kalitesini
ortaya koydugu diisliniilen mikroorganizmalar disin-
da kalan ¢ok sayida mikroorganizmanin da igme
sularinda bulunabileceginin saptanmasi; giivenilir ve
hizli analiz yontemlerinin gerekliligini ortaya koy-
maktadir (7).

In vitro niikleik asit amplifikasyon yontem-
lerinin en sik kullanilanlarindan olan Polimeraz
Zincir reaksiyonu (PZR) teknigi 19901 yillarin
basinda su ve ¢evre mikrobiyolojisinin giindemine
girmis ve Ozellikle kiiltiir ortaminda iiretilmesi ve
izolasyonu zor mikroorganizmalarin saptanmast i¢in
yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Bununla
birlikte yapilan ¢alismalarda mikroorganizmalar i¢in
genel olarak farkli prosediirlerin kullanilmasi, klasik
yontemlerde yasanan bazi sorunlarin PZR teknigi
kullanilarak gerceklestirilen analizlerde de devam
etmesine neden olmaktadir. Bu nedenle ¢alismamiz-
da; igme sularinda bulunabilecek birden fazla
mikroorganizmay1 saptamaya yonelik yeni bir
Multipleks PZR yontemi gelistirmeyi amagladik.
Multipleks PZR yontemi, 1988 yilinda gelistirilme-
sine ve yaygin olarak kullanilmasina ragmen, calis-
mamizda incelenen mikroorganizmalar daha once
her hangi bir ¢alismada birlikte incelenmemistir, bu
yoniiyle calismamiz; termotoleran koliform (toplam
koliform), Escherichia coli, Shigella ve Salmonella
mikroorganizmalarinin ayni anda incelendigi ilk
Multipleks PZR ¢alismasidir.

PZR tekniginin mikrobiyolojik su analizinde
kullanilabilirligi ve giivenilirligi konusunda ¢ok
sayida calisma bulunmaktadir ve bu konu c¢alis-
mamizin ilgi alant digindadir (8 - 18).

GEREG - YONTEM

Mikroorganizma Ornekleri

E. coli ve toplam koliform o&rnekleri Halk
Sagligi AD Bsk.1g1 Su Analiz Laboratuvarindan,
Salmonella ve Shigella 6rnekleri Mikrobiyoloji AD
Bsk.ligindan temin edilmistir.

Kullanilan Primerler

Kullanilan primerler, baz dizilimleri, parca
biiyiikliikleri Tablo 1.de gdsterilmigtir. Kullanilan
primerlerin timi Tablo 1.de belirtilen kaynaklardan
almarak Operon Technologies Inc. (USA) firmasina
sentezlettirilmistir.

Su Orneklerinin Toplanmasi ve Hazirlanmasi

Ankara Garnizonu'nda bulunan Askeri birliklere
ait toplam 28 adet kuyu ve artezyen sularindan,
Diinya Saglk Orgiitii tarafindan belirlenen yéntem-
lerle (3, 4), ikiser adet 100'er ml su 6rnegi alindi.
Alman ornekler iki saat icerisinde Halk Sagligit AD
PZR Laboratuvarma ulastirildi ve dnce basit filtre-
den gegcirilerek kaba partikiiller uzaklagtirildi, daha
sonra 45 nm naylon mikrofiltrelerden gecirilerek,
iclerinde bulunabilecek mikroorganizmalar filtreye
aktarildi. Bu filtreler 10 ml.lik steril tiiplere
aktarilarak tizerlerine 1 ml distile su (Eczacilik
Bilimleri Merkezi, GATA) eklendi. Tipler 30'ar
saniye vorteks cihazi ile calkalandiktan sonra
mikropipet (Genex, Ingiltere) aracilig1 ile tiiplerde
bulunan sular 1.5 ml.lik steril mikrosantrifiij tiipleri-
ne aktarildi. Bu agsamada pozitif kontrol amaciyla
kullanilacak bakteri stoklar1 distile su ile
sulandirilarak hacimleri 1 mL.ye tamamlandi. Tiipler
islem siralar1 gelene kadar sogutucuda (+4°C'de)
bekletildi.

DNA Ekstraksiyonu

Bakterilerin DNA'sin1 izole etmek i¢in "dondur-
ma - ¢oziindiirme" yontemi kullanildr (9, 15). Tim
mikrosantrifiij tiipleri bes dakika derin dondurucuda
(-20°C'de) bekletildi, hemen arkasindan on dakika

TABLO -1
Multipleks PZR isleminde Kullanilan Primerler

Primer Baz Dizilimi Parca biiyiikliigii Kaynak
ZL-1675 5'-ATGAAAGCTGGCTACAGGAAGGCC-3' (24mer) 326 bp 8,9,10
ZR-2025 5'-GGTTTATGCAGCAACGAGACGTCA-3' (24mer)

ual 754 5'-AAAACGGCAAGAAAAAGCAG-3'(20mer) 147 bp 8,9,10
ual 900 5'-ACGCGTGGTTACAGTCTTGCG-3'(21mer)

SalA 1144 5'-ACGGTTGTTTAGCCTGATAC-3'(20mer) 526 bp 12

SalB 1650 5'-CTGGATGAGATGGAAGAATG-3'(20mer)

ShigA 5'-TTGACCGCCTTTCCGATAC-3'(19mer) 408 bp 14
ShigB 5'-ACTCCCGACACGCCATAGA-3'(19mer)
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siireyle sicak su banyosunda (+60°C) bekletildi, bu
sirada tiiplerin kapaklarinin gevseyerek su almalarint
engellemek igin tlipler istten sikistirtlabilen ozel
haznelere konuldu. Bu dondurma - ¢6zdiirme islemi
bes kez tekrarlandi. Dondurma - ¢dzdiirme islemi
sona erdikten sonra mikrosantrifiij tiipleri 7500
rpm'de ve +4°C'de 10 dakika santrifiij edilerek
(Sogutmali Mikrosantrifiij (Hermle Labortechnik,
Almanya)), niikleik asit digindaki partikiiller ve PZR
islemini inhibe edebilecek maddeler ¢oktiiriildii.
Ustte kalan s1vi daha sonraki PZR asamasinda DNA
kaynag olarak kullanild: (8 - 10).

Multipleks PZR islemi

PZR islemine ge¢meden hemen oOnce PZR
karisim sivisi hazirlandi. Bu karigim, igersinde 10
mM Tris-HCI, 50 mM KCl, 2 mM MgCl2, 200 mM
dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), her bir primerden
0.5 mM ve 2.5 unite Taq DNA polimeraz (Promega
Corporation, ABD) olacak sekilde hazirlandi, su
orneklerinden hazirlanan DNA kaynagi ile birlikte
karistmin son hacmi 50 mL oldu. Bu karigim 0.5
mL'lik PZR tiipleri igerisinde hazirland: (8 - 10, 12,
13). Kullanilan soliisyonlar Sigma, ABD firmasin-
dan temin edildi.

Multipleks PZR islemi DNA thermal cycler
(Corbett Research PC-960, Avustralya) kullanilarak
gerceklestirildi. PZR sartlar1 Tablo 2.de goste-
rilmistir.

TABLO - 11
Multipleks PZR Sartlar

islem Sicaklik (°C) Siire  Dongii sayisi
ik denatiirasyon 95 5 dk 1
Denatiirasyon 95 25 sn

Baglanma 55 30 sn

Uzatma 72 55 sn

Son uzatma 72 10 dk 1

Son uzatma isleminden sonra tiipler, goriintiilen-
me islemine kadar +4°C'de bekletildi.

PZR Uriinlerinin Gériintiilenmesi

PZR firtinlerinin goriintiilenmesi amaciyla mini
jel elektroforez kullanildi. 20 mL 0.5x TBE soliis-
yonunun igerisine 0.4 gr agaroz konularak %2'lik
agaroz jel hazirlandi. Bu karigim 100°C'ye kadar
1sitilarak igerisine 5 mL ethidium bromid ilave edil-
di ve jel haznesine dokiilerek 15 dakika sogumasi ve
katilasmasi i¢in beklendi. Igerisinde 0.5x TBE bulu-
nan yatay mini jel elektroforeze (Sigma, ABD) yer-
lestirilen agoroz jeldeki kuyucuklara, jel yiikleme
tamponu ile karigtiritlan PZR iirtinleri ytiklendi. Sabit
voltaj (120 V) altinda 30 dakika siireyle elektroforez
islemi gerceklestirildi. Her analiz grubu i¢in pozitif

ve negatif kontroller kullanildi. Elektroforez islemi
sonunda, jel ¢ikarilarak UV transiliiminator (Alpha
Innotech Corporation, TMW-20, ABD) aracilig ile
goriintiilendi ve degerlendirildi.

BULGULAR

Analiz 6ncesi gergeklestirdigimiz 6n ¢aligmalar-
da kullandigimiz primerler arasinda her hangi bir
capraz reaksiyona rastlanmadi ve incelenen mikroor-
ganizmalar kendilerine 6zgii bir bant olusturdular
(Sekil 1, 2).

bp
Salmonella 526
Shigella 408
T. koliform 326
E_col 147

Sekil - 1: Dértlii Multipleks PZR

bp
T koliform —376
E.coh — 147

Sekil - 2: Termotoleran Koliform ve E.coli

Dortlii Multipleks PZR yonteminin kullanildigi
bakteriyolojik analizlerde, termotoleran koliform
icin 326, E.coli i¢in 147, Salmonella icin 526 ve
Shigella i¢in 408 bp'lik bantlar meydana geldi.

On ¢aligmalarda pozitif kontrol olarak kullanilan
bakteri 6rnekleri teker teker ve birlikte kullanildik-
larinda olusan bantlarda bir degisiklik olmadi ve
yine kendilerine 6zgii bantlar meydana getirdiler.

Analizi gerceklestirilen 28 su Orneginin 14
tanesinde (%50) termotoleran koliform bakteri sap-
tand1i. Termotoleran koliform bakterilerin tamami
E.coli idi.
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Calismamiz sirasinda yapilan su analizleri sonu-
cunda her hangi bir su Orneginde Salmonella ve
Shigella bakterileri tespit edilmedi.

Analiz yapilan su Orneklerinde tespit edilen
E.coli'lerin su oOrneklerine gdre dagilimi ince-
lendiginde;

Zirhli Tiimen K.liginda bulunan kuyu sularinin
%83.4'iinde E. coli saptanmisti. KHO ve Isth.
Okulunda bulunan sularmm %60'mda E. coli varken
MEBS K.ligindaki kuyularin %42.9'unda E. Coli
saptanmistir. Ankara 11 Merkezindeki Askeri
Birliklerin kullandigi kuyu sularmin tamami deger-
lendirildiginde, bunlarin yarisinin (%50.0) igilemez -
kullanilamaz 6zellige sahip oldugu saptanmistir
(Tablo 3 ve Tablo 4).

TABLO - 111
Kuyu Sularmin Alindiklar Yerlere Gore Dagilimlar:
Say1 %
KHO.ve Isth. Ok. K.lig1 10 35.7
MEBS Ok. K.Iig1 7 25.0
Zirhli. Timen. K.11g1 6 21.4
GATA K.lig1 5 17.7
Toplam 28 100
TABLO -1V
Kuyu Sularmmin Analiz Sonuclarina Gore Dagilimi
Bakteri (E.coli) TOPLAM
Tespit Tespit
edilmedi edildi
KHO ve isth. Say1 4 6 10
Ok. K.ig1 % %40 %60 %100
MEBS. Say1 4 3 7
Ok. K.ig1 % %57.1 %42.9 %100
Zirhh. Tiimen.  Say1 1 5 6
K.ig % %16.6 %83.4 %100
GATA K.hig1 Say1 5 - 5
% %100 %0 %100
TOPLAM Say1 14 14 28
% %50 %50 %100

Tim analiz islemi su ornekleri laboratuvara
getirildikten sonra 4 saat igcersinde tamamlanmistir.

TARTISMA VE SONUG

Analizi gergeklestirilen kuyu sularindan
%50'sinde mikroorganizma tespit edilmis ve ancak
dezenfeksiyon isleminden sonra icme suyu olarak
kullanilabilecegi saptanmistir. Yagislarin arttigi, kar
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ve buzlarin eridigi Mayis - Haziran aylarinda yer alti
ve yer ustli su kaynaklarmim yogun olarak kirlen-
mekte ve bu donemlerde su aritma ve dezenfeksiyon
islemleri daha da 6nem kazanmaktadir (1, 7, 19). Bu
nedenle oOzellikle aritma isleminin yetersiz oldugu
yerlerde sulara ilave edilen klor diizeyinin arttiril-
mast gerekmektedir (3, 4).

Aragtirmamizda kullandigimiz primerler, baska
aragtirmacilar tarafindan denenmis ve kullanilabilir-
ligi gosterilmistir (8 - 18). Ancak bu primerlerin
tamami1 ¢oklu (multipleks) olarak ayni ¢alismada ilk
kez tarafimizdan kullanilmig ve aralarinda herhangi
bir capraz reaksiyon gdzlenmemistir. On calis-
malarimizda pozitif kontrol olarak kullandigimiz
standart bakteriyolojik suslarin hepsi kendine 6zgii
bir bant meydana getirmistir. Meydana gelen bu
bantlarin biiytikliikleri daha o6nceki c¢alismalarla
uyumludur (8 - 10, 12, 14, 18).

Termotoleran koliform (eski ifadesiyle toplam
koliform) grubu bakteriler i¢in kullandigimiz
primerler 150'ye yakin koliform bakteride denenmis
ve kullanilabilirligi gosterilmistir (8 - 10). E.coli
bakterisi i¢in kullandigimiz primerler, patojen
olmayan E.coli'lerin yan1 sira 4-methylumbelliferyl-
beta-D-glucuronide (MUG (-) negatif olarak
adlandirilan ve hastalik meydana getiren enteropato-
jenik, enterohemorajik ve enterotoksijenik E.coli'leri
de saptayabilmektedir (9). Salmonella ve Shigella
bakterileri igin sectigimiz primerler, 26 Salmonella
ve 3 Shigella susunda denenmistir (14, 18).

Mikroorganizmalarin tek tek incelendigi durum-
larda PZR yontemi pahali bir yontem olarak kabul
edilmekle birlikte, multipleks PZR yonteminin
maliyeti cok daha diistiktiir.

Analiz islemi diger standart yontemlerle gercek-
lestirilseydi en az 48 saat siirecekti (6). Oysa
Multipleks PZR yontemi ile analiz isleminin tamami
4 saat icerisinde tamamlanmis ve 4 tip mikroorga-
nizmanin ayni anda analiz edilebilmesi miimkiin
olmustur. Bu nedenle; kullanilan yontemle su anali-
zinin Ozellikle salgin, sel, deprem gibi su kay-
naklarinin acil olarak incelenmesinin gerekli oldugu
durumlarda son derece faydali olacagi goriilmekte-
dir. Benzer arastirmalar sularda bulunabilecek para-
zit ve virlisleri de kapsayacak sekilde genisletilerek
tekrarlanmali ve 6zellikle acil durumlarda kullanil-
mak tizere Multipleks PZR yontemiyle mikrobiyolo-
jik su ve gida analizine agirlik verilmelidir.
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