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Siselenmis icme sularinda Helicobacter pylori DNA’sinin
arastinlmasi: Bir on calisma

Fatma KALAYCI-YUKSEK!

OZET

Amac: Helicobacter pylori insan mide mukozasina
yerlesen ve diinyadaki insanlarin yarisimi etkiledigi
bilinen bir bakteridir. Peptik ulser, mide adenokarsinomu
ve mukoza iliskili lenfoid doku (MALT) lenfomalarinda
etken olarak tamimlanmaktadir. Ancak, bakterinin dogal
konag1 ve rezervuari kesin olarak bilinmemektedir.
Bulasmasinda fekal-oral, oral-oral, gastro-oral yollarin
etkili oldugu; kontamine besin ve suyun bu yollara kaynak
olabilecegi ileri siirlilmektedir. Bakterinin viriilansinda
onemli rol oynayan uyum kabiliyeti ve biyofilm olusturma
ozelligi su ile bulasmasina yonelik calismalarin temelini
olusturmustur. Bununla iliskili olarak bircok calismada
bakteri DNA’s1 icme sularinda, yiizey sularinda, yeralti
sularinda ve atik sularda saptanmistir. Bu 6n calismada
icme suyu orneklerinde H. pylori DNA’sinin arastirilmasi

amaclanmistir.

Yontem: Farkli markalara ait 35 icme suyu (500
mL’lik) Mart-Haziran 2019’da

toplanmistir. incelenen su érneklerinin pH araliklarinin

istanbul cevresinden
alkali pH’ya yakin (pH:6,6 - 8,45 araliginda) oldugu
goriilmustir. Su ornekleri 0,22 pM por capli membran
filtrelerde suizilmus ardindan her bir filtre iceren Beyin

Kalp infiizyon sv1 besiyerinde (BKl)’da oda sicakliginda

ABSTRACT

Objective: Helicobacter pylori is a bacterium which
colonizes the human gastric mucosa and known to affect
half of the world’s population. H. pylori is defined as the
aetiological agent of peptic ulcer, gastric adenocarcinoma
and mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma.
However, the natural host and reservoir have not been
clearly identified. The ability of adaptation and biofilm
formation, which play an important role in the virulence
of the bacterium, constituted the basis of studies about
water contamination. In relation with this, bacterial DNA
was detected in drinking water, surface water, groundwater
and wastewater in many studies.|t has been suggested that
the transmission of bacterium occurs via fecal-oral, oral-
oral and gastro-oral routes, additionally contaminated
foods and water may be source of infection. In the present
preliminary study, it was aimed to investigate the presence

of H. pylori DNA in drinking water samples.

Methods: Thirty five different trademarked drinking
water samples (each one 500 mL) were collected from
March- June 2019 in all around Istanbul. It was observed
that water samples have a slightly alkaline pH ranging
from 6.6 to 8.45. All water samples were filtrated using

0.22 pM filter membranes which were incubated on
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30 dakika bekletilmis ve filtrelerin bulundugu besiyerleri
sogutmali santrifijde (+4 °C) cevrilmistir. Daha sonra
besiyerlerinden DNA izolasyonu yapilmistir. Bakterinin
(glmM)

(PZR) ile cogaltilmis ve irinler %1,5’luk agaroz jel

ureC geni Polimeraz Zincir Reaksiyonu

elektroforezinde goriintilenmistir.

Bulgular: Bu calismada incelenen su orneklerinde H.

pylori DNA’s1 saptanmamistir.

Sonug: Bu 6n calismanmin sonuglari, bu cografyada
icme sularimin H. pylori bulasmasinda rolii olmadigim
dustindirmustir. Ancak bu calismada incelenen o6rnek
sayisinin az olmasi ve sadece 500 mlL’lik ambalajda
satilan siselerin degerlendirilmis olmasindan dolayi
daha genis kapsamli calismalarin yapilmasi onemlidir.
Bu nedenle 19L°lik olarak siselenmis damacana sular,
musluk sular ve cesitli su tanklar gibi su kaynaklarinin
incelenmesi, bakterinin bulasmasinda suyun roliintin

anlasilmasi icin yararl olabilir.

Anahtar Kelimeler: icme suyu, bulas, H. pylori,
PZR

Brain Heart Infusion (BHI) broth for half hour at room
temperature and filter included broths were centrifuged.
Then bacterial DNA was extracted. Polymerase Chain
Reaction (PCR) was used for the detection of the ureC
(glmM) gene. The PCR products were visualised in %1.5

agarose gel electrophoresis.

Results: In this study H. pylori DNA was not detected

in any of the water samples tested.

Conclusion: This preliminary study results have
suggested that, drinking waters do not have a role in
transmission of H. pylori in this geographical area.
However, it is important to carry out more extensive
studies since the number of samples examined in
this study was limited and only bottles sold in 500
mLpackaging are included. Therefore it may be
concluded that different water sources such as 19L
flagon bottled drinking waters, tap waters and water
samples from various tanks may be useful for clarifying

the role of water for transmission route of this pathogen.

Key Words: Drinking water, contamination, H.

pylori, PCR

GIRIS

Helicobacter pylori, mide mukozasina yerlesen ve
diinya genelinde insanlarin yarisin1 enfekte ettigi ileri
surulen bir patojendir; gelismekte olan ulkelerde
bakterinin goriilme orani %80’den daha yiiksek olarak
rapor edilirken, gelismis Ulkelerde bu oran %20’nin
altinda olarak bildirilmektedir (1-3).
gastrit, peptik ulser ve mukoza iliskili lenfoid doku
(MALT) lenfomalan ile iliskisi gosterilmistir (4-6).
Diinya Saglik Orgiiti de 1994 yiinda H. pylori’yi

Bakterinin

birinci simf karsinojen olarak tammlamistir (7).
Bakterinin farkli bircok tabloda etkili olmasinda
cesitli virulans faktorleri rol oynamaktadir. Bakterinin
virtilansinda etkili faktorlerden biri de uygun olmayan

ortam kosullarinda canliigim siirdiirecek uyum
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kabiliyetine sahip olmasidir. Yapilan calismalar,
H. pylori’nin DNA ve RNA sentezini dusuk dizeyde
tutarak spiral formundan metabolik olarak inaktif
olarak tanimlandig1 kokkoid formuna déniismesinin
oldugunu (8-10).
Bununla birlikte giinimiizde bu patojenin dogal

uyumunda etkili gostermistir
konagi ve rezervuarn kesin olarak bilinmemektedir.
Fekal-oral, oral-oral, gastro-oral yollarla bulastig
ileri strulmustur (3, 7-9). Kontamine su ve besinler
bulasmaya hizmet eden en olas1 kaynaklar olarak
kabul edilmektedir (3, 8, 11). Bununla iliskili olarak
baz1 arastirmalar kontamine suyun bakterinin kokkoid
seklinin viicuda alinmasinda etkili olabilecegini
gostermislerdir (3, 8, 11, 12). Bu bulasma yolunu
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arastiran diinyanin farkli bolgelerinden bircok calisma
bakterinin icme sularinda, kuyu sularinda ve cesme
sularinda izole edildigini ya da DNA’sinin saptandiginm
bildirmistir (12-19). Bunlara ilave olarak Baker ve ark.
(20) ile Lin ve ark. (21) yaptiklarnn calismalarda, H.
pylori’nin ozonlama ve klorlamaya bircok koliform
bakteriden daha dayamkli oldugunu saptamislardr.
Bu on calismada, gunluk hayatta insanlarin tuketimine
sunulan siselenmis icme sularinda H. pylori’nin olas
varligi DNA’simin saptanmasi yoluyla arastirilmistir.

GEREC VE YONTEM

Bu calismada, 35 farkli ticari su markasinin
etiketi bulunan 500 mL’lik su ornekleri incelenmistir.
Su ornekleri 2019 yii Mart-Haziran aylan icerisinde
insanlarin giinlik yasamlarinda alisveris yaptiklan
marketler, biifeler, benzin istasyonlan gibi alanlardan
satin alinmisti. Incelenen su orneklerinin  pH
araliklarimin  alkali pH’ya yakin (pH:6,6 - 8,45
araliginda) oldugu gorilmistir.  Su orneklerinin
analizi icin 500 mL’lik siselerdeki su ornekleri
0,22 pm’lik membran filtrelerden suzulmustur.
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Daha sonra membran filtreler Beyin Kalp infiizyon
(BKI) sivi besiyerinde oda sicaklifinda 30 dakika
bekletilmistir. Bu surecte filtrelerdeki bakterilerin
besiyerine gecmesi amaclanmistir. Ardindan filtrelerin
bulundugu besiyerleri sogutmali santrifiijde +4°C’de
cevrilmistir ve lzerlerine fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi
eklenmistir. Bakteri DNA’sin1n izolasyonu icin ticari bir
kit kullamlmis (GeneMark, Taiwan) ve uretici firmanin
talimatlarina uyulmustur. Bakteri DNA’sin1 cogaltmak
tizere ureC genine uygun primerler kullanitmistir (Hp-
ureC-F: CAT CGC CAT CAAAAG CAAAG; Hp-ureC-R: CAG
AGT TTAAGG ATC GTG TTA G) (22). Bu genin secilme
nedeni bakterinin cogalmasinda gerekli bir gen olarak
tanimlanmasidir (23). Reaksiyon kosullar icin Abiri ve
ark. (24)’min kosullar dikkate alinmistir. Daha sonra
%1,5 ‘luk agaroz jel hazirlanmis ve cogaltilan DNA’lar
jelde yurutulerek goruntulenmistir (Sekil 1).

BULGULAR

incelenen 35 farkli ticari markanin 500
mL’lik su orneklerinin hicbirinde H. pylori DNA’s1
saptanmamistir.

DNA ladder Negatif Pozitif 1. Ornek 2.0rmmek 3. Ornek 4.Ormek 5.0rnek
kontrol kontrol

Sekil 1. Agaroz jelde yiiriitiilen 6rneklerin goriintiilenmesi (1.-5. Ornekler)
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TARTISMA

Diinya nifusunun vyarisinda kolonize oldugu
bilinen H. pylori’nin bulasmasinda suyun rolii lizerine
yapilan calismalarin diger bulasma yollan ile ilgili
yapilan calismalara gére daha az sayida oldugu dikkat
cekmektedir.  Su ile bulasmanin degerlendirildigi
calismalarin temelinde birkag farkli gorisiin yattigini
11-19). Bunlarn
basinda sularda biyofilm olusturan suslarin ozellikle
daha
bir yasam ortam bulabilecegi fikri gelmektedir
(3, 25-28). Ozellikle
mikroorganizmalarin biyofilm olusturan formlarinin

(26,
(32) H.
pylori’nin, Acanthamoeba castellanii icinde 8 hafta

soylemek mimkindir (3, 8, 9,

dezenfeksiyon  uygulamalarina dayanmkli

su dagitim sistemlerinde
bulunmalar da bu dusiunceyi desteklemistir
29-31). Ayrica Winiecka-Krusnell ve ark.

kadar yasayabildigini ve cogalabildigini gostermistir.
Bilindigi gibi farkli Acanthhamoebae tiirleri icme
sularindaki biyofilmlerin ana bilesenlerindendir ve
bakterileri hem dezenfektanlara karsi korunma hem
de onlara cogalma imkanmi saglamalarn bakimindan
onemlidirler (33). Diger bir goriis alt yap1 yetersizligi
nedeniyle sosyoekonomik kosullara bagl olarak atik
sularin icme ve kullanma suyu sistemlerine karismasi,
farkli cografi bolgelerde icme ve kullanma suyu
olarak ozellikle yeralti sularinin tiketimi ile fekal-
oral bulasmanin gerceklesebilecegi ile ilgilidir (3, 8,
11-19). Bakterinin bulasma yolunun su olabilecegine
dair yapilan calismalarda, bakteri DNA’s1 icme, ylzey,
yeralt1 sularinda ve atik sularda arastirilmistir (15,
18, 34-36).
sularimin bir kaynak roli olabilecegi fikrinin ortaya

Bu calismalarda, icme ve kullanma

cikisinda etkili olan gorislerden bir digeri de H.
pylori’nin ozonlama ve klorlama uygulamalarina
E. coli’den direncli bulunmas ile iliskilidir (20).
Baker ve ark (20) klor ile yapilan dezenfeksiyon
uygulamalarinin bakterinin yok edilmesinde yetersiz
kaldigim ileri siirmislerdir. Bakterinin 0,05- 6 mg/
L’k klor konsantrasyonlarinda canliligini stirdiirmesi
sularla bulasmada rolii olabilecegini desteklemistir.

Daha dusuk konsantrasyonlarla (0,05-0,2 mg/L)
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yapilan degerlendirmelerde de klorun bakteriye zarar
vermedigi ancak belirli genlerinin ekspresyonunu
baskiladigi ileri surilmistiir (21). Ozonlama islemi
ile ilgili yapilan calismalarda da bakterinin koloni
olusturan birim cinsinden sayisinda azalma oldugu
gosterilmis ve ozonlama uygulamasinin klorlamadan
daha etkili bir yontem oldugu gosterilmistir (20,
21, 37). Bu bulgular, geleneksel olarak su kirliliginin
gosterilmesinde  kullanilan ~ mikroorganizmalarin
yok edilmesine yonelik uygulamalarin bakteriye
maruziyeti onlemede yetersiz kalabilecegi fikrini
dogurmustur.

Bircok epidemiyolojik calismada su orneklerinde
H. pylori DNA’s1 saptanmis ya da bakteri izole
edilmistir (2, 12- 15, 18, 34, 35); bu calismada ise
icme sularinda H. pylori DNA’'s1 saptanamamistir.
Diinyanin farkli cografyalarindan bildirilen sonuclara
gore bakterinin su orneklerinde saptanma oranlan
degiskenlik gostermektedir. Buna gore Isvicre’de
yapilan incelemede, bakterinin saptanma oram
%20 olarak rapor edilirken, Ingiltere’de bu oran
%26, Peru’da %50 olarak bildirilmistir (12, 13, 38).
Orta Dogu lilkelerinde vyiiriitiilen calismalarda ise
bakterinin su orneklerinde saptanma oraninin %4-40
araliginda oldugunu soylemek miimkiindiir (2, 14, 15,
34). Bununla birlikte bu calisma sonuclari ile uyumlu
sekilde yapilan bazi arastirmacilar da inceledikleri
su orneklerinde  bakteriyi
belirtmislerdir (17, 36, 39).

Sonuc olarak bu on calismanin verileri dikkate

saptayamadiklarin

alindiginda, incelenen siselenmis icme sularimin

H. pylori DNA’s1 icermedigi goriilmistir. Ancak bu
calismada incelenen 6rnek sayisinin az olmasi ve sadece
500 mL’lik ambalajda satilan siselerin degerlendirilmis
olmasindan dolayr daha genis kapsamli calismalarin
yapilmasi onemlidir. Bu nedenle de su kaynaklarinin H.
pylori’nin bulasmasindaki rolinun aydinlatilmasinda
insanlarin siklikla temas ettikleri farkli su orneklerinin
ozellikle bircok farkli ticari markanin 19L’lik damacana
sularimn, musluk sularinin, depolama tanklarinin ve
kuyu sularinin incelenmesinin yararli olacagin ileri
sirmek mimkindur.
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