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Kahramanmaras il Merkezindeki Cesitli Sogutma Sistemleri ve Su
Kaynaklarindan Legionella Cinsi Bakterilerin Tanimlanmasi

Yiiksek lisans Tezi

Sibel DAGLI

OZET

Bu calismada, Nisan-Ekim 2017 tarihleri arasinda Kahramanmaras il merkezinde
bulunan 35 caminin; depo sularindan, sadirvan ve lavabo musluklarindan su 6rnekleri, musluk
basliklar1 ve klima filtrelerinden ise siiriintii 6rnekleri olmak iizere toplam 230 6rnek alinmus,
Legionella cinsi bakteri varligi agisindan incelenmistir ve serogruplari belirlenmistir.
Inkiibasyon sonrasi Legionella yoniinden siipheli koloniler Gram boyama yontemiyle
dogrulanmistir. Ayrica Kanli Agar ve BCYE agara ekim yapildiktan sonra %2-5 CO>’li etiivde
35-37 °C’de 24-48 saat inkiibasyon sonrasinda identifikasyon yapilmistir. Lateks agliitinasyon
testi (OXOID) ile Legionella kolonileri serotiplendirilmistir. Alman toplam 230 6rnekten
6(%2.5)’sinda Legionella kolonisi izole edilmistir. izole edilen 6 koloninin lateks agliitinasyon
testi uygulanmasi sonucu 3 (%1.3)’niin L. pneumophila serogrup 2-14 oldugu, 1 (%0.4)’inin L.
pneumophila serogrup 1 oldugu, 2 (%0.8)’sinin ise Legionella spp. oldugu tespit edilmistir.
Toplu yasam alanlar1 olarak kullanilan camilerde musluk basliklarinda olusan biyofilm
tabakalarinin arindirilarak Legionella cinsi bakteriler yoniinden kontaminasyonun dnlenmesi
gerekmektedir. Ayrica su dagitim sistemlerinin dezenfeksiyon islemleri sayesinde Legionella

ile kontamine olmus sularin arindirilmasinin toplum sagligini koruyabilecegi diigiiniilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Bakteri, identifikasyon, izolasyon, su, siiriintii
Sayfa Sayisi: 63
Damisman: Prof. Dr. Ekrem KIRECCI



Identification of Legionella Species Bacteria from Various Cooling Systems

and Water Sources in Kahramanmaras City Center

Master Thesis

DAGLI, Sibel

ABSTRACT
In this study, a total 230 samples which were taken from mosques in Kahramanmaras city
center, in the period of April-December 2017, were analysed in terms of Legionella type
bacteria presence and their serogroups were defined. The water samples were taken from the
water tanks of those mosques fountains and sink spout. The swab samples were taken from the
faucet knobs and from the filters of cooling systems of the mosques. After the incubation, the
bacterium colonies, which were suspected in the presence of Legionella, were justified by Gram
staining method. Besides an identification was made in %2-5 CO. incubator in 35-37 °C in 24-
48 hours after culturing on Blood Agar and on BCYE medium. Legionella colonies were
serotyped through latex aggulutination (OXOID). 6 Legionella colonies taken from 230
samples were isolated. After applying latex aggulutination test to 6 (%2.5) isolated colonies, it
was defined that 3 (%1.3) of them were Legionella pneumophilla serogroup 2-14, 1 (%0.4) was
Legionella serogroup 1 and 2 (%0.8) were Legionella spp. In the mosques used as collective
living areas, the biofilm layers formed in the tap heads should be purified and contamination
should be prevented in terms of bacteria of the genus Legionella. In addition, it was thought
that the purification of the water contaminated with Legionella by water disinfection systems

could protect public health.
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SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI

BCYE: Buffered charcoal yeast extract agar (Tamponlanmis komiir ve maya 6zlii agar)
GVPC agar: Selektif katkili Glisin, Vankomisin, Polimiksin B, Sikloheksimid
DGVP: Dye GlycineVancomycin Polymyxin B

DFA: Direkt Floresan Antikor

CDC: Centers for Disease Control

PAV: Polymyxin B-anisomycin Vancomycin

FITC: Fluorescein isothiocyanate

L.pneumophila: Legionella pneumophila

LLAP: Legionella-like Amoebae Pathogen (Legionella benzeri Amoebae patojen)
DGVP: Dye-Glycine-Vancomycin-Polymyxin B

PCR: Polymerase chain reaction (Polimeraz zincir reaksiyonu)

Mip: Macrophage infectivity potentiator

ACES: N-2-asetamido-2-aminoetansiilfonik asit

DNA: Deoksiriboniikleik asit

Ig: immiinoglobulin

spp: Species pulural

HCL: Hidroklorik asit

KCL: Potasyum kloriir

UV: Ultraviyole

pm: Mikrometre

rpm: rotation per munite

°C: Derece santigrat

IU: Uluslararasi tinite

Vil



1. GIRIS

Legionella cinsi bakteriler solunum yolu enfeksiyonlarina neden olabilen aerob, Gram
negatif basillerdir. Ik defa 1976 yilinda Amerika Birlesik Devletinde yer alan Philadelphia
sehrindeki Statford Otel’inde, Amerikan Lejyoner askerleri i¢in gergeklesen toplanti sonunda

baggosteren pnomoni salgini ile ortaya ¢ikmistir (1).

Legionella cinsi yaklasik olarak 50 tiir ve 70 serotip i¢cermekte, 20 tiiriin ise insanda
enfeksiyona sebep oldugu belirtilmektedir (1). Legionella cinsine ait tiirlerden L. pneumophila
bakterisinin 16 serotipi olmakta, bunlarin icerisinde en c¢ok identifiye edilen L. pneumophila
serogrup 1’dir. Avrupa ve Amerika’da Lejyoner hastaliginin yaklagik %95’inden L.
pneumophila bakterisi, yaklasik %5’inden ise L. pneumophila disindaki suslar, 6zellikle de L.

micdadei ve L. longbeachae sorumlu tutulmaktadir (1,3,4).

Legionella tiirlerinin yapay su sistemleri igerisinde kolonize olmasinda; suyun
duraganhigi, sicakligi, kommensal mikroflora, sedimentlerin birikimi ve biyofilm tabakasinin
olusmasi en 6nemli rol oynamaktadir. Legionella spp.; akarsular, nehirler, goller, goletler ve
termal havuzlar gibi dogal su ¢evrelerinde ve nemli toprak kaynaklarinda ¢ok yaygin olarak
bulunmaktadir. Bu spesifik mikroorganizmalar 6zellikle nemli ortamlarda, sicaklik seviyesinin
0-68 °C ve pH seviyesinin ise 5-8.5 araliginda olmasiyla uzun siire canliligini koruyarak hayatta
kalabilmektedirler. Klora yiiksek direng gostererek cesitli su kaynak sistemlerine girebilirler ve
kaplicalarin bulundugu bolgelerde, sogutma kulelerinde bulunan havalandirma sistemlerinde,
sicak su sistemlerinde, dus basliklari, musluklar, jakuzilerde ve respiratuvar ventilatorler
sistemlerinde canliligin1 koruyarak treyebilirler (2,3,5). Bu gesitli alanlarda sicak ve soguk su
sistemlerindeki biyofilm tabakasina yerlesip iireyebilmelerinin yanisira serbest yasayan
protozoalarin hiicre i¢i paraziti olarak da yasarlar. Su dagitim sistemlerinde 6zellikle sistemin
duragan bolgelerinde bu mikroorganizmalarin yerlesimi i¢in dnemli primer rezervuar olarak
kabul edilmistir (6).



Insanlarda enfeksiyona yol acan Legionella tiirlerinin bulas yollari; aerosollesme,
aspirasyon veya entlibasyon sirasinda direkt pulmoner sisteme giris olmak iizere bir¢ok sekilde
gerceklesebilir.  Legionella ile ilgili yapilan ¢alismalarda insandan insana bulag
bildirilmemektedir (7,8).

L. pneumophila, insanlarda Lejyoner hastaligi (pnémonili atesli hastalik), Pontiac atesi
(pnémonisiz atesli hastalik) ve asemptomatik enfeksiyonlar olarak kendini gostermektedir (9).
Ozellikle; sigara kullanimi, kronik akciger hastalig1, kronik kalp hastaligi, ileri yasta olma ve
immiinitenin baskilanmig olmasi bagta Lejyoner hastaligi olmak iizere diger pnomoniler i¢in
baslica risk faktorleridir. Ayrica asirt alkol tiiketimi, bobrek yetmezligi, hematolojik
malignensiler, diyabet ve erkek cinsiyet de bu pnémoni enfeksiyonlar igin risk faktorleri olarak
belirtilmektedir (6).

Pontiak Atesi; akciger tutulumu semptomlari olmadan grip benzeri belirtiler ile
seyreden ve sonunda kendi kendine diizelen klinik goriintii olusturmaktadir. Pontiak Atesi;
yiiksek ates seviyesi, bas agrisi, halsizlik ve yorgunluk belirtileriyle karakterize olan bu
enfeksiyon hafif diizeyli olur ve tedaviye ihtiya¢c duymadan 2-5 giin araliginda bu hastaliktan

kurtulmak miimkiindiir (10).

Avrupa Legionella Enfeksiyonlari Calisma Grubu (European Working Group for
Legionella Infections) nun veri sonuglarina gdre Fransa, ispanya, italya ve Tiirkiye seyahat ile

iliskili Lejyoner hastaliginin yogun tespit edildigi tilkeler oldugu belirtilmektedir (11).

Genel olarak tiim yasam alanlarinda bulunan Legionella spp.’nin primer rezervuar
kaynagi olarak; su sistemleri, dus basliklari, musluklar, respiratuvar ventilatorler, nazogastrik
tiipler, nemlendiriciler ve sogutma kuleleri gosterilmektedir (5,8). Legionella spp.’nin tespit
edildigi rezervuarlardan kontrolii yapilarak ve eliminasyon yoluyla onlenebilinecek bir
enfeksiyon hastaligi oldugu diisiiniilmektedir (5). Legionella agisindan riskli bolgelerin
bulundugu alanlarda rutin olarak cevre kiiltiirlerinin yapilip incelenmesi, kontamine su
sistemlerinin dekontaminasyonu, kontamine olmus tesisatlarin dekontaminasyonu ve bakim

caligmalar ile Legionella salginlarinin 6niine gegilebilecegi belirtilmektedir (1).



Calismamizda Kahramanmaras il merkezinde bulunan cami ve otellere ait depo sulari,
musluk sulari, sogutma sistemleri, musluk ve dus basliklarinda Legionella tiirlerinin varliginin

saptanmasi ile serogruplarinin belirlenmesi amaglanmustir.

2. GENEL BILGILER

2.1. Tanim ve Tarihce

Legionella pneumophila ilk olarak 1976 yilinin Temmuz ayinda, Amerika Birlesik
Devletlerindeki Philadelphia sehrinde gergeklesen Oddfellow adli askeri ordu toplantisinda
ortaya ¢ikmustir. Bu toplantiya katilan Amerikan lejyonerlerinden 189 kiside pnomoni salgini
gergeklesmis ve 29 kisi Legionella salginindan dolay:1 hayatini kaybetmistir (6,12). Yaklasik 6
ay sonra, salgmin etkenini arastirmak amaciyla Centers for Disease Control and Prevention
(CDC)’den Joseph McDade ve Charles Shepard adli iki arastirmaci, bir miiskiilpesent Gram
negatif basil olan etiyolojik ajani kesfettiklerini duyurmuslardir (13). Bu yeni kesfedilen bakteri
Legionellaceae ailesinin, Legionella cinsinin ve pneumophila (akcigerleri seven) tiiriine dahil
edilmistir (14).

Atesli solunum yolu enfeksiyonu belirtileri bulunan bir hastadan alinan kanin kobaya
inokiilasyonu sonucu 1947 yilinda izole edilen ve o yillarda tespit edilmemis olan bir bakterinin,
30 y1l sonra yapilan ¢esitli arastirmalar sayesinde L. pneumophila kimligine sahip oldugu tespit
edilmistir (6).

Etiyolojisi kesinlestirilememis bir pnomonisiz atesli hastalik salgininin da Legionella
bakterisinin sebep oldugu bulunmus ve bu Legionella hastaliginin ilk meydana geldigi bolge
olan A.B.D. ‘nin Michigan eyaletinde yer alan Pontiac sehrinden dolay1 Pontiac atesi adi

verilmistir (5).



L. pneumophila’nin tanimlanmasindan iki y1l sonra 1978 yilinda farkli bir tiir olan, L.
micdadei tanimlanmistir (15). 1978 yilindan sonraki yillarda yapilan ¢aligmalarda iireme,
zenginlestirme ve selektif ozellige sahip besiyerlerinin bulunmasi sonucu klinik ve cevre

calismalari ile ¢ok sayida Legionella tiirii kesfedilmistir.

Ulkemizde ilk olarak 1994 yilinda Aydin ilindeki Kusadasi bolgesinde bir turistik tesiste
17 olgu, 3 yil sonra 1997 yilinda Istanbul ilinde turistik bir tesiste 16 olgu olmak iizere toplamda
23 olgu ile iki biiyiik otel kaynakli Lejyoner Hastalig1 salgini tespit edilmistir (11).

2.2. Siiflandirma

DNA-DNA hibridizasyon ¢alismalariyla; yani DNA havuzlarindaki siralamalarin
genetik olarak yakinliklarini 6lgmek amaciyla yapilan calismalar 1976 yilindaki pnémoni
salgimina yol agan bakterinin yeni bir tiir olarak siiflandirilmasina imkan saglamistir. Daha
sonra 1979 yilinda Brenner, Steigerwalt ve McDade yaptiklar1 ¢alisma ile Philadelphia’da
ortaya c¢ikan Lejyoner hastaligi enfeksiyon etkeni olan L. pneumophila bakterisini

Legionellaceae familyasina dahil etmistir (16,17).

Baz1 aragtirmacilar Legionellaceae familyasi iginde Tatlockia ve Fluoribacter adi
altinda tek cins isimlerinin kullanilmasini ifade etmis olsalar da, yine de yapilan birgok genomik

arastirma ¢alismalarinda Legionellaceae familyasinin tek cins oldugu kabul edilmistir (18).

Amipler igerisinde canliligini devam ettirerek {ireyebilen ve bunun aksine rutin
Legionella besiyerlerinde iiretilemeyen Legionella-benzeri bir grup bakteri tanimlanmis ve
Legionella-like Amoebae Pathogen (LLAP) olarak isimlendirilmistir. LLAP’lerden
L.lytica’nin insanlarda enfeksiyon olusturabildigi belirtilmistir ve 4 adet LLAP susunun 4 farkli
Legionella tiirti oldugu tespit edilmistir (1,18).

Giliniimiizde Legionellaceae ailesi, Legionella olarak adlandirilan yalniz bir cins ve bu
Legionella cinsine ait 50 alt tiir ve 70 farkli serogrup igermektedir. L. pneumophila 16 farkl

serogruptan olugmaktadir (19).



L. pneumophila Lejyoner hastaliginin %90’dan fazlasinda en onemli etkendir (18).
Insanda olusan enfeksiyonlarin biiyiik ¢ogunlugunda L. pneumophila serogrup 1, serogrup 4 ve
serogrup 6 en ¢ok tanimlanan etkenlerdir (9). Ayrica Legionella’nmin L. micdadei, L. bozemanii,
L. dumoffi, L. feeli, L. longbeachae ve diger tiirleri de benzer sekilde L. pneumophila gibi

patojenik ozelliktedir (8).

2.3. Mikrobiyolojik Ozellikleri

Legionellaceae ailesine ait alt tiyelerin 6zellikleri genel olarak; 0.3-0.9 um eninde, 2-20
um uzunlugunda, aerop, sporsuz, kapsiilsiiz, Gram negatif kokobasillerdir. Dokudan izole
edilen 6rneklerde ve Klinikten izole edilen 6rneklerde, arastirmalar sonucu mikroorganizmalar
1-2 um boyunda kokobasil seklinde oldugu belirtilmistir. Baz1 6zel besiyerlerinde iiredikten
sonra uzun filamantéz yapilart gozlemlenebilir (6). Polar veya lateral kutupsal flajelleri

yardimiyla hareket 6zelligine sahip kokobasillerdir (1).

Legionellaceae familyasinda bulunan bakteriler; soluk boyanan, hareketli, pleomorfik
goriiniimde ve gomak seklinde goriiniim tasirlar. Gram negatif olarak tanimlanmalarina karsin
Gram boyama yontemi ile gii¢ boyanirlar (20,21). Gram boyama asamasinda kullanilan bazik
fuksin safranine kiyasla daha iyi oranda boyama gerceklesir. Gimenez boyasi kullanimi

sayesinde ise bu mikroorganizmalar Gram boyama kadar kadar hizli ve yeterli etkiye sahiptirler

(6).

Bu bakteriler, diger bakterilerin {ireyip gelisebilmeleri i¢in gerekli besin ihtiyaci
agisindan miskiilpesenttirler ve standart igerige sahip besiyerlerinde iiremekte zorlanirlar. Bu
mikroorganizmanin izolasyon amagli tiremesi i¢in kullanilan primer besiyeri pH 6.9 olan
tamponlanmig komiir extraktli ve maya extrakt agar iceren selektif besiyeri 6zelligine sahip
Buffered Charcoal Yeast Extract (BCYE) dir. Igerisinde mevcut olan L-sistein, Legionella
kiiltiiriinde 6nemli bir supplementtir. Icerikte bulunan keto asitler ve demir (Fe) iyonlari, iireme
icin 6nemli uyaricilardir. Maya extraktindaki piirin ve pirimidin, 6zellikleri bakimindan aktif
maddelerdir (6). Aktif komiir, yag asitlerini ve oksijen radikallerini absorbe edip boylece toksik
etkisini yok ederek, sisteinin de oksidasyonunu engellemektedir. BCYE besiyerine a-
ketoglutarik asit ilavesi kullanilmasiin nedeninin a-ketoglutarik asitin oksidatif enzimlerin

tiretimini dengeleyerek Legionella’nin tireme oranini arttirmak oldugu belirtilmektedir (6).
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Legionella tiirleri, en iyi iireme seviyesi 35 °C’de BCYE agara inokiilasyonu sonrasinda
minimum 2-5 giin igerisinde {ireme gozlenebilir. Yapilan ¢alismalara gore daha az olarak
Legionella tiirlerinin inokiilasyon sonrasi inkiibasyon siiresini 10 giine kadar uzayabilmektedir
(5). Legionella tiirlerinin kat1 besiyerinde itiremesinde O6zellikle nem oraninin arttirilmasi
onemlidir. Inkiibasyon isleminin yaklasik olarak %2-5 CO2’li ortamda gerceklestirilmesi, bazi
Legionella tiirlerinin iiremesini kolaylastirsa da bunun aksine farkli tiir bakteriler i¢in bu durum

uygun goriilmemektedir (18).

BCYE besiyerinde, inokiilasyon sonucunda koloniler renk olarak gri-beyaz veya nadir
olarak mavi-yesil, konveks seklinde, yapiskansi 6zellige sahip, yaklasik standart boyutu 2-4
mm ¢apinda gozlenmektedir. Koloniler mikroskopta incelendiginde geng koloni yapisinda; orta
kismi buzlu cam goriiniimiinde, parlak gri renginde ve graniiler 6zellikte gézlenmektedir.
Inokiilasyonu yapilmus selektif dzellikteki besiyerlerinin giinliik rutin olarak incelenmesi
gerekir. Ciinkii kolonilerin eskimesiyle karakteristik 6zelliklerinin degismesi veya
kaybetmesiyle, diger farkli tiirdeki bakterilere benzerlik gosterebileceginden dolayi
karistirilabilmektedir (9).

Legionella cinsine ait bakterilerin yapilan ¢alismalarda hiicre duvar yapisi elektron
mikroskobu araciligiyla incelendiginde standart Gram negatif bakteri 6zelligine sahip hiicre
duvar1 yapist Ozelliginde oldugu goézlenir. L. pneumophila hiicre duvarinda, ince yapida
peptidoglikan ve lipopolisakkarit tabakasinin 6nemli yapisi olan diaminopimelik asit ve 2-keto-
3 deoksioktanat bulunur. Sitoplazmasinda ise Sudan Black B ile boyanan polibetahidroksi-
butirat graniilleri bulunmaktadir (22,23).

Legionella cinsi bakterilerinin yag asit yapilari, standart 6zellikteki genel Gram negatif
bakterilerin yag asit yapisindan farklilik gosterir. Bu bakteri tiiriiniin hiicrelerinde biiyiik oranda
dallanmis yag asiti zincirleri ve diisiik oranda ester baglariyla bagl hidroksiasitler vardir.
Karmasik yap1 6zelligine sahip bu yag asiti zincirlerinin en 6énemli faktori bakterileri sicak

ortamlarda zararli seviyede 1sidan korunmasini saglar (24).



Legionella’lar lireaz negatif, katalaz pozitif ve oksidaz negatif olarak reaksiyon verirler
ve nitrati nitrite indirgerler (25). Ayrica karbonhidratlari oksidasyon veya fermantasyon
araciligiyla parcalayamazlar, nonfermentatif 6zelliktedirler. En 6nemli temel enerji kaynagi

olarak aminoasitleri kullanirlar (26,27).

2.4. Legionella Cinsi Bakterilerin Epidemiyolojisi

2.4.1. EKkoloji

Legionella spp. tiirline ait bakterilerin epidemiyolojisi ve ekolojisinin bilinmesi,

olusabilecek bir¢ok salgin olgularinin oniine gegilebilmesi bakimindan 6nemli degere sahiptir.

Legionella spp. familyasi igerisinde bulunan bakterilerin temel olarak dogal ekolojik
yasam alani sU ve topraklardir (28,29). Nehirler, goller, termal sular, sicak ve soguk su
kaynaklari, akarsular ve nemli alanlar Legionella tiiri bakterilerin yasam alanlaridir. Bu
familyadaki bakteriler i¢in uygun sicaklik seviyesi 0-68 °C araliginda, pH seviyesi 5.0-8.5
araliginda ve ¢Oziinmiis oksijen igerik orani 0.2-15.0 mg/L araliginda farklilik gdsterebilen
genis spektruma sahiptirler ve bu bolgelerde bu sartlar dogrultusunda yillarca canligini
koruyabilirler (30,31,32).

Ekosistemde dogal alanlarda yasayan Legionella spp. ailesi; akuatik ve saprofit
mikroorganizmalardir. Bu bakterilerin dogada tlireme, gelisim ve yasamini siirdiirmelerinde
onemli etken sayilabilecek olan ¢evresel faktor protozoonlardir. Amipler, kamgili protozoonlar
ve mavi-yesil alglerde, hiicre i¢i paraziti olarak hiicre i¢inde gelisirler ve belirli bir olgunluk

seviyesine ulasinca, bulundugu hiicre icerisinde lizise ugramasina sebep olurlar (33).

Zorunlu hiicre i¢i paraziti olarak bilinen Legionella spp. bakteri tiirlerinin suda ve dogal
su sistemlerinde de meydana gelen biyofilm tabakasi icerisinde canliligin1 koruyarak
protozoonlar ve alglerin vakuollerinde yasamlari siirdiirerek iiredikleri ve bulunduklar
hiicrelerin 6lmesi ile suya gectikleri ve aerosol yollarla insanlara bulastigi belirlenmistir
(34,35).



Dogal su sistemlerinde diisiik konsantrasyonlarda bulunan bu bakterilerin az bir kismi
sebeke suyuna dahil olur. Fakat yapay su sitemlerinde, suyun duragan oldugu bdlgelerde
tiremeye elverigli ortam bularak yerlesir ve cogalirlar. Klorlanmaya yiiksek direng gdsterme
ozelliginden dolay1, yaygin olarak su depolarinin dip kisminda bulunan ¢6kiintiide, kommensal
bulunan flora ile simbiyotik yasam ile yasamini siirdiiriirler. Yapay su sistemlerinde bulunan
kommensal mikroorganizmalarin ortama saldigi polimerik maddelerin yanisira birgok
mikroorganizmalardan olusan biyofilm tabakalarinda Legionella spp.’nin tiremesi ve canliligini

korumasinda 6nemli etkenlerden oldugu ¢esitli kaynaklarda bildirilmistir (33,39,40).

Bunun aksine ortama ilave edilmis veya herhangi bir yolla ortamda var olmus fenoller,
iodoforlar, dortlii amonyum bilesikleri, glutaraldehit, formalin kalsiyum hipklorit ve etanol

Legionella spp. bakterilerinin tiremesini engeller (24,36).

Legionella spp. tiiriine ait bakteriler, kommensal ortamdaki biyofilm tabakasinda
canliligint korumay1 siirdiiriirken bulundugu ortamdaki diger mikroorganizmalar ile dogal
olarak etkilesim igerisindedir. Bu etkilesim sirasinda bazi mikroorganizmalar Legioenella spp.
tiirli bakterilerin yagsaminda ve liremesinde pozitif etkiye sahip iken, bir kismida yasamini ve
iiremesini negatif yonde etkilemektedir. Ornegin; Fischerella, yesil algler ve siyanobakteriler
Legionella spp. tiirlerinin tiremesini pozitif yonde etki gostermektedir (37,38,39). Fakat
Streptococccus ve Bacillus bakteri tiirlerinin ise Legionella spp. tiirii bakterilerin tiremesinde

negatif etki gostermesi kaynaklarda belirtilmistir (39).

2.4.2. infeksivon Kaynagi

Dogal su kaynaklarinda suyun akiskanligindan dolay1 L. pneumophila kolonizasyon
olasiligi oldukga diisiik orandadir. Fakat Legionella’lar insan yapimi yapay su sistemlerine
tasindiklarinda yasam kosullarinin uygunluk orani arttifindan ayrica dogal su sistemlerine
kiyasla suyun duragan olmasindan dolay1 iireyebilirler (41). Yapay su sistemlerinde L.

pneumophila varlig1 insanlar i¢in 6nemli bir saglik riski tasimaktadir.

Legionella spp. tiirlerinin en ¢ok tespit edildigi ve uygun yasam kosullarini igeren alanlar soyle

siralanabilir;

v" Merkezi klima ve havalandirma sistemleri
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Sicak su tanklari

Sogutma kuleleri

Su sertligini kirma tanklari

Dus basliklar1 ve sicak su musluklari

Termal banyolar, camurlar ve kaplicalar

Hastane de kullanilan solunum amagli tedavi cihazlari
Siis havuzu ve bahge fiskiyeleri

Yangin sondiirme isleminde kullanilan springler

AN N N N N Y N N N

Evaporatorler ve nebulizatorler (40,42,43).

Sogutma kuleleri ve merkezi klima sistemlerinin ¢alisma sistemi direkt suyla 1siy1
ortamdaki atmosfere vermektedir. Sogutma kuleleri ve merkezi klimalardan transfer edilen
hava akimi aerosol 6zelliktedir. Kontamine olmus aerosollerin bagisik sistemi baskilanmig

bireylerde mikroorganizmanin enfekte oldugu disiiniilmektedir (6).

Pontiac atesi hastaliginin infeksiyon kaynagi olarak merkezi klima sistemleri, sogutma
kuleleri, klimalar ve jakuzilerde bulunan etkenin aerosollesmesine bagli oldugu tahmin
edilmektedir (6). Ozellikle sogutma kulelerinin Lejyoner hastaliginin infeksiyon kaynag:
oldugu iddia edilen birgok epidemiyolojik calismalar gergeklestirilmistir. Bir¢ok Legionella
salgininda sogut su sistemleri dezenfekte edilmesine ragmen Lejyoner hastaligi belirtilerinde
degisiklik olmadigi bildirilmistir. Bu arastirmalar 1s1ginda infeksiyona neden olan bu

mikroorganizmalarin su dagitim sistemlerinde de oldugu diistintilmektedir (6).

Yapilan arastirmalarda Leginella spp. ile kontamine olmus hastanelerdeki su dagitim
sistemleri ile nozokomiyal infeksiyon olgulari arasinda epidemiyolojik agidan anlamli oldugu
belirtilmistir. Molekiiler parmakizinde kullanilan “fingerprinting” c¢alismas1 ile L.
pneumophila’nin alt tiirlerinin genotipleri belirlenerek musluk suyu kaynaklarmin

mikroorganizmanin yagsam alani oldugu belirtilmistir (6).

2.4.3. Bulas Yollar

Legionella spp. tiirii bakterilerinin genel olarak insanlara bulagsmasi aerosol, aspirasyon
veya entiibasyon sirasinda insanlar tarafindan kontamine ortamin solunmasiyla olugsmakta ve

direkt pulmoner sistem ile gerceklesmektedir (44). Aerosolizasyon ile gergeklesen bulas yoluna

9



en degerli 6rnek 1968 yilindaki merkezi klima sisteminin Legionella ile kontaminasyonuna
bagli olarak Pontiac atesi salgininin ger¢eklesmesidir. Salgmnin ilk meydana geldigi bolge olan
A.B.D.’nin Michigan eyaletinde yer alan Pontiac sehrinden dolayr hastaliga Pontiac atesi ad1
verilmistir. Kontamine olmus merkezi klima sisteminin hava ile baglantili olarak ortamdaki
hava da kontamine olmustur bu ortamda bulundurulan kobaylar ile yapilan deneyde
kobaylarinda bu salgina maruz kaldig1 ¢alismalarda belirtilmistir. Bu kobaylardan izolasyon

sonucu salginin sebebinin L. pneumophila serogrup 1 oldugu tespit edilmistir (45).

Arastirmalar dogrultusunda, sogutma kuleleri ve klimalar tarafindan ortama yayilan
aerosoller icerisinde hava akimlart ile birlikte Legionella spp. ve diger tiim
mikroorganizmalarin 1.6 km’den fazla hizla ortamlara salindigi belirtilmistir. Legionella
bulasinda arosolizasyon i¢in partikiiller 1-5 um boyutunda olmalidir. Bu partikiiller de etken 2
saat kadar canliligini korumaktadir (46,47,48).

Hastanelerde kullanilan; 6zelliklede solunum sistemi ekipmanlari L. pneumophila ile
kontamine olmus musluk sular1 ile temizlenmesi, sonrasinda bu ekipmanlarin hastalarda tekrar
kullanilmasi direkt aspirasyon araciligiyla nozokomiyal Lejyoner hastaligina yakalanma riskini
arttirabilmektedir (16). Deri lezyonlarinda L. pneumophila ile kontamine suyun derinin emmesi
sonucu infeksiyon olusabilmektedir (45,47,48). Nazogastrik tiiplerin kontamine suyun
mikroaspirasyonu sonucu nozokomiyal Lejyoner hastaligina sebep oldugu iki ayri prospektif
caligmada belirtilmistir (49). Baz1 calismalarda ise topragin kazilmasi sebebiyle olusabilecek

aerosolizasyondan bulagma olabilecegi iddia edilmistir (6).

2.4.4. Prevalans

Legionellozis prevalans orani, su kaynaklarinin Legionella ile kontaminasyon
olasiligina, su ile temas eden bireylerin bagisiklik sistemi ile temasin siklik derecesi gibi
faktorler yakindan iligkilidir. Ayrica infeksiyonun tanisi; laboratuvarda kullanilmasi gereken
ozel testlerin enfekte hastalarda uygulanmasiyla miimkiin olmaktadir (6). Bu dogrultuda
yapilan ¢aligmalar; bu 6zel testlerin rutin olarak kullanilmasindan sonra daha once siiphe
duyulmamis olgularin da tespit edildigi kanitlanmustir. Legionellozis bir¢ok farkli iilkelerdeki
arastirmacilarin  sonuglarinda belgelenmesine ragmen, epidemilere ve sporadik olgularin

sonuclarina bagli olarak morbidite ve mortalite oranlarinin halk saghg istatistiklerinde kayit
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altina alinamamistir. Lejyoner hastalig1 ve Pontiac atesi insidansini dogru bir sekilde saptamak

icin daha iyi siirveyans programlarina ihtiya¢ duyulmaktadir (16).

Toplum kaynakli pnomonilerde, L. pneumophila etkeni ile Streptococcus pneumoniae,
Mycoplasma pneumoniae, Chlamydophila pneumoniae, bakterileri en sik rastlanilan bakteriler

olarak degerlendirilmektedir (9).

Bakteriyel pnomoni olgularinda Legionella etkenlerinin %1-5 araliginda oldugu
distintilmektedir. CDC her yi1l ABD’de 10.000-20.000 araliginda Lejyoner hastaligina ait olgu
tahmini yapmaktadir (50). Genel olarak popiilasyon oraninda Pontiac atesinin insidansi
bilinmemektedir (16).

Legionella enfeksiyonlarinda; %75 orani ile L. pneumophila serogrup 1, %20 orani ile
L. pneumophila serogrup 4-6, %5 oraninda ise diger Legionella tiirleri sorumlu tutulmaktadir.
Legionella cinsinin ve serogruplarinin dagilim orani tani yontemlerini 6zgiinligiinii ve

Legionellozis prevalansinin degiskenlik gostermesine neden olmaktadir (51,52).

2.5. Viriilans ve Patojenite

Legionella spp., serbest yasayan amiplerin bazi tiirlerinde, siliali protozoalarda ve
biofilm i¢inde yasamin siirdiiriip lireyebilme yetenegine sahiptir. Legionella tiirleri bu yetenegi
ile farkli ¢evre kosullarinda da yasamini siirdiirebilmektedir. Legionella bakterileri fakiiltatif
hiicre i¢i paraziti olarak tanimlanir. Insan hiicreleri (fibroblast, makrofaj, mononiikleer
hiicreler) i¢inde cogalabilmektedir. Legionella serogruplarmin biiyiik kismi yapay su
sistemlerinde kolonize olup yasamini siirdiirebilmesine ragmen, yalnizca birkag¢ serogrubu

insanlar1 enfekte edebilme yetenegine sahiptir (53-56).

Lejyoner hastaligi, bilindigi gibi inhalasyon veya aspirasyon yolu ile ger¢eklesmektedir.
Solunum yollarinda bulunan, 6nemli bariyer gorevi yapan siliali epitel hiicrelerine adhere olan
bakterileri, alveoler makrofajlar tarafindan fagosite edilir (45). Konak savunmasindan sorumlu
silial1 epitel hiicreleri sigara ve alkol kullanimi, kronik akciger hastaligi, kronik kardiyovaskiiler
hastaliklar gibi immiinitesi baskilanmis bireylerde koruma bariyerleri zarar gorerek infeksiyon
riski olusturmaktadir (55,56).
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L. pneumophila’ya 6zgii 24 kDa’luk dis zar proteini bulunmakta ve “Macrophage
infectivity potentiator” (Mip) olarak adlandiriimaktadir. Mip proteini hiicrelerin infekte
olmasinda yardimci olur. Fosfolipaz C, asit fosfataz, protein kinazlar ve siiperoksit dismutaz
gibi enzimleri ise L. pneumophila bakterisinin enfekte oldugu hiicre igerisinde yasamasini
kolaylastirmaktadir. Ayrica bu bakterilerde bulunan proteazlar ise akciger hasarina sebep
olmaktadir (33,54).

Akciger dokusunda nomal sartlarda inhalasyon ile enfekte olan bakteriler, alveolar
makrofaj fagositozu ile engellemekte fakat patojen Legionella suslart Mip proteini sayesinde
fagozom-lizozom yapisin1 bloke ederek makrofaj icinde iiremelerini siirdiiriirler. Bunun
sonucunda makrofaji patlatarak mononiikleer ve polimorfniikleer fagositlerde ayn1 dongiiyii

gergeklestirmek amaciyla ortama yayilirlar (40,45).

Yapilan birgok in vitro arastirmada, konak savunmasinda humoral bagisikligin ikincil
rol oynadigini fikri savunulmaktadir. Bu patojene kars1 gelisen antikorlar L. pneumophila’nin
komplemanla 6ldiiriillmesine Onciilik etmez, sadece fagositlerce oldiiriilmesini kolaylastirir.
Ancak monositler ve alveolar makrofajlar i¢inde bakterinin ¢cogalmasini inhibe edemez. Ayn
zamanda Lejyoner hastaligi olan bireylerde olusan enfeksiyonun 2-10 giin igerisinde serum
ornekleri incelendiginde, 6ncelikle IgM ardindan IgG anti-Legionella spesifik antikorlari tespit
edilebilir (6).

2.6. Klinik Belirtiler ve Bulgular
L. pneumophila cinsi bakteriler bireylerde, Lejyoner hastaligi (pndmonili atagli
hastalik), Pontiac atesi (nonpnémonik atesli hastalik), asemptomatik enfeksiyonlar solunum

sistemi infeksiyonu etkeni olarak kendini gostermektedir.

2.6.1. Lejyoner Hastaligi

Bilinen ilk Lejyoner hastaligi salgin1 1965°de Washington DC’deki bir psikiyatri
hastanesinde 81 hastada iist solunum yolu enfeksiyonu tanimlanmistir ve bu 81 kisiden 15 kisi
Lejyoner hastalig1 sebebiyle hayatini kaybetmistir (6). O yillarda heniiz tan1 yontemlerinin

gelismemis olmasindan dolay1 6liim sebebi tam olarak anlagilamamastir.
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Lejyoner hastaligi, Legionella infeksiyonlari igerisinde en ¢ok goriilen 6nemli bir klinik

tablodur. Lejyoner infeksiyonlarinda salginlar ii¢ tipte goriilmektedir;

1) Sporadik olgular, toplumda en yaygin olanidir,
2) Epidemik salginlar kisa siireli ve diisiik atak hizi ile belirir,
3) Nozokomiyal salginlar (hastane kokenli) ise immiinitesi zayif hastalarda

goriilmektedir (9).

Bu hastalik i¢in konakta bakterinin kulugka siiresi 2-10 giin arasindadur. Ik belirtisi kuru
Okstiriik ile atipik pnémoni tablosu sonucu, Mycoplasma pneumoniae ve Chlamydia
pneumoniae infeksiyon etkenlerinden yalnizca 6zel tani yontemiyle ayirmak miimkiindiir.
Pulmoner inflitrasyonun hizli gelisimi ve diger akcigere yayilim, diger Gram negatif basil
pnoémonilerini stiphelendirilse de, genis spektrumlu sefalosporinlere ve aminoglikozitlere yanit

alinamamig olmasi Lejyoner hastalik sonuglarina ulastirmaktadir (57,58).

Hastalik cogunlukla pndmonik formda kendini gdsterir. infeksiyonun ilk haftalarinda
ates, halsizlik, kas agrisi, istahsizlik gibi belirtiler goriiliir. Ates hastalarin ¢cogunda goriiliir ve
hastalarin %20’sinde 40 °C’nin iistiinde seyreder. Oksiiriik ilk safhalarda hafiftir. Nadir de olsa
balgamda kan gozlenebilir. Vakalarin %25-40’1nda sulu diyare, bulanti, kusma ve abdominal
agr1 belirtileri vardir. Bag agris1 ve mental bozukluk da sik goriilen norolojik belirtilerdir.
Yalnizca akciger grafisi bulgusuna bakilarak Lejyoner hastaligi diger pndmoni
infeksiyonlarindan ayirt etmek giigtiir. Fakat Lejyoner hastaliginda beliren normal disi
karaciger fonksiyonu, hematiiri, hiponatremi ve kan anormallikleri diger pnomonilerden ayirt
etmekte yardimer faktorlerdir (45,54,59,60). Klinik tablosu pnémoni ile sonuglanan Lejyoner
hastaligi, T lenfosit fonksiyon bozuklugu sonucu immiinitenin baskilanmasiyla kronik akciger
hastaligi olanlarda, cerrahi uygulananlarda, transplantasyonlularda, kanserli hastalarda,
diyabetlilerde, alkol ve sigara bagimlis1 40-70 yas arasi bireylerde en fazla izole edilen risk

gruplaridir (60).

Lejyoner hastaligina ait insidans; yapay su sistemlerinin Legionella ile kontaminasyon
olasiligina, kontamine olmus su ile temas eden bireyin duyarlilik seviyesine ve etken
mikroorganizmanin uygun kosullar yaratip organizmaya giris konsantrasyonuna goére degisiklik
gosterir. Laboratuvarda kullanilan rutin tan1 yontemlerinin eksikliginden dolay: Legionella

infeksiyonlarinin bilinenden ¢ok daha fazla olabilecegi diisiiniilmektedir (61).
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Lejyoner hastaliginin sonucunda mortalite oran1 yaklasik %15-30’dur. Olgularin biiyiik
cogunlugu L. pneumophila serogrup 1 sorumlu tutulmaktadir. Serogrup 4, 6 ve L. micdadei ‘de
klinik enfeksiyonlarda diger Legionella spp.’lere gore daha sik rastlanmaktadir (9).

2.6.2. Pontiac Atesi

L. pneumophila enfeksiyonunun nonpnémonik seyirde kendisini gosterir. 1968 yilinda
A.B.D. ‘nin Michigan eyaletinde yer alan Pontiac sehrinde goriilen halk sagligi boliimiindeki

salgindan dolay1 ‘Pontiac Atesi’ ad1 verilmistir (8).

Saglikli bireylerin infekte olmasiyla; akut, gribal enfeksiyon seklinde belirir.
Inkiibasyon siiresi yaklasik 24-48 saat araligindadir. Cok nadir de olsa inkiibasyon siiresi birkag
saat olarakta gozlenebilir. Oncesinde saglikli olan kisilerde, 2-5 giin siiren, ates, bas agris,
halsizlik, nonprodiiktif 6ksiiriikk ve bulanti-kusma ile seyredebilen ve en énemlisi de yaklagik
bir haftada kendiliginden iyilesen bir hastaliktir. Akcigerde radyolojik bulgular gézlenmez ve
yalnizca semptomatik tedavi yeterlidir ancak antibiyotik tedavisi anlamsizdir (6,9). Genel
populasyondaki insidansi bilinmemektedir. Genellikle etiyolojisinden L. pneumophila sorumlu

tutulmustur.

2.6.3. Nozokomivyal Salginlar

Kisaca hastane kaynakli Legionella spp. infeksiyonu olarak tanimlanabilir. Hastaneler
Legionella infeksiyonlarinin olusmasi igin ideal ortamlardir. Su sistemlerinin eski ve kompleks
olusu, dolasgimdaki suyun sicakliginin hastalarda ve personelde olusabilecek yanik vakalarinin
onlenmesi i¢in diisiik derecelerde tutulmasi gibi pek ¢ok faktdr, ozellikle yiiksek risk
grubundaki kisilerde nozokomiyal infeksiyonlara zemin hazirlamaktadir (62). Hastanelerin su
dagitim sistemlerinin bu bakteri ile kontamine olmasiyla nozokomiyal infeksiyon olgulari

arasinda anlamli baglanti kurulmustur (6).

Immiinitesi zayif bireylerin bulundugu hastane ortamlarinda ozelliklede solunum
sistemi ekipmanlari kullanilan hastalarda bu ekipmanlarin 6ncesinde kontamine olmus ve direkt
apirasyon yoluyla bakterinin solunarak alinma olasiligi korkutucu bir olgudur. Ayrica cilt
yaralarinin var oldugu hastalarda L. pneumophila ile kontamine suyun deri invazyonu sonucu
infeksiyon olusabilmektedir (45,47,48).
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Sonug olarak hastanede herhangi bir sebeple bulunan bagisiklig1 baskilanmis hastalarda
L. pneumophila ile enfeksiyon olasilig1 yiiksektir. Nozokomiyal pndmonili hastalarda tani

erken konulmazsa mortalite oran1 %50’ye ulasabilmektedir (9).

Nozokomiyal infeksiyonlarin onlenmesi igin ¢esitli kuruluslara ait Oneriler vardir.
Bunlardan birisinde rutin c¢evre kiiltiirii ile taninin hastane kaynakli lejyoner hastaligindan
korunmak i¢in 6nemli oldugu, bu durumun klinik hekimlerce ileri laboratuvar testlerinin
yapilmasinda yonlendirici olacagi ifade edilmektedir. CDC ise hastane kaynakli Lejyoner
hastaligit vakasi olmasi1 durumda c¢evre kiiltiiri yapilmasi gerektigini belirtmektedir

(13,16,50,63).

2.7. Tedavi

Legionella enfeksiyonlarin tedavisinde eritomisin ile tedavi en yaygin olanidir. Fakat
agir olgularda eritromisine ek olarak rifampisin de kullanilmalidir. Penisilin grubuna ait
antibiyotikler Legionella bakterilerinin dogal direnci sayesinde etki etmezler. Ayrica
eritromisin, gastrointestinal ve yiiksek dozda ototoksik gibi yan etkileri nedeniyle hekimler

tarafindan tercih edilmemektedir. Son yillarda yapilan tedavi uygulamalarinda azitromisin ile

Klaritromisin gibi genis antibakteriyel etki spektrumlu makrolidler ve siprofiloksasin,
perfloksasin gibi kinolonlar kullanilmaktadir. Makrolidler, kinolonlar, rifampin, trimetroprim-
sulfametoksazol ve tetrasiklinlerin, in vivo kosullarda, Legionella tiirlerinin tedavisinde olumlu
sonuglar alindig1 belirtilmistir (64). Tedaviye ilk cevap 2-5 giin igerinde alinir. Tedavinin
toplam siiresi 10-14 giindiir. Immunsiiprese hastalarda bu siire 21 giine gikmaktadir (60).
Lejyonellozda uygun tedaviye baslamakta gecikilmesi 6zellikle risk gruplarinda mortaliteyi
anlamli oranda arttirmaktadir (65).

2.8. Cevresel Orneklerde Legionella Tiirii Bakteri Izolasyon Yéntemleri
Cevresel 6rneklerden Legionella spp.’nin izolasyon agamas ile ilgili standart bir yontem

yoktur. Cesitli kuruluslardan oOrneklerin izolasyon yontem oOnerileri bulunmaktadir. Bu

yontemlere 6rnek olarak;
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CDC’e gore; su orneklerinin alindig1 kaynaktan ayni1 zamanda stiriintii 6rneginide alip
birbirleriyle baglantili degerlendirme yapilmasini 6nermektedir. Alinan 6rneklerin 15 dakika
asitle muamele edildikten sonra Buffered Charcoal Yeast Extract (BCYE), Glycine- polymyxin
B- anisomycin-vancomycin (GPAV) ve Polymyxin B-anisomycin-vancomycin (PAV)

besiyerlerine ekilmesi gerekmektedir (63).

Veterans Affairs Medical Center’in (VAMC) ¢alisma yontemine gore; yalnizca siirlintii
orneginin alinmasinin yeterli oldugu diistinilmektedir. Alinan 6rnekler 3 dakika asit muamelesi
ile dekontamine edilip, BCYE ve Dye-Glycine-Vancomycin-Polymyxin B (DGVP)
besiyerlerine ekilmektedir (66).

Hijyen enstitiisiine gore; izolasyon yontemi olarak, yalnizca su 6rnegi alinmasi gerekir.
Alman su 6rnekleri 15 dakika asit ile dekontamine asamasindan sonra BCYE ve Glycine-
vancomycin-polymyxin B-cycloheximide (GVPC) besiyerlerine ekim yapilir (66)

Uluslararasi standart metod yontemine gore; su ve siiriintii 6rneklerinin asit veya 1st
muamelesi ile dekontaminasyonu yapilmali ve takiben BCYE ve GVPC besiyerlerine ekilmesi

onerilmektedir (67).

Avustralya standart metoduna gore; ise asit ile muamelede dekontaminasyon iglemini

ozellikle yiiksek oranda kontaminasyon belirtisi gosteren 6rneklerde 6nermektedir (67).

Cesitli yontemlerde gerceklestirilen asit ile dekontamisyon muamele siiresi 5 ile 30
dakika arasinda degismektedir. Fakat 6zellikle ¢cevre drneklerinde 1/10 oraninda pH 2,2 KCl-
HCI karsimiyla 5 dakika muamelenin Legionella disi bakterilerin uzaklastirilmasinda basarili

oldugu ve Legionella cinsi bakteri izolasyon yiizdesini azaltmadig belirtilmistir (68).

16



2.8.1. Legionella izolasyon Asamasinda Kullamlan Besiverleri

Zenginlestirilmis Mueller-Hinton Agar: L. pneumophila identifikasyon asamasinda
kullanilan ilk yapay besiyeri %1 IsoVitaleX ve %1 hemoglobinle zenginlestirilmis Mueller-
Hinton agardir (69).

Feeley-Gorman (F-G) Agar: Feeley ve arkadaslar1 (1978) zenginlestirilmis Mueller-
Hinton besiyerindeki hemoglobin ve IsoVitaleX’i L-sistein HCI ve ferrik pirofosfat ile

degistirerek F-G agari tiretmislerdir (69).

Charcoal Yeast Extract (CYE) Agar: Feeley ve arkadaslar1 (1979) tarafindan tiretilen bu

besiyeri igeriginde; L-sistein, ferrik pirofosfat, maya 6ziitii ve aktive edilmis komiir vardir (70).

Buffered Charcoal Yeast Extract (BCYE) Agar: Legionella bakterilerinin iiremesinde
ortam pH derecesi ciddi bir 6neme sahiptir. Pascullo ve arkadaslar1 (1998), agar pH seviyesini
6,9 yapabilmek i¢in CYE agara ACES (N-2-asetamido-2-aminoetansiilfonik asit) ilave ederek
bu dengeyi saglamislardir (71).

2.8.2. Kiiltiir Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Uygun kosullarda alinan su ve siiriintii 6rnekleri BCYE agara ekildikten sonra nemli
ortamda 35-37 °C’de 10-15 giin inkiibasyon asamalar1 gozlemlenir. %2-5 CO2’li etiiv kullanilmasi

en iyi sonucu vermektedir (18).

Kiiltiirler 24 saatlik inkiibasyon sonrasi koloni mikroskobu araciligiyla giinliik olarak
degerlendirilmelidir. Koloni mikroskobu ile ya da ¢iplak gozle gri-beyaz, buzlu cam
goriiniimiinde koloniler aranir. Siipheli her bir koloniden BCYE ve kanli agar gibi genel
besiyerine pasaj yapilir ve 48 saat inkiibe edilir. Yalnizca Legionella tiirlerinin izolasyonu igin

ozel tretilmis BCYE agarda nadir de olsa gii¢c lireyen bakterileri gozlemlemek miimkiin
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olabilmektedir. Bu bakteriler arasinda; Francisella tularensis, Bordatella pertussis ve Nocardia
asteroides ornek olarak gosterilebilir. Legionella siipheli koloniden yapilan pasaj sonucunda
BCYE agarda iiremenin gergeklesmesi ile Kanli agar gibi genel kullanim &zelligine sahip
besiyerine ekim yapilip liremenin gozlenmemesi beklenir. Bu durumda ilk degerlendirme

asamasi i¢in Legionella olarak tanimlanabilir (18).

[lk 3-5 giinden 6nce iiremeyen koloniler, makroskobik inceleme olarak 1-4 mm ¢apinda,
gri-beyaz, yapiskan ve konveks yapida gozlenir. L.pneumophila disindaki diger Legionella
tirleri parlak mavi-beyaz veya parlak kirmizi otofloresan goriintiide olabilirler (18). Gram
boyama asamasinda safranin yerine bazik fuksin kullanildiginda; 0.5um eninde, 1-2 pum
boyunda, bazen pleomorfik ve 20 um’ye erisebilen Gram negatif basiller gozlemlenir. Tiir
diizeyinde tamimlama asamasinda DFA (Direkt Floresan Antikor), IFA (indirekt Floresan

Antikor) ve lateks agliitinasyon testleri olmak {izere birden fazla yontem bulunmaktadir.

2.9. Legionella Cinsi Bakterilerin Tiir Tanis1 ve Serogruplandiriimasi

Tiir diizeyinde Legionella tayini yapmak i¢in biyokimyasal, morfolojik ve enzimatik
acidan yapilan testler anlamli olmasina ragmen 6zgiinliikk degerleri distiktiir. Legionella’nin
cins diizeyindeki identifikasyona kiyasla, tiir diizeyindeki tayini daha risklidir. Genellikle tiir
tayinin saglikli sonuglar vermesi amaciyla referans laboratuvarlar tarafindan yapilmasi
onerilmektedir. Kiiltiirde iireyen siipheli kolonilerin dogrulanmasi ve tiir tanisinin yapilmasi

birden fazla yontemle yapilmaktadir (67).

2.9.1. Lateks Agliitinasyon Yontemi

Legionella hiicre duvarit antijenlerine karsi, tavsandan elde edilen antikorlarla
duyarhlastirilmis benzer serogruptan olan Legionella bakterilerinin, mavi renkli latex
partikiiller ile agliitinasyonu esasina dayanmaktadir. Latex agliitinasyon test kitleri bu amagla

siklikla kullanilmaktadir (72-75).
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2.9.2. Hasta ve Cevreden izole Edilen Suslar Arasindaki iliskiyi Belirleyven Testler

Bu asamada genetik temellere dayali ¢ok sayida test kullanilmaktadir;

DNA Hibridizasyonu,

Monoklonal Antikor (MAB) Deneyi,

Izoenzim Analizi ve Karbonhidrat Profili,

Plazmid Analizi,

Restriksiyon Endoniikleaz Analizi,

Kromozomal DNA Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi (RFLP),
16S-23S Uzunluk “Spacer” Analizi,

PCR yontemi.

SR N N N SR N NN

Epidemiyolojik agidan yapilan bu ¢alismalarda en dogru sonuca referans laboratuvarlar

gibi deneyimli ve olanaklar1 genis birimler araciligiyla ulagmak miimkiindiir (71,72,74,76-80).

2.9.3. Direkt Floresan Antikor (DEA) Deneyi

CDC’den Cherry ve arkadaglari tarafindan gelistirilmistir (16). Alt solunum yolu
orneklerinde en sik goriilen Legionella tiirlerinin dogrulanmasi ve tiir tayini DFA teknigi ile tiire
ve serogruba 6zgiil dis membran proteinlerine kars1 hazirlanan monoklonal tavsan antikorlari,
fluorescein isothiocyanate (FITC) ile konjuge edilerek kullanilir. Teknigin 2-4 saat icerisinde

sonug veriyor olmasi bir avantaj olarak kabul edilmektedir (9,40,67).
2.10. Su Dagitim Sistemlerinin Dezenfeksiyonu
Dezenfeksiyon asamasinda en temel iki baglik olarak;

1. Fiziksel Dezenfeksiyon Y ontemleri
v" Membran filtrasyon

v' Termal yontem

v Ultraviyole 1ginlar1
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2. Kimyasal Dezenfeksiyon Yontemleri

v" Serbest klorlama

<\

Bakir-giimiis izolasyonu

v" Monokloramin

2.10.1. Fiziksel Dezenfeksiyon Y éntemleri

2.10.1.1. Membran Filtrasyon

Yapay su sistemlerindeki suyun kullanimindan 6nce 0,2 pm por ¢apindaki filtrelerden
stizlilmesi nozokomiyal Legionella bulasinin engellenmesinde etkili bir yoéntem oldugu
belirtilmistir (81).

2.10.1.2. Termal Yontem

Yapay su sistemlerinde bulunan musluklar ve dus basliklarint sicakligit 60 °C’den
yiiksek ve 30 dakikalik siireyle suyun akitilmasinin (superheat-and-flush) etkili bir bakteriyel
arindirma yontemi oldugu ifade edilmektedir. Bu yontemin dezavantaji; tekrar kolonizasyon

riski ile kalict ¢6ziim olmayisidir (82,83).

2.10.1.3. Ultravivole 1sinlari

Kisa dalga boylu UV (ultraviyole) isinlari, timin dimerleri sayesinde hiicresel DNA
hasarma yol acarak Legionella’ya karsi biosidal bir etkinlik gosterir. Bu sistemler lokal
dezenfeksiyonda kullanilmaktadir. Ultraviyole isinlari, kalinti birakmadigindan yeniden
kolonizasyon goriilmemesi i¢in, distal bolgeler siiper 1sitma ve akitma yontemiyle dezenfekte
edilmesi uygundur. Kalint1 birakmama 6zelligi sayesinde ¢evreye zarar vermemektedir. Bu
ozellik atik su dezenfeksiyonunda avantaj olarak kullanilabilir. Yontemin tek bagina kullanmak
yerine etkinligini arttirmak amaciyla giimiis-bakir iyonizasyonu ve klorlama ile beraber
kullanilmas1 onerilmektedir. Ultraviyole 151k kaynaginda tortu birikimini engellemek igin 6n

filtrasyon zorunludur (6,82,84).
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2.10.2. Kimyasal Dezenfeksivon Yontemler

2.10.2.1. Serbest Klorlama

Icme suyu sistemlerinde rutin olarak yapilan serbest klorlama (<0.5 mg/l) biyofilm
iliskili olarak, Legionella ve Legionella benzeri mikroorganizmalarda biyosidal etki
gostermemektedir. Legionella bakterileri, E. coli ve diger koliform bakterilere gore klora karsi
yiiksek direnclilige sahiptir. Standart diizeydeki klor, biyofilm tabakasina, periferal bolgelere
ve su tesisatindaki duragan bolgelere ulasamaz. Okside edici ajan olarak kullanilan klor
konsantrasyonu arttirilirmasi durumunda, dagitim sistemindeki biitiin bolgelere ulasarak
Legionella’nin eradikasyonu saglanabilir. CDC’nin raporlarindaki onerisinde serbest klor
konsantrasyonu en az 1mg/L olmalidir. Ayrica serbest klor yiiksek pH’da daha az etki
gostermektedir. Yiiksek klor konsantrasyonunun en &nemli dezavantaji 4-5 yil klorlama
yapilmis su tesisatinda korozyona neden olmasidir. Serbest klorla dezenfeksiyon sonucu ortaya

¢ikan iriinlerin potansiyel karsinojenik etkisi halen ¢alismacilar tarafindan dnemsenmektedir

(82,83).

2.10.2.2. Bakir-Giimiis izolasyonu

Bakir—glimiis iyonizasyon tiinitelerinden salinan elektrik akimi su dagitim sistemine
yayilan pozitif iyonlar, bakteri hiicre duvarinda bulunan negatif yiiklii iyon bolgelerine tutunur
ve elektrostatik baglant1 kurulur. Boylece hiicre gegirgenligi degisir ve hasar goriir. Protein
denatiirasyonu ve lizis gozlenir. Bakir—glimiis iyonizasyonu sistemlerde kalint1 biraktig1 i¢in
yeniden kolonizasyon gergeklesmez. Yapilan ¢alismalarda bu yontemin etkinligini arttirmak
amaciyla UV isinlar1 ve klorlama yontemleri ile beraber kullanilmasi gerektigi belirtilmistir.
Dezavantaj olarak, yogun emek isteyen ve yiiksek maliyetle sonuglanan bir dezenfeksiyon
yontemidir (6,82,85).

2.10.2.3. Monokloramin

Icme suyu dezenfeksiyonunda 1916’dan bu yana kullanilan bir ydntemdir.
Monokloramin, amonyak ve serbest klorun suda dogru oranda (C12/NH3=3-5) karistirilmasi ile

olusturulmustur. Biyofilm tabakasina serbest klor dezenfeksiyon uygulamasindan daha iyi
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penetre olmaktadir. 4 ppm (parts per million) monokloraminin Legionella’nin ortadan

kaldirilmasinda ¢ok etkili oldugu yapilan ¢alismalarda belirtilmistir (82,83).

Monokloraminin dezenfeksiyonunun avantaji serbest klordan daha yavas olmasina
ragmen dagitim sisteminde ¢ok daha ileri mesafelere kadar dezenfeksiyon kalintisini
gerceklestirebilir. Ayrica kotii tat ve koku probleminin diger yontemlere oranla ¢ok daha az

olmasida avantajdir. Korozyona neden olmaz (82,83).

2.11 Onceki Calismalar

Yurt i¢i ve yurt disinda yapilan ¢alismalarda, yapay su sistemlerinden Legionella spp.

%6-100 oran araliginda izole edilmistir.

Yurt disinda yapilan ¢alismalar;

Yapilan retrospektif calismalar sonucunda L. pneumophila’nin ilk izolasyonunun 1947
yilina dayandigini gostermistir. 1947 yilinda nedeni bilinmeyen atesli bir hastadan alinan kan
kobaya enjekte edilerek ve yeni bir mikroorganizma kesfedilmistir. Bircok bakteriyolojik
besiyerlerinde liretilemeyen miiskiilpesent 6zellikteki bu bakteriye ilk olarak “Ricketsiya’ya
Benzeyen Etken” adi verilmistir. 30 yil sonra, 1977 yilinda yapilan ¢aligmalarda bu bakterinin
de Legionella cinsine ait oldugu belirtilmistir (42,54).

Tobin ve arkadaglari, 1980 yilinda Londra’da hastane kaynakli lejyoner hastaligi
goriilen bir hastanin odasindaki dus basligindan etkeni identifiye etmeyi basarmiglardir (62,86).

Kurtz ve arkadaslari, 1982 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada baslangigta 14 sogutma

sisteminden 10’undan L. pneumophila izole etmislerdir (87).
Edelstein ve arkadaslari, 1982 yilinda Los Angeles’daki bir hastaneden aldig1 100 igme

suyu ornegini L. pneumophila izolasyonu amaciyla 3 farkli besiyerine kiiltiir yapmislardir.

Inokiilasyon sonucu 24 6rnekte L. pneumophila serogrup 1-4 izole edilmistir (88).
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Barbaree ve arkadaglari, 1986 yilinda ABD’nin Georgia eyaletindeki hastanelerin ¢esitli
bolgelerinden alinan orneklerin c¢aligmalari sonucu toplamda 143 6rnegin 56 tanesinde L.

pneumophila izole edilmis 13 tanesi L. pneumophila serogrup 1 olarak belirlenmistir (89).

Vickers ve arkadaslari, 1987 yilinda Pensilvanya bolgesinde bulunan 15 hastanenin
sicak ve soguk su sistemlerinde yaptiklari ¢alisma sonucu 9 hastanenin su sisteminde L.
pneumophila izole etmislerdir (90). Yine bu bolgede Lee ve arkadaslari, 1988’de 55 meskenin
sicak su tanki, musluk ve dus basliklarindan aldiklar1 6rnekler ile yaptiklari ¢aligmalar sonucu

6 meskenin su sisteminde L. pneumophila belirlemislerdir (91).

Alary ve Joly, 1991 yilinda Kanada’nin Quebec City bdlgesinde yaptiklar
arastirmasinda toplam 178 ev su sistemi 6rneginde 69’unda izole edilmistir. 69 6rnegin 26’s1
su 1siticilarindan, 10’u dus basliklarindan ve 8’1 musluklardan alinan su 6rneklerinde izole

edilmistir. Yogun olarak L. pneumophila serogrup 2-4 oldugunu belirtmislerdir (92).

Nahapetian ve arkadaglari, 1991 Paris bolgesindeki 5 hastanenin sicak ve soguk su

sistemlerinden aldiklari toplam 144 6rnegin 66 tanesinde Legionella saptamiglardir (93).

Stout ve arkadaslari, 1992 yilinda meskenlerden aldiklar1 toplam 218 ornegin 14

tanesinde L. pneumophila serogrup 1 olarak identifiye etmislerdir (94).

Alary ve Joly, 1992 yilinda 84 hastanenin 839 bdlgesinden aldiklar1 6rnekleri 3284 sicak
su Ornegi caligmalart sonucu 57 hastanede Legionella spp. ile kontamine oldugunu
belirlemislerdir (95).

Reinthaler ve arkadaglari, 1993 yilinda Avusturya bolgesinde bulunan 21 hastaneden
alinan toplam 210 su 6rneginde ¢alismalar sonucu 72 6rnekte Legionella spp. izole edilmislerdir

(96).

Zacheus ve arkadaslari, 1994 yilinda yaptiklar1 arastirmada sicak su sistemlerinin

%30’unda L. pneumophila izole etmislerdir (97).
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Asbjorn ve arkadaslarinin, 1995 yilinda Danimarka’da bulunan hastanelerin su
sistemlerinde yaptiklari arastirma sonucunda 35 6rnegin 34’tinde L. pneumophila identifiye
etmislerdir (98).

Lasheras ve arkadaslar1, 1995 yilinda bolgedeki 10 farkli hastanenin sicak ve soguk su

tanklarindan alinan toplam 106 su 6rneginin 67’sinde Legionella spp. identifiye edilmistir (99).

Atlas ve arkadaslari, Amerika’da 1995 yilinda 28 dis iinitesinin ¢esitli kistmlarindan
alinan 6rneklerin incelenmesi sonucunda 2’sinde L. pneumophila 19’unda Legionella spp. izole
edilmistir (100).

Knirsch ve arkadaslari, 1995 yilinda yaptiklar retrospektif bir aragtirma sonucunda son
3 ay igerisinde toplamda 38 transplantasyon hastasinin (bobrek ve kalp) 12’sinde L. micdadei
identifiye edilmis oldugu bilgisine ulasmiglardir. Bu ¢alisma dogrultusunda, Klinik ortamdan ve
cevreden alinan ¢esitli 6rneklerden izole edilen bakterilerin “pulsed-field gel electrophoresis”
ile DNA’lar1 incelenmis, sicak su sisteminden ve hastalardan izole edilen suslarin benzer DNA
lara sahip oldugu belirtilmistir. Boylece Lejyoner hastaligi etkeninin, su sistemlerinde yalnizca
L. pneumophila serogrup 1’in kolonize olmasi ile degil, immiin supresif bireylerde diger

Legionella tiirlerinin de infeksiyon kaynagi olabilme ihtimali bildirilmistir (101).

Ta ve arkadaglari, 1995 yilinda yaptigi calismada 33 Ornegin tiimiinde (%100)
Legionella saptamiglardir (66).

Plouffe ve arkadaglari, 1996 yilinda 6 hastane binasinin ¢esitli bolgelerinden aldiklari
ornekleri incelemeleri sonucu sicaklik dereceleri 43-45 °C olan 4 hastane binasinda L.
pneumophila serogrup 1 izole etmis, L. pneumophila varligi saptanmayan binalarin sicakligi ise
58-60 °C olarak belirlemislerdir (102).

Leoni ve arkadaslari, 2001 yilinda italya’da cesitli bolgelerdeki sicak su sistemlerinden
alinan toplam 137 6rnegin 54’tinde Legionella spp. 45’inde ise L. pneumophila nin kolonize
oldugu belirtilmistir (103,104).
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Zietz ve arkadaglari, 2001 yi1linda Almanya’nin Géttingen bolgesindeki 70 6zel ve kamu
binasindan alinan gesitli 6rneklerin ¢aligilmasi sonucu, 18 su 6rneginde Legionella spp. izole

etmisglerdir (105).

Borella ve arkadaslari, 2002 yilinda Italya’daki arastirmasinda konutlarin su
sistemlerinden alinan toplam 146 su 6rneginin 56’sinda Legionella spp. identifiye etmislerdir
(106).

Stojek ve Dutkiewicz, 2002 yilinda bahgivanlar agisindan risk olusturan fiskiye
sularinda yaptiklari arastirmada, L. pneumophila serogrup 2-14’iin %13.9, Legionella spp.’nin
ise %8.3 oraninda izole edildigi belirtilmistir. Klasik seralarda yaptiklari ¢alisma sonucunda ise
%15 oraninda L. pneumophila serogrup 2-14 ve %10 oraninda Legionella spp. izole edildigi
belirtilmistir (107).

Kusnetsov ve arkadaslari, 2003 yilinda hastanelerin sicak su sistemlerinde yaptiklari
calismada, Legionella cinsi bakterilerin sicakliga ve pH degerine bagli olarak daha ¢ok kolonize

oldugu ¢alisma sonuglar1 dogrultusunda belirtilmistir (108).

Liick ve Liebscher, 2003 yilinda Almanya’da 77 su 6rnegi baz alinarak yapilan bir
aragtirmada, orneklerin 19’unda Legionella tespit edildigi, bunlarin 9’unun L. pneumophila

serogrup 1, 10’unun ise L. pneumophila serogrup 2-14 oldugu gosterilmistir (109).

Johansson ve arkadaslari, 2005 yilinin Ocak ayinda pnémoni tablosu gézlenen Cocuk
Hastaliklar1 servisindeki 2 yasindaki bir kiz ¢cocugundan izole edilen L. pneumophila serogrup
1’in ayn1 hastanenin soguk su sisteminden alinan ornekten izole edilen susla benzer oldugunu

tespit etmislerdir (110).

Lasheras ve arkadaglari, 2006 yilinda yaptiklar: bir arastirmada soguk ve sicak su

sistemlerinden aldiklari toplam 106 6rnekte 67 Legionella spp. izole etmislerdir (111).

Rivera ve arkadaslari, 2007 yilinda Ispanya’daki bir hastanede yaptiklar1 ¢aligmada,

2341 su 6rneginin incelenmesi sonucu 373 drnekte Legionella spp. izole etmislerdir (112).
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Liick ve arkadaslari, 44 yasindaki beyin ameliyat1 ge¢irmis ve pndmoni tablosu goriilen
hastadan izole edilen L. pneumophila serogrup 12 susunun g¢evreden izole edilen susla benzer

oldugunu saptamiglardir (113).

Goutziana ve arkadaslari, 2008 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada yolcu gemisi ve
feribotlarin su dagitim sistemleri ve klima sistemlerinden aldiklar1 toplam 276 6rnekten 87 L.

pneumophila izole etmislerdir (114).

Napoli ve arkadaslari, 2000-2009 yillar1 arasinda 129 hastaneden ve 533 binadan
aldiklart orneklerin ¢alisilmasi sonucu 102 hastanede ve 238 binada Legionella spp. izole
etmislerdir. Izole edilen bakterilerden cogunlukla L. pneumophila serogrup 2-14 ve L.

pneumophila serogrup 1 olarak belirtmislerdir (115).

Yurt i¢inde yapilan ¢aligmalar;

Erdogan ve arkadaslari, Alanya’daki otel su dagitim sistemlerini Legionella spp.
varhigimi arastirdiklari ¢alismada alinan toplam 491 o6rnegin 93’tinde Legionella spp.

saptamiglardir (116).

Cotuk ve arkadaslari, 1995 yilinin Ocak aymdan 1997 yilinin Temmuz ayina kadar
yaptig1 calisma Istanbul’daki 70 farkli binanin sicak ve soguk su sistemlerini L. pneumophila
varlig1 agisindan incelemeyi amaclamiglardir. Arastirmacilar 6rnek topladiklari 63 otel
binasmnin 3’tinde L. pneumophila serogrup 1 ve 12’sinde L. pneumophila serogrup 2-14 izole
etmislerdir (117).

Koksal ve arkadaglari, 1998 yilinin Istanbul’da Mayis-Agustos aylarinda istanbul’da 3
farkli egitim ve arastirma hastanesinin ¢esitli bolgelerinden aldiklar1 toplam 61 su 6rnegi ile
yaptiklar1 ¢alismalarinda yalnizca 1 hastaneden alinan su 6rneklerinin 3’tinde L. pneumophila

serogrup 1 ve 1’inde Legionella spp. saptamiglardir (118).

Yildirim, 1996 yilinda Sisli Etfal Hastanesi’nin su dagitim sisteminin 52 farkli
bolgesinden alinan su 6rneklerinde yaptigi ¢aligmalar sonucunda su dagitim sisteminin %30.7

oraninda Legionella ile kolonize oldugunu tespit etmistir (119).
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Nakipoglu ve Giirler, 1999 yilinda Istanbul Univerisitesi Tip Fakiiltesi’nin farkli
birimlerinden aldigr toplam 100 su Ornegini calimasi sonucu 6 adet Legionella spp.
saptamiglardir. 1997 yilinda Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda yaptig1 bagka bir arastirmada ise
yalnizca hastalardan alinan 6rnekler L. pneumophila agisindan incelenmis, 6ncesinde atipik
pnoémoni teshisi koyulmus 83 hastadan 11’inde lejyonelloz tespit edilmistir. Bu klinik suslarin
Nakipoglu'nun c¢alismasindan izole edilen ¢evre suslariyla benzerlik gosterdigi diisiiniilerek

infeksiyon kaynaginin hastanenin kontamine su sistemleri olabilecegini ifade edilmistir (120).

Akbas ve arkadaslari, 1999 yilinda Ege ve Akdeniz bolgelerindeki otellerin su
sistemlerinden alinan toplamda 324 su 6rneginin 57°sinde Legionella spp. izole etmislerdir.
Uygun dekontaminasyon islemleri uygulandiktan sonra yeniden alinan Orneklerde su

sistemlerinin 5’inde Legionella kolonizasyonun devam ettigi saptanmistir (121).

Miroglu ve arkadaslari, 1999 yilinda 266 otelden aldiklar1 6rneklerin ¢aligilmasi sonucu
16 6rnegin 2’sinde L. pneumophila serogrup 1, geri kalan 6rneklerin 2’sinde Legionella spp.
17’sinde de L. pneumophila serogrup 2-14 tanimlamislardir (122).

Zeybek ve arkadaslari, 2000 yilinda Istanbul civarinda bulunan 139 otelin sicak ve
soguk su sistemlerinden toplam 554 su 6rnegini Legionella agisindan incelemistir. 57 binada,

124 L. pneumophila identifiye etmislerdir (43).

Eranda¢ ve Elaldi, 2001 yilinda Cumhuriyet Universitesi Arastirma ve Uygulama
Hastanesi’nin musluklarindan ve duslarindan alinan 93 su 6rnegi arastirmislar ancak Legionella

cinsi bakterilere rastlamamislardir (123).

Kose ve arkadaslart, 2002 yilinin Nisan — Eyliil tarihleri arasinda Antalya ilindeki 38
turistik tesisten alinan toplam 106 su 6rneginingalisilmasi sonucu, Sogutma kulelerinden alinan
su orneklerinin 6’sinda, sicak su tanklarinin ise 4’tinde olmak {izere toplam 10 L. pneumophila

izole etmislerdir (124).
Uzel ve arkadaslari, 2005 yilinda Izmir ilindeki 24 otelden aldiklar: toplam 168 su

orneginin 110’unun L. pneumophila serogrup 1 olmak iizere toplamda 128’inde Legionella spp.

izole etmislerdir (125).
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Birteksoz ve arkadaslar1, 2006 yilinda Istanbul ilindeki 56 binadan aldiklar1 toplam 225
su Ornegininin ¢aligilmasi sonucu suslarin 16’s1 serogrup 1, 34’i serogrup 2-14 olmak iizere

toplamda 50 L. pneumophila susu izole etmislerdir (126).

Tiiretgen ve arkadaslari, 2005 yilinda Istanbul’da 50 sogutma kulesinden alinan toplam
103 su 6rneginin 27’°sinden L. pneumophila izole etmis, suslarin 11’1 L. pneumophila serogrup
1 oldugunu bildirmislerdir (127).

Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi’nde 2004 yilinin Haziran ayinda bir lejyoner hastalig
vakasi belirlenmis ve ardindan iki haftalik siire igerisinde vaka sayisi altiya ¢ikmistir. 400
hastane personeli ve 100 saglikli kisinin serum Orneklerinde yapilan ¢alisma sonucu 400
personelin 24’{inde ve 100 saglikli kisinin 7’sinde antikor titresi sinir degerin tizerine ¢iktigi
belirlenmistir. Hastanenin farkli birimlerinden alinan 22 su 6rnegi ile yapilan ¢alismada ise
orneklerin 15’inde L. pneumophila identifiye edilmistir. PEGE (Pulse field gel electrophoresis)
yontemi ile sonuglar degerlendirildiginde c¢evreden izole edilen tim suslarin klinik

numunelerden izole edilen suslarla benzer oldugu belirlenmistir (128).

Istanbul Tip Fakiiltesi Hastanesinde yapilan bir arastirmada, farkli birimlerden aldig
toplam 100 su 6rneginin 3’tiinde L. pneumophila serogrupl, 4’tinde ise Legionella spp. olmak

tizere toplam 7 L. pneumophila susu izole ve identifiye edilmistir (129).

2008 yilinda Kayseri ilinde, 8 hastane, 10 okul, 5 otel ve 6 meskenden alinan toplamda
120 ornegin Legionella yoniinden arastirilmasi sonucu, 2’si Legionella spp., 6’st L.

pneumophila serogrup 1 olmak tizere 8 Legionella cinsi bakteri izole tanimlanmistir (130).

Erdogan ve Arslan, lilkemizin turistik bolgesinde bulunan Alanya’da yeni faaliyete
gegen bir otelde konaklayan 66 yasindaki bir erkek olgu, {i¢ giin boyunca devam eden yiiksek
ates, bas agris1 ve ishal sikayetleri ile bolgedeki hastaneye bagvurmustur. Bu ve daha 6nceki
olgular incelendiginde pnomoni tanisi ile izlenen olgularda olas1 lejyoner hastasi saptanmistir
ve bu hastalarin ayni otelde konaklamis oldugu bilgisine ulasilmistir. Yapilan arastirmada,
otelde sehir sebeke suyu hattinin dogenmemis oldugu ve otelde kuyu suyu su kaynagi olarak
kullandig1 tespit edilmistir. 2009 yilinda yapilan bu calismada otelin su sisteminin degisik

bolgelerinden alinan 6rneklerin analizinde 13 ornegin 11’inden Legionella spp. izole edilmis
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ve suglar 6zgul antiserumlarla yapilan tiplendirmede L.pneumophila serogrup 1 olarak

tiplendirilmistir (131).

Eskisehir’de Pinarbasli’nin 2011’de yaptigi uzmanlik tezinde, hastanelere ait 100
musluktan aldigi toplam 200 su ve siiriintii 6rnegini Legionella yoniinden arastirmis ve 23
musluktan alinan 29 6rnekte Legionella spp. izole etmistir. izolatlarm 23’iinii L. pneumophila

serogrup 2-14, 6’s1 L. pneumophila serogrup 1 olarak tiplendirilmistir (132).

Burak ve Zeybek, 2011 yilinda Istanbul’daki 61 eve ait dus basliklarindan alian sicak
su ve siirlintii 6rneklerini L. pneumophila yoniinden aragtirmislardir. Yapilan caligmalar
sonucunda evlerin 13’iinde L. pneumophila izole etmislerdir. Izole edilenlerin 11’i L.

pneumophila serogrup 2-14, 2’si L. pneumophila serogrup 1 olarak gruplandirmistir (133).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamiz i¢in Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel
Arastirmalar Etik Kurul’unun 28/12/2016 tarih ve 07 sayili karar1 ile onay alindi. Calisma Etik
Kurul ve Saglik Bilimleri Enstitiisii Tibbi Mikrobiyoloji anabilim dali tarafindan belirtilen

oneriler dogrultusunda diizenlendi.
Calismamizda Nisan-Ekim 2017 tarihleri arasinda Kahramanmaras il merkezinde
bulunan 35 caminin; su depolarindan ve lavabo musluklarindan su 6rnekleri, musluk basliklar

ve klima filtrelerinden ise siiriintii 6rnekleri olmak tizere toplam 230 6rnek alinmig, Legionella

cinsi bakteri varlig1 yoniinden incelenmistir.

3.1 Gereg¢

3.1.1. Cam ve Plasik Malzemeler

e 250 mL’lik steril su numune siseleri
e Steril burgu kapakli cam tiipler
e Steril ekiivyon ¢ubuklari

e Steril plastik 6ze (10 pl 6lgiilii)

3.1.2. Cihazlar

e Otoklav

e Inkiibator

e Vorteks (karistirici, VF 2500 devir/dakika)
e Biyogiivenlik kabini

e Laboratuvar saati

e Isik Mikroskobu (Olympus CX21, Japonya)
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3.1.3.Besiverleri

Buffered Charcoal Yeast Extract (BCYE) Besiyeri:

1979 yilinda Feely ve arkadaslari, Charcoal Yeast Extract (CYE) Agar’in mevcut
besiyeri olan F-G Agar’in yenilenmis hali oldugunu ifade etmislerdir (134,135). F-G Agar
icerigindeki nisastay1 etkinlestiren komiir ile degistirdiler ve yerine kazein hidrolisat i¢in maya
ekstrati koydular, bu da daha iyi L. pneumophila geri kazanimiyla sonuglandi. 1980°de, Pasculle
CYE Agar’in ACES Tamponuna sahip besiyerini tamponlayarak gelistirilebilecegini bildirdi
(136). 1981 wyilinda, Edelstein alfa-ketoglutarat (BCYE Agar) ekleyerek besiyerinin
duyarliligin1 daha da arttird1 (137).

Legionella cinsi bakterilerin izolasyon amagli iiremesi igin kullanilan primer besiyeri
olan selektif besiyeri 6zelligine sahip Buffered Charcoal Yeast Extract (BCYE), besiyerlerinin

temelini olusturan CYE Agar ve BCYE iireme katki maddesinin karigimindan olusmaktadir.

CYE Agar (OXOID, CM 655, Ingiltere) icerigi:

AR KOMUT ... 2,09/l
Maya OZULH.....veeeveeeeesreerecie e 10,0 g/l
AGA i 13,0 g/l
PH o 6,9+0,1

Ferrik pirofosfat...........cccooveiiiiiici e 0,25 g/l

Tamponlanmigs ACES/ Potasyum hidroksit............. 10,0 g/l

IS 1S (=Y [ 1 s [ T 0,40 g/l
Alfa-ketoglutarat monopotasyum tuzu..................... 1,0 g/l

KOH. ..o 2,4 g/1 (55 ml 1IN KOH)
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BCYE Agar Legionella tiirlerinin izolasyonu ve kiltiirii i¢in zenginlestirilmis bir
besiyeri ortamidir. Bu besiyerinde maya ekstrakti, bakteri gelisimini desteklemek igin gerekli
proteini ve diger besinleri karsilar. L-Sistein, bakterinin iiretilmesinde kullanilan temel bir
amino asittir. Ferric pirofosfat, bir demir takviyesi olarak Legionella tiirlerinin spesifik besin
ihtiyacim karsilamak amaciyla eklenmekte, Alfa-ketoglutarat ise gelisimi uyarmak igin
eklenmektedir. Aktif komiir Legionella tiirleri icin toksik metabolik bir iiriin olan hidrojen

peroksidi bozunmaya ugratir (138).

BCYE agara son olarak ilave edilen suplementler;

Amonyumsuz Glisin............oooiiiiiiiiieienn, 3.04/l

Polimiksin B stilfat..................coooiii .. 80000 1U

Vankomisin hidroklorit .....................cool 0.001 mg/I

Siklohekzimid ..., 0.089 mg/I
Kanh Agar:

Kanli Agar, Legionella haricindeki bakterilerin iiretilmesi amaciyla kullanilan rutin
amagcli bir besiyeridir. Bu besiyeri Legionella tiirii bakterileri igin temel amino asit kaynagi olan

L-sistein igermemesinden dolay1 Legionella tiirti bakterilerin tiremesi gézlenmez (139).

Kanli Agar (Oxoid CMO0055) icerigi:

‘Lab-Lemco’ Powder............ccooeeiiiiiiiiiiiinin, 10 g/l
Pepton ....cooii 10 g/l
Sodyum klorid..........cooiiiiiiiiiiiii e 59/l

AGAT. . 15 g/l
Defibrinkan............oooo 50 ml
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3.1.4 Kimyasal Maddeler

Sitokrom Oksidaz Ayiraci ve Oksidaz Deneyi:

Tetrametil-p-fenilen diamin dihidrokloriir..............1.0 g
DiStile SU «.vininii 100 ml

%0,5 oraninda oksidaz ¢6zeltisi hazirlanir.

BCYE agarda iireyen bakteri kolonilerinden steril 6ze yardimi ile bir 6ze dolusu
kiiltiir alinarak, oksidaz ayiract damlatilmis olan steril filtre kagidi iizerine koyulup hafifce
karigtirilir. 5-10 saniye iginde koyu mor-mavi rengin olusmasi oksidaz negatif sonu¢ olarak
degerlendirilir (140).

Katalaz Ayirac1 ve Katalaz Deneyi:

Aerobik bakteri grubuna giren Legionella spp. katalaz enzimine sahip oldugundan

ortamdaki hidrojen peroksidi (H202) su ve oksijene ayristirir.

BCYE agarda iireyen bakteri kolonilerinden steril 6ze yardimi ile bir 6ze dolusu kiiltiir
aliarak, temiz bir lam iizerinde distile su ile siispanse edilir. Siispansiyon iizerine bir 6ze dolusu
%30’luk H20: eklenerek karistirilir. Karisimda birkag saniye iginde hava kabarciklarinin

olusumu katalaz pozitif sonug olarak degerlendirilir (141).

Gram Boyama:

Gram boyama yontemi tiim mikroorganizmalarin rutin olarak mikroskopik boyutta
incelenmesi amaciyla kullanildig: gibi Legionella spp. tiirleri i¢in de kullanilmaktadir. Gram
negatif tiirler arasinda olan Legionella spp. lipopolisakkarit -fosfolipid dis membrana yapisik
ince bir peptidoglikan tabakaya sahiptir. Gram boyama asamasinda membran diginin rengini
¢ikarma isleminde alkol etkisi ile zarar gorerek, kristal viyole-iyot kompleksini birakir; hiicre

seffaf goriiniim kazanir boylelikle mikroskobik anlamda goriintii saglanamaz (142).
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Hucker’in modifikasyon teknigi ile hiicre son boyama islemi adiminda kullanilan bir
zit boya ile boyanir ve pembe renkli goriiniir. Kalbol fuksin modifikasyon yontemi ile zit boya
olarak safranin yerine karbol fuksin veya bazik fuksin kullanilir. Bu modifikasyon basta
Legionella spp., Campylobacter spp., Brucella spp. gibi zayif boyanma 6zelligindeki bazi1 Gram
negatif bakterilerde gegerliligi yiiksektir. Zit boya genellikle daha uzun bir siire boyunca

uygulanir. Bizim ¢alismamizda da bu yontem ile bakterinin tanimlanmas1 amaglandi (142).

Kiristal viyole stok soliisyonu icerigi:

Kristal viyole (%90-95 boya igeren).................. 409

Etanol (%095)......ccooiiii e, 400 ml

Lugol-iyot stok soliisyon icerigi:

lyot kristalleri..............coooeviiiiiiiiii e, 25¢
Potasyum iyodid..............oooii S0g
DiStile SU....uvieiiiitii e 500 ml

Safranin verine kullanilan Karbol Fuksin icerigi:

Reaktif 1
Bazik fuksin ... 03g
Etanol, %695, ..o 10 ml

Bir kahverengi sisede bazik fuksin etanol igerisinde eritilir.
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Reaktif 2
Eritilmis fenol kristalleri........................ooeenet. 5ml
DiStile SU....uiivieie e 95 ml

Fenol kristalleri distile su igerisinde eritilir ve Reaktif 1’e eklenir (143).

3.1.5. Legionella Cinsi Bakterilerin Tiir ve Serogrup Diizeyinde Tanimlanmasi

Lateks Agliitinasyon Test kitinin icerigi;

Legionella Lateks Agliitinasyon Testi (Oxoid, DR0800, ingiltere) gesitli kaynaklardan

alinan 6rneklerin Legionella spp. tiir ve serogruplarmin tanimlanmasinda kullanilan bir testtir

(139).

v' Legionella pneumophila serogrup 1 deney ayiraci, mavi latex partikiilleri ile kaph
spesifik tavsan antikoru.

v’ Legionella pneumophila serogrup 2-14 deney ayiract, mavi latex partikiilleri ile kaph
spesifik tavsan antikoru.

v Legionella pneumophila’nin disindaki diger Legionella spp. igin deney ayiraci, mavi
latex partikiilleri ile kapl spesifik tavsan antikoru.

v Pozitif kontrol slispansiyonu: Legionella hiicrelerinin tamponlanmis polivalan
slispansiyonunu i¢germektedir. Deney ayiraglari ile pozitif sonug vermesi gerekmektedir.

v Negatif kontrol siispansiyonu: L. spiritensis hiicrelerinin fizyolojik tuzlu sudaki
siispansiyonunu igermektedir. Deney ayiraglar1 ile negatif sonug¢ vermesi
gerekmektedir.

v Kontrol lateks: Reaktif olmayan tavsan globulinleri ile duyarlilagtirilmis mavi lateks
partikiilleri icermektedir. Bu kontrol yalanci pozitifligin incelenmesi amaciyla yapilir.
Deney ayiraglari ile pozitif sonug vermis suslar bu siispansiyon ile negatif sonug vermesi
gerekmektedir.

v’ Bakteri slispansiyonu hazirlamak igin fosfat tamponu soliisyonu,
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v 50 adet tek kullanimlik reaksiyon kartlar1 icermektedir.
v Kit 2-8 °C’de muhafaza edilmelidir (139).

Kitin duyarlilig1 kullanim kilavuzunda %99, 6zgiilliigii ise %100 olarak belirtilmistir.

Kiiltiir ve biyokimyasal deneylerin sonuglar1 Legionella cinsi oldugunu gostermesine
ragmen, Legionella lateks agliitinasyonuyla negatif sonug veren suslar, kesinlikle Legionella
spp. negatiftir diisiincesine varilamaz. Bu kit igeriginde bulunmayan diger Legionella spp.

tirlerinden biri olma ihtimali de g6z 6niinde bulundurulmalidir (129).

3.2. Yontem

Su ve siiriintii 6rnekleri Kahramanmaras il merkezinin c¢esitli bolgelerinde bulunan
camilerin depo sulari, sadirvan musluk sulari, musluk basliklar1 ve klima filtrelerinden alinmasi
amaglanmistir. Su Orneklerinin alinmasi amaciyla 250 ml‘lik su numune siseleri, siirlintii
orneklerinin alinmasinda kullanilan burgu kapakli cam tiipler ve ekiivyon ¢ubuklari ¢aligmaya
baglamadan 6nce 121 °C’ de 20 dk uygun sartlarda otoklavda (Hirayama HV-50L, Japonya)

steril edilmistir.

3.2.1. Su Orneklerinin Alinmasi

Ornek almacak depo tahliye musluklari ve sadirvan musluklar tespit edildikten sonra;
musluk basliklar1 bir cakmak yardimiyla alevden gegirilerek steril edilmistir. Ilk asamada
onceden steril edilmis 250 ml ‘lik su numune siselerine musluk agilip 100 ml su alinmustir.
Daha sonra musluk tazyikli akitilarak muslugun agiz kismindaki yabanct mikroorganizmalari
uzaklastirmak amaclanmustir. ikinci kez steril su numune sisesine100 ml su 6rnegi alinmustir.

Alinan 6rneklerin, numara ve tarih bilgileri kaydedilmistir.
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3.2.2. Siiriintii Orneklerinin Alinmasi

Onceden steril edilmis burgu kapakli cam tiip ve ekiivyon ¢ubugu ile su 6rnegi alman
depo tahliye musluklart ve sadirvan musluklan ile diger tespit edilen musluklardan 6rnek

alinmistir. Boylelikle su 6rneginin alinacagi alanlardan siirlintii 6rnegi de alinmigtir.

Musluk basliklarindan siiriintii 6rnegi alinirken musluk hafifge agilarak birkag damla
akmasiyla musluk agiz kisminin 1slanmasi saglanir. Daha sonra steril ekiivyon ¢gubuk musluk
agzindan iceri sokularak 4-5 defa musluk i¢ ¢eperinden ¢evrilerek olabildigince siiriintii 6rnegi
alinmistir. Alinan ekiivyon ¢ubugu ayni musluktan yaklagik 25-30 ml su konulmus burgu

kapakli cam tiiplere konularak agz1 kapatilmistir.

Klima filtrelerinden siiriintii 6rnegi almak i¢in dncelikle burgu kapakli cam tiip icerisine
yaklasik 25-30 ml distile su kunulup ekiivyon ¢ubugu bu su yardimiyla 1slatilmigtir. Daha sonra
klimanin hava ¢ikis filtresine ¢epecevre siriilerek yeterli miktarda siirlintii 6rnegi alinmis ve

burgu kapakli cam tiipe konulmus kapagi kapatilmistir.

Alman siiriintii 6rneklerinin tizerine alindigi cami ve musluk numarasi érnegin tiirii ve
tarih not edilmistir. Giin icerisinde alinan tiim Ornekler laboratuvara gotiiriiliip g¢alisma

asamasina gecilmistir.

3.2.3. Su ve Siiriintii Orneklerinin Kiiltiirii ve Sonuclarimin Degerlendirilmesi

Legionella tiirii bakteri identifikasyonunda kiiltiir pozitifligi altin standart olarak kabul
edilmektedir. Ayrica literatiirdeki birgok ¢alismada, Legionella izolasyonunun miiskiilpesent bir
bakteri oldugu ve rutin laboratuvarlarda pozitif kiiltlir ylizdesinin ¢ok diisiik oldugu gdsterilmistir
(144,145).
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Depo tahliye musluklarindan ve sadirvan musluklarindan alinan su 6rnekleri
laboratuvara getirelerek 3.500 rpm/30 dk santrifiij islemi uygulanmistir. Daha sonra st faz
aseptik olarak uzaklastirilmistir. Santrifiij tiipiindeki dipte kalan kisim, bir miktar distile su
yardimiyla tekrar siispanse haline getirilerek igerisinden 0.1 ml 6rnek alinarak selektif besiyeri
olan BCYE agara ekim yapilmistir. Benzer sekilde musluk basliklarindan ve klima hava ¢ikis
filrelerinden alinan siiriintii 6rnekleri ise ekiivyon ¢ubuklari ile direkt BCYE agara ekilmistir.
Tiim ekim islemleri biyogilivenlik kabini igerisinde gergeklesmistir. Ardindan petri kaplar1 %5
oraninda CO: igeren nemli etiiv ortaminda, 37 °C’de 7-14 giin siire ile inkiibasyona
brrakilmistir. Kiiltiirler ilk 72 saatin ardindan giinliik inceleme yapilarak not edilmistir.
Legionella agisindan siipheli koloni morfolojisi tespit edilen petrilerden 6rnek alinarak Gram

boyama ile mikroskobik olarak incelenmistir.

Calisma siiresi boyunca ekim yapilan birkag besiyerinde yogun olarak kiif ve Bacillus
tiirlerinin tiredigi goézlemlendi. Legionella tiirlerinin iiremesinin gerceklesmesini engelleyen
veya lireme gerceklesse de ayirt etmede zorlayan bu farkli tiirlerin {iremesi durumunda

calismadan Legionella kolonileri alinarak pasajlart yapilmistir.

Gram boyama:

BCYE besiyerinde mukoid yapida, gri-beyaz, konveks gériintimlii Legionella benzeri
yapidan bir miktar alinarak lam tizerindeki siv1 ile yumusak sekilde karistirilip esit oranda ince
film tabakas1 olusacak sekilde temiz lam iizerinde bir damla serum fizyolojik siv1 ile karisimi

saglanarak kurumaya birakilir.

Kuruyan lam bir penset yardimiyla rodajli kisimdan tutularak ve Bunzen beki alevinden

hizli sekilde 2-3 kez gegirildikten sonra boyama 6ncesi sogumaya birakilir.

Fiziksel tespit uygulanan lamlar; boya standina yerlestirilir ve ilk olarak Kristal Viyole
soliisyonu lam {tizerine direkt dokiiliir, 1 dk beklenir. Kristal viyole akitilirak, ¢esme suyu ile
yikanir. Daha sonra; Lugol soliisyonu preparat {izerine dokiilerek 1 dk beklenip siire sonunda

yikanir. Dekolarizasyon islemi igin preparatlara %96 lik Etil Alkol uygulamasi yapilir.
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Gram boyamanin son asamasinda ise, Safranin yerine Karbol Fuksin boyasi dokiilerek
yaklagik 30 saniye bekletilip yikanir. Preparat kuruduktan sonra immersiyon yagi ile mikroskop
altinda 100’lik objektifle incelemeye alinir (143).

Inceleme sirasinda objektif sahasinda; ince gomak seklinde, soluk pembe renkte, zayif
Gram negatif basiller gézlemlenmesi Legionella spp. agisindan siipheli olarak degerlendirilerek
bu kolonilerden kanli agara ve tekrar BCYE agara pasajlari yapilmustir. Ik 24-48 saat igerisinde
BCYE agarda iireme gozlenip, kanli agarda ise tiremenin gozlenmemesi durumu Legionella
spp. olma olasiligini yiikseltmistir. Petrilerdeki negatif sonug veren koloniler ise Legionella disi
koloniler olarak kabul edildi (16,75,146).

Biyokimyasal deney olarak; BCYE agarda iireyen bakteri kolonilerinden steril 6ze
yardimi ile bir 6ze dolusu kiiltiir alinarak, oksidaz ayiract damlatilmis olan steril filtre kagidi
tizerine koyulup hafif¢e karistirilir. 5-10 saniye iginde koyu mor-mavi rengin olusmasi oksidaz
negatif sonug olarak degerlendirilir. Katalaz testi i¢in ise ayn1 yontemle bir 6ze dolusu kiiltiir
alinarak, temiz bir lam iizerinde distile su ile siispanse edilir. Siispansiyon iizerine bir 6ze dolusu
%30’luk H20:2 eklenerek karistirilir. Karigimda birkac saniye iginde hava kabarciklarinin

olusumu katalaz pozitif sonug olarak degerlendirilir (140,141).
BCYE agarda iireme gozlenip, kanli agarda ise liremenin gzlenmemesi sonucundan
yola ¢ikarak tiir ve serogruplarinin tanimlanmasi amaciyla kullanilan latex agliitinasyon testi

yapilmasi amaglandi (146).

Latex Agliitinasyon Test Kitinin Uygulanmasi;

Kit i¢erisinde bulunan 50 testlik kartlarina L. pneumophila serogrup 1, L. pneumophila
serogrup 2-14 ve Legionella spp. reaktiflerinden damlatildi. Pozitif, negatif kontrollerden ve
kontrol latex siispansiyonundan birer damla dikkatlice damlatildi. ilk dort bdlmenin bos

kismina damlalar1 karistirmadan siispansiyon tampon damlatildi.

Test kitinin kullanimindan once kontrol amaciyla pozitif sonug¢ veren Legionella
kiiltiirtinden birkag koloni alarak otoagliitinasyon olusturup olusturmadiklarini test etmek i¢in;
bolmenin kenarma damlatilan pozitif kontrol serumlar1 ile homojen hale getirilir.

Otoagliitinasyon olusmadigindan emin olunduktan sonra siispansiyon test reaktifleri ile karisim
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saglandi. Bir dakika igerisinde mavi renkte aglitiinasyon reaksiyonu gergeklesip
gerceklesmedigi gozlemlendi. 1 dakikadan daha fazla siirede agliitinasyon veren Orneklerin
sonuclart negatif reaksiyon olarak kabul edilmistir. Bolmelerde gergeklesen pozitif
agliitinasyon tespitinden sonra, bakteri siispansiyon tamponu ve kontrol latex ile karistirildi

(OXOID, DR0O800OM, ingiltere) (139).

4. BULGULAR

Calismamiz Nisan-Ekim 2017 tarihleri arasinda Kahramanmaras il merkezinde bulunan
35 caminin; su depolarindan, sadirvan ve lavabo musluklarindan su 6rnekleri, depo sularinin
tahliye musluk basliklari, sadirvanin musluk basliklari ve klima filtrelerinden stirtintii 6rnekleri
alinmustir. Calismanin laboratuvar analizleri Kahramanmaras Siit¢ii imam Universitesi T1bbi

Mikrobiyoloji laboratuvarinda gerceklestirilmistir.

Kahramanmaras il merkezinde bulunan 35 camiden alinan; 10 depo suyu 6rnegi, 40
musluk suyu 6rnegi ve 50 klima siirlintii 6rneginin L. pneumophila varligi agisindan negatif
sonu¢ elde edilmistir. 130 depo tahliye musluklari ve sadirvan musluklarmin siirtintii
orneginden ise %4.5 Legionella cinsi bakteri tespit edilmistir. Ornek alinan camilerin 3

tanesinden ise 6 adet Legionella spp. izole edilmistir (Tablo 1).

Tablo 1: Camilerden izole edilen L. pnuemohila’nin kaynagina gére dagilimi

Legionella Cinsi
Ornek Kaynag Alinan Toplam Ornek Sayisi Bakteri izole Edilen
Ornek Sayisi
Depo Suyu 10 -
Musluk Suyu 40 -
Musluk Siiriintiisii 130 6 (%4.5)
Klima Siiriintiisii 50 -
Toplam 230 6(%2,5)
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Serolojik Bulgular:

Alman toplam 230 6rnegin, 6’sinda tlireyen Legionella spp. kiiltiiriinde yapilan lateks

agliitinasyon testi sonucu 1 (%0.4)’inin L. pneumophila serogrup 1 oldugu, 3 (%1.3)’liniin L.

pneumophila serogrup 2-14 ve 2 (%0.8)’sinin ise L. pneumophila spp. oldugu tespit edilmistir

(Tablo 2).

Tablo 2: L. pneumophila serogruplarinin 6rneklere gore dagilimi

Camilerden Alman Legionella Legionella Serogruplari
Alman Ornek Toplam pneumophila
Kaynagi Ornek Sayisi | Izole Edilen Serogrup | Serogrup Cins
Ornek Sayisi 1 2-14 Diizeyinde

Depo Suyu 10 - - - -
Musluk Suyu 40 - - - -
Musluk 130 6(%4.5) 1(%0.7) 3(%2.3) 2 (%1.5)
Siiriintiisii

Klima 50 - - - -
Siiriintiisii

Toplam 230 6(%2.5) 1(%0.4) 3(%1.3) 2(%0.8)

Sekil 1. BCYE agara pasaj yapilmis L. pneumophila kolonilerinin goriiniimii

41



Sekil 2. Gram negatif ince comak seklinde goriilen L. pneumophila bakterileri (1s1ik mikroskobu,
100’liik objektif)

Sekil 3. L. pneumophila’ya ait katalaz pozitif reaksiyonu
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Sekil 4. L. pneumophila serogruplandirmak i¢in kullanicak olan Latex Test Kitinin igerigi

Sekil 5. izole edilen Legionella cinsi bakterilere uygulanan Latex Agliitinasyon Test sonuclari

(1,2,3) Negatif kontroller; (4) L. pneumophila serogrup 1 reageni ile pozitif reaksiyon; (5) L.
pneumophila serogrup 2-14 reageni ile pozitif reaksiyon; (6) Legionella spp. reageni ile pozitif
reaksiyon
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5. TARTISMA VE SONUC

Legionella spp.; akarsular, nehirler, goller, goletler ve termal havuzlar gibi dogal su
cevrelerinde ve nemli toprak kaynaklarinda ¢ok yaygin olarak bulunmaktadir. Bu spesifik
mikroorganizmalar 6zellikle nemli ortamlarda, yiiksek sicaklik seviyesinde ve degisken pH
seviyesinde canliligini tiim zorlu sartlara ragmen koruyabilme ozelligine sahiptir. Ayrica
yiiksek oranda klora direng gosterdiginden gesitli su kaynak sistemlerine rutin olarak yapilan
klorlama islemi de bu mikroorganizmalarin yok olmasini saglayamamaktadir (5). Bu zorlu
sartlara kars1 direng gostermesinin en temel nedeni; sicak ve soguk su sistemlerindeki biyofilm
tabakasina yerlesip canliligini siirdiirerek, tireyebilmeleridir. Bunun yanisira serbest yasayan

protozoalarin hiicre igi paraziti olarak ¢agalmay1 saglayip infeksiyon olusturabilmeleridir (6).

Legionella tirlerinin yapay su sistemleri igerisinde kolonize olmasinda; suyun
duraganligi, sicakligi, kommensal mikroflora, sedimentlerin toplanmasi ve biyofilm

tabakasinin olusmasi en 6nemli rol oynamaktadir (2,3).

Binalarin yapisi, yapay su sisteminin yapisi, suyun igerigi ve cografi konum farkliliklari
gibi sebeplerden kaynakli, bugiine kadar yapilan c¢aligmalarin sonuglarinin farklilik
gostermesinde etkin faktorler olarak sayilabilir (147,148).

Aragtirmalar dogrultusunda sogutma kuleleri ve klima tarafindan suyu aerosolize ederek
ortama aerosoller igerisinde hava akimlari ile birlikte basta Legionella spp. olmak iizere tiim
mikroorganizmalarin 1.6 km’den fazla hizla ortamlara salindigi belirtilmistir (46).
Aerosolizasyon araciligiyla bulas olacak Legionella spp. iceren suyun aerosol partikiilleri (1-5
um) boyutta olmalidir. Legionella spp. aerosol partikiilleri ile birlikte minimum 2 saat

canliligini koruyabilirler (47,48).

Legionella cinsi bakteriler, solunum yolu enfeksiyonlarina neden olabilen aerob, Gram
negatif basillerdir. Legionella cinsi bakteri yaklagik 50’den daha fazla tiir ve 70 serotip icerir;

20 tiirlin insanda enfeksiyon yaptig1 bilinmektedir (1).
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Legionella cinsine ait tiirlerden L. pneumophila bakterisinin 16 serotipi olup, bunlarin
icerisinde en ¢ok izole edilen ve Lejyoner hastaligina yol agan L. pneumophila serogrup 1°dir
(1,3,4).

L. pneumophila; bireylerde Lejyoner hastaligi (pnémonili atesli hastalik), Pontiac atesi
(pnémonisiz atesli hastalik) ve asemptomatik enfeksiyonlar olarak kendini gostermektedir (9).
Ozellikle; sigara kullanimi, kronik akciger hastaligi, kronik kalp hastalig, ileri yasta olma ve
immiinitenin baskilanmis olmasi basta Lejyoner hastalii olmak iizere diger pndmoniler i¢in
baslica risk faktorleridir. Bunlara ek olarak asir1 alkol tiiketimi, bobrek yetmezligi, hematolojik
malignensiler, diyabet ve erkek cinsiyet de bu pnémoni enfeksiyonlart igin risk faktorleri olarak
belirtilebilir (6).

Ozellikle yiiksek sicaklik seviyelerinde dahi canli kalabilme &zelligi Kahramanmaras
bolgesinde bulunan yerli ve yabanci turistler tarafindan devamli ziyaret edildigi kaplicalarda
biiyiik risk olusturdugunu 6znel bir yorum olarak belirtmekteyiz. Ayrica Kahramanmaras
sinirlart igerisinde L. pneumophila izolasyonu agisindan yapilmis herhangi bir ¢alismaya
rastlanmamistir. Daha sonraki arastirmalarimizda kaplica vb. sicak su kaynaklarini arastirmayi

planlamaktay1z.

Cevreden alinan orneklerin c¢alisilma asamasi olarak, Legionella cinsi bakteri
izolasyonunda stradart bir yontem bulunmamaktadir. Arastirmacilar 6rneklerin toplanmasi,
konsantrasyonu, dekontaminasyonu ve bakteriyolojik kiiltiir elde edilmesi agisindan farkli

calisma yontemleri uygulayip farkli sonuglar elde etmistir (67).

Calismamizda 35 camide bulunan; 10 depo suyu, 40 musluk suyu, 50 klima siirtintiisii
ve 130 musluk siiriintiisii olmak {izere toplam 230 6rnek calisilmistir. Kahramanmaras il
merkezindeki camilerden alinan su ve siiriintii 6rnekleri Legionella tiirii bakteri agisindan
incelenmistir. Onemli sonuglar elde edilmistir. Calismamiz igin camileri segmekteki en temel
amacimiz, bolgedeki camileri kullanan bireylerin genel olarak ileri yasta ve erkek bireylerin

olmas1 nedeni ile firsatg1 bir bakteri olan Legionella a¢isindan potansiyel risk grubu olmasidir.
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Orneklerin alinmas1 asamasiin oldukea steril gerceklesmesi ¢alismanin seffafligini
arttirmigtir. Kisa siirede laboratuvara getirilip bakterilerin su ve siiriintii icerisinde canliligini

kaybetmeden ekim yapilmasi sonuglarin verimli olmasinda katkida bulunmustur.

Identifikasyon sonucu; 10 depo suyu 6rnegi, 40 musluk suyu drnegi ve 50 klima siiriintii
orneginin L. pneumophila varligi agisindan negatif sonug elde edilmistir. 130 depo tahliye
musluklart ve sadirvan musluklarindan alinan siiriintii 6rneginden ise %4.5 L. pneumophila
bakterisi tespit edilmistir. Ornek alinan camilerin 3 tanesinden ise 6 adet L. pneumophila izole
edilmistir (Tablo 1).

Calisma siiresinde, bolgedeki bircok caminin sebeke suyu kullandig: tespit edilmistir.
Tablo 1°‘de belirttigimiz gibi depo suyu ve sebeke suyunda Legionella varligina
rastlanmamistir. Ayrica c¢alismamizda belirttigimiz tarihlerde havalarin  heniiz sicak
olmamasindan dolay1 birgok camide klimalar galistirilmamaktaydi, bundan dolay1 az sayida
ornek alimmistir. Aldigimiz klima siirtintii 6rneklerinde ise Legionella agisindan negatif sonug

elde edilmistir.

Depolardaki tahliye musluklarindan alinan toplam 10 su &rnegine parelel olarak ayni
musluklardan aralarinda olas1 bir iliski varligin1 saptamak amaciyla 10 siiriintii 6rnegi
alinmistir. Su 6rneklerinin incelenmesi sonucu negatif sonuglanmasina karsin aralarindan 1 adet
stirintii 6rneginin muslukta olusturdugu biyofilm tabakasi sayesinde canliligini koruyabilme
yeteneginden kaynaklanarak pozitif sonug¢ elde edilmistir. Boylece yalnizca su Orneginin
Legionella varligin1 saptama agisindan yeterli bir kaynak olarak goriilmemesi gerektigi

distinilmistr.

Literatiirde, Pmarbasli’nin 2011 yilinda siiriintii 6rneklerinden elde ettigi sonuglar ile
uyumlu olarak izole ettigi kiiltiirleri Legionella yoniinden arastirmasi Sonucu, siiriintii
orneklemesinin su Orneklemesinden daha iyi sonu¢ verdigi gosterilmistir (132). Cevresel
orneklerden Legionella acisindan arastirma yapilirken, su Orneklerinin yanisira siiriintii
orneklerinin de eszamanli olarak alinmasi pozitif sonu¢ olasiligini ciddi oranda arttiracagi

diistiniildii.
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Literatiirde bir¢ok kaynakta kullanilan, filtrasyon ile konsantrasyon ve sonrasinda asit
ile muamele islemlerine gerek duymadan siiriintii 6rneklerinde direkt ekim yOnteminin
uygulanmasi izolasyon verimliligini arttiran bir yontem olarak Onerilmistir. Bu ¢aligmada ise

filtrasyon yerine santrifiij ile ¢okiintli kisminda direkt kiiltiir islemi uygulanmastir.

Bulgularimiz, Tiirkiye’nin farkli bircok cagrafi bolgelerindeki sehirlerde bircok
aragtirmaci tarafindan yapilmis onceki literatiirdeki ¢alismalar ile paralellik gostermektedir.
Omegin; Gaziantep ilinde 2013 yilinda bdlgedeki okul, hastane ve otellere ait su ve siiriintii
ornekleri olmak tizere 313 6rnek ¢alisilmis ve 74 tanesi L. pneumophila serogrup 2-14, 19

tanesinde L. pneumophila serogrup 1 izole edilmistir (149).

Istanbul’da 2011 yilinda 61 evden alinan su ve siiriintii 5rneklerinin incelenmesi sonucu
11’1 L. pneumophila serogrup 2-14, 2’si L. pneumophila serogrup 1 identifiye edilmistir (133).
Yine 2011 yilinda Eskisehir’de hastanelerden alinan 200 su ve siiriintli 6rnegi ¢aligilmis, 23
tanesi L. pneumophila serogrup 2-14, 6 tanesi ise L. pneumophila serogrup 1 olarak

tiplendirilmistir (132).

Alanya’da 2009 yilinda bolgedeki otelde konaklayan bir kisinin vefat etmesi sonucu
caligmalar baslatilmisg, otelin gesitli bolgelerinden alinan 13 6rnekte 11 Legionella spp. izole
edilmigtir (131).

Kayseri ilinde ise 2008 yilinda bdlgedeki hastane, okul, otel ve meskenden alinan
toplam 120 6rnegin Legionella yoniinden arastirilmasi sonucu, 2’si Legionella spp., 6’s1 L.

pneumophila serogrup 1 olmak tizere 8 Legionella cinsi bakteri izole etmistir (130).

Yurt diginda, 1980 ile 2009 yillar1 arasinda yapilan birgok ¢alisma incelendiginde
hastanelerden, otellerden, meskenlerden alinan 6rneklerin ¢alisilmasi sonucu Legionella cinsi

bakteri varligi agisindan ciddi sonuglar elde edilmistir (62-115)
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Ulkemizde basta Istanbul’da yapilmis bircok ¢alisma olmak iizere; Antalya, Izmir,
Sivas, Malatya, Kayseri, Eskisehir, Gaziantep illerinde aragtirmalar yapilmistir. Bu sehirlerde
genel olarak hastanelerin, binalarin veya otellerin su sistemleri temel alinmis fakat ¢caligsmalarda

camilere yer verilmemistir.

Calismamizda, otellerin ticari kaygilarindan dolayr otel 6rnekleri alinamadigindan
caligma alanini yalnizca camilerle sinirlandirmamiza ragmen 6nemli sonuglar elde edilmistir.
Arastirmamiz, Kahramanmaras ili ile camilerde Legionella izolasyonu yoniinden ilk ¢alisma
ozelligindedir. Daha genis kapsamli bolgelerde, genis kapsamli arastirma araglar1 kullanilarak

genotip ve fenotipleri arastirilmalidir.

Sonu¢ olarak, yurt dis1 ve yurt iginde yapilan calismalarla paralellik gdsteren
sonuglarimiz dogrultusunda, toplu yasam alanlar olarak kullanilan camilerde bulunan musluk
basliklarinda olusan biyofilm tabakalarindan arindirilmasi, Legionella rezervuarlarinin
indirgenmesi acisindan biiyilk 6nem arz etmektedir. Ayrica su dagitim sistemlerinin
dezenfeksiyon islemleri sayesinde ile kontamine olmus sularin arindirilmasi miimkiindiir. L.
pneumophila izole edilen kurumlarin su sistemleri dekontamine edilene kadar, kaynagin

kullanmamasi gerekir veya steril su kullanilmasi onerilir.
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