T.C.
SAKARYA UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KENTSEL SU DONGUSUNDE MiKROBIiYAL KONTAMINANTLARIN SURVEYANI:
FIRSATCI PATOJENLERIN MOLEKULER KARAKTERIZASYONU VE
ANTIMIKROBIYAL DIRENC PROFILININ ARASTIRILMASI

DOKTORA TEZi

Binnur KIRATLI

Biyoloji Anabilim Dah

AGUSTOS 2024






T.C.
SAKARYA UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

KENTSEL SU DONGUSUNDE MiKROBIYAL KONTAMINANTLARIN SURVEYANI:
FIRSATCI PATOJENLERIN MOLEKULER KARAKTERIZASYONU VE
ANTIMIKROBIYAL DIRENC PROFILININ ARASTIRILMASI

DOKTORA TEZi

Binnur KIRATLI

Biyoloji Anabilim Dah

Tez Damismani: Prof. Dr. Hiiseyin AKSOY

AGUSTOS 2024






Binnur KIRATLI tarafindan hazirlanan “Kentsel Su Dongiisiinde Mikrobiyal
Kontaminantlarin Siirveyani: Firsat¢i Patojenlerin Molekiiler Karakterizasyonu ve
Antimikrobiyal Direng Profilinin Arastirilmas1” adli tez g¢alismas1 02.08.2024
tarihinde asagidaki jiiri tarafindan oy birligi ile Sakarya Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali’nda Doktora tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Jiirisi

Jiiri Baskani : Prof. Dr.'Kudret YILDIRIM
Sakarya Universitesi
Jiiri Uyesi : Prof. Dr. Hiiseyin AKSOY (Danigsman)

Sakarya Universitesi

Jiiri Uyesi : Prof. Dr. Nazan Deniz YON ERTUG
Sakarya Universitesi

Jiiri Uyesi : Doc. Dr. Mehmet OTEN
Sakarya Uygulamali Bilimler Universitesi

Jiiri Uyesi : Dr. Ogr. Uyesi Selen SEN
Sakarya Uygulamali Bilimler Universitesi






ETIiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Sakarya Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Lisansiistii  Egitim-Ogretim
Yonetmeligine ve Yiiksekogretim Kurumlart Bilimsel Arastirma ve Yaymn Etigi
Yonergesine uygun olarak hazirlamis oldugum “Kentsel Su Dongiisiinde Mikrobiyal
Kontaminantlarin Siirveyani: Firsat¢i Patojenlerin Molekiiler Karakterizasyonu ve
Antimikrobiyal Direng Profilinin Arastirilmasi” baglikli tezin bana ait, 6zgilin bir
calisma oldugunu; ¢alismamin tiim asamalarinda yukarida belirtilen yonetmelik ve
yonergeye uygun davrandigimi, tezin igerdigi yenilik ve sonuglart bagka bir yerden
almadigimi, tezde kullandigim eserleri usuliine gore kaynak olarak gosterdigimi, bu
tezi bagka bir bilim kuruluna akademik amac¢ ve unvan almak amaciyla vermedigimi
ve 20.04.2016 tarihli Resmi Gazetede yaymmlanan Lisansiistii Egitim ve Ogretim
Yonetmeliginin 9/2 ve 22/2 maddeleri geregince Sakarya Universitesi’nin abonesi
oldugu intihal yazilim programi kullanilarak Enstitii tarafindan belirlenmis Slgiitlere
uygun rapor alindigini, ¢aligmamla ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun ortaya
¢ikmasi halinde dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu kabul ettigimi beyan

ederim.
(02/08/2024)

Binnur KIRATLI






Aileme ve minik tiylii dostlara ithafen...

vii






TESEKKUR

Bu ¢alismanin gerceklesmesinde degerli bilgilerini benimle paylasan ve tezin her
asamasinda rehberlik eden kiymetli danisman hocam, Prof. Dr. Hiiseyin AKSOY’a en
icten tesekkiir ve siikranlarimi sunarmm. Yeditepe Universitesi Genetik ve
Biyomiihendislik Laboratuvarlarinda ¢alismami tamamlamama izin veren, her zaman
gelismemi destekleyen ve kendisinin ekibinin bir {iyesi olmami saglayan, bilimsel
merakimi ve arastirma becerilerimi gelistirmemde biiyiik rol oynayan degerli hocam,
Prof. Dr. Fikrettin SAHIN’e tesekkiirlerimi sunarim. Bana &grettikleri ve sagladigi
motivasyon i¢in Dog. Dr. Aysegiil DOGAN’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Calisma
arkadasim Dr. Pinar AKKUS SUT’e, arastirma siirecinde karsilastigim zorluklart
asmamda ve fikir aligverisinde bulunmamda bana sagladigi biiyiik destek igin
goniilden tesekkiir ederim. Bilimsel alanda yoniimii belirlemede biiyiik rol oynayan,
bana gosterdigi sevgi, destek ve sabirla bu ¢aligmanin basariyla tamamlanmasinda en
biiylik motivasyon kaynaklarimdan biri olan, bilgi ve deneyimleri ile ¢alismamin
metodolojik dogrulugunu saglamamda ve bilimsel yaklagimlarimi giiclendirmemde
biiyiik katkis1 olan, hayata ve ekosistemdeki her bir canliya bakis agisiyla 6rnek olmasi
nedeniyle, bilimsel anlamda bana 6grettikleri ve egitim hayatim boyunca gosterdigi
0zen icin, bu ¢alismanin gerceklesmesini saglayan projenin yiiriitiicii de olan kiymetli
ablam Dr. Ogretim Uyesi Nursel KIRATLI YILMAZCOBAN'a sonsuz tesekkiirlerimi
sunarim. Dogay1 ve dogadaki her canliy1 sevmeyi 6greten, bu meslegi segmeme vesile
olan ve maddi manevi destegini her zaman hissettiren degerli annem Sabahat
KIRATLI’ya ve babam Mustafa KIRATLI’ya tiim desteklerinden dolay1
tesekkiirlerimi sunarim.

Bu caligma, Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastrma Kurumu (TUBITAK)
tarafindan 120Y151 numarali proje ile desteklenmistir. Projeye verdigi destekten otiirti
TUBITAK ’a tesekkiirlerimizi sunariz.

Binnur KIRATLI






ICINDEKILER

Sayfa

ETIK iILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI .........ccccovuuns v
TESEKKUR .....ooooiiiiiiiceeeeee et en e nas st n s ns st an st ene s asn s ix
ICINDEKILER .......oooooioieeeeeeeeeeeeeeeee ettt Xi
KISALTMALAR .ottt sttt xiii
SIMGELER ........ooooiiiiiiiiiiisee s XV
TABLO LISTESI .....coooiiiiiinceeis st XVii
SEKIL LISTEST ..ottt s XiX
OZET ...ttt sttt XXi
SUMMARY .o XXV
Lo GIRIS oottt sttt 1
2. GENEL BILGILER .......cccoooiiiiiiiiiiiissi i 3
2.1. Stres Kosullarina Bakterilerin Evrimsel Yaniti.......cccoccoveeviiniiniin e 3
2.2, Antimikrobiyal DITeNG .......ccovvviiiiiiiiiiicii i 3
2.3. Cevresel Antibiyotik Direng Rezervuart .........ccocevvveiiiiiiiiiiiniie e 5
2.4. Horizontal Gen Transferi ..., 5
2.5. Bakteriyofajlarin ROIU........ccooiiiiiiiiiiic s 6
2.6. Dogada Patojenlerin Davranig SeKilleri ........cccooviiiiiiiiiiiiiiiicis 6
2.7. Bakterilerin Fenotipik Esneklik Mekanizmalart .........ccccocooovniiiiiiiicniinnenn 7
2.7.1. Persistan DaKLErTler.........ccoviiiiiiiciiec e 7
2.7.2. Canli fakat kiiltiire edilemeyen durum — VBNC...........cccooiiiiiiiiiiicnn, 8
2.7.3. BIYOFIIM oo s 10
2.7.4. L-Form DaKEerileri......coovoviiiiei e 10

2.8. Cevrede Antibiyotik Taginimi ve Rezistom AZl........cccovvviiiiiiiiiiniiieennen, 11
2.9. Igme Suyunda Mikrobiyal DIireng ...........cccceveviirireverirsieceereeseeeeese s 13
2.10. Mikrobiyal TENIIKEIEr..........cccoviiiiieee e 15
2.11. Kimyasal TERHKEIEr .......ccooiiiiiee e 17
2.12. FiziKSel TENIKEIEr......ccvcvciiiiiiiciicc e 18
2,13, TEZIN AINACT ..viiiiiiieiiiie ettt ettt be e eeaneee e 18
214 HIPOTBZ ..ttt sttt 19
3. MATERYAL VE YONTEM .........c.cooviiiiitieceeeeeeeeee s, 21
3.1, SUyun OrneKIENMESI ........cvvvivevirireiieeieicieise e 21
3.2. Numunenin Korunmasi ve Taginmast ..........ccueerieeeiiieesiieeinieesiiessieee e 21
3.3. Konsantrasyon YONtemIETT........cccuerviiiiiiiiiiiciie e 22
3.4. Numune Alma NOKEALAIT ......cccuiiiiiiiiiiiie e 22
3.6. Mikrobiyolojik Parametreler ... 24
3.6.1. Membran filtrasyon yONteMI.........ccecviiiiiiiiiiiiieicse e 24
3.6.2. Kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu — qPCR .........cccoceiininininiieiien, 25
3.6.2.2. ATP biyoliminesans YONtEMI ......ccuvvvviieiriiiriieiriniesieie s 26
3.6.2.3. Hiicre membrani hasar teSPItl ........c.cvvvverieriiieniiiie e 28

Xi



3.7 Y ASAL LZINLET ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e et e et e et e eeeeere e e eseseneesrens 29

4. SONUQGLAR ...ttt ettt e b 31
4.1. Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu Sonuglart.............cccoeevviiinicinnnenn. 31
4.2. ATP Biyoliiminesans Yonteminin Sonuglart .........ccoccoevveiiniiiiiiiecnicne 34
4.3. Igme Suyu Temin Zincirinde Canli/Olii Bakteri Durum Tespit Sonuglari...... 38

5. TARTISMA ..ottt ettt ne e 51

KAYNAKLAR .. ettt b et e e sbe e beesbeeennee e 57

OZGECMIS ...ttt 69

xii



KISALTMALAR

ABD
ADB
ADG
AMD
AOK
ARG
ARG
AT
ATP
ASTM

BM
CAESAR

CDC

MCOoECs

CT
DBP
DNA
DSO
EDTA
EPS

ESAC-NET

FB
FISH
HAA5

. Amerika Birlesik Devletleri

. Antibiyotik Direncli Bakteriler

: Antimikrobiyal Diren¢ Genleri

: Antimikrobiyal Diren¢ Genleri

: Asimile edilebilir organik karbon

: Antibiyotik Direngli Bakteriler (Antibiotic-Resistant Bacteria)

: Antimikrobiyal Direng Genleri (Antimicrobial Resistance Genes)
. Aritma Tesisi

: Adenozin Trifosfat

: Amerikan Test ve Malzemeler Toplulugu (American Society for

Testing and Materials)

: Birlesmis Milletler
: Orta Asya ve Dogu Avrupa Antimikrobiyal Direng Gozetimi (Central

Asian and Eastern European Surveillance of Antimicrobial Resistance)

: Hastalik Kontrol ve Koruma Merkezi (Centers for Disease Control and

Prevention)

: Ortaya Cikan veya Endise Olusturan Mikrobiyal Kirleticiler

(Microbial Contaminants of Emerging Concern)

: Temas Siiresi (Contact Time)

: Dezenfektan yan tiriinleri (Disinfection by products)

: Deoksiriboz Niikleik Asit

: Diinya Saglik Orgiitii

: Etilendiamintetraasetik asit

. Hiicre dis1 polimerik madde (Extracellular polymeric substance)

: Avrupa Antimikrobiyal Tiiketim Gozetim Ag1 (European Surveillance

of Antimicrobial Consumption Network)

: Firsatc1 Patojen
: Floresan In Situ Hibridizasyon
- Bes haloasetik asit

Xiii



HGT
I1ISO

LPS
MF
MIK
MRSA
NDMA
OP

Pl
(P)PPGpp
PPC
PPCP
RLU
gPCR

PCR
rRNA
SASKI
SAU
STEC
SYTO9
THM
TOK
TRFLP
uv
VBNC

> Yatay gen transferi (Horizontal gene transfer)
: Uluslararas: Standartlar Orgiitii (International Organization for

Standardization)

. Lipopolisakkarit

: Membran Filtrasyon

: Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu

: Metisiline Direngli Staphylococcus aureus

: N-nitrosodimetilamin

: Firsatg1 Patojen (Opportunistic Panhogen)

: Propidium Iyodin

: Guanozin Pentafosfat veya Tetrafosfat

: Farmasdtik ve Kisisel Bakim Uriinleri (Personal pharmacy care)

: Kisisel Bakim Uriinleri (Pharmaceuticals and personal care products)
: Bagil Isik Birimi

: Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Quantitative polymerase-

chain-reaction)

: Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase chain reaction)

: Ribozomal Riboniikleik Asit

: Sakarya Su ve Kanalizasyon Idaresi Genel Miidiirliigii

: Sakarya Universitesi

: Shiga-Toksin Ureten E. coli

: Yesil Floresan Niikleik Asit Boyasi

: Trihalometan

: Toplam Organik Karbon

: Polimorfizm (Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism)
: Ultraviyole

: Canli/Olii ve Metabolik Aktif Fakat Kiiltiire Edilemeyen (Viable but

nonculturable)

Xiv



SIMGELER

mm
ng

P9

: Derece santigrat
: Mikrogram
: Mikrolitre

: Mikrometre
. Litre

. Metrekiip

: Mililitre

: Milimetre

: Nanogram

: Gravite

: Pikogram

XV






TABLO LISTESI

Sayfa
Tablo 3.1. Numune alma nOKtAlart.........cccvereriereniniiisisieee e 23
Tablo 3.2. qPCR primer, prob dizileri ve baglanma sicakliklart............ccccervrnnnnen. 26
Tablo 3.3. Tipik ATP degerlendirme yONergesi........cuvvvvrieierienenieseseseseseeseeeens 28

XVii






SEKIL LISTESI

Sayfa

Sekil 2.1. Antibiyotik ve rezistom yayiliminin kompleks etkilesim agi.................... 13
Sekil 2.2. Su kalitesini etkileyen kimyasal ve biyolojik bilesenler. ................c.coc.ee. 17
SeKil 3.1. SU tEMIN ZINCITT. c.veiiviiiiiiciee ettt be e sbe e re e 24
Sekil 3.2. NUMUNE TOPIAMA. .....oviiiiiiciiiieee e 24
Sekil 3.3. Water-Glo™ teknolojisinin sematik diyagrami..........ccecevcerinvnieneniiennnnns 27
Sekil 3.4. GloMax® 20/20 Luminometer ile ATP Analizi.........c.cccooeveriiniieeniennnnnne 28
Sekil 4.1. Haziran 2022, Aralik 2022, Mayis 2023, Aralik 2023 donemine ait qPCR
ANALIZE 181 NATTEAST. evveiieiic e 31

Sekil 4.2. Haziran 2022, Aralik 2022, donemine ait DNA kopya sayilart. ............... 33
Sekil 4.3. Mayis 2023 ve Aralik 2023 donemine ait DNA kopya sayilari. ............... 34
Sekil 4.4. 4 doneme ait ATP sonuglari. ..........coccvveeiiiiiiic e 35
Sekil 4.5. 4 doneme ait ham su, igme suyu dagitim sistemi, musluk suyu ortalama ATP
konsantrasyonu SONUGIATL. ..........cocveiiiiiieiiiiiice e 36

Sekil 4.6. Haziran 2022 donemi 15 farkli kaynaga ait ATP konsantrasyonlart......... 36
Sekil 4.7. Aralik 2022 donemi 15 farkli kaynaga ait ATP konsantrasyonlart. .......... 37
Sekil 4.8. Mayi1s 2023 donemi 15 farkli kaynaga ait ATP konsantrasyonlart. .......... 37
Sekil 4.9. Aralik 2023 donemi 15 farkli kaynaga ait ATP konsantrasyonlart. .......... 38
Sekil 4.10. E.coli ATCC 10536 (kirmizi, 6lii bakteri) ve S. aureus ATCC 6538 (yesil,
CANIT DAKLETT). ..o s 39

Sekil 4.11. Konfokal mikrograflarin degerlendirilmesi kullanilan bagil bolluk
TFATEIEIT. ... 40

Sekil 4.12. Haziran 2022, 1 — 8 kaynak noktalarinda secilen konfokal mikrograflari.
................................................................................................................... 41

Sekil 4.13. Haziran 2022, 9 — 15 kaynak noktalarinda se¢ilen konfokal mikrograflar
................................................................................................................... 42

Sekil 4.14. Aralik 2022, 1 — 8 kaynak noktalarinda segilen konfokal mikrograflar1.43
Sekil 4.15. Aralik 2022, 9 — 15 kaynak noktalarinda secilen konfokal mikrograflari.

Sekil 4.16. May1s 2023, 1 — 8 kaynak noktalarinda segilen konfokal mikrograflari.45
Sekil 4.17. Mayis 2023, 9 — 15 kaynak noktalarinda secilen konfokal mikrograflari.

................................................................................................................... 46
Sekil 4.18. Aralik 2023, 1 — 8 kaynak noktalarinda segilen konfokal mikrograflari .
................................................................................................................... 47
Sekil 4.19. Aralik 2023, 9 — 15 kaynak noktalarinda secilen konfokal mikrograflari.
................................................................................................................... 48
Sekil 4.20. 4 Donem filamentli bakterilerin kalitatif degerlendirme sonuglart. ........ 49
Sekil 4.21. 4 Donem serbest/biyofilm bakterilerin kalitatif degerlendirme sonuglari.
................................................................................................................... 49

XiX






KENTSEL SU DONGUSUNDE MiKROBiYAL KONTAMINANTLARIN
SURVEYANI: FIRSATCI PATOJENLERIN MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU VE ANTIMIKROBIYAL DIRENC PROFILININ
ARASTIRILMASI

OZET

Sucul ekosistem hizmetlerinin 6nemli bir unsuru olan igme suyu kaynaklari, kentsel
su dongiisii i¢inde yiizey sulari, yagmur sulari, atik sular ve geri doniistiiriilmiis sular
gibi farkli habitatlarin etkisine maruz kalmaktadir. Bu cesitli habitatlardan gelen
girdiler, su kalitesini ve genel ekosistem sagligini dogrudan etkilemektedir. Coklu
aritma bariyerlerinden gegerek dagitim sistemi ile nihai kullanictya ulastirilan suyun
dogasinda, bazi kimyasal ve biyolojik degisiklikler meydana gelebilir. Bu
degisikliklerin basinda, abiyotik ve biyotik faktorlerin etkisiyle suyun kimyasal ve
biyolojik kararliligin1 kaybetmesi ve mikrobiyal yeniden {iremenin (bacterial
regrowth) olusmas1 gelir. Mikroorganizmalar, c¢evresel kosullara hizli bir sekilde
adaptasyon gosterme ve antibiyotiklere kars1 direng gelistirme kabiliyetleriyle bilinir.
Bu 6zellikleri sayesinde, su ekosistemlerinde direng birikimine yol acarak hem dogal
hem de insan yapimi habitatlarda énemli bir gevresel tehdit olustururlar. Ozellikle
icme suyu kaynaklari, heterojen su kiitleleri ve ¢esitli ekosistem unsurlarindan gelen
girdilerle kirlenmeye aciktir. Su dongiisiindeki bu farkli girdiler, su kalitesini
etkilerken, ayn1 zamanda su kaynaklarinin biyolojik kararliligini1 da bozabilir.

Suyun aritma siireclerinden gecirilmesine ve dagitim sistemleri ile son kullaniciya
ulastirilmasina ragmen, bazi biyolojik ve kimyasal degisiklikler meydana gelebilir. Bu
degisiklikler arasinda mikrobiyal yeniden iireme, yani dagitim sisteminde heterotrofik
bakterilerin ¢ogalmasi ve suyu kolonize etmesi yer alir. Mikroorganizmalarin su
sistemlerinde ¢ogalmasi, suyun biyolojik denge ve kalitesini olumsuz etkiler. Bununla
birlikte, bu tlir mikroorganizmalarin yalnizca heterotrofik bakterilerle sinirh
kalmadig1, ayn1 zamanda firsat¢1 patojenlerin (FP) ve antibiyotik direngli bakterilerin
(ADB) de tireme olasiligini artirir. Heterotrofik bakterilerin ve antibiyotik direngli
bakterilerin su sistemlerinde yeniden {iremesi, ekosistemin biyolojik dengesini
bozarken, diren¢ birikimi yoluyla c¢evresel stres faktorlerine daha dayanikli
mikroorganizma topluluklarinin olusmasina neden olur. Bu durum, i¢gme suyu
kaynaklarmin giivenligini tehdit ederken, antibiyotik direngli enfeksiyonlarin
yayilmasini hizlandirir ve halk sagligi acisindan ciddi sonuglar dogurur.

Oligotrofik bir habitat olan su dagitim sistemi, ayn1 zamanda kalint1 dezenfektanlarin
stirekli bulundugu bir ¢evredir. Oligotrofik gevreler, genellikle mikroorganizmalarin
cogalmasini daha az destekler, ancak bu ortamlarda hayatta kalmay1 basaran bakteriler,
diisiik besin kosullarina son derece oOzellesmis ve uyum saglamis olabilirler.
Dezenfektanlarin varligi, su kalitesini korumak ve mikrobiyal kontaminasyonu
onlemek amaciyla kullanilirken, ayn1 zamanda bir secici baski olusturur. Bu durum,
zamanla antimikrobiyal direng genlerinin (ADG'lerin) gelisimine ve yayilmasina yol
acabilir. Bu ortam, ¢esitli faktorler ve kalinti dezenfektanlarin varligi nedeniyle
ADG!leri i¢in bir rezervuar olma potansiyeli tasimaktadir. Coklu antibiyotik direncine
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sahip patojenlerin kiiresel diizeyde artisi, ciddi bir halk sagligi tehdidi olusturmakta ve
cevrenin mikrobiyal diren¢ gelisimine etkisinin arastirllmasinin  Gnemini
vurgulamaktadir.

Icme suyu dagitim sisteminde kullanilan dezenfektan tiirleri ve konsantrasyonlari,
cevresel kosullar ve mikrobiyal etkilesimler gibi c¢esitli faktorler, ADG'lerin
dinamiklerini etkiler. Bu karmasik etkilesimler, su dagitim sistemini ADG'lerin
rezervuarl haline getirerek, 6nemli halk sagligi riskleri olusturabilir. Icme suyu
kaynaklariyla ilgili riskleri kapsamli bir sekilde anlayabilmek ve bu riskleri etkili bir
sekilde azaltabilmek, suyun kaynaktan nihai kullaniciya ulasana kadar gectigi tiim
asamalarin mikrobiyal ve kimyasal Ozelliklerinin detayli incelenmesini gerektirir.
Igme suyu kalitesinin korunmasi, yalmizca kaynagin temizliginin saglanmasiyla sinirli
olmayip, suyun aritilmasi, depolanmasi ve dagitimi siirecinde karsilagilabilecek
risklerin de dikkate alinmasini zorunlu kilar. Bu siirecler boyunca suyun maruz kaldig:
cesitli biyolojik ve kimyasal etkiler, suyun nihai giivenligini ve insan sagligina olan
potansiyel tehditlerini dogrudan etkiler.

Calismamiz, suyun kaynagindan musluga olan yolculugunda bazi firsat¢1 patojenler
(FP'ler), antibiyotik diren¢ genleri (ADG'ler) ve mikrobiyal aktivite de dahil olmak
lizere mikroorganizmalarin varliginin ve davraniglarinin nasil degistigini ve bu
mikroorganizmalarin  habitatlar arasinda yayilmasindaki roliinii incelemeyi
amaglamaktadir. Bu kapsamda, su numunelerinde qPCR, ATP analizi ve hiicre
membran hasar tespit analizleri yapilmistir. Su kaynagi olarak kullanilan Sapanca
Goli (Sakarya) ve Akgay'dan gelen ham su, igme suyu aritma tesisi ve igme suyu
dagitim sisteminden 2 yillik bir siirede numuneler alinarak incelenmistir.
Mycobacterium spp. gibi su kaynakli firsat¢i patojenlerin aerosollesme, biyofilm
olusturma, dezenfektan ve antibiyotik direnci gelistirme kabiliyetleri nedeniyle i¢me
suyu sistemlerinde varliklarinin tespiti biiyiik 6nem tasimaktadir. Elde edilen veriler,
Mycobacterium spp.'nin zaman iginde degisen konsantrasyonlarini ortaya koymus ve
bu durum cevresel faktorlerle iliskilendirilmistir. Pseudomonas aeruginosa'nin
viriilansla ilgili ecfX geni ve olas1 ¢apraz reaksiyon sorunlari incelenmistir. Calismada,
iki gen hedefli PCR yontemleri kullanilmis ve bazi kaynaklarda bu genlerin varligi
tespit edilmistir. Ayrica, vanA geni gibi klinik oneme sahip antibiyotik direng
genlerinin varlii, olasi gen transferi ve su kaynakli enfeksiyonlar acisindan risk
faktorii olarak degerlendirilmistir. qnrA geni gibi diger diren¢ genlerinin tespit
edilmesi, antibiyotik tedavisinin yonetiminde 6nemli bir faktor olarak vurgulanmustir.
intll geni, yatay gen transferi gostergesi olarak igme suyu orneklerinde izlenmis ve
direnc¢ seviyelerindeki dalgalanmalar rapor edilmistir. Mikrobiyal ATP 6l¢iimleri, su
kalitesindeki kiigiik degisiklikleri hizli bir sekilde tespit etmek i¢in kullanilmig ve bu
degerler, Ozellikle klor dozlart ve suyun depolama siiresi gibi faktorlerle
iligkilendirilmistir. Calismada, igme suyu sistemlerindeki mikroorganizmalarin
membran hasar1 analizi ile canli ve Oli bakterilerin varligi incelenmistir.
Dezenfeksiyona ragmen, bakterilerin igme suyu temin zincirinde hayatta kaldiklar1 ve
hasarli membranlarla yasamlarinmi siirdiirdiikleri goriintiileme teknikleri ile tespit
edilmistir. Ayrica, su dagitim sisteminde biyofilm parcaciklari, filamentli bakteriler ve
serbest bakterilerin varligir gézlenmistir. Bu sonugclar, biyofilm olusumunun yonetimi
icin entegre bir yaklasima ihtiyagc oldugunu ve geleneksel dezenfeksiyon
yontemleriyle ilgili zorluklar1 ortaya koymaktadir.
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Miihendislik iirlinii igme suyu dagitim sisteminde antibiyotik direncinin sekillenmesi
ile ilgili hipoteze dayali bu calismada, yatay gen transferi, firsat¢1 patojen varligi, canh
ve Oli bakteri bollugu ile mikrobiyal aktivite diizeyi gibi faktorlerin antibiyotik
direncinin olusumunda etkili oldugu sonucuna varilmistir. Calismanin bulgulari, "Tek
Saglik" yaklasimi ile entegre edilebilecek ve su yonetimi alaninda standardizasyon
saglayabilecek potansiyele sahip bir 6n ¢alisma niteligi tasimaktadir.
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MICROBIAL CONTAMINANTS SURVEILLENCE IN THE URBAN
WATER CYCLE: MOLECULAR CHARACTERIZATION OF
OPPURTUNISTIC PATHOGENS AND ANTIMICROBIAL RESISTANCE
PROFILE

SUMMARY

Drinking water sources, which constitute a critical component of aquatic ecosystem
services, are subjected to the influences of various habitats within the urban water
cycle, including surface waters, stormwater, wastewater, and reclaimed waters. The
inputs from these diverse habitats exert a direct impact on water quality and the overall
health of the ecosystem. As water passes through multiple treatment barriers and is
ultimately delivered to the end user through the distribution system, a series of
chemical and biological transformations may occur. Foremost among these changes
are the loss of chemical and biological stability, driven by abiotic and biotic factors,
and the occurrence of microbial regrowth. Microorganisms, recognized for their rapid
adaptive capabilities and resistance development, contribute to the accumulation of
antimicrobial resistance within the ecosystem.

The water distribution system, as an oligotrophic habitat, represents an environment
characterized by the persistent presence of residual disinfectants. Oligotrophic
environments typically do not favor extensive microbial proliferation; however,
bacteria that survive under such conditions are often highly specialized and adapted to
thrive in low-nutrient settings. The application of disinfectants, while essential for
maintaining water quality and preventing microbial contamination, simultaneously
imposes selective pressure. This selective pressure can, over time, facilitate the
evolution and dissemination of antimicrobial resistance genes (ARGS). The interplay
of various environmental factors and the presence of residual disinfectants within this
system suggests its potential to serve as a reservoir for ARGs. The emergence of multi-
drug resistant pathogens, catalyzed by the overuse of antibiotics and environmental
contamination, constitutes a profound public health challenge. This growing threat
accentuates the necessity for rigorous research into environmental antibiotic
concentrations and their critical role in fostering and propagating microbial resistance.
The proliferation of microorganisms in water systems negatively impacts the
biological balance and quality of the water. Moreover, these microorganisms are not
limited to heterotrophic bacteria; there is also an increased likelihood of the growth of
opportunistic pathogens (OPs) and antibiotic-resistant bacteria (ARBs). The regrowth
of heterotrophic bacteria and antibiotic-resistant bacteria in water systems disrupts the
ecosystem'’s biological equilibrium, leading to the formation of microbial communities
that are more resilient to environmental stress factors due to the accumulation of
resistanceThis situation threatens the safety of drinking water sources and accelerates
the spread of antibiotic-resistant infections, with severe consequences for public
health. The presence of these resistant microorganisms in water systems highlights the
need for effective monitoring and treatment strategies to mitigate the risks they pose.
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The types and concentrations of disinfectants utilized in drinking water distribution
systems, in conjunction with environmental conditions and microbial interactions,
significantly influence the dynamics of antimicrobial resistance genes (ARGS). These
complex interactions have the potential to transform the water distribution system into
a reservoir for ARGs, thereby presenting substantial public health risks. To effectively
understand and mitigate the risks associated with drinking water sources, it is
imperative to conduct comprehensive analyses of the microbial and chemical
properties of water sources, treatment processes, and distribution systems. To
comprehensively understand the risks associated with drinking water sources and
effectively mitigate these risks, it is essential to thoroughly examine the microbial and
chemical properties of water at every stage, from the source to the end user. Protecting
drinking water quality is not limited to ensuring the cleanliness of the source but also
requires addressing potential risks encountered during water treatment, storage, and
distribution. Throughout these processes, various biological and chemical factors can
affect the safety of the water and pose direct threats to human health.

By monitoring the microbial and chemical dynamics at each stage, authorities can
identify emerging risks and take necessary actions to maintain water quality. This
comprehensive approach is crucial for safeguarding public health and ensuring the
long-term sustainability of drinking water systems.

This study aims to investigate the changes in the presence and behavior of
microorganisms, including opportunistic pathogens (OPs), antibiotic resistance genes
(ARGS), and microbial activity, during their journey from the water source to the tap,
as well as their role in spreading across different habitats. To achieve this, water
samples were analyzed using gPCR, ATP assays, and cell membrane damage detection
techniques. Over a two-year period, samples were collected from raw water sources,
including Sapanca Lake (Sakarya) and Akgay, as well as from the drinking water
treatment plant and the distribution system. The detection of opportunistic pathogens
such as Mycobacterium spp., known for their ability to aerosolize, form biofilms, and
develop resistance to disinfectants and antibiotics, is of critical importance in drinking
water systems. The data reveal temporal fluctuations in the concentrations of
Mycobacterium spp., which have been correlated with environmental factors.
Moreover, the study examined the virulence-associated ecfX gene of Pseudomonas
aeruginosa and potential issues related to cross-reactivity. Two-gene targeted PCR
methods were employed, confirming the presence of these genes in certain samples.
Additionally, the presence of clinically significant antibiotic resistance genes, such as
vanA, was evaluated as a risk factor for potential gene transfer and waterborne
infections. The detection of other resistance genes, including gnrA, was emphasized
as a critical factor in the management of antibiotic therapy. The intl1 gene, an indicator
of horizontal gene transfer, was monitored in drinking water samples, with fluctuations
in resistance levels observed. Microbial ATP measurements were conducted to rapidly
detect subtle changes in water quality, with these values being particularly linked to
factors such as chlorine dosing and water storage duration. The study also analyzed
membrane damage in microorganisms within drinking water systems to assess the
presence of viable and non-viable bacteria. Despite disinfection efforts, imaging
techniques revealed that bacteria persisted within the drinking water supply chain,
surviving with damaged membranes. Additionally, biofilm fragments, filamentous
bacteria, and free-living bacteria were observed within the distribution system. These
findings underscore the necessity of an integrated approach to biofilm management
and highlight the challenges associated with traditional disinfection methods.
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This hypothesis-driven study on the emergence of antibiotic resistance within
engineered drinking water distribution systems concludes that critical factors such as
horizontal gene transfer, the presence of opportunistic pathogens, the abundance of
viable and non-viable bacteria, and microbial activity levels significantly contribute to
the development of antibiotic resistance. The findings from this research serve as a
preliminary study with the potential to be integrated into the "One Health” framework,
offering insights that could inform the standardization of practices in water
management systems.
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1. GIRIS

Biyolojik cesitliligin bagimli oldugu kaynaklar, niifus artisi, kentlesme, kuraklik ve
iklim degisikligi sebebi ile hizla tiikkenme noktasina gelmektedir (Cavicchioli ve ark.,
2019; Sanchez-Bayo ve Wyckhuys., 2019; Cardoso ve ark., 2020). Ekosistem
hizmetlerini dogrudan etkileyen bu problemlere ilave olarak savas ve iklim kaynakli
miilteciler de eklenmektedir. Birlesmis Milletler (BM)’in tahminlerine gére 2050
yilina kadar 25 milyon — 1 milyar arasinda insanin iklim miiltecisi konumunda olacagi

ve yasadiklar1 ¢evreyi kaybedecekleri bildirilmektedir (UNHCR, 2020).

Kiiresel problemler, igme suyu kaynaklarmma olan talep artigina ve alternatif su
kaynaklarina olan ihtiyacin da artmasina sebep olmaktadir. Yirminci yiizyilda aritma
teknolojilerindeki ilerlemeler, fekal patojenler tarafindan su kaynaklarin kontamine
edilmesini dnleyerek salgin hastaliklarin oranini azaltmistir. Ancak endise yaratan bazi
mikrobiyal kontaminantlar, su kalitesi acisindan problem olmaya devam etmektedir.
Su tedarik zincirinde yer alan kurumlar, kentsel su dongiisiiniin ¢esitli bilesenlerinin
birbirine ¢ok yakindan bagl oldugunu belirtmektedir. Altyapr kullanimini optimize
etmek, strdiriilebilir iyilestirme, su sektorii kurumlar1 arasindaki koordinasyonu
arttirmak ve tiiketici ihtiyaglarii karsilayacak yeni su kaynaklarimi belirlemek icin
yeni bir bakis agisina ihtiya¢ oldugu konusunda kurumlar, fikir birligine sahiptir.
Biyosferin kaotik yapisi nedeniyle ekolojik sinirlarin1 bilmek, mevcut ve gelistirilen
teknolojilerin uzun vadede ¢evrede ne gibi sonuglara sebep olabilecegini tahmin etmek
zordur. Bilim Diinyasi’n1 zorlayan problemlerin basinda ¢evresel stresin mikrobiyal
ekoloji penceresinden ele alinmasinda mevcut metotlarin sinirlamalar1 ve bilimsel
bosluklardir. Bu kapsamda gérmezden gelinen dncelikli konular arasinda olan, i¢gme
suyu mikrobiyomun stres etkenlerine karsi yanitlarin gesitliligi, antibiyotik direng
krizinin kapsam1 ve ciddiyeti goz Oniine alindiginda mikrobiyal direnci destekleyen
mekanizmalari, faktorleri arastirmak onem arz etmektedir. Antibiyotik direncini nasil
gelistigi konusu, patojenlerin konak¢1 disinda hayatta kalma ve ¢cogalma stratejilerini

de ele almay1 gerektirmektedir.






2. GENEL BiLGILER

2.1. Stres Kosullarina Bakterilerin Evrimsel Yamti

Antibiyotikler, farmasotik endistrisinin {iriinii  olarak yillar boyunca hayat
kurtarmaktadir. Canli organizmalarin hayatta kalma stratejisi olarak iiretilen
antibiyotikler, kokenlerinden bagimsiz olarak, hepsi dogal se¢ilime tabidir. Kullanimi
yayginlasan antibiyotikler sebebiyle son 75 yilda gezegenimiz tiim tarihi boyunca
gormedigi kadar antibiyotik ile tanismis oldu. Asirt antibiyotik kullanimi ve ¢esitli
organik, inorganik toksinlere maruz kalan mikroorganizmalar, uzun zamandir
genomlarinda kodlanmis, jeolojik ¢aglar boyunca biriken ve gelisen (Beta-laktam,
tetrasiklin, vankomisin ve makrolid diren¢ genleri) diren¢ elemanlarin1 ve mevcut
hayatta kalma mekanizmalar1 harekete gegirmektedir. Yapilan ¢aligmalar, ¢evrenin
(toprak, su, hava gibi) akla gelebilecek tiim antibiyotiklere cevap verebilecek genis bir
gen rezervuari oldugunu ve antibiyotiklerin ¢evrimi tizerindeki 6nemli rol iistlendigini
gostermektedir. Direng genlerini tagiyan bakteriler, insan ve hayvanlarda kommensal
olarak varliklarim siirdiirerek ya da patojenler yoluyla c¢evreyi kontamine

edebilmektedir (Allen ve ark., 2010; Surette ve Wright, 2017).

2.2. Antimikrobiyal Direng

Antimikrobiyal direng (AMD), Uluslararas1 Para Fonu (IMF), Diinya Saglik Orgiitii
(DSO), Diinya Bankas1 ve G8 dahil olmak iizere tiim 6nemli diizenleyici organlar
tarafindan 21. ylizyilin en biiylik kiiresel saglik sorunlarindan biri olarak kabul
edilmektedir. Bu kuruluslarin tiimiiniin AMD’e bakisi, AMD’in sadece saglik alanin
ilgilendirmedigini tiim ekosistemlerin AMD’nin ortaya ¢ikmasinda, kazanilmasinda
ve yayillmasinda rol oynadigini isaret etmektedir. AMD problemi ele alinirken Kiiresel
Saglik ve Tek Saglik olarak iki yaklasimla ele alinmaktadir (Hernando-Amado ve ark.,
2019). Kiiresel saglik, halk sagligi ve uluslararas1 saglik alaninda kurulmus
disiplinlerle ortlisen alanlara sahiptir (Koplan ve ark., 2009). Tek Saglik yaklasimu,

AMD'in ortaya ¢ikmasi ve yayilmasinda birbirine bagh (ve dolayisiyla cografi olarak



yakin) ekosistemlerin roliine odaklanir (Hernando-Amado ve ark., 2019). Dolaysi ile
Tek Saglik yaklagimi ile AMD ¢alisma tasarimi yapilirken sehir veya bolgesel diizeyde
biitiinlesmis uygulamalara odaklanilmalidir (Hernando-Amado ve ark., 2019).
Diinyada AMD direncinin arttifina yonelik 1yi bir 6rnek, ABD Hastalik Kontrol ve
Korunma Merkezi (CDC) tarafindan 2019’da yayimlanan raporda yer almaktadir.
CDC, bu tehditle miicadele etmek i¢in sektdrler arasinda is birligine dayali kiiresel bir
yaklasim gerektiren bir halk sagligi onceligi olarak ele alinmasini tavsiye etmektedir
(CDC, 2019). ESAC-NET (Avrupa Antimikrobiyal Tiiketim Go6zetim Ag) tilkeleri
arasinda Tiirkiye antibiyotik tiiketimi agisindan en yiiksek antibiyotik tiiketen iilke
iken Tiirk Hiikiimeti, Akilci Ilag¢ Kullanomi Ulusal Eylem Plammi (2013-2017)
yiriirliige koyarak gereksiz antibiyotik kullanimina smirlandirmalar getirmistir
(Versporten ve ark., 2014). Avrupa iilkelerinde AMD hakkindaki veriler, Orta Asya
ve Dogu Avrupa Antimikrobiyal Diren¢ Gozetimi (CAESAR) aginin, 2019, yillik
raporunda mevcuttur. Bu rapora gore Tirkiye’de Escherichia coli ve Klebsiella
pneumoniae'de tiglincii kusak sefalosporinlere (sefotaksim/seftriakson/seftazidim) ve
florokinolonlara (siprofloksasin/levofloksasin/ofloksasin) yiiksek diizeyde direng
gozlenmistir. Ayrica K. pneumoniae'de karbapenemlere (imipenem/meropenem)
yiiksek diizeyde direng gozlenmistir. Hastanelerde Acinetobacter spp., direngli
klonlarin yayilmasi soz konusudur. Metisiline direngli Staphylococcus aureus
(MRSA) oranm1 komsu tlkelerdekine benzerdir. Staphylococcus pneumoniae'de
penisilin ve makrolidler (eritromisin/klaritromisin/azitromisin) i¢in yiiksek direng
seviyeleri bulunmustur (WHO-CAESAR, 2019). Terapotik ve onleyici amaglar i¢in
antibiyotik kullanimin kisitlanmasi kiiresel direng artisi problemini ¢6zememektedir.
Antropojenik davraniglar sonucunda Gezegenimize Onemli miktarlarda pestisit,
organik mikro-kirleticiler, endokrin bozucu bilesikler, farmasotik ve kisisel bakim
iriinleri (PPC’ler), metaller vb. gibi ¢esitli ekosistemlerde degisikler yapabilen
maddeler dahil olmaktadir. Bu maddelerin ekosistemde davranislarini ve canlilar
tizerindeki etkilerini tahmin etmek oldukga giictiir. Fakat bilinen bir gergek ki tiim bu
faktorlere ragmen bazi mikroorganizmalar, sag kalim oranlarini arttirarak stiper-
organizma haline doniisebilmektedir. Siiper-organizmalarin yikselisini durdurmak
icin higbir sey yapilmazsa, ilaca direngli enfeksiyonlardan kaynaklanan kiiresel
Olimler, yilda 700.000 iken 2050'de 10 milyon kisiye ylikselebilecegi tahmin
edilmektedir (Cassini ve ark., 2018). Bakteriyel patojenler s6z konusu oldugunda

genellikle patojenlerin insan ile iliskisi distiniilir. Halbuki birgok patojenin insana
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bulasma kaynag1 dogrudan insan degil, cevredir. Bakteriyel patojenlerin hayatta kalma
ve ¢ogalma stratejileri, patojenlerin insanlara gegisi ve salginlarin ortaya ¢ikmasinda
onemli etkenlerdendir. Antibiyotiklere kars1 direncin artmasi insan, hayvan saglhigini,
gida giivenligini ve ¢evreyi etkilemektedir. Antimikrobiyal Direng (AMD) kiiresel ve
¢ok boyutlu bir saglik sorunu haline gelmistir. DSO, AMD'yi Siirdiiriilebilir Kalkinma
Hedeflerine ulagmayi tehlikeye atan ve halk sagligina yonelik en biiyiik tehditlerden

biri olarak gérmektedir.

2.3. Cevresel Antibiyotik Diren¢ Rezervuari

Cesitli habitatlardaki bakteriler, besin yoksunlugu, sicak ve soguk stresi, UV
radyasyonu, oksidatif stres, kuruma, asit stresi, nitrozatif stres, agir metal maruziyeti,
ozmotik stres vb. gibi, siirekli degisen ¢evre kosullarina maruz kalmaktadir. Olumsuz
kosullarda bakteriler, hayatta kalabilmek icin gen ekspresyonlarinda sert degisiklikler
yaparak fizyolojilerini uyarmaktadir. Olumsuz kosullara uyumda, morfolojik plastisite
mikroorganizmalarin cevaplarindandir. Bakteriler, kii¢iik koloni varyantlari, L-form
bakteriler, biyofilmler, vejetatif hiicreler veya sporlar, filament yapilari, Canli Fakat
Kiltire Edilemeyen (VBNC) hiicreler olusturarak ¢esitli  tehlikelerden
korunabilmektedir (Mattman, 2000; Spoering ve Lewis, 2001; Lennon ve Jones, 2011;
Pruden, 2014; Jonas, 2014).

2.4. Horizontal Gen Transferi

Yatay gen transferi birbirine uzak akraba olan bakteriler arasinda dahi yaygindir. Bu
slire¢, antibiyotik direncinin baslica nedeni olarak sayilmaktadir; bir bakteri direng
edinince, direng genini kisa siirede baska tiirlere de aktarabilmektedir. Olii bakterinin
antibiyotik direng geni varsa, “Tipki bir igne deligine ipligi gecirmek gibi” pilusu
araciligr ile DNA’y1 yakalayan canli bakteri, direncini gelistirir ve onu kendi
kolonisine aktarmis olur. Boylece antibiyotik direnci gelismeye ve yayilmaya devam
eder (Ellison ve ark., 2018). Bu agidan ele alindiginda mikrobiyal kontrol igin
kullandigimiz proseslerin (¢esitli aritma teknolojileri, dezenfeksiyon prosesleri vb.)
mikrobiyal direnci arttirmak ve yaymak gibi 6nemli sorular1 da beraberinde getirme

olasilig1 yiiksektir.



2.5. Bakteriyofajlarin Rolii

Biyosferdeki en bol ve cesitli varliklar1 temsil eden bakteriyofajlar, bakterileri enfekte
eden viriislerdir (Keen ve Dantas., 2018). Yeni teknolojilerin farkli ekosistemlere
uygulanmasi ile elde edilen sonuglar, bakteriyofajlarin bakteri popiilasyonu kontroli,
biyojeokimyasal dongiiler, bakteriyel evrimdeki yaygimliklarini ve Onemlerini
vurgulamaktadir. Toplam bakteri genomlarinin yaklasik %?20'sinin faj benzeri
elementler tarafindan elde edildigi belirtilmektedir (Briissow ve ark., 2004). Artan
kanitlar, bakteriyofajlarin kiiresel Onemlerini belirtmesine ragmen, fajlarin
ekosistemde islevsel gorevlerinin ne oldugu hentiiz tam olarak tanimlanmamaistir (Keen
ve Dantas, 2018). Konakg1 genlerin fajlar veya faj benzeri partikiiller tarafindan
paketlenmesi ve sonrasinda bunlarin yatay gen transferi (HGT) yoluyla bir bakteriyel
konakgiya iletilmesi yonlendiren ¢esitli mekanizmalar mevcuttur (Beumer ve

Robinson, 2005; Fineran ve ark., 2009; McDaniel ve ark., 2010; Lang ve ark., 2012).

2.6. Dogada Patojenlerin Davrams Sekilleri

Bakteriyel patojenlerin cevresel uyaranlara uyum saglayabilmesi, konakg¢i ile
etkilesimlerini de etkilemektedir. Dogada patojenlerin davranig seklini ve konake1
enfekte etme kabiliyetlerini, diger mikroorganizmalar, invertebratlar ve bitkiler ile
etkilesimleri tarafindan sekillendirilmektedir. Insan patojenlerinin evriminin sadece
insan enfeksiyonlarindan kaynaklanmamaktadir. Ornegin Yersinia pestis, bazi
genlerini kaybederek, konakciya gegebilme kabiliyetini arttiran insektisitleri, vektor
olarak kullanmaktadir (Martinez, 2014). Doga, ayn1 zamanda bakteriyel patojenlerin
yeni konakgilar1 enfekte edebilecek konsantrasyonlara ulagmalarini saglamaktadir.
Ornegin, dogal habitatlar ile salgin olusumu arasindaki karmasik iliski Clostridium
botulinum 6rnegi ile ¢ok iyi agiklanmistir. Arastirmacilar, C. botulinum sporlarinin ve
toksinlerin canliligint yitirmis canlilarda, alg matlarinda ve biyokiitlede biyo-
akiimiilasyonun hastaliklara neden olmada merkezi rolii oldugunu 6ne siirmektedir
(Espelund ve Klaveness, 2014). Bakterilerin hayatta kalma stratejisine bagka bir 6rnek
de Legionella pneumophila gibi benzer mikroorganizmalarin “hiicre i¢inde biiyiime”
startejisidir. Arastirmacilar, su sistemlerinden amip araciligi ile insan konakciya
gegme potansiyelini arttirdigl bilinen L. pneumophila'nin, olgun bulasic1 bigimlerin
diistintildiigiinden ¢ok daha karmagsik bir gelisim dongiisiine sahip olduguna isaret

etmektedir (Robertson ve ark., 2014). Bakteri ile beslenen bazi protozoa tiirlerinin



vezikiiller iirettigi ve bu vezikiilleri kendinden uzaklastirdigi bilinmektedir. Bazen
pelet olarak adlandirilan bu vezikiiller, canli bakteri igerebilecegi ve bakterilerin,
biyositlere ve diger ¢evresel streslere karsi direncglerini arttirarak bakteriyel
patojenlerin bulasiciligini arttirabilecegi belirtilmektedir (Denoncourt ve ark., 2014).
Yine baska bir c¢alismada Alum ve Isaacs (2016) kapali (built) ¢evrelerde
Legionella’nin, funguslarla sinerjistik bir iliski kurabilecegi ve funguslarin
mikroorganizmanin i¢ mekanda aerosolizasyonuna yardimci olarak UV

dezenfeksiyonundan az etkilenmesine sebep olabilecegini bildirilmektedir.

2.7. Bakterilerin Fenotipik Esneklik Mekanizmalari

2.7.1. Persistan bakteriler

Cevre ile genom ve gen ekspresyonu arasinda karmasik etkilesimlerden olusan
dinamik bir yapt mevcuttur. Biyoloji bakis asis1 ile bu yapinin aydinlatilmasi ve resmin
biitiiniinii  gérebilmek, c¢ok sayida yap-bozu tamamlamak gibidir. Bazi
mikroorganizmalar, gen ekspresyonlarinda hizli degisiklikler yapar. Bu degisikliklerin
sebebi, bakterin boliinme ya da bdliinmeme kararina gore degisir. Neredeyse tiim
hiicrelerin, 6zellikle de siddetli ¢evresel degisikliklere maruz kalan bakterilerin karar
vermek zorunda oldugu 6nemli bir karardir. Olumsuz kosullar altinda, proliferasyon
ve bilylime hiicresel biitiinliigii tehlikeye atabilir ve bu nedenle asagi regiile
edilmelidir. Bu amagla bakteriler, ¢evresel bilgileri hiicre dongiisii motoruna iletmek
icin karmasik mekanizmalar gelistirmistir. Escherichia coli, Bacillus subtilis ve
Caulobacter crescentus'ta yapilan son ¢aligmalar, bu mekanizmalarin genellikle kiigiik
molekiil bazli sinyallesme, regiile edilmis proteolizin yani sira protein-protein
etkilesimlerini icerdigini gostermektedir. Bunlarin ¢ogu, sirasiyla ana diizenleyiciler,
DnaA veya FtsZ'yi hedefleyerek replikasyon baslangicini veya septum olusumunu
geciktirmektir. Dikkat ¢ekici bir sekilde, hedefler korunurken, kesin mekanizmalar
farkli tiirler arasinda onemli derecede ¢esitlilik gostermektedir (Jonas, 2014).
Bakteriyel persistanlar, antibiyotiklere karsi olaganiistii toleranslar1 olan fenotipik
varyantlardir. Bu hiicreler, genetik degisiklige ugramadan antibiyotik etkisinden
kagabilirler. Persistanlar, eksponansiyel ¢ogalma fazinda olan az miktardaki alt
popiilasyondur. Fakat durgun fazin veya biyofilmin (%1) 6nemli bir boliimiinii
olustururlar (Wood ve ark., 2013). Persistanlarin yasamini siirdiirmesi, antibiyotik
stresi sirasinda temel hiicre fonksiyonlarinin inhibisyonuna, ardindan islemin tersine

cevrilmesine ve antibiyotik ortamda bulunmadiginda {iremenin yeniden baslatilmasina
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baglidir. Ayrica, bu hayatta kalan hiicreler, kiiltiire edildiginde orijinal kiiltiir ile aym
antibiyotik duyarliliklar1 olan popiilasyonlar iiretirler. Metabolizma bu siiregte kritik
bir rol oynar (Amato ve ark., 2014). Persistanlar, biyofilmlerde zenginlesmektedir ve
biyofilm enfeksiyonlarinin antibiyotik tedavisinin sona ermesinin ardindan niiks etme
egilimi gosterir. Insan saghg acisindan kritik 5nemi olan bu hiicreler, major kronik
enfeksiyona sebep olma potansiyeline sahiptir (Wood ve ark., 2013). Ayrica nutrient-
sinirlt durgun fazda da persistanlarin miktar1 artar (Spoering ve Lewis, 2001; Keren ve
ark., 2004; Lechner ve ark., 2012; Bernier ve ark., 2013). Bu fenotiplerin ortaya
cikmasinda quarum sinyalizasyonu da 6nemli oldugu belirtilmektedir (Moker ve ark.,
2010; Vega ve ark., 2012). Birlikte ele alindiginda, bu ¢alismalar beslenme ortaminin
persistanlar1 dogrudan etkiledigini, kalicilik fenotipinde metabolizmanin merkezi bir
rol oynadigin1 gostermektedir. Yaygin bir kontrol mekanizmasi da amino asit veya
karbon ag¢ligina tepki olarak iiretilen guanozin pentafosfat veya tetrafosfat ((p)ppGpp)
kiiglik sinyal molekiillerini igerir, ki bu sinyaller genel gen ekspresiyonunu tamamen
degistirir. Bakterilerin hiicre dongiisii siirecleri degisir, genel protein sentezi ve
cogalma orant lzerinde etkilidir. PpGpp'in bakterilerin zorlu kosullara uyum
saglamasina izin vermesinde oynadigi kilit rol, yillardir Biyokimyacilarin
incelenmesine konu olmustur (Traxler ve ark., 2006; Dalebroux ve Swanson, 2012;
Zuo ve ark., 2013).

2.7.2. Canh fakat Kkiiltiire edilemeyen durum — VBNC

Dormant (uyusuk) hal; spor olusturan mikroplarin milyonlarca yil hayatta kalma
stratejisidir. Ancak, degisken ve tahmin edilemeyen dogal habitatlarda yasayan
bakteriler, mikrobiyal ¢esitliligin biiylik cogunlugunu olusturmaktadir. Bu kosullarda
yasayan sporlagsmayan tiirler uygun olmayan sartlarda hayatta kalmak i¢in ne yaparlar?
Stres kosullarinda farklilasma 6zelligi olmayan (spor ya da kist olusturamayan)
bakteriler, adaptif yanit olarak “dormansi” durumu gelistirirler. Dormansi fazinda
bakteriler, canliligin1 korumaktadir ancak standart laboratuvar besiyerlerinde koloni
olusturmazlar (Li ve ark., 2014). Bakterilerin VBNC cevabi, farklilasan bakterilerin
(spor olusturan) stres cevaplarina analogtur. Bulunduklar1 habitat veya konakta uygun
kosullar meydana geldiginde spor olusturmayan dormant hiicrelerde stokastik
germinasyon gozlemlenir ve bu bakteriler bu programi geriye doniistiirebilirler.
VBNC hiicreleri, kiiltiire edilebilir hiicrelere kiyasla fiziksel ve kimyasal streslere kars1

daha direnglidir. VBNC durumunun indiiklenmesi ve bu fazdaki hiicrelerin yeniden



canlandirilmasi ile ilgili bircok genetik faktdor mevcuttur. Yeniden tireme durumunu
kontrol eden ana faktdr, stresin siddetidir. Stres, zayif, orta ve siddetli olmak iizere
siniflandirilabilir. Zayif stres altinda bakteri sayilarinda azalma olmadan liremeleri
azalabilir veya durabilir. Mikroorganizmanin orta siddetli (moderate) bir stres ile
karsilastiginda mikrobiyal gelisimin durmasinin yaninda, bakterilerin yasama
kabiliyetlerinde azalma da meydana gelmektedir. Siddetli (extreme veya severe) stres
olarak adlandirilan stres kosullart ise bakteri hiicreleri i¢in Oliimciil durum
olusturmaktadir ~ve  bakteri popililasyonunun  ¢ogunlugunun  Olimi ile
sonuglanmaktadir (McDougald ve ark, 1998; Dikici, 2009). Joux ve ark. (1997)
bakteriyel hiicrelerin 6 farkli faza sahip oldugu ileri siiriilmektedir. Bu fazlar: 1. fazda
hiicreler, kiiltiire edilebilir durumdadir, 2. fazdaki hiicreler, gergek solunumu olan,
fakat kiiltiire edilemeyen hiicrelerdir, 3. fazda gercek solunumu olmayan potansiyel
solunumu olan hiicrelerdir, 4. fazda hiicrelerin solunumu yok fakat mebran
permeabilitesi var olan hiicreler, 5. fazda membran permeabilitesi yok olan hiicreler,
bu hiicrelerde DNA’da herhangi bir degisim yoktur ve hiicreler biitiindiir, 6. fazda
DNA biitiinliigii bozulmus ve lizis s6z konusudur ve niikleoid icermeyen hiicre varlig
iceren hiicrelerdir. VBNC fazindaki mikroorganizmalar, su, gida ve enfekte olmus
dokulardaki bakteriyel patojenlerin tespitini zorlagtirabilir ve halk saglig1 riskine sebep
olabilir. Floresan in situ hibridizasyon — FISH veya 5-siyano-2,3-ditolil tetrazolium
klorid- CTC boyama, ribozomal RNA-ribozomal DNA terminal restriction fragment
length polymorphism (TRFLP) ile yapilan ¢aligmalar, dogal ekosistemlerde dormansi
durumuna en uygun ortamlarin toprak ve tatli-su habitatlar1 oldugunu gostermektedir
(Lennon ve Jones, 2011). Gida giivenligini sorgulamaya acik hale getiren bir
calismada da marul gibi taze {irlinlerin patojen kontroliinde kullanilan klorun toplam
popiilasyonlarini 6ldiirmede etkisiz oldugu ve cevresel streslere cevaben Listeria
monocytogenes, Salmonella enterica, VBNC durumunu indiikledigidir. VBNC
formundaki patojeni yutan Caenorhabditis elegans, bu mikroorganizma tarafindan
enfekte edilmistir. Elde edilen bulgular, VBNC gida kaynakli patojenlerin hem
tireyebilecegini hem de potansiyel olarak hastaliga neden olma kabiliyetini koruyarak
endiistriyel uygulamalarda tespit edilemeden gbzden kagabilecegini gdstermektedir
(Highmore ve ark, 2018). Faucher ve Charette, 2015’te yaymlanan editoriyel
makalelerinde, bakteriyel patojenlerin viriilans1 ve epidemiyolojisinin tam olarak
anlayabilmek ve etkili kars1 Onlemlerin gelistirilmek icin bakterilerin dogadaki

yasamlart dahil tiim yasam dongiileri dikkate alindiginda basarili olacag:
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Ozetlemektedir. Yeterince tespit edilip, kars1 tedbir almanin yollarin1 gelistirmekten
¢ok uzakta oldugumuz VBNC durumundaki hiicreler ile ilgili giincel sorunlar; hiicre
canli midir, degil midir sorusunun cevabi net degildir. Ayrica hiicrenin gesitli fazlar
arasinda geg¢isinde viriilans kaybi var mudir? Bakteriler konaga aktarildiklarinda
tiremelerini indiikleyici faktorler nelerdir? kullanilan tiim metotlar ¢cevresel bakteriler
de dahil her bakteri i¢in dogru ve giivenilir metotlardan midir? gibi sorularin
cevaplarini aramak dormansi mekanizmasinin daha iyi anlagilmasini saglayacaktir. Bu
sebeple dormansi durumu tespit etmek i¢in metotlar1 karsilastirmali olarak kullanmak

ve degerlendirmek kritik 6neme sahiptir (Yu ve McFeters, 1994; Li ve ark., 2014).

2.7.3. Biyofilm

Mikrobiyal biyofilmler, genellikle ii¢ boyutlu bir yapida kurulan sesil mikrobiyal
konsorsiyumlar olarak tanimlanir ve mikrobiyal topluluk tarafindan sentezlenen
materiyalden olusan bir matrise gomiilii prokaryotik ve/veya okaryotik hiicrelerden
olusan ¢ok hiicreli topluluklardan olusur (Costerton ve ark.,1999). Biyofilm olusumu,
hiicre disi-ekstraseliilar bir matrisin (EPS) {iretimi ve birikimi ile baslayan gesitli
ylizeylere mikrobiyal yapisma ile sonuglanan c¢ok asamali bir siiregtir. Biyofilm
yapisina, proteinler, polisakkaritler, hiimik maddeler, hiicre dist DNA, hiicre-hiicre
iletisimi de kapsayan molekiillerden olusan bir veya daha fazla polimerik maddeden
olusmaktadir (Flemming ve Wingender, 2010). Biyofilm, dogal habitatlarda bakteriyel
hiicrelerin kaliciligr i¢in 6nemlidir, ¢linkii biofilm icindeki bakteriyel hiicreler,
planktonik hiicrelere kiyasla biyositlere ve stresli kosullara daha direnclidir. Ornegin,
biyofilm yapabilen Shiga-toksin iireten E. coli' nin (STEC) toprak, su sistemleri, et
isleme tesisleri ve taze {iriinler de dahil olmak iizere dogada kalicilig1 yiiksektir ve
insan saghgi i¢in tehdit olusturan STEC biyofilmi, gida sektoriinde nihai iriinlerin

kontaminasyonuna sebep olan baglica kaynaklardandir (Vogeleer ve ark., 2014).

2.7.4. L-form bakterileri

Ik olarak 1935’te Emmy Klieneberger-Nobel tarafindan tanimlanan L-form
bakterileri, belirli kosullar altinda kendiliginden veya indiiksiyonla, hiicre duvarinin
bir kismini veya tamamini kaybeden pleomorfik hiicrelerdir (Dienes, 1947; Dienes ve
Weinberger, 1951; Joseleau-Petit ve ark., 2007; Glover ve ark., 2009). Bu bakteriler,
hiicre duvar eksik veya kusurlu bakteri olarak bilinen ozmo-duyarl hiicrelere neden
olabilir. Muhtemelen hayatta kalma stratejisi olan bu yapi, in vitro ve in vivo olarak

gram-pozitif ve gram-negatif, bircok bakteri tiirii tarafindan iretilebilir. Ciinkii bu
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durum bakterilere, hiicre duvari hedefli antibiyotiklere (B-laktamlar ve glikopeptidler)
kars1 direngli olmak veya immiin sistem reseptorleri tarafindan algilanacak hiicre
duvar1 komponenti olmadigi i¢in kacabilme kabiliyeti gibi avantajlar saglar.
Muhtemelen bu bakteriler, bir¢ok kronik hastalikla iliskilidir (Domingue ve Woody,
1997; Schmidtke ve Carson 1999; Glover ve ark., 2009; Errington ve ark., 2016).
Yavas biiylime kabiliyetleri, kiiltiire edilmelerini zorlastirir. Kat1 besiyerinde “sahanda
yumurta” seklinde g¢ogalan bu bakterilere L-form bakteriler denir. Bu 0zellik
Mycoplasmalar igin karakteristik bir 6zelliktir (Clasener, 1972; Allan, 2009; Glover
ve ark., 2009). Mycoplasma gibi parazitik tiirlerde hiicre duvari yoktur ve bu tipteki
bakteriler, hiicre duvarina sahip olan bakterilerden tiiretilmediklerinde L-form olarak
kabul edilemezler (Domingue ve Woody, 1997; Razin, 1998). L- bakterilerinin bir nevi
tomurcuklanma seklinde ¢ogaldiklar tespit edilmistir. Bu yeni anlasilmaya calisilan
cogalma sekli, hiicresel yasam formlarinin erken yasta nasil ¢ogaldigina dair fikir
vermektedir (Leaver ve ark. 2009; Mercier ve ark., 2013). L-formundaki bakteriler
ortalama 0,01 mikron ¢apindaki en ince filtrelerden bile gecebilecek kadar kiigiik
formdadir  (Mattman, 2000). Bu biyiikliige sahip mikroorganizmalari
diistindiigiimiizde bir¢ok alanda kullanilan mevcut filtrelerin etkinligi sorgulanmaya

aciktir.

2.8. Cevrede Antibiyotik Taginim ve Rezistom Agi

Antimikrobiyal direncin (AMD) yayilmasinda ve antibiyotiklerin segici baski
olusturmasinda gevre, rezervuardir. Cevrede AMD yayilma yolaklarin1 su, toprak,
gida, hava olarak siiflandirirsak, su yolu ile tasinim basta yer almaktadir. Glivenli
igme suyu temini i¢in su, ¢coklu aritma bariyerlerinden gecirilerek aritma tesislerinde
aritilmaktadir. 20. Yiizyilda giivenli igme suyu sadece filtrasyon ve klorlama ile elde
edilirken 21. ylizyilda su altyap: sistemleri artan sayida ve ¢esitlilikte kontaminantlara
maruz kalarak suyun aritma teknolojileri ile kontaminantlarindan arindirilmasinda
yetersiz kalmaktadir (Pruden, 2014). Su kaynaklarinda kontaminant varligi halk ve
cevre sagligr icin potansiyel risk olusturmaktadir (Richardson ve Ternes, 2014).
Ulkelerde, cesitli sektdrlerden agiga ¢ikan kirleticiler igin diizenlemeler mevcut iken
baz1 petrol katki maddeler, siirfaktanlar, endokrin bozucular ve farmasoétikler, kisisel
bakim iriinleri (PPCP) regiile edilmemis kirleticiler arasindadir (Pico ve Barcelo
2015). Son yillarda cesitli cevrelerde hizla artan farmasotikler ve kalintilari, 6zel

kontaminantlar arasinda simiflandirilmaktadir. Bir¢ok farmasotik {irtin, aritma
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tesislerinde tam olarak aritilamadan gesitli su kolonlarma desarj edilmektedir. iz
miktardaki bu ilaglara ve/veya bunlarin bir¢ogunun karistmindan olusan kirleticilere
siirekli maruz kalmanin aquatik canlilar, insan ve ¢evre sagligi iizerine olusturdugu
risk hakkinda giinlimiizde neredeyse hicbir sey bilinmemektedir. Kisisel bakim
tiriinleri, antibiyotik vb. gibi kirleticiler, belirli bir zaman dilimi i¢inde fark
edilmemektedir. Birgogunun birlikte kiimilatif etki olusturabilme ihtimali bu
Kirleticilerden kaynaklanan etkinin tespitini gli¢lestirmektedir (Cizmas ve ark., 2015;
de Jesus Gaffney ve ark., 2015; Li, 2015). Farmasotikler arasinda, en 6nemli grubu
olusturan anitibiyotikler; sulfonamidler, makrolidler, B-laktamlar, penisilinler,
arsenikaller ve aminoglikozidler gibi kategorilerden olusmaktadir (Fatta-Kassinos ve
ark., 2011). Tarim ve ziraatta kullanilan antibiyotikler, veterinerlik tibbinda, meyve
ve tahillarda biyosit olarak ¢iftlik hayvanlarinda yaygin gida ek {iiriinii olarak
kullanilmaktadir (Silbergeld ve ark., 2008). Tarim ve ziraatin rezistom yayilim aginda
nasil etkili olabilecegine dair iyi bir Ornek teskil eden, Amerikan Mikrobiyoloji
Dernegi (ASM Microbe, 2019)'nin yillik toplantisinda sunulan ¢alismada Marlene
Maeusli, “marul-fare modeli” deneyi ile bitki besinlerinin bagirsak mikrobiyomuna
antibiyotik direnci iletmek i¢in nasil ara¢ olarak hizmet ettiklerini gostermistir.
Arastirmaci, gida zinciri perspektifinden antibiyotik direnci ele alindiginda direngli
siiper-organizmalar i¢in Ozellikle sindirim sisteminde kolonizasyon riskini ifade
etmektedir. Antibiyotige direngli sliper-organizmalarin bitkilerden insana yayilmasi,
kontamine sebzeler yedikten hemen sonra ortaya ¢ikan ishal salginlarindan farklh
oldugunu, siiper-organizmalarin bagirsaklarda aylarca, hatta yillarca aseptik (veya
"kolonize olabilir") olarak gizlenebilecegini, daha sonra bagirsaktan kagtiklarinda
idrar yolu enfeksiyonu gibi bir enfeksiyona neden olduklarinda ancak tespit
edilebildigini bildiriyor. AMD kontroliinde tiim gidalar i¢in “giivenli gida”
pratiklerinin iyilestirilmesi 6nemli bir basamaktir ve bu basamagin baslangi¢ noktasi
da ekosistem sagligina biitiinciil bir bakistir. Arastirmaci, calismalarda tek saglik bakis
acisinin Onemini "Cevre ve insan saglifi -tarim ve mikrobiyomlar araciliiyla-

ayrilmaz bir sekilde birbirine baghdir." belirtmektedir (ASM Microbe, 2019).

Insan ve hayvan atiklarinda ¢ogunlukla metabolize olmadan gevreye desarj edilen
antibiyotiklerin  kaderi, biyolojik ve fiziko-kimyasal 06zelliklerine baglidir.
Antibiyotikler, ¢evrede varliklarini siirdiirerek su kaynaklarinda tanimlanabilirler.

Yiizey sularinda antibiyotiklerin artis1 mikroorganizmalarin evrimine sebep olarak
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antibiyotik direngli bakterilerin ve direng genlerinin artisi ile hem ekoloji hem de insan
sagligi icin tehdit olusturmaktadir. Klinik 6nemi olan Antibiyotik Direngli Bakterilere
(ADB) ornek olarak Enteroccocuslar, Klepsiella pneumonia ve Pseudomonas spp.
ornek verilebilir (WHO-CAESAR, 2019). Antibiyotik Direng Genleri (ADG)
bakteriler arasinda yayilarak, dogal ¢evreden ve igme suyu kaynaklarindan insan ve
hayvanlara yayilma kapasitesine sahiptir. ADG, sedimentler, goller, nehirler,
topraklar, atiksu aritma ¢ikis suyu gibi ¢ok genis ¢evresel matrislerde (Sekil 2.1)

bulunabilir (Davies ve Davies, 2010).

w

o I o Hastanede yatan,
i « Balom hizmetier

tesisleri
o Toplum (Kirsal,
mbalajlama, Sehir)
Hazirlik,
Tuketim T J
Dodrudan J

temas

Sekil 2.1. Antibiyotik ve rezistom yayilimmin kompleks etkilesim ag1 (Davies ve
Davies, 2010 ten uyarlanmistir).

2.9. icme Suyunda Mikrobiyal Diren¢

Igme suyu, nihai tiiketiciye ulasana kadar mikrobiyal kararliigini koruma amagli
kalint1 dezenfektan (serbest klor, klor dioksit, monokloramin) uygulamasi bir¢ok
ilkede yapilmaktadir. Su endiistrisinde yaygin kullanim alan1 olan Klor ile
dezenfeksiyon, etkili ve kolay sonu¢ aliabilecek biyosidaller arasindadir. Sucul
sistemlerde, serbest bulunan klor, dncelikle HOCI ve konjugat bazi OCI- olarak
bulunur (pKa = 7,5; 25°C). Bu haliyle, [HOCI]in [OCI-]'ye oram1 pH ile
diizenlenmektedir. HOCI, OCI- ile kiyaslandiginda tipik olarak ¢ok daha iyi bir

oksitleyici ajan ve dezenfektandir. Organik kimyasallarla reaksiyona yonelik yollar
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oksidasyon, ekleme ve elektrofilik siibstitiisyon ile gerceklesir. Inorganik
kimyasallarin klorlanmasi tipik olarak HOCl'in elektrofilik saldirisi ile gerceklesir.
Biyolojik molekiiller igeren bir ¢ozelti klorlandiginda, HOCI, niikleobazlar, amin,
organosiilfiir veya amino asitlerin aromatik kisimlar1 ve glutatyonun siilthidril kismi
dahil olmak {iizere se¢ilmis fonksiyonel gruplarla hizla reaksiyona girer. HOCI,
peptidlere bagli amino asitlerin amid gruplari ile ihmal edilebilir reaktivite gosterir, bu
nedenle sadece peptitoglikan veya proteinlerdeki N-terminal amino asitler veya serbest
organosiilfiir, tirozin, triptofan, histidin, sistein, metionin aromatik veya amin yan
zincirleri veya proteinlerdeki lizin gruplarmin HOCI ile reaksiyona girmesi
muhtemeldir (Dodd, 2012; Sharma, 2013). HOCI, serbest TMP, dGMP ve UMP ile
cok reaktiftir, ancak ¢ift sarmalli DNA ile daha az reaktiftir (Priitz, 1996, 1996; Dodd,
2012). HOCI hiicre duvart bilesenleri ile reaksiyona girer fakat ayni zamanda
sitoplazmaya gecer ve DNA ile reaksiyona girer. Hiicrelerin i¢indeki ADG'nin
deaktivasyonun, genellikle su aritimi i¢in kullanilan Temas Siiresi (Contact Time,
CT)'nin st sinirinda klora ihtiyag duymasi muhtemeldir. Dezenfeksiyon sirasinda
bakterilerin inaktivasyonu, hiicre i¢ci ADG'nin deaktivasyonunu garanti etmeyebilir
(Dodd, 2012). Bir¢ok ¢aligsma, bakterilerin 4-log veya daha fazla inaktivasyona maruz
kalmasindan sonra bile, DNA'nin doniistiiriicti aktivitesinin en azindan bir kisminin
kaldigini tespit etmistir (Shih ve Lederberg, 1976; Roller ve ark., 1980; Dodd, 2012).
Hiicrelerin icindeki ADG'yi devre disi birakmak igin, dezenfektan, diger hiicre
bilesenlerine kapsamli bir sekilde baglanmadan hiicre membranindan DNA'ya
tasinmalidir, bu nedenle ADG igeren DNA ile reaksiyona girmesi i¢in hiicre ig¢inde

yeterli miktarda bulunmalidir (Dodd, 2012).

Su Giivenligi Plam1 Manuel Kitabi (Bartram ve ark., 2009) ve DSO igme Suyu Kalitesi
Kilavuzlarina (WHO, 2011) gore tehlike tanimlari, tehlikeli olaylar ve risk agagidaki

gibi tanimlamaktadir:

I¢me suyu dagitim sisteminde su kalitesini etkileyen faktorler (Sekil 2.2) ve potansiyel

tehlikeleri asagida 6zetlenmistir.

Tehlike, zarar verme potansiyeline sahip biyolojik, kimyasal, fiziksel veya radyolojik

bir ajandir.

Tehlikeli bir olay, tehlikenin varligina neden olabilecek bir olay veya durumdur (ne

olabilir ve nasil olabilir).

14



Risk, belirli bir zaman diliminde maruz kalan popiilasyonlarda zarara neden olan, bu
zararin blylkliigii ve/veya sonuclari da dahil olmak iizere belirlenmis tehlikelerin

olasiligidir.

2.10. Mikrobiyal Tehlikeler

Icme suyu dagitim sistemlerinde bulunan mikroorganizmalarin ¢ogu zararsizdir.
Dagitim sistemlerinde biyo-bozunur organik madde konsantrasyonu, su sicakligi,
borularin yapisi, kalinti dezenfektan konsantrasyonu, dagitim sistemi iginde
mikroorganizmalarin bulunma siiresi gibi faktorler, yeniden ¢ogalmalarina sebep
olarak cesitli problemlere neden olabilmektedir. Mikrobiyal iireme ve aktivite suda
estetik problemlere (tat ve koku gibi) sebebiyet verebilir ve halk sagligini tehdit edecek
risk olusturabilir (Skjevrak ve ark., 2004; Wingender ve Flemming, 2011). Tesisat
borularinda biyofilm olusumu isletme problemlerine (basing diismesi ve boru
korozyonu gibi) sebep olabilir (Liu ve ark., 2016). Bu sebeple “biyolojik olarak kararli
(stabil)” igme suyu liretmek 6nemlidir (Rittman ve Snoeyinck, 1984; van der Kooij,
2000). DSO niin iyi kalitede igme suyu tamimi, “Dagitim sistemine giren su,
mikrobiyolojik olarak giivenli ve ideal olan1 da biyolojik olarak kararli olma durumu”
olarak ifade edilmektedir (WHO, 2006). Bu baglamda “biyolojik kararlilik” terimi,
icme suyu iiretimi noktasindan tiiketim noktasina kadar mikrobiyal su kalitesinin
korunmasimi ifade etmektedir. Biyolojik kararlilik, teorik kavramdir ve aritma
tesislerinde isletme hedefidir. Dagitim sisteminde biyo-kararlilik, genellikle sisteme
dezenfektan eklenmesi ve dezenfektan kalintilarinin siirekliliginin saglanmasi ile canl
bakterilerin varligin1 ortadan kaldirmak seklinde uygulanir (Power ve ark., 1997,
Zhang ve DiGiano, 2002). Fakat klor gibi dezenfektanlar, sadece gecici bir etkiye
sahiptir. Klor varlig1 nekrotrofik ve heterotrofik biiylime sirasinda biyolojik olarak
kararsiz bir sisteme neden olabilecek Olii organik maddenin mevcudiyeti ile
sonuglanabilir. Klorlama, baslangigta toplam bakteri sayisin1 azaltabilir fakat uzun
vadede bakterilerin sagkalim oraninin arttirarak antibiyotige direngli bakteri oranini
Oonemli dlgiide arttirmis olabilir (Murray ve ark., 1984). Biyo-kararlilik bozuldugunda,
patojen mikroorganizmalar dagitim sistemine girerek yasamlarini siirdiirebilir ve bazi
durumlarda cogalarak su kaynakli salginlarin potansiyelini arttirabilir. Fekal
kontaminasyon,  bulasict  mikroorganizmalarin  ortak  kaynagidir.  Bu
mikroorganizmalar, insan ve diger sicak kanli hayvanlarin bagirsaklarinda dogal

olarak bulunan bakteri, viriis ve parazitlerden olugsmaktadir. Dagitim sistemi suyunun
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fekal kontaminasyonu, fekal kirletici maddelerin sisteme g¢esitli yollardan -kesik
sebeke, izinsiz giris, ¢capraz baglantilar veya depolama tanklarindaki agikliklar- girisi
ile gergeklesir (USEPA, 2006). Ek olarak, insaat, kanalizasyon hatlarina yakin yeni
boru tesisatt ve onarimlari dagitim sistemine kirlenmeye neden olabilir. Fekal
patojenlerin  varligi, sistemde indikator bakterilerin izlenmesi ile tespit
edilebilmektedir. DSO i¢gme Suyu Kalitesi Rehberi (WHO, 2011), E. coli 'yi indikator
olarak kabul etse de termotolerant koliformlarin da alternatif olarak izlenebilecegini
belirtmektedir. Sisteme giren ¢evresel mikroorganizmalar, 6zellikle de su debisinin
diisiik olabilecegi durumlarda dagitim sistemlerinin nihai noktalarinda biyofilmler
olusturarak, igme suyu borularina ve diger yiizeylere baglanabilir ve c¢ogalabilir
(Power ve Nagy, 1999; National Research Council, 2006; USEPA, 2006). Biyofilmler,
organik ve inorganik kirletici maddelerin yani sira partikiil ve kolloidal maddeyi
baglayabilen ve biriktiren bir¢ok sorpsiyon bolgesini igermektedir. Hiicre disi
polimerik maddeler (LPS) olarak da bilinen bu maddeler, mikroorganizmalari,
predasyon, kuruma, aki degisimleri ve dezenfektanlar dahil olmak iizere biyolojik,
fiziksel, kimyasal ve gevresel strese karsi korur (USEPA, 2006; Wingender ve
Flemming, 2011). Ornegin, viriisler ve protozoan kistleri veya oositler ¢ogalmak i¢in
uygun sicak kanli konakgilara ihtiya¢ duysalar da biyofilmlere dahil olmalar1 hayatta
kalma siirelerini uzatabilir. Biyofilmler olustuktan sonra sistemin tiim pargalarindan
cikarilmalar1 olduk¢a zordur. Biyofilmler, dezenfektanlara karsi direngli olabilirler.
Mikrobiyal biyofilm {iremesini kontrol eden faktdrler: sicaklik, su sertligi, pH, redoks
potansiyeli, ¢oziinmiis karbon, kalinti dezenfektanlardir. Biyofilm organizmalarin
biiylik ¢ogunlugu patojenik degildir, ancak bunlar serbest yasayan ve firsatgi
patojenleri igerebilmektedir (National Research Council, 2006; WHO, 2011).
Biyofilmlerdeki serbest yasayan heterotrofik bakterilerin, mantarlarin, protozoalarin,
nematodlarin ve kabuklu hayvanlarin ¢ogunun i¢cme suyu tiiketicileri i¢in riskli
olmamalarina ragmen, etkinlikleri tat ve koku sorunlari iiretebilir, dezenfektan talebini
artirabilir ve korozyona katkida bulunabilir (National Research Council, 2006). Su ile
iligkili hastaliklarla baglantili patojenler arasinda Pseudomonas aeruginosa,
Legionella, Naegleria fowleri, Acanthamoeba polyphaga, Acinetobacter baumanni,
Mycobacterium avium, Burkholderia pseudomallei, Stenotrophomonas maltophilia ve
Aspergillus fumigatus vb. gibi mikroorganizmalar bulunmaktadir (Fraser ve ark.,
1989; Horsburgh, 1991; National Research Council, 2005; Peleg ve ark., 2008; WHO,
2011; Wingender ve Flemming, 2011; CDC, 2014). Bunlardan Legionella sp. giderek
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artan bir endise kaynagidir (CDC, 2011). Bina sihhi tesisat sistemlerindeki Legionella
konsantrasyonlarinin artmasi, riskin artmasina biiylik katki saglar, ancak dagitim
sistemleri, orijinal inokulumun kaynagini temsil etmektedir (WHO, 2011). Avustralya,
Pakistan ve ABD'de 6liimlere neden olan serbest yasayan patojen Naegleria fowlerti,
biyofilmlerde, 6zellikle 1sinmaya duyarli dagitim sistemlerinde de hayatta kalabilir ve
cogalabilir (Dorsch ve ark., 1983; Shakoor ve ark., 2011; CDC, 2014). Biyofilmlerde
bliyliyen mikroorganizmalar daha sonra akis hizindaki dalgalanmalar vb. gibi ¢esitli
kosullar altinda bulunduklar1 boru duvarlarindan ayrilarak suya karislamaktadir ve

potansiyel su kirliligi kaynagini temsil etmektedir (Sekil 2.2).

Nihai igme Suyu Kalitesi

L L

, Sudaki ‘
| SuKimyas: | | Mikrobiyoloji
— Canidik ve Oreme kgin >/
& it & gerekd kimyasaltar =
Cegsitli kimyasal ve —_—
mikrobiyolojik o
komponentleri \ Kimyasal yan Grinber !
f Bo \ - Y Y o / Bo Du \
iceren igme \ Kiyassl ara driinker [ BOru Duvan |
G sl Duvannin | | Ozerindeki |
Yizey . Mikrobiyoloji /

Kimyasi

Sekil 2.2. Su kalitesini etkileyen kimyasal ve biyolojik bilesenler.

2.11. Kimyasal Tehlikeler

Dagitim sistemlerinde suyu kontamine edebilecek bircok kimyasal tehlike
bulunmaktadir. Bu kimyasal maddelerin baslicalari, dezenfeksiyon yan iiriinleri
(DBP), trihalometanlar (THM) ve bes haloasetik asit (HAAS)’tir. Bununla birlikte,
bromat, klorat veya N-nitrosodimetilamin (NDMA) gibi diger DBP'ler, ozon, klor
dioksit ve kloraminler gibi diger dezenfektan tiirleri de kullanildiginda dikkate
alinmalar1 gerekmektedir (WHO, 2011). Yeni DBP tehlikeleri ve iyi bir sekilde
endekslenmemis THM'ler veya HAA'larin etkisi énemli olabilir. Iyotlu DBP'ler yeni
ortaya ¢ikmakta olan bir konudur (Krasner, 2009; Du ve ark., 2013). Bu sebeple
dezenfeksiyon yan {irlinleri ile ilgili literatiirde yayinlanan yeni aragtirma bulgular1 i¢in
giincel kalinmalidir. Igme suyu dagitim sistemlerinde igme suyuyla temasta olan

materyaller, suya halk sagligina zarar veren ajanlar1 sizdirabilir (Flournoy ve ark.
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1999). Bircok iilkede eski tesisat problemi olarak kursun, borulardan, kursun servis
hatlarinda, boru baglant1 bilesiklerinden ve lehimli baglantilardan, piring ve bronz
tesisat tesisatlarindaki kursun ve kazalarda, vana pargalarinda veya su aritma
tesislerinde kullanilan contalarda igme suyuna sizarak problem olmaya devam
edebilmektedir (Lytle ve Schock, 1996; Morran ve ark., 2009, 2011). Son 90 yilda
boru malzemeleri gelistirilmeye devam ederek tesisat malzemeleri ile ilgili ¢esitli
standartlar yiirirliige konmaktadir. Su aritma kimyasallari, igme suyu kalitesini
arttirmak i¢in kullanilir; fakat ¢ok yiiksek bir konsantrasyonda kullanilirsa tehlikeli de
olabilirler. Ayrica bu kimyasallar1 eser miktarda tehlikeli kirletici madde igerebilir.

Bunlar i¢inde ¢esitli iilkelerde bazi standart ve diizenlemeler mevcuttur.

2.12. Fiziksel Tehlikeler

Fiziksel tehlikeler, renk, koku ve bulaniklik gibi suyun organoleptik 6zelliklerini
etkileyen kontaminasyonu ifade eder. Sedimentler, dagitim sistemlerinde tortu, renk
ile iligkili problemlerin kaynagi olabilir. Tortular, zararsiz kum pargalarindan agir
metal igeren tortulara kadar degiskenlik gosterebilir; baz1 durumlarda tortu, su ana
hattinda ciddi mikrobiyal veya kimyasal kirlenmeye neden olabilecek bir kirilmaya
isaret edebilir. Kiikiirt, ¢iirik yumurta, kiif, balik veya topraga benzer koku veya
kokular igme suyunda ortaya ciktiginda, bakteriyel kontaminasyon veya bakteri

tiremesi belirtisi olabilmektedir (Schock ve ark.,1995; Benjamin ve ark., 1996).

Yukarida genis bir perspektifle deginilen konularda da belirtildigi gibi bakteriler
bulunduklar: habitatlarda ortam kosullarina gore farkli yasam formlarinda bulunurlar.
Kiiciik koloni olusturma, biyofilm formu, L-form, toleran tiirler ve persistanlar
literatiirde yer alan tanimlamalardir. Bu yapida bulunmalart klinik ve gevresel
orneklerden izolasyonu zorlagtirmakta, tanimlama problemlerine sebep olmaktadir. L-
form bakterilerin boyutu, ultrafiltrasyon dahi gegebilecek kiiciik yapidadir. Ileri aritma
teknolojileri ile suyun aritilmasi da dahil mevcut aritma teknolojileri, suyu
mikrobiyolojik agidan ne kadar giivenli yapar? sorusuna cevap aramak erken uyari

sistemi olusturmak agisindan 6nem arz etmektedir.

2.13. Tezin Amaci

Bu arastirmanin amaci, su yonetiminde biitlinciil bir "Tek Su" perspektifi kullanarak

ortaya c¢ikan veya endise olusturan mikrobiyal kirleticilerin (CoECs: Firsate1

18



patojenler -FP- ve Antimikrobiyal direng genleri -ADG-) yayilmasina katkida bulunan

belirli yayilma yollarin1 ve faktorlerini belirlemektir. Spesifik hedefler sunlardir:

1. ADG’lerinin taginmasinda ve yayilmasinda igme suyu tedarik zincirinin rezervuar

roliiniin degerlendirilmesi,

2. Igme suyu dagitim sisteminde suyun biyolojik kararlilik durumu, mikrobiyal

topluluklarin mekansal ve zamansal dinamiginin degerlendirilmesi,

3. Igme suyunun FP’lerin biiyiimesini destekleme kapasitesini karakterize etmek.

2.14. Hipotez

Belirli bir ortamdaki akuatik topluluklarin kompozisyonunu ve ¢esitliligini, metabolik
aktifligini, diren¢ gelisimi, yeniden iireme yeteneklerini, fizyolojik statiilerini
(biyofilm, VBNC, planktonik yap1) gevresel degiskenler ve stres (abiyotik, biyotik)

kosullar1 yonlendirir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Suyun Orneklenmesi

Dagitim sistemi ve sthhi tesisat suyunu 6rneklemek i¢in genellikle ti¢ ardisik adim
kullanilir: bir muslugu veya valfi agmak, akis hizin1 ayarlamak ve sterilize edilmis
numune kabi kullanarak Ongoriilen miktarda su toplamaktir. Sodyum tiyosiilfat,
genellikle kaynak su dezenfektan igerdiginde kalint1 klor ve diger halojenleri notralize
etmek icin kullanilmaktadir (CDC, 2005). Temsili bakteriyel numune i¢in 6rnek
hacmi, hedef organizmalarin beklenen konsantrasyonlarina ve uygulanan yontemlerin
tespit sinirina bagli olarak 50 mL ve 1L arasinda degisebilmektedir (Ferroni ve ark.,
1998; Halabi ve ark., 2001; Lavenir ve ark., 2008; van der Wielen ve van der Kooij,
2013). Tez kapsaminda da her kaynaktan 50 mLve 1L arasinda numune toplanmustir.
Diisiik biyokiitle seviyesi soz konusu oldugunda biiyiikk hacimlerde (yani 5-10 L)
numune toplanmistir. (Barbaree ve ark., 1987; U.K. Department of Health, 2005).

3.2. Numunenin Korunmasi ve Tasinmasi

Onerilen koruma prosediirleri, depolama sicaklig1 ve bekletme siiresi agisindan farkls
belgelerde 6nemli 6lgiide degisiklik gosterir. Ornegin, Uluslararasi Standartlar Orgiitii
(ISO) 24 saat iginde islenemeyen numunelerin sogutulmasini gerektirdigini bildirirken
(ISO, 2004); CDC ve Amerikan Test ve Malzemeler Toplulugu (ASTM) sadece
ornekler 72 saat i¢inde islenemezse (CDC, 2005) sogutma onermektedir, ancak asiri
sicak veya soguktan koruma (yani <3°C ve/veya >30°C) her zaman gereklidir (ASTM,
2008). Ingiltere Cevre Ajansi, hiicrelerin nakliye sirasinda VBNC duruma girmesini
Oonlemek ve 48 saat icinde konsantrasyon ve inkiibasyon prosediirlerine baglamak i¢in
6 ila 20°C arasinda numunelerin korunmasini 6nerir (U.K. Environmental Agency,
2005). Koruma gereksinimlerindeki degisiklik muhtemelen sicakligin ve bekleme
stirelerinin hiicre ekilebilirligi ve yeniden iireme potansiyeline yonelik belirsizlik

olmasindan kaynaklanmaktadir. Calisma kapsaminda toplanan numuneler,



laboratuvara soguk zincir ile transferi saglanarak soguk odada (4'C) bekletilip

maksimum 48 saat i¢inde isleme alinmuistir.

3.3. Konsantrasyon Y éntemleri

Igme suyu otokton florasi, mikroorganizmalar igin spesifik olmayan yaklasimlar ile
(stizme ve santrifiijleme) genellikle 50 ila 1000 mL arasinda deg§isen miktarlarda su
numunesi ile konsantre edilmektedir. Filtrasyon yontemi, diisiik bulanikliga sahip su
numuneleri i¢in uygun bir konsantrasyon yontemidir. Genellikle su, daha sonra kiiltiire
edilmek iizere veya DNA ekstraksiyonu i¢in 0,22 veya 0,45 um'lik bir membrandan
(Bartie ve ark., 2001; CDC, 2005) siiziiliir veya hiicreler, sonikasyonla veya filtrenin
az miktarda su i¢inde vortekslenmesi ile resiispanse edilir (Bartie ve ark., 2001; CDC,
2005; Thomas ve ark., 2008). Tez kapsaminda molekiiler analiz i¢in numuneler 0,45
um karigik selilloz esterler iceren membran filtreler (Millipore, Billerica, MA)

tizerinde konsantre edilmistir.

3.4. Konsantre Numunelerin Korunma Y éntemleri

Numuneler molekiiler analiz i¢in kullanilacaksa DNA/RNA ekstraksiyonuna kadar
dogrudan -20°C veya daha diisiik sicaklikta tutulmasi 6nerilmektedir (Eichler ve ark.
2006). Calisma kapsaminda konsantre edilmis numuneler -20°C'de depolanmustir.
Daha sonra FastDNA SPIN Kiti (MP Biomedicals, Solon, OH) kullanilarak DNA

ekstrakte edilmistir.

3.5. Numune Alma Noktalar

Numune sayilari, numune alma sahalari ve siklig1, numune hacmi, bekletme siiresi gibi
faktorler olduk¢a ampiriktir. Literatiirde calismalarin cesitliligi, metodolojik
tutarsizliklar, Ornekleme sonuclarinda degisikliklere yol agarak grup arasi
karsilastirma yapmay1 giivenilmez kilar. Fakat bazi FP i¢in cesitli Ornekleme
stratejileri mevcuttur. Tezde numune alma stratejisi FP de dikkate alinarak sihhi tesisat
mikrobiyel ekolojisinin daha iyt anlagilmasi, Ornekleme protokollerinin
tyilestirilmesine yardimci olmasi agisindan bazi modifikasyonlar1 da kapsamaktadir.

Bu kapsamda planlanan numune alma noktalar1 asagida belirtildigi gibidir.

2 yil siiresince, Sapanca Golii, Hizirilyas Igmesuyu Aritma Tesisi ve I¢gme Suyu

Dagitim Sistemi (Haziran 2022, Aralik 2022, Mayis 2023 ve Aralik 2023) olmak tizere
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4 désnemde numuneler alinmistir. Ornekleme noktalar; Sapanca Gélii 5. istasyondan-
iki farkli derinlikten, G6l suyunun depolandig1 keson, aritma tesisi girig-¢ikisindan,
aritma tesisine yakin, orta ve uzak noktalar1 temsil edecek sebekeden, Sakarya
Universitesi Merkezi depo giris-¢ikisi ve 3 farkli bina yasina sahip musluk sularindan
olmak {izere toplam 15 farkli kaynaktan alinmistir (Tablo 3.1.). Hizir ilyas Aritma
Tesisine gelen igme suyunun kaynagi, Sapanca Goli 15 metre derinlikten ¢ekilen su
ve Akgay’dan gelen ham su olarak iki farkli kaynaktan temin edilmektedir. Ham suyun
bulanikligina bagli olarak AT girisinde koagiilant (Poli Aliiminyum Hidroksit Siilfat),
Polielektrolit ve sicak yaz aylarinda toz aktif karbon dozlanmaktadir. Aritma Tesisinde
fiziksel ve kimyasal proseslerle aritilan su, klorlama yapilarak igme suyu dagitim

sistemi ile nihai kullaniciya ulastirilir (Sekil 3.1).

Tablo 3.1. Numune alma noktalari

Kod Kaynaklar
No
1 Sapanca Goli - Keson (SG-Keson)
2 Sapanca Golii - 5. Istasyon (25m) (SG-25)
3 Sapanca Gélii 5. istasyon (15m) - Suyun cekildigi derinlik (SG-15)
4 Aritma Tesisi Giris (AT-Sapanca Giris)
5 Aritma Tesisi Cikis (AT-Akeay Giris)
6 Aritma Tesisi Depo Cikis (AT- Karigim)
7 Serdivan 4000 m®Depo Giris - AT ne yakin nokta (AT-Depo -Cikis)
8 Serdivan 4000 m® Depo Cikis - AT ne yakin nokta (Serdivan Depo Cikis1)

Karaman 2000 m® Depo Cikis Terfi Merkezi - AT ne orta uzaklik (Karaman Depo
Cikist)

10 Kaynarca 800 m3 Depo Cikis Takviyeli - AT ne uzak nokta (Kaynarca Depo Cikis)

11 SAU Depo Cikist

12 SAU Bilisim Fakiiltesi Cok Kullanilan Bayan WC - Yeni Bina (YB-CK)

13 SAU Bilisim Fakiiltesi Az Kullanilan Bayan WC - Yeni Bina (YB-AK)

14 SAU M8 Su ve Atiksu Laboratuvar Az Kullanilan Acil Dus - Eski Bina (EB-AK)
15 SAU M8 Su ve Atiksu Laboratuvar Cok Kullanilan Lavabo - Eski Bina (EB-CK)
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Sekil 3.1. Su temin zinciri.

Grap numuneler, lokasyon bazinda her noktadan (gol, dagitim sistemi, bina sihhi
tesisatt vb. gibi) 292 mg etilendiamintetraasetik asit (EDTA) ve 48 mg sodyum
tiyosiilfat/litre igeren 1/L polipropilen steril numune kaplarinda 10 tekrarli (10x1L)
toplanmustir (Garner ve ark., 2018) (Sekil 3.1) (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Numune toplama.

3.6. Mikrobiyolojik Parametreler

3.6.1. Membran filtrasyon yontemi

Oligotrofik ¢evre olan igme suyu ortami, nispeten az sayida bakteri konsantrasyonuna
sahip oldugu varsayilmaktadir. Bu sebeple sudan yiiksek bakteri geri kazanim orani
elde edilebilmesi i¢in numunelerin konsantre edilmeleri gerekmektedir. MF (Membran
filtrasyon) yonteminde numune hacmi, mikroorganizma konsantrasyonuna ve su

kalitesine bagli olarak, 1,0 mL — 10 L arasinda degismektedir. Su numunesi genellikle
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vakum pompa ile 0,45 um'lik steril filtreden siiziilerek uygun besiyerinde inkiibe
edilmektedir. Bu teknik, bakteri seviyesi diisiik (10 KOB/mL'den daha diisiik HPC'ler)
ve bulaniklig1 az olan yliksek hacimli sular i¢in idealdir (Allen ve ark., 2004; Reasoner,
2004; APHA, 2005). MF yontemi i¢in literatiire ve standartlara uygun sekilde 0,45 um

por c¢apina sahip filtreler kullanilmistir.

3.6.2. Kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu — qPCR

3.6.2.1. Numune hazirhgi ve DNA ekstraksiyonu

Aseptik kosullarda 1000 mL steril plastik numune kaplarina toplanan numuneler, 47
mm ¢apinda, 0,45 um (GSWG047S6 Millipore S-Pak) karisik seliiloz ester filtre ile
konsantre edilmistir. Mikrobiyal DNA, FastDNA™ SPIN Kit (MP Biomedicals, US)
kullanilarak ekstrakte edilmistir. Filtreler, {reticinin talimatlarma gore aseptik
kosullarda kesilip kitin boncuklu tiipiine aktarilarak DNA ekstraksiyonu
gerceklestirilmistir. Ekstrakte edilen DNA’larin miktar tayini, NanoDrop 2000

(Thermo Scientific) ile yapilmustir.

Tiim qPCR deneyleri daha 6nce yaymlanmis primerler ve PCR kosullar1 kullanilarak
gerceklestirilmistir (Tablo 3.2). PCR inhibisyonunun etkisini en aza indirmek igin
PCR optimizasyonu yapilmistir. Tablo 3.2°de yer alan gen bdlgeleri, Mycobacterium
spp icin 179 16S rRNA geninin oldukca spesifik bir bolgesi (Radomski ve ark., 2010)
ve Pseudomonas aeruginosa i¢in ecfX ve gyrB genleri tespit amaciyla se¢ilmistir
(Anuj ve ark., 2009).

Antimikrobiyal direng genleri (ADG) i¢in kinolon direng geni qnrA (Colomer-Lluch
ve ark., 2014) ve vankomisin direng geni vanA (Dutka-Malen ve ark., 1995), sinif 1
integron integraz geni intl1 (Hardwick ve ark., 2008) ile birlikte evrensel bakteri geni
analiz edilmistir (Suzuki ve ark., 2000). Tiim prob igermeyen deneyler (16S rRNA
genleri, vanA, intll), {i¢ tekrarli 5 uL SsoFast EvaGreen SuperMix (Bio-Rad,
Hercules, CA) igeren 10 plL reaksiyonlarda gergeklestirilmistir. 5 uM de 0,8 pL ileri
ve geri primerler, 2,4 puL molekiiler kalitede su ve 1 pL numune ile reaksiyon
tamamlanmistir. Tiim prob igeren deneyler (Mycobacterium spp., P. aeruginosa,
qnrA), ti¢ tekrarli 5 pL SsoFast EvaGreen SuperMix (Bio-Rad, Hercules, CA) igeren
10 pL reaksiyonlarda gergeklestirilmistir. 5 uM 0,5 uL ileri ve geri primerler, 10 uL
de 0,19 pL her bir prob ve 1 pL numune ile molekiiler kalitede su ile reaksiyon

tamamlanmistir. qPCR analizi, kantitatif standart egri metodu uygulanarak
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gerceklestirilmistir. CT degerlerine gore lineer egilim denklemi kullanilarak genlerin
logaritmik miktarlar1 hesaplanmustir. Analizde 101-10° araliginda kopya sayisindan

olusan DNA miktar1 on kat seri seyreltmeler yapilarak standart egri olusturulmustur.

Tablo 3.2. qPCR primer, prob dizileri ve baglanma sicakliklari.

. ey s Baglanma
Gen Primer/Prob Dizisi (5°-3") Srcakhiklart Referans
165 rRNA F: CGGTGAATACGTTCYCGG 5 o (Suzuki ve
(universal) R: GGWTACCTTGTTACGACTT ' ark., 2000)
F: CCTGGGAAACTGGGTCTAAT
16S rRNA . .
(Mycobacterium R: CGCACGCTCACAGTTA 55.0 (Radomski ve
spp.) Prob: FAM-TTTCACGAACAACGCGACAAACT- ark., 2010)
BHQ
b F: CGCATGCCTATCAGGCGTT
ec
R: GAACTGCCCAGGTGCTTGC
(Pseudomonas
aeruginosa) Prob: HEX-ATGGCGAGTTGCTGCGCTTCCT-
: nuj ve ark.,
BHQ 60.0 Anuj ve ark
B F: CCTGACCATCCGTCGCCACAAC 2009)
r
w R: CGCAGCAGGATGCCGACGCC
(Pseudomonas
aeruginosa) Prob: FAM-
CCGTGGTGGTAGACCTGTTCCCAGACC-BHQ
F: AGGATTGCAGTTTCATTGAAAGC
(Colomer-
gnrA R: TGAACTCTATGCCAAAGCAGTTG 60.0 Lluch ve ark.,
Prob: FAM-TATGCCGATCTGCGCGA-BHQ 2014)
A F: GGGAAAACGACAATTGC c10 (Dutka-Malen
R: GTACAATGCGGCCGTTA ve ark., 1995)
_ F: CTGGATTTCGATCACGGCACG 560 (Hardwick ve
R: ACATGCGTGTAAATCATCGTCG ark., 2008)

3.6.2.2. ATP biyoliiminesans yontemi

I¢me suyunda ¢ok sayida canli bakteri, VBNC (Canli/Olii ve Metabolik Aktif Fakat
Kiiltiire Edilemeyen) formundadir (Kaeberlein ve ark., 2002; Oliver 2005; D'Onofrio
ve ark., 2010; Hammes ve ark., 2011; Epstein 2013). Dezenfeksiyon uygulandiginda
VBNC bakterilerin canliliginin/aktivitesinin belirlenmesi 6zellikle 6nemlidir. ATP
sadece yasayan hiicrelerde mevcut oldugu i¢in, su kitlesindeki biyolojik aktivitenin
6l¢limii i¢in kullanish metottur (Karl, 1980). Tipik olarak, igme suyunda toplam ATP
konsantrasyonlar1 0,8 ila 12 ng ATP/L araliginda bulunur (Lautenschlager ve ark.,

2010; Van der Wielen ve Van der Kooij, 2010). Igme suyunda biyo-kararliligin
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degerlendirilmesi i¢in ¢esitli calismalarda ATP 6lgiimleri basari ile uygulanmistir (van
der Wielen ve van der Kooij, 2010; Vital ve ark., 2012; Liu ve ark., 2014; Nescerecka
ve ark., 2014).

Tez kapsaminda su temin zincirinde VBNC formuna girme potansiyeli yliksek olan
mikroorganizmalart belirlemek icin ATP analizi ve hiicre hasar tespit yontemleri
uygulanmistir. Termostabil liisiferaz sistemi, ATP ile reaksiyona girerek 1s1k
tiretilmesine neden olur (Sekil 3.3). Bu amagla su numunelerinde ATP 6l¢timiinde
Water-Glo™ Kit (Promega Corporation, Madison, WI, USA) ve GloMax® 20/20
Luminometer (Promega Corporation, Madison, W1, USA) kullanilmistir (Sekil 3.4).
Liiminesan sinyal, numunedeki aktif biyokiitle miktari ile iliskili hiicresel ATP miktari
ile dogru orantilidir. Bu basit is akisi, numune hazirlamada esneklik saglamaktadir.
Hassas reaktifler, cevresel faktorlere (6rnegin saklama sicakligi, kimyasal inhibitorler)
kars1 direnglidir. Mikrobiyal Su Test Kitinin igme suyunda dedeksiyon limiti 0,2
pg/mL ATP dir.

HO Rekombinant
ATP+ \():) (N]/ _ lusiteraz \C:[;' +AMP+PPCO» gk

Lusiferin Oksilusiferin

Sekil 3.3. Water-Glo™ teknolojisinin sematik diyagrami

Ortaya ¢ikan 151k, numunede bulunan ATP miktartyla orantilidir ve liiminometre ile
bagil 151k birimi (RLU) olarak odl¢iilebilmektedir (hassasiyet 1 pg/L ATP'ye kadar
diisebilir). 1 pg ATP, iistel biiyliime fazlarinda 1.000 E. coli boyutundaki bakteride
bulunan ATP miktarina esdegerdir. Diger bir ifade ile bir E. coli yaklagik 1
femtogram ATP igerir (Hattori ve ark., 2003). Water-Glo™ protokoliine uygun
olarak Pozitif Kontrol i¢in ATP Standardi (1.000 pg/mL), Negatif Kontrol i¢in Lizis
Reaktifi kullanilmigtir. Olgiimler ii¢ tekrarl yapilmistir.

Numunelerin ATP degeri asagidaki denklem (3.1) ile hesaplanmustir:

ATP ( ) RLUnymune— RLUlzztsreakthz x VllZlSTeaktlfl X 1 000 000 (31)

RLUATP standardi—RLUizis reaktifi Vhumune
Viizis reaktifi — 2mL

Vsrner = 1,000 mL
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Su sisteminde bir temel olusturmak i¢in ATP konsantrasyonunu diizenli olarak
izlemek gereklidir. Yiksek ATP konsantrasyonu bulgusu, isletilen proseslerde
eylemlere ihtiya¢ oldugunu gdosterebilir. Burada, ek izleme veya diizeltici eylemi
garanti edebilecek c¢esitli su numunesi tiirlerinin ATP konsantrasyonlar1 igin
Onerilen yonergeleri sunulmustur (Tablo 3.3). Ancak, bireysel sistemler igin ticari

kitlerde kendi kriterlerinizin olusturmasi Onerilmektedir (Promega, Water-Glo™

System).
Sekil 3.4. GloMax® 20/20 Luminometer ile ATP Analizi.
Tablo 3.3. Tipik ATP degerlendirme yonergesi
Su Tipi Kon 1llav Diiz Giri
troll e eltic s
il izle i Hac
Pros me Aksi mi/
es (pg/ yon  Test
(pg/ mL  (pg/ (mL
mL AT mL )
AT P) AT
P) P)
Icme suyu <05 05- >10 2-20
10
Ham su (tath, aci, tuzlu) <10 10- >10 2-20
100 0
Sogutma sulari (okside edici biyosidal kullanimi var) <10 10- >10 2-20
100 0
Sogutma sulari (okside edici biyosidal kullanim yok) <10 100 =>1.0 2-20
0 - 00
1.00
0
Yiiksek saflikta su <01 01- >10 100
1.0

3.6.2.3. Hiicre membram hasar tespiti
Igme suyunda dezenfektana maruz kalan mikroorganizmalarin hiicre membranlarinda
muhtemel hasar olmasi beklenen bir sonuctur. Mikrorganizmalarin 6lii/canli mi

olduklarini belirlemek i¢in membran hasarini tespit etmek 6nemlidir. Bu kapsamda
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floresan boyalarla boyanan bakteriler, floresans mikroskopisi kullanilarak analiz
edilmistir. Bakteriyel Canlilik Kiti (LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability Kit,
Invitrogen, Carlsbad, CA) protokoliine gore analiz edilen bakteriler, SYTO®?9 boyasi
ve Propidyum lyodiir (PI) niikleik asit boyasi ile boyanarak inkiibe edilmistir.
SYTO®9 floresan boya, saglam veya hasarli plazma membranindan gegerken PI
sadece hasarli ve bozulmus plazma membranindan gecebildigi icin niikleik asit
baglanma bélgeleri igin SYTO®9 ve Pl rekabet ederler. Bdylece, saglam membrana
sahip hiicreler, yesil foresan verirken hasarli hiicreler kirmiz1 floresan verir. Hasarli
hiicre membranma sahip hiicreler 6lii kabul edilir. Robben ve ark., (2019)’nin
protokoliine gore yapilan ¢alismada, 1ml bakteri 6rnegi 5 dakika boyunca 8000 x g'de
santrifiij edilerek, PBS ile iki kez yikanip 1:1 oraninda seyreltilmistir. Daha sonra,
numuneye 1,5 uL SYTO®?9 boyast ve 1,5 pL Pl ilave edildikten sonra 15 dakika
karanlikta inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi hiicreler, 0,2 pm
polikarbonat membran filtre (Merck Millipore) ile yakalanmistir. Pozitif kontrol i¢in
E.coli ATCC 10536 ve S. aureus ATCC 6538 suslar1 kullanilmistir. Ornekler, Zeiss
LSM 700 mikroskop ile goriintiilenip ZEN yazilimi1 kullanilarak analiz edilmistir.

3.7. Yasal izinler

Sakarya’nin igme suyu kaynagi olan Sapanca Golii’nden alinan numuneler igin gerekli
Biyogesitlilik Aragtirma izni, Tarim ve Orman Bakanligi Doga Koruma ve Parklar
Genel Miidirligi’'nden alinmistir. Ayrica kayanagindan musluga kadar olan siiregte
alian numuneler i¢in Sakarya Biiyliksehir Belediyesi Sakarya Su ve Kanalizasyon

Idaresi Genel Miidiirliigii’nden (SASKI) gerekli izinler alimmustir.
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4. SONUCLAR

4.1. Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu Sonuclari

Sekil 4.1 deki 1s1 haritasinda (GraphPad Prism 9) renk kodlari ile ilgili ifade panelin
sag tarafinda yer almaktadir. Koyu renk tonu, yiiksek gen ekspresyonunu ifade
ederken, diislik gen ekspresyon seviyesi agik renk tonu ile belirtilmistir. 16S rRNA’ya

gore yapilan normalizasyon sonuglari, Sekil 4.2 ve 4.3 te yer almaktadir.
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Sekil 4.1. Haziran 2022, Aralik 2022, Mayis 2023, Aralik 2023 donemine ait gPCR
analizi 1s1 haritast.

4 dénem de elde edilen Mycobacterium spp. konsantrasyon sonuglari genellikle 102
kopya L™ olarak analiz edilmistir. AT ne en uzak noktay1 temsil eden Kaynarca 800
m? depo ¢ikis (Kaynak 10) suyunda Mycobacterium spp. konsantrasyonu, Aralik
2023'te belirgin bir artisla 8,6x10% kopya L7 ulasmistir. Bu énemli artis, 6zellikle
dikkat g¢ekici olup, ¢evrede meydana gelen bir degisiklik nedeniyle Mycobacterium



spp. yogunlugunda bir artisa isaret edebilir. Eski bina, sik kullanilan muslugu temsilen
secilen (Kaynak 15) 6rnekte Mycobacterium spp. konsantrasyonu, Haziran 2022'deki
yiiksek bir baslangic degeri (5,8 x 10? kopya L) ile Aralik 2022'de benzer bir degerde
kalirken (5,2 x 10? kopya L), Mayis 2023'te negatif bir deger elde edilmistir ve
ardindan Aralik 2023'te tekrar 2,2 x 10% kopya L™ atis meydana gelmistir.

Haziran 2022 déneminde tiim kaynaklarda ecfX geni, 8 x 10* - 4,6 x 10% kopya L
arasinda iken Aralik 2022 déneminde 1 x 10* - 2,8 x 102 kopya L™ tespit edilmistir.
Mayis 2023 dénemine ecfX geni, Kaynak 1, 4 ve 5°de 1 - 6 x 10* kopya L™ arasinda
iken diger kaynaklarda tespit edilememistir. Aralik 2023 déneminde ecfX geni,
Kaynak 1,2,3,4, 11, 12, 13’te 6,3 x 10* - 1,3 x 10? kopya L olarak tespit edilmistir.
Haziran 2022 doneminde tiim kaynaklarda gyrB geni, 7,1 x 102 - 9,4 x 10% kopya L*
arasinda iken Aralik 2022 déneminde 5,7 x 10% - 9,5 x 10? kopya L tespit edilmistir.
May1s 2023 dénemine tiim kaynaklarda gyrB geni, O - 6,6 X 10? kopya L arasinda
iken Aralik 2023 déneminde gyrB geni, 3,1 x 102 - 7,1 x 102 kopya L™ miktar olarak
daha fazla tespit edilmistir.

vanA geni, Haziran 2022 en yiiksek musluk suyunda (Kaynak 15) 2,5 x 102 kopya L
tespit ediliken, Aralik 2022 déneminde Kaynak 15°te 1,6 x 10 kopya L™ olarak analiz
edilmistir. Mayis 2023 doneminde Kaynarca 800 m3 Depo Cikis (Kaynak 10) suyunda
en yiiksek 1,3 x 102 kopya L degerde tespit edilmistir. Aralik 2023 doneminde ise
en yiiksek Serdivan 4000 m® Depo Giris (Kaynak 7) 2 x 10? kopya L™ suyunda tespit

edilmistir.

gnrA geni, Haziran 2022 déneminde SAU M8 Su ve Atiksu Laboratuvari, az kullanilan
muslukta,1,3 x 10% kopya L1, Mayis 2023 doneminde en yiiksek SAU depo ¢ikisinda
6,9 x 10 kopya L tespit edilmistir. Aralik 2023 déneminde ise en yiiksek Serdivan
4000 m?® depo cikis (Kaynak 8) suyunda 6 x 10! kopya L tespit edilmistir.
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Sekil 4.2. Haziran 2022, Aralik 2022, donemine ait DNA kopya sayilart.
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Sekil 4.3. Mayis 2023 ve Aralik 2023 donemine ait DNA kopya sayilari.

4.2, ATP Biyoliiminesans Yoénteminin Sonuclar:

15 farkli noktadan alinan numuneler, laboratuvara soguk zincir ile getirilmis ve ATP
analizi bekletilmeden gergeklestirilmistir. Dort doneme ait ATP sonuglari, Sekil 4.4-

4.9’da sunulmustur.

Klorsuz igme (ham) suyu kaynagindaki numunelerinde (Sapanca Golii; 15 m ve 25 m,
Keson, Aritma Tesisi Girigi; Sapanca Goliinden gelen su ve Akgay’dan gelen su)
ortalama ATP konsantrasyonlari (Haziran 2022, Aralik 2022, Mayis 2023, Aralik
2023) sirastyla, 93, 157, 1295 ve 354 pg ATP/mL arasinda iken Aritma Tesisinden
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¢ikan ve dagitim sisteminde klorlanmis suyun ortalama ATP konsantrasyonlari, 5,
170, 3, 56 pg ATP/mL arasinda degismektedir. Musluk suyu ortalama ATP
konsantrasyonlari, 29, 334, 11, 19 pg ATP/mL arasinda degismektedir (Sekil 4.5).

Aritma Tesisi Giris ham su numunelerin ATP degerleri (Haziran 2022, Aralik 2022,
Mayis 2023, Aralik 2023) sirastyla 19, 75, 878 ve 441 pg ATP/ml olarak dl¢tilmiistiir
(Sekil 4.6- 4.9).

Eski Bina (EB-AK, EB-CK), Yeni Bina (YB-AK, YB-CK) ve Durgun suyu temsilen
Az Kullanilan musluk suyu (AK) ve Cok Kullanilan musluk suyu (CK)
orneklemlerinden elde edilen suyun dort doneme ait (Haziran 2022, Aralik 2022,
Mayis 2023, Aralik 2023) ATP sonuglart sirastyla EB-AK; 35, 183, 4, 14, EB-CK; 22,
245, 5, 13, YB-AK; 41, 645, 16, 27, YB-CK; 17, 262, 17, 20 pg ATP/ml olarak analiz

edilmistir.
BHaz.22 @Ara.22 May.23 Ara.23
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Sekil 4.4. 4 doneme ait ATP sonuglart.
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Sekil 4.5. 4 déneme ait ham su, igme suyu dagitim sistemi, musluk suyu ortalama

ATP konsantrasyonu sonuglart.
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Sekil 4.6. Haziran 2022 donemi 15 farkli kaynaga ait ATP konsantrasyonlari.

36



ATP Konsantrasyonu (pg/ml)

= Aralik 2022

700

600

500

400

300

200

100

0

384

80
= %

SG-25m SG-15m

384 80

87
SG -

Keson

87

ARALIK 2022

101
75
=
=] =]
= =
AT- AT - Depo
Girisi AT ORI g

101

268

Ser

=
d

ivan

Depo

Giris
130

140

- Serdivan
Depo
Cikist

140

=

- Karaman - Kaynarca
Depo - Depo
Cikist Cikist

188

237

=

SAU -

Depo
Cikist
237

s

= E =

EB-AK EB-CK YB-AK YB-CK

183 245 645 262

Sekil 4.7. Aralik 2022 donemi 15 farkli kaynaga ait ATP konsantrasyonlari.
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Sekil 4.8. Mayi1s 2023 donemi 15 farkli kaynaga ait ATP konsantrasyonlart.
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Sekil 4.9. Aralik 2023 doénemi 15 farkli kaynaga ait ATP konsantrasyonlari.

4.3. icme Suyu Temin Zincirinde Canli/Olii Bakteri Durum Tespit Sonuglar

Bakteri goriintiileri, konfokal mikroskop (Zeiss Lsm 700, Almanya) ile 10x, 20x, 40x
ve 63x biyilitmede objektifler kullanilarak ¢ekilmistir. Mikroorganizmalar,
LIVE/DEAD™ BacLight™ Bacterial Viability Kit (Invitrogen) protokoliine uygun
olarak boyanmistir. SYTO 9 ve PI boyalar1 i¢in mikroskopta FITC ve PI kanallari
kullanilmistir. Boyalarin spektral 6zellikleri saglikli ve hasar gérmiis hiicrelere niifuz
etmeye yoneliktir. SYTO 9 ile boyanan hiicreler, saglikli ve yesil renkte iken, PI ile
boyanan hiicreler, 6lmiis ve kirmizi renkte boyanmaktadir. Yesil ve kirmizi boyanan
hiicrelerin goriintiileri birlestirildiginde en fazla 151k yayan goriintiiniin rengi baskin
olmaktadir. Birlestirilmis goriintiilerde eger hiicre tamamen 6lii ise kirmizi, hasarli ise
turuncu, canli ise yesil goriintii elde edilir. LIVE/DEAD™ BacLight™ Bacterial
Viability Kit optimizasyonu protokole uygun olarak yapilmis ve pozitif kontrol i¢in
E.coli ATCC 10536 ve S. aureus ATCC 6538 suslar1 kullanilmistir (Sekil 4.10).
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FITC Kanali (Canli bakteriler)

Pl Kanal (Oli bakteriler) S

Birlestirilmis Goriintdi (Canli/Oli bakteriler)

Sekil 4.10. E.coli ATCC 10536 (kirmizi, 6lii bakteri) ve S. aureus ATCC 6538 (yesil,
canl1 bakteri).

Ug tekrarli olarak konfakal mikroskopla elde edilen goriintiilere gére miktar
degerlendirmesi yapilmis ve bagil bolluk ifadeleri Sekil 4.11°de sunulmustur. Farkli
donemlerde alinan numulerden elde edilen konfakal mikrograflar: Sekil 4.12-4.19°da
gosterilmigtir. Filamentli bakteriler ile serbest/biyofilm olusturan bakterilerin farkli
zaman dilimlerinde ve numune noktalarinda nasil degisiklik gdsterdigini genel olarak
karsilastirdigimizda hem filamentli bakteriler hem de serbest/biyofilm bakteriler,
Haziran 2022'de genel olarak yiiksek yogunluklara sahip oldugu goézlenmistir. Bu,
bakterilerin Haziran 2022 doneminde cevresel kosullardan olumlu etkilendigini
gosterebilir. Ancak, Mayis 2023'te hem filamentli bakterilerde hem de serbest/biyofilm
bakterilerde bir azalma gozlemleniyor. Aralik 2023'te ise bazi numune noktalarinda

yeniden bir artig s6z konusudur (Sekil 4.11- Sekil 4.21).
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(+) Filament Mikrografi (++) Filament Mikrografi (+++) Filament Mikrografi (++++) Filament Mikrografi

(+++) Biyofilm Mikrografi (++) Biyofilm Mikrografi (+) Biyofilm Mikrografi

Sekil 4.11. Konfokal mikrograflarin degerlendirilmesi kullanilan bagil bolluk
ifadeleri.
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Sekil 4.12. Haziran 2022, 1 — 8 kaynak noktalarinda secilen konfokal mikrograflar
(Kaynak basina 2 mikrograf secilmistir).
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Sekil 4.13. Haziran 2022, 9 — 15 kaynak noktalarinda segilen konfokal mikrograflar
(Kaynak basina 2 mikrograf secilmistir).
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Sekil 4.14. Aralik 2022, 1 — 8 kaynak noktalarinda segilen konfokal mikrograflar
(Kaynak basina 2 mikrograf secilmistir).
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Sekil 4.15. Aralik 2022, 9 — 15 kaynak noktalarinda segilen konfokal mikrograflar
(Kaynak basina 2 mikrograf secilmistir).
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Sekil 4.16. Mayis 2023, 1 — 8 kaynak noktalarinda segilen konfokal mikrograflar
(Kaynak basina 2 mikrograf secilmistir).
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Sekil 4.17. Mayis 2023, 9 — 15 kaynak noktalarinda segilen konfokal mikrograflar
(Kaynak basina 2 mikrograf secilmistir).
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Sekil 4.18. Aralik 2023, 1 — 8 kaynak noktalarinda se¢ilen konfokal mikrograflar
(Kaynak basina 2 mikrograf secilmistir).
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Sekil 4.19. Aralik 2023, 9 — 15 kaynak noktalarinda segilen konfokal mikrograflar
(Kaynak basina 2 mikrograf secilmistir).

Calisma sonucunda filamentli ve serbest/biyofilm bakterilerine ait kantitatif
degerlendirme sonuglar1 Sekil 4.20 ve Sekil 4.21°de sunulmustur. Numunelerin
alindig1 farkl kaynak lokasyonlar1 karsilastirildiginda Aritma Tesisi Cikist (Kaynak
5), her iki grafikte de en dikkat ¢ekici olanidir. Hem filamentli bakterilerde hem de
serbest/biyofilm bakterilerde yliksek yogunluklar gézlemlenmektedir. Bu durum, su

numunelerinde Aritma Tesisinin bakteriyel biiylime i¢in elverisli oldugunu gosterebilir

Aritma Tesisi Depo Cikis (Kaynak 6) ve SAU M8 Su ve Atiksu Laboratuvar Az
Kullanilan Acil Dus - Eski Bina (Kaynak 14) kaynak lokasyonlar karsilastirildiginda
Kaynak 6, serbest/biyofilm bakterilerde Haziran 2022'de yiiksek yogunluk
gosterirken, filamentli bakterilerde de Haziran 2022'de belirgin bir yogunluk tespit

edilmistir. Ancak her iki yapidaki mikroorganizmalarda sonraki dénemlerde azalma
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gozlemlenmektedir. Kaynak 15° in ise hem filamentli bakteriler hem de
serbest/biyofilm bakteriler a¢isindan belirli donemlerde (6zellikle Aralik 2022) yiiksek
yogunluklara sahip oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.20, Sekil 4.21).

FILAMENTLI BAKTERILER
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Sekil 4.20. 4 Donem filamentli bakterilerin kalitatif degerlendirme sonuglari.
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Sekil 4.21. 4 Donem serbest/biyofilm bakterilerin kalitatif degerlendirme sonuglari.
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5. TARTISMA

Aerosollesme, ylizeylere yapisma, biyofilm olusturma, dezenfektan ve antibiyotik
direnci gelistirme yetenekleri nedeniyle su kaynakli firsatg1 patojenlerden biri olan
Mycobacterium tiirlerinin igme suyu dagitim sistemlerinde bulunmasi biiyiik 6nem
tagir. Diisiilk karbon seviyelerine (50 pg/L AOC) sahip ortamlarda cogalabilen
oligotrofik bakteri Mycobacterium tiirleri, amiplerle olan iliskili yasam bi¢imi ve
klora kars1t direng gostermesi gibi Ozellikleri sayesinde su dagitim sistemlerinde
hayatta kalabilir, kolonize olabilir ve uzun siire varligini siirdiirebilir. Hem sucul hem
de karasal ortamlar gibi dogal rezervuarlarda bulunan Mycobacterium tiirleri, diger
mikroorganizmalara kars1 giiglii bir rekabet avantajima sahip olabilir (Vaerewijck ve
ark., 2005; Falkinham, 2009; Loret ve Dumoutier, 2019).

Calismamizda elde edilen bulgular, biyofilm orneklerine kiyasla daha c¢ok su
orneklerinden elde edilmistir. Mycobacterium tiirlerinin konsantrasyonu genellikle
10 kopya/L diizeyinde analiz edilmistir. Literatiirde tiiberkiiloz dig1 mikobakterilerle
yapilan ¢alismalarda, Mycobacterium konsantrasyonu su orneklerinde 10* kopya/L
olarak rapor edilirken, biyofilm O&rneklerinde bu deger 10° kopya/L'ye kadar
cikmaktadir (Waak ve ark., 2019). Elde edilen bulgular, zamana bagli olarak
Mycobacterium spp. konsantrasyonunun dalgali bir egilim sergiledigini
gostermektedir. Mycobacterium spp. normalizasyon degerlerinin Haziran 2022 ile
Aralik 2023 arasindaki degisimi incelendiginde, bazi 6rneklerde belirgin artislar veya
azalmalar gdzlenmistir. Ozellikle Mayis 2023'te 0 veya negatif degerler elde
edilmistir. PCR analizinde negatif degerlerin, test edilen genetik materyalin
saptanamayacak  kadar diisik seviyede olmasiyla iligkilendirilebilecegi
diisiiniilmektedir. Ornegin, Kaynak Kodu 10’a ait bazi numunelerde Aralik 2023'te
gbzlemlenen keskin artislar, ¢evresel faktorlerin (6rnegin su deposunun kirlenmesi)
etkisini isaret edebilir. Genel olarak, veriler Mycobacterium spp. yogunlugunun
zaman igerisinde dalgalandigini ve cesitli 6rneklerde farkli egilimler sergiledigini

ortaya koymaktadir.



Cevresel Mycobacterium tiirlerinin igme suyunda varli§inin ve yogunlugunun tespit
edilmesi, su kaynakli nozokomiyal ve psddo enfeksiyonlarin olusturdugu risklerin
azaltilmas1 ve mikrobiyal kontrol stratejilerinin etkinligi agisindan kritik oneme

sahiptir.

Diger bir 6nemli firsat¢1 patojen olan Pseudomonas aeruginosa'nin ecfX geni, viriilans
mekanizmasinda yer aldig1 bilinen bir ekstra sitoplazmik fonksiyon sigma faktoriinii
kodlamaktadir. Ancak, tek gen hedeflerini kullanan molekiiler tanimlama teknikleri,
diger Gram-negatif organizmalarla ¢apraz reaksiyon sorunlari da dahil olmak iizere
hata yapmaya egilimlidir. Literatiirde, iki hedef gen formatinin (yani ecfX ve gyrB
genleri) PCR reaksiyonlarinda pozitif sonu¢ vermesi durumunda, Pseudomonas
aeruginosa kimliginin es zamanli olarak dogrulanabilecegi ve primer veya prob
hedeflerindeki dizi varyasyonlarinin neden oldugu yanlis negatif sonug potansiyelinin
azaltilabilecegi belirtilmektedir (Anuj ve ark., 2009). Calismamizda da iki gen ayri
ayr1 analiz edilmis olup, Haziran 2022 ve Aralik 2022 donemlerinde her iki gen de
pozitif olarak saptanmistir. Ancak, Mayis 2023 doneminde Kaynak 1, 4 ve 5 disinda
ecfX geni tespit edilememistir. Wang ve ark., 2012°de yaptig1 bir calismada,
Pseudomonas aeruginosa'nin iki kloraminli igme suyu dagitim sisteminde nadiren
(%13,3'ten daha azinda) tespit edildigi belirtilmistir. Ayn1 c¢alismada, mevsimsel
degisimlerin (sicaklik, su kimyas1 gibi) bakteri iiremesi lizerindeki etkisinin tam

olarak bilinmedigi, ancak tesisat isletiminin dnemli bir rol oynadigi rapor edilmistir.

Klinik 6neme sahip vanA geninin enterokok bulunmamasina ragmen i¢gme suyu
dagitim sistemindeki biyofilmde tespit edilmesi, igme suyu bakterileri arasinda olasi
bir gen transferini isaret etmektedir. (Dutka-Malen ve ark., 1995). vanA genini tagidig1
bilinen Enterobacteriaceae iiyeleri biyofilm Orneklerinde tespit edilemediginde,
biyofilm yapisinda ¢ogalan vanA genlerinin, canli fakat kiiltiire edilemeyen su
bakterilerinin genomunun bir parcast oldugu disiiniilmektedir (Schwartz ve ark.,
2003). vanA gen kopyasi, Haziran 2022 ve Aralik 2022 donemlerinde en yiiksek
seviyede musluk suyunda (Kaynak 15), Mayis 2023 doneminde ise en yliksek
seviyede Kaynarca 800 m* Depo Cikist (Kaynak 10) suyunda tespit edilmistir. Aralik
2023 doneminde en yiiksek vanA gen kopyasi Serdivan 4000 m? Depo Girisi (Kaynak
7) suyunda tespit edilmistir. Bu sonuglar, ADG'lerin potansiyel yayilim riskini ortaya
koymaktadir. (Zhong ve ark., 2022).
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qnrA geni, plazmid araciligiyla tasinan ve bakterilere yatay gen transferi yoluyla
aktarilan bir gen olarak bilinmektedir. Bu genin kodladig1 protein, kinolonlarin hedefi
olan DNA giraz ve topoizomeraz IV enzimlerine baglanarak, kinolonlarin bu
enzimleri inhibe etmesini engeller. Sonug olarak, antibiyotikler bu enzimleri etkili bir
sekilde hedef alamaz ve bakteriler ¢cogalmaya devam edebilir (Oliphant ve Green,
2002; Colomer-Lluch ve ark., 2014). qnrA geni, Haziran 2022 déneminde en yiiksek
seviyede Serdivan 4000 m* Depo Girisinde, Aralik 2022 doneminde ise en yiiksek
seviyede SAU M8 Su ve Atiksu Laboratuvarinda, az kullanilan bir dus noktasinda
tespit edilmistir. May1s 2023 déneminde en yiiksek qnrA geni SAU Depo Cikisinda
saptanirken, Aralik 2023 doneminde en yliksek diizeyde Serdivan 4000 m* Depo
Cikis1 (Kaynak 8) suyunda tespit edilmistir. qnrA direncinin yayilmasi, 6zellikle
hastane ortamlarinda ciddi bir halk saglig1 sorunu teskil etmektedir, ¢linkii kinolonlar
genis spektrumlu antibiyotiklerdir ve bircok enfeksiyonun tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. qnrA geninin tespit edilmesi, antibiyotik tedavisinin yonetiminde
kritik bir faktordiir. Bu nedenle, ¢evre drneklerinde kinolon direng profillemesi biiyiik

Onem tasimaktadir.

Direng genleri i¢in yatay gen transferi gostergesi olarak bilinen intll (Hardwick ve
ark., 2008), bir¢cok kaynak noktasinda Haziran 2022 ve Aralik 2022 dénemlerinde
nispeten yiiksek seviyelerde tespit edilmistir. Ancak, bu degerler Mayis 2023'te diisiis
gbstermis ve Aralik 2023'te yeniden yiikselmistir. Ozellikle 3, 4 ve 6 numarali kaynak
kodlarinda bu donemde belirgin bir artis gézlenmistir. Buna karsilik, 7, 10 ve 14
numarali kaynak kodlarinda dalgalanmalar meydana gelmistir. intl1 geni, yatay gen
transferini ifade ettiginden, igme sularinda varliginin tespit edilmesi, antibiyotik
direncinin yayilma potansiyeli hakkinda 6nemli bilgiler saglayabilir (Duarte ve ark.,
2022). Direng genleri i¢in yatay gen transferi gostergesi olarak bilinen intl1 (Hardwick
ve ark., 2008), bir¢ok kaynak noktasinda Haziran 2022 ve Aralik 2022 dénemlerinde
nispeten yliksek seviyelerde tespit edilmistir. Ancak, bu degerler Mayis 2023'te diisiis
gbstermis ve Aralik 2023'te yeniden yiikselmistir. Ozellikle 3, 4 ve 6 numarali kaynak
kodlarinda bu dénemde belirgin bir artis gézlenmistir. Buna karsilik, 7, 10 ve 14
numarali kaynak kodlarinda dalgalanmalar meydana gelmistir. intl1 geni, yatay gen
transferini ifade ettiginden, igme sularinda varliginin tespit edilmesi, antibiyotik
direncinin yayilma potansiyeli hakkinda 6nemli bilgiler saglayabilir (Liguori ve ark.,

2022). Bu agidan bakildiginda, intll geninin g¢evresel su orneklerinde izlenmesi,
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antimikrobiyal diren¢ agisindan dnemli ipuglart sunmaktadir. intl1 geninin varligi ve
miktari, 6zellikle direng seviyelerinin nasil dalgalandigini ve belirli donemlerde nasil
arttigin1 gostererek, su ortamlarindaki antimikrobiyal direng izlemelerinin 6nemini

ortaya koymaktadir.

Mikrobiyal ATP'nin 6lgiilmesi, icme suyunda oldukga diisiik ve stabil mikrobiyal ATP
konsantrasyonlari ile karakterize edilen kii¢iik degisiklikleri hizli ve etkin bir sekilde
tespit etmeyi saglamaktadir. Klorlu ve klorsuz (ham) igme suyunda serbest ATP'nin
Olclimiine iliskin su sonuca varilmistir: Haziran 2022, Aralik 2022, Mayis 2023 ve
Aralik 2023 donemlerinde ham suyun ATP degerleri 2023 yilinda daha yiiksek
seviyelerde saptanmistir. Ancak, aritma ¢ikist ve dagitim sistemindeki ATP
degerlerinin genellikle 2023 yilinda >3 pg/mL oldugu g6z 6niine alindiginda, bu
durum "ilave izleme" gerektirmistir. 2022 yilinda ise ATP degerlerinin >10 pg/mL
oldugu tespit edilerek "diizeltici aksiyon" kapsaminda degerlendirilmesi gerektigi
sonucuna vartlmistir (Tablo 3.3). Musluk suyu ATP sonuglarinin Haziran 2022, Aralik
2022, Mayis 2023 ve Aralik 2023 donemlerinde >10 pg/mL seviyesinin iizerinde
olmasi nedeniyle bu durumun "diizeltici aksiyon" kapsaminda degerlendirilmesi
gerektigi sonucuna varilmistir. Nescerecka ve arkadaslarinin (2016) yayinladigt
calismada, klor konsantrasyonlarina bagli olarak hiicresel ve ekstraselliiler ATP
konsantrasyonlarindaki degisiklikler incelenmistir. Sonuglar, klor
konsantrasyonlarinin artmasiyla hiicresel ATP seviyesinin azaldigini, ancak
ekstraselliiler ATP konsantrasyonlarinin yalnizca klor dozunun 0,35 mg/L'yi astiginda
arttigin1 gostermistir. Klor artisinin hasarli bakterilerden ATP salinnmina yol agtig1
belirtilmistir. Yapilan biiylime potansiyeli testleri, ekstraselliiler ATP molekiillerinin

bakteri ¢cogalmasi sirasinda bir fosfor kaynagi olarak kullanildigini ortaya koymustur.

Sonug olarak, yiliksek klor dozlarima maruz kalan bakterilerden salinan ATP'nin,
bakteri yeniden ¢ogalmasini tesvik edebilecegi ve icme suyu dagitim sistemlerinde
biyolojik istikrarsizliga katkida bulunabilecegi sonucuna varilmistir. igme suyunda
meydana gelen ATP dalgalanmalarinin mevsimsel su dongiisii ve iklimle iliskili
oldugu, dagitim sistemi ve musluklardaki degisimlerin ise depolarin temizlik takvimi,
klor dozu ve suyun depoda bekleme siiresiyle baglantili oldugu sonucuna varilmaistir.
Yaz aylarinda klor dozu 0,5-0,7 mg/L arasinda degismektedir. Yiiksek klor
konsantrasyonlari, dezenfeksiyon sirasinda bakterilerden ATP salinmasina neden olur

ve hiicre dis1 ATP, steril ortamlarda stabil kalir. Biiyiliyen bakteriler hiicre dis1 ATP'yi
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fosfat kaynag1 olarak kullanabilir. Dezenfeksiyondan kaynaklanan hiicre dis1 ATP,
suyun biyolojik dengesizligine katkida bulunabilir. Mikrobiyal ATP'nin dlgiilmesi,
oldukca diisiik ve stabil mikrobiyal ATP konsantrasyonlari ile karakterize edilen igme

suyundaki kiigiik degisiklikleri hizli ve etkin bir sekilde tespit etmeyi saglamaktadir.

Mikrobiyal hiicrelerin yasamsal 6zelliklerini anlamak, bu hiicrelerin topluluklarinin
ekolojisini dogru bir sekilde degerlendirebilmek agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir.
Bununla birlikte, dogal ortamlardaki mikroorganizmalarin fizyolojik durumu bugiine
kadar simirli diizeyde incelenmistir. Cesitli habitatlarin karmasik kosullarini
laboratuvar ~ ortaminda  yeniden  olusturmanin  zorluklar1 ve  ¢evresel
mikroorganizmalarin kiiltiire edilmesindeki gii¢liikler, su temin zincirinde planktonik,
flok ve biyofilm formlarinda bulunabilen mikroorganizmalarin, bulunduklar
ortamlardan ayrilmadan incelenmesini gerektirmektedir. Calismamizda elde edilen
goriintiileme sonuglari, klorlu ve ham su kaynaklarinda yalnizca serbest bakterilerin
degil, ayn1 zamanda filamentli bakterilerin de bulundugunu ortaya koymustur. Ayrica,
yaz donemi numuneleri ile karsilastirildiginda, filamentli bakterilerin yani sira
biyofilm parcalarinin kopmast sonucu olustugu diisiiniilen flok benzeri bakteriyel

topluluklarin varligi da tespit edilmistir.

Yiiksek enerjili mikroskopla elde edilen kalitatif goriintiileme sonugclari, filamentli
bakteriler ile serbest/biyofilm olusturan bakterilerin yogunluklarinin zaman iginde ve
farkli numune kaynaklar1 arasinda dnemli farkliliklar gosterdigini ortaya koymaktadir.
Filamentli bakteriler genellikle orta yogunlukta bulunurken, serbest/biyofilm
olusturan bakteriler baz1 donemlerde daha belirgin yogunluk artiglar1 gostermektedir.
Bu durum, farkli fizyolojik yapiya sahip bakterilerin ¢evresel kosullara verdikleri
tepkilerin gesitlilik gosterdigini ve su dagitim sistemlerindeki mikrobiyal dinamiklerin
olduk¢a karmasik oldugunu isaret etmektedir. Ozellikle belirli kaynak lokasyonlari
(6rnegin, 5 ve 14 numarali kaynaklar), hem filamentli hem de serbest/biyofilm

bakteriler agisindan kritik 6neme sahip noktalar olarak 6ne ¢ikmaktadir.

Literatiirde, sicaklik dalgalanmalarinin biyofilm biiylime oranlarmi 6nemli dlgiide
etkiledigi vurgulanmaktadir. Ornegin, amonyak oksitleyici bakteriler yaz aylarinda
22°C'de, sonbaharda ise 12°C'de daha gelismis biyofilmler olusturabilmektedir.
Yiiksek tirbiilansli su akig rejimlerinde daha ince ve yogun biyofilmler
gozlemlenirken, diisiik akis hizlarinda daha gozenekli ve gevsek yapida biyofilmler

olustugu belirlenmistir. Ayrica, korozyona yatkin metal borular iizerinde biyofilm
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olusumuna egilimin ytiksek oldugu, polimer bazli borularin ise biyofilm biiyiimesini
tesvik eden organik bilesiklerin sizmasina neden olabilecegi belirtilmektedir. Bu
baglamda, su dagitim sistemlerindeki biyofilm biiylimesinin yonetimi, suyun aglara
girmeden Once aritilmasiyla baglayan ve "biyofilm sinirlayici” isletme kosullarinin
uygulanmasindan, biyofilm izleme ve kontrolii i¢in uygun teknolojilerin dikkatli bir
sekilde secilmesine kadar entegre bir yaklagimi gerektirmektedir. Geleneksel
uygulamalar arasinda klor-kloramin dezenfeksiyonu ve besin maddelerinin
uzaklastirilmasi gibi yontemler yer almakta olup, bu uygulamalara iliskin zorluklar
literatiirde genis capta tartisitlmaktadir (Liu ve ark., 2016). Filamentli bakteriler,
genellikle nétr pH araliginda (pH=7) ve orta sicaklik kosullarinda (20-30°C) en iyi
sekilde gelisir. Bu kosullar, igme suyu aritma tesislerinde yaygin olarak goriilen su
kimyasiyla uyumlu olup, filamentli bakterilerin varligini1 destekleyebilir (Madigan ve

Martinko, 2006).

Mikrobiyal = kontaminasyonun ana  kaynaklarmmin  tespit edilmesi, bu
mikroorganizmalarin kontrollii ortamlarda nasil ¢cogaldigini ve insanlardan yiizeylere,
ylizeylerden insanlara nasil bulastigini anlamamiz agisindan biiylik O6nem
tasimaktadir. Antimikrobiyal direncin kontrol altina alinmasi ve etkili yonetimi,
giiniimiiziin en kritik kiiresel saglik sorunlarindan biri olup, bu ama¢ dogrultusunda
kiiresel 6l¢ekte cevresel bir cergevenin olusturulmasi zorunlu hale gelmistir. Bu tez
calismasi, "Tek Saglik" yaklasimiyla uyumlu veri setleri sunarak su temin zincirini
analiz etmeyi ve ililke genelinde uygulanabilecek bir standardizasyonun temelini
olusturmay1 hedeflemektedir. Ayrica, bu ¢alisma, gelecekte yapilacak arastirmalara
referans niteligi tasiyan bir On arastirma olup, alandaki bilgi birikimine katki
saglamayr amaclamaktadir. Benzer c¢alismalarin artmasi ve bu ¢alismalarin
sonuglarin birlikte degerlendirilmesi, daha etkin izleme ve kontrol sistemlerinin

gelistirilmesine dnemli katkilar sunacaktir.
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