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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

FARKLI CEVRESEL KOSULLARA MARUZ BIRAKILAN LEGIONELLA
PNEUMOPHILA BAKTERILERININ TESPIiTINDE UYGUN YONTEMLERIN
BELIRLENMESI

iPEK ADA

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dal

Danmisman : Do¢. Dr. Ayten ERDEM

Legionella cinsi bakteriler 59 tiir ve 70 farkli serotipi ile dogal su kaynaklar1 ve insan
yapimi su sistemlerinde yaygin olarak bulunan, insanda Lejyoner hastaligi ve Pontiak
atesine neden olan patojen bir bakteridir. Legionella cinsi bakteriler sogutma kulesi, dus
basligi, klimalar, spa ve havuzlar gibi insan yapimi su sistemlerine gegtiklerinde uygun
kosullar nedeniyle ¢ogalirlar. Besin yetersizligi, sicaklik, pH, dezenfektan gibi cevresel
sartlar ve ortamdaki diger mikroorganizmalar, Legionella bakterilerini strese sokarak
VBNC (viable but non-culturable) fazina girmesine neden olabilmektedir. Cevresel
faktorlere maruz birakilmig Legionella cinsi bakterileri igeren su 6rnekleri laboratuar
ortaminda incelendiginde, bakterilerin Legionella bakterilerine 6zgii besiyerlerinde
koloni olusturamadig: bilindiginden besiyerinde lireme olmamasi bakterinin o ortamda
var olmadig1 anlamina gelmemektedir.

Calismamizin ilk asamasinda, farkli konsantrasyonlarda (10°-10" h/L) standart
L. pneumophila ATCC 33152 bakterisi ve gevresel L. pneumophila izolati ile kontamine
su orneklerinden L. pneumophila bakterilerinin geri kazanimi i¢in kullanilan kiiltir,
FISH ve semi-nested PZR yontemlerindeki en diisiik tespit etme degerleri belirlenmistir.
Calismamizin ikinci asamasinda da farkli sicaklik (5 °C, 50 °C, 55 °C ve 60 °C), pH
(2.2, 5.8, 7.0, 8.2) ve Huwa-San TR biyositin farkli dozlarma (100 ppm ve 200 ppm)
farkli siirelerde maruz birakilan 108 h/L konsantrasyonda L. pneumophila bakterileri ile
kontamine edilen icme suyu Orneklerinde geleneksel kiiltiir, floresan in situ
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hibridizasyon (FISH) ve semi-nested PZR yontemleri kullanilarak L. pneumophila
bakterilerinin geri kazaniminin saptanmasinda en uygun yontemin belirlenmesi
amaglanmistir.

L. pneumophila bakterilerinin geri kazanim sonuglar1 konsantrasyona bagli olarak
degerlendirildiginde, diisiik konsantrasyonda L. pneumophila bakterilerini igeren
ornekler igin geri kazanimda en iyi yontemin kiiltiir yontemi (10° h/L) oldugu tespit
edilmistir. Uygulanan yontemlerle konsantrasyona bagli olarak geri kazanimin
olabilmesi igin su 6rneginde, kiiltiir yéntemi igin en az 10° h/L, FISH yénteminde 10°
h/L, semi-nested PZR yonteminde 10° h/L L. pneumophila bakterisinin olmasi gerektigi
saptanmuistir.

Farkli ¢evresel kosullara maruz birakilan L. pneumophila bakterilerini igeren su
orneklerinden L. pneumophila’nin geri kazanimi incelendiginde, en yiiksek geri
kazanim oraninin 5 °C’de 24 saat (%94), pH 2.2°de 0. dakika (%97) ve 200 ppm (0.
saat) konsantrasyondaki biyosit uygulamasinda (%95.75) FISH yontemi ile saglandig:
tespit edilmistir. Farkli cevresel kosullara (sicaklik, pH, biyosit) maruz birakilan
L. pneumophila bakterilerini i¢eren orneklerin tiimiinden semi-nested PZR yontemi ile
geri kazanimin yapildig: belirlenmistir.

FISH ve semi-nested PZR yonteminin, farkli g¢evresel kosullara maruz birakilan
L. pneumophila bakterilerini igeren su 6rneklerinden geri kazaniminda uygun yontemler
oldugu tespit edilmistir.

Bu c¢alisma, iilkemizde farkli g¢evresel kosullara maruz birakilan L. pneumophila
bakterilerini igceren su Orneklerinden kiiltiir, FISH ve semi-nested PZR ydntemler

kullanilarak geri kazanim oranlarinin incelendigi ilk ¢alisma olmasi acgisindan 6nem
gostermektedir.

Mayis 2014, 150.

Anahtar kelimeler: L. pneumophila, kiiltiir yontemi, FISH, semi-nested PZR.
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Legionella species bacteria are pathogenic bacteria that are present commonly in natural
water and human-made water systems with 59 species and 70 different serotypes and
that causes Legionnaries’ disease and Pontiac fever. Legionella species bacteria
reproduce due to suitable conditions as they pass through the human-made water
systems such as cooling tower, shower head, air conditioners, spa and pools. Legionella
bacteria pass to the VBNC (viable but non-culturable) phase due to the presence of
other microorganisms in the environment and the environmental conditions such as
starvation, temperature, pH and disinfectants. After examining under laboratory
conditions the water samples containing Legionella type bacteria that have been
exposed to environmental factors, it was shown that those bacteria couldn’t form a
medium that are particularly optimum for the Legionella bacteria, but this result will not
mean that the bacteria is not present in such sample or environment.

At the first stage of our study, it was determined lowest detection limit of
L. pneumophila by using traditional culture, fluorescent in situ hybridization (FISH) and
semi-nested polymerase chain reaction (PCR) methods in L. pneumophila ATCC 33152
bacteria and environmental L. pneumophila isolate at different concentrations (10210
cell per liter). At the second stage of our study, it was aimed to determined the most
suitable method for determination of recovery usage water samples that are
contaminated by L. pneumophila bacteria at 10° cell per liter concentration at different
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times at different temperatures (5 °C, 50 °C, 55 °C and 60 °C), pH (2.2, 5.8, 7.0, 8.2)
and Huwa-san TR*® biocide dosage (100 ppm and 200 ppm).

When the recovery results of L. pneumophila bacteria are evaluated depending on the
concentration; the most suitable method for the recovery of the samples including
L. pneumophila bacteria at lower concentrations were determined as the culture method
(10® cell per liter). In order to have recovery depending on concentration via the
methods applied; it was found that at least 10° cell per liter for the culture method, 10°
cell per liter for the FISH method and 10° cell per liter L. pneumophila bacteria for the
semi-nested PCR method should be present in the water sample.

When the recovery of L. pneumophila bacteria were assessed among the water samples
including L. pneumophila bacteria that were exposed to different environmental
conditions; it was found that the maximum recovery ratio was provided via the FISH
method in biocide application at 24 hours at 5 °C (% 94), 0™ minute at pH 2.2 (%97)
and 200 ppm (0" hour) concentration. It was specified that recovery from all the
samples including L. pneumophila bacteria that were exposed to different environmental
conditions (temperature, pH and biocide) were examined by the semi-nested PCR.

Among the water samples including L. pneumophila bacteria were exposed to different
temperature applications (24 hours at 5 °C, 30 minutes at 50 °C, 15 minutes at 55 °C
and 3 minutes at 60 °C); it was determined that recovery ratio was the lowest in the
FISH method at 3 minutes at 60 "C and the highest was 24 hours at 5 °C.

It was determined that FISH and semi-nested PCR methods are suitable methods for the
recovery of L. pneumophila bacteria that are subject to different environmental
conditions from the water samples.

This study places importance to be the first study that examines the recovery ratios of
water samples including L. pneumophila bacteria that are exposed to different
environmental conditions in our country via culture, FISH and semi-nested PCR
methods.

May 2014, 150.

Keywords: L. pneumophila, culture method, FISH, semi-nested PCR.
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1. GIRIS

Legionella cinsi bakteriler, temel enerji kaynagi olarak aminoasitleri kullanan,
karbonhidratlar1 okside ya da fermente edemeyen, aerobik, fakiiltatif hiicre i¢i paraziti

Gram negatif comak bakterilerdir (Fujii ve Yoshida, 1998).

Legionellaceae ailesinde yer alan Legionella cinsi bakteriler, bugiin 70 farkli serogrup
ve en az 50 tiire sahiptir. Biitlin tlirlerinin patojen olmamasina karsin, Avrupa’daki tim
Legionella  salgmlarinin =~ %95’inden  fazlasina sebep olan tiir Legionella
pneumophila’dir (Bartram ve dig., 2007; Joseph ve Ricketts, 2010). Lejyoner hastaligi
terimi, 1976 yili Temmuz aymda Pensilvanya’daki, Philadelphia 58. geleneksel
Amerikan askeri birligi toplantisinda Belleveue-Statford Oteli’nde konaklayanlarda
meydana gelen 221 katilimeinin enfekte oldugu, 34 kisinin hayatini kaybettigi salgindan
sonra kullanilmaya baslanmistir (Rosa, 1993).

Legionella cinsi bakteriler genel olarak dogal ve insan yapimi su sistemlerinde yer
alirlar (Steinert ve dig., 2002). Bu bakteriler dus bashklarinda, fiskiyelerde, sogutma
kulelerinde, spalar, yiizme havuzlari, nemlendiriciler, igme sulari, sebze sulama
cihazlari, goz yikama istasyonlar1 ve dental {inite sularinda bulunmaktadir (Atlas, 1999;
Zanetti ve dig., 2000). Lejyoner hastaligi ve Pontiak atesine neden olan Legionella cinsi
bakterilerin insana gecisi kontamine olmus aerosollerin inhalasyonu ve aspirasyonuyla
gerceklesmektedir (Wellinghausen ve dig., 2001; Fields ve dig., 2002). Yash ve
bagisiklig1 baskilanmis insanlarin Legionella enfeksiyonlarina yakalanma olasiligi daha

fazladir (Broome, 1983). insandan insana gecisi belirlenmemistir (Kwaik ve dig., 1998).

Legionella bakterilerinin dogal su habitatlarindan igme suyu sistemlerine gegisi insan
saghgm tehdit etmektedir. Ozellikle en uygun yasama alanlarmdan olan sicak su
sistemleri, bu bakterinin liremesini 6nemli dl¢iide tesvik etmektedir (Sanden ve dig.,

1989).

Dogal su ortamlarinda az sayida bulunan L. pneumophila bakterileri, insan yapimi su

sistemlerine gegtiklerinde uygun ortam sartlarinda yiiksek konsantrasyon seviyelerine



ulasabilmektedirler (Stout ve dig., 1985). Daha diisiik konsantrasyonlarda
L.  pneumophila  igeren  sistemlerde, ortam  kosullarina  bagli  olarak
L. pneumophila bakterileri cogalip yayilarak enfeksiyon olusturma potansiyeli
gostermektedirler. Bu nedenle az sayida olsa bile su sistemlerinde L. pneumophila

bakterilerinin varlig1 kabul edilmemektedir (Cotuk, 1998).

L. pneumophila bakterilerinin geri kazanimimnin incelendigi ¢alismalarda, geri kazanim
oraninin, L. pneumophila konsantrasyonuna, drnegin yogunlastirilmasinda kullanilan
yontemlere (filtrasyon veya santrifiij), su Orneginin hacmine, c¢evresel kosullara ve
ortamdaki mevcut diger mikrofloraya bagli olarak degistigi tespit edilmistir (Villari ve
dig., 1998; Wojcik-Fatla ve dig., 2012; Bedrina ve dig., 2013). Kiiltiir yontemi ile
yapilan bir ¢aligmada, L. pneumophila bakterileri ile kontamine su 6rneklerinden geri
kazanimim kullanilan filtreye gore degistigini, en yiiksek geri kazanimin ise
polikarbonat filtre ile gerceklestigi belirlenmistir (Boulanger ve Edelstein, 1995; Villari
ve dig., 1998). Yapilan baska bir ¢alismada, L. pneumophila igeren su sistemlerinden
L. pneumophila bakterilerinin geri kazaniminin, bakteri konsantrasyonuna bagl oldugu,
diisiik konsantrasyonda L. pneumophila igeren 6rneklerde geri kazanimin diisiik oldugu,

hatta en etkili geri kazanim yoOntemleri ile bile yanlis sonuglar alinabilecegi

belirtilmektedir (Boulanger ve Edelstein, 1995).

Su orneklerindeki L. pneumophila’nin geri kazaniminda, ortamda bulunan refakatgi
floranin engellenebilmesi i¢in, kiiltiir yonteminde asit ve/veya sicaklik uygulamasi
yapilmasi1 gerekmektedir. Legionella bakterilerinin yiiksek oranda geri kazaniminin
saglanabilmesi i¢in, 6rneklerin, filtrasyon yontemiyle yogunlastirilmas: ve asit ve/veya
sicaklik uygulamasi yapilmasi gerekmektedir (Bopp ve dig, 1981; EPA, 1985; Nguyen
ve dig., 1991; Ta ve dig., 1995). Asit ile muamele asamasinda, diger pek ¢ok bakteriden
farkli olarak Legionella bakterileri aside karsi direng¢ gosterdiklerinden dolay1 izole
edilebilmektedirler (Nguyen ve dig., 1991). Yapilan ¢alismalarda, kiiltiir yonteminde
sicaklik ve asit uygulamasi sonuglar1 degerlendirildiginde, asit uygulamasi ile
L. pneumophila bakterilerinin sicaklik uygulamasina gore daha yiiksek oranda geri
kazanildigi, en yiliksek geri kazanim oraninin ise pH 2.2’ye 15 dakika ve 59 °C’ye
maruz birakilmis L. pneumophila bakterileri ile kontamine su Orneklerinden elde

edildigi tespit edilmistir (Reinthaler ve dig., 1993; Bartie ve dig., 2001).



Su Orneklerin toplanmasi ve On uygulama adimlarinin ardindan analizi yapilacak
ornekler, uygun besiyerlerine ekilmelidir. Legionella, standart kiiltiir besiyerlerinde
tiremez; ¢linkii besinsel ihtiyaglar ve yliksek oranda demir gereksinimi diger bakterilere
gore farklidir (EPA, 1985). “Buffered charcoal yeast extract” (BCYE) agar, Legionella
cinsi bakterilerin kiiltiire edilebilmesinde yaygin olarak kullanilan bir besiyeridir

(Edelstein, 1987).

Dogal ortamlarda ve insan yapimi su sistemlerinde bakteriler, ¢cok ¢esitli biyotik ve
abiyotik faktdrlere maruz kalarak strese girmektedirler. Bakteriler, sicaklik, pH, osmotik
stres, biyosit, besin kithig1 gibi g¢evresel faktorlerin zararlarindan korunmak icin
adaptasyon ve direng stratejileri gelistirebilmektedirler. Olumsuz c¢evresel sartlara
maruz kalan bakterilerin, bu g¢evresel faktorlere cevap olarak VBNC fazina girdikleri

bilinmektedir.

Sicaklik, su ortamlarindaki L. pneumophila bakterilerinin yayilmast ve canliliklarini
siirdiirmesi tizerinde 6onemli bir etkiye sahiptir. Su sicaklig1 ¢evresel orneklerde daha
yiiksek oldugu i¢in insan yapimi su sistemlerinin Legionella bakterilerinin iiremesinde
etkili oldugu tespit edilmistir. Legionella spp., 20 °C -42 °C arasindaki sicaklik
degerlerinde iireyebilen bir gamaprotebakterdir (Tiretgen ve dig., 2005; Diederen,
2008). Pek cok Lejyoner vakasinin meydana gelisi, binalar, oteller ve hastaneler gibi
Legionella bakterilerinin yasam alani olan yerlerdeki sicaklik degisiminin oldugu
yapilar (sogutma kuleleri ve buharlastiric1 kondansatorler gibi) ile iligkilidir (EPA 1985,
Yu, 1997; EPA, 1998; Lin ve dig., 1998).

L. pneumophila bakterilerinin optimum tireme sicakligi 30 °C -40 °C arasinda olmasina
ragmen diisik ve yliksek sicaklik degerlerinde de canliliklarimi siirdiirebildikleri
belirlenmistir.  Sicakliga baghi yapilan c¢alismalarda geri kazanim sonuglari
degerlendirildiginde, 45 °C -55 °C gibi yiiksek sicaklik degerlerinde, L. pneumophila
bakterilerinin geri kazanimin yiiksek oldugu, diisiik sicaklik degerlerinde ise geri
kazanim oraninin azaldigi, 15 °C’nin altindaki ve 55 °C’nin iizerindeki sicakliklara
sahip su sistemlerinde ise L. pneumophila bakterilerinin tespit edilmesinde giigliikler

yasandig1 belirlenmistir (Dennis ve dig., 1984; Kramer ve Ford, 1994).



L. pneumophila bakterilerinin hayatta kalabilmeleri ve iireyebilmeleri i¢in sicakligin
yaninda, ortamin pH’s1 da onemlidir. Legionella cinsi bakterilerin iiremesi ig¢in en
uygun pH degerinin 6.9 oldugu belirlenmistir. L. pneumophila bakterileri, aside kisa
stireli olarak direng gostermektedir ve bu 0Ozellik onlarin ortamda bulunan diger
bakterilerden ayrilarak ¢evresel orneklerden izole edilebilmesini saglamaktadir (Bopp,
1981). Asit uygulamasi ile ilgili yapilan ¢alismalarda, L. pneumophila bakterilerinin
asite (pH 2.2) direncli bakteriler oldugu ve pH 2.2°e maruz birakilan Orneklerden
L. pneumophila’nin geri kazanimimin yiiksek oldugu; fakat asit ile muamele siiresi
arttikca geri kazaniminin azaldigi, en yiiksek geri kazanim oranmin ise pH 2.2’e 15

dakika maruz birakilan 6rneklerde oldugu tespit edilmistir (Ta ve dig., 1995).

L. pneumophila bakterileri uygun kosullarda, sistemde yiiksek konsantrasyon
seviyelerine ulasabilmektedir. Yiiksek konsantrasyondaki L. pneumophila bakterileri
sistemde kolonize olarak biyofilm olusturabilmekte; bdylelikle etkili biyosit
uygulamalarini i¢eren yontemler bile Legionella cinsi bakterileri yok edememektedir.
Bu nedenle sistemde ciddi sorunlara neden olabilmekte ve insanlarda enfeksiyon
olusturabilmektedir. Diger yandan biyosit uygulamasindan sonra sistemde bulunan
Legionella cinsi bakteriler VBNC fazina gegerek besiyerinde iireme Ozelliklerini
kaybedebilmektedirler. Bu yilizden bir biyositin, Legionella {izerindeki etkisini
degerlendirmede kiiltiir yonteminin yaninda molekiiler yontemlerin de kullanilmasi
gerekmektedir (Yamamato ve dig., 1992). Biyosit uygulamasina maruz birakilan
L. pneumophila bakterilerini igceren su sistemlerinden alinan 6rnekler incelendiginde,
sistemden 6rnegi almadan dnce uygulanan biyosit konsantrasyonu ve temas siiresinin
L. pneumophila bakterilerinin geri kazaniminda etkiligi oldugu, gercekte ortamda
mevcut olan L. pneumophila bakterilerinin stres kosullar1 nedeniyle VBNC fazina
gecerek kiiltiir yontemi ile sistemden geri kazanilamadigi belirlenmistir. Kiiltliir ve
molekiiler yontemler birlikte kullanildiginda c¢evresel kosullara maruz birakilan
L. pneumophila bakterilerini igeren su sistemlerinden geri kazanimin yiiksek oldugu
belirlenmistir (Chae ve Schraft, 2001).

Yapilan ¢alismalarda, PZR yonteminin diisiik konsantrasyonlardaki L. pneumophila
bakterilerinin tespitinde uygun bir yontem oldugu ve PZR ve kiiltiir yontemlerinin su

orneklerinden L. pneumophila bakterilerinin geri kazaniminda beraber kullanilmasi



gerektigi sonucuna varilmistir. Kullanilan PZR yontemleri arasinda, semi-nested
PZR’nin PZR inhibit6rlerinden en az seviyede etkilendigi Legionella cinsi bakterilerin
belirlenmesinde yiiksek oOzgiilliik gosteren bir yontem oldugu tespit edilmistir
(Miyamoto ve dig., 1997; Villari ve dig., 1998). Kiiltiir ve PZR yo6ntemleri kullanilarak
yapilan bir diger ¢alismada ise su Orneklerinden L. pneumophila bakterilerin geri
kazanim oraninin kiiltiirde kullanilan asit ve sicaklik uygulamalarina, PZR yonteminde

ise DNA izolasyonuna bagl olarak degistigi, en yiiksek geri kazanimin ise semi-nested

PZR yontemi kullanilarak gerceklestigi belirlenmistir (Wojcik-Fatla ve dig., 2012).

Bu calismada, farkli konsantrasyonlardaki (10%-10"° h/L) L. pneumophila ATCC 33152
bakterisi ve ¢evresel L. pneumophila bakterileri ile yapay olarak kontamine edilen igme
suyu Orneklerinden geri kazanim olabilmesi i¢in uygulanan kiiltiir, FISH ve semi-nested
PZR yontemleri ile L. pneumophila bakterilerinin tespit etme limitlerinin belirlenmesi
amaglanmistir. Ayrica, farkli sicaklik (5 °C, 50 °C, 55 °C ve 60 °C), pH (2.2,5.8, 7.0 ve
8.2), biyosit (100 ppm ve 200 ppm) uygulamalarina maruz birakilan 10® h/L
konsantrasyonda L. pneumophila igeren 6rneklerden, kiiltiir, FISH ve semi-nested PZR
yontemleri kullanilarak L. pneumophila bakterilerinin geri kazaniminda en iyi yontemin
belirlenmesi amaglanmistir. Bu ¢alisma, L. pneumophila bakterilerini igeren su
orneklerinden L. pneumophila bakterilerinin geri kazanimu ile ilgili gelecekte yapilacak

caligmalara 151k tutacaktir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. LEGIONELLA CiNSi BAKTERILERIN GENEL OZELLIKLERI

2.1.1. Legionella Cinsi Bakterilerin Fenotipik Ozellikleri

Legionella cinsi bakteriler, Gram negatif, 0.3-0.9 um eninde, 2-20 pm boyunda,
endospor olusturmayan, aerobik, hiicre i¢inde ¢cogalabilen, polar veya subpolar olan bir
ya da daha fazla sayida flagellasi ile hareketli, sporsuz, ¢comak seklinde bir bakteridir.
Legionella cinsi bakterilerin pek ¢ok tiirii (Legionella londiniensis, Legionella nautarum
ve Legionella oakridgensis tiirleri harig), sudaki hareketlerini saglayan unipolar
flagellaya sahiptir (Fujii ve Yoshida, 1998). Legionella bakterileri 151k mikroskobunda

uzun flamentoz yapi1 gosterirler (Steinert ve dig., 2002).

Karbonhidratlar1 okside ya da fermente edemezler. Temel enerji kaynagi olarak
aminoasitleri kullanirlar, vitamine ihtiya¢ duymazlar. Katalaz, p-laktamaz, jelatinaz
aktivitesine sahiptirler ve oksidaz aktivitesi zayiftir. Ureaz reaksiyonlar1 negatiftir.
L. pneumophila’nin serogrup 4 ve 15 hari¢ tiim serogruplar1 hippurati gii¢lii bigimde
hidroliz ederler. Nitrat1 nitrite indirgemeleri onlar1 Enterobacteriaceae’den ayiran bir
ozelliktir (George ve dig., 1980).

Legionella cinsi bakteriler, 58 tiir ve 70 farkli serogruba sahiptir. Her bir serogrup,
hiicre membranindaki farkli ylizey yapilarindan dolay1 alttipler igermektedir ve bu

alttipler 6zel testlerle birbirinden ayirt edilmektedir (Euzeby, 2013).

2.1.2. Legionella Cinsi Bakterilerin Kesfi ve Yasam Alanlari

Legionella cinsinin tiyeleri ilk olarak 1943 yilinda Tatlock tarafindan, 1947°de Jackson
ve arkadaglar1 tarafindan kobaylarda kiiltiire edilebilmis ve “Ricketsia-benzeri

organizmalar” olarak karakterize edilmistir (Huerta ve dig., 2003).

L. pneumophila ilk kez 1976 yili Haziran ayinda Philadelphia’daki Pennsylvania
Amerikan Ordu toplantisina katilan delegeler arasinda ortaya g¢ikan 221 vakadan

34’Uniin  Oliimle sonuglandigr bir salginda kesfedilmistir. Yogun laboratuar



calismalarina ragmen, hastalifin etkeni aylarca belirlenememistir. Yaklasik 6 ay sonra,
Amerika Birlesik Devletleri Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (Centers of Disease
Control and Prevention, CDC)’nden Joseph McDade ve Charles Shepard adli iki
aragtirmaci bu hastalik etkeninin Gram boyama sonrasi soluk goriinen, Gram-negatif bir
comak bakteri oldugunu tespit etmislerdir. Hastalik etkeni olarak bakterinin tanisinin
konulmas: 3 ay siirmiistiir. Amerikan Lejyon Birligi katilimli toplantida meydana
geldigi i¢in, bu hastaliga Lejyoner Hastaligi ve neden olan bu bakteri cinsine de

Legionella ad1 verilmistir (McDade ve dig., 1977).

Legionella cinsi bakteriler protozoonlar iginde {ireyebilen, mikrobiyal biyofilm
topluluklar1 i¢inde hayatta kalabilen, hiicre ic¢i fakiiltatif, Gram negatif ¢omak
bakterilerdir. Goller, goletler ve akarsu gibi dogal su kaynaklarinda yasadig: gibi, insan
yapimi su sistemleri ve toprakta da yasayabilmektedir. Kaplica havuzlar1 ve anaforlar,
buharlastirict kondansatorler, 1s1 degistiriciler, sicak su sistemleri (musluklar, dus
basliklari, piiskiirtiiciiler) ve depolari, nemlendiriciler, dekoratif ¢esmeler, solunum
terapi cihazlari, dis initesi sistemleri, metal isleme sistemleri, jakuziler, buz ve cay
makinalar1 ve sogutma kuleleri gibi insan yapimi sistemler, Legionella bakterileri i¢in
uygun habitatlar saglamaktadirlar. Dogal su ortamlarinda Legionella konsantrasyonu
oldukca diisiik olmasina ragmen insan yapimi su sistemlerine gegctiklerinde buradaki
kosullarin etkisiyle gogalmakta ve bu su sistemlerinde yiiksek sayilara (>10" kob/L)
ulasabilmektedir. Legionella cinsi bakterilerinin ¢evreye yayilmasinda sogutma
kulelerinin 6énemli rolii vardir (Stout ve dig., 1985; Muder ve Yuu, 2002; Castilla ve
dig., 2008; Ferre ve dig., 2009; Guillemet ve dig., 2010).

Legionella bakterileri genel olarak su sisteminde boru igleri, kor noktalar gibi suyun
durgun oldugu kisimlarda bulunmaktadir. Bu bakteriler, suyun yavas akisi ve
durgunlugu nedeniyle ¢esitli yiizeylerde ve uzun siire kullanilmayan sistemlerde gelisen
biyofilm tabakasinda gogalarak antimikrobiyal ajanlara karsi direng gosterebilmektedir
(Tobin ve dig., 1980).



2.2. LEGIONELLA CiNSi BAKTERILERIN PATOGENEZI

2.2.1. Legionella Cinsi Bakterilerin Neden Oldugu Hastahliklar

Legionella cinsi bakteriler, Lejyoner hastaligi ve Pontiak atesi adi verilen iki ayri
hastalifa neden olmaktadirlar. Inkiibasyon siiresinin 2-10 giin arasinda degistigi
Lejyoner hastaliginin siddet araligi, hafif bir oksiiriik ve diistik atesten, hizlica ilerleyen
pnomoniye kadar gidebilmektedir. Lejyoner hastalig1 6zellikle, erkeklerde, 50 yas iistii
eriskinlerde, sigara kullananlarda, hasta, bagisiklik sistemi zayiflamis ve akciger
rahatsizlig1 bulunan kisilerde daha fazla meydana gelmektedir. Lejyoner hastaligi,
pnomoninin akut tipi olup erken sathalarda ates, bas agrisi, kas agris1 sikayetleri
olusurken, ileri safhalarda nefes darligi, ishal, bulanti, merkezi sinir sistemi

bozukluklar1 goriilmektedir. Bu hastaliga bagli oliim oraninin %10-15 oldugu

belirlenmistir (Szewzyk ve dig., 2000).

Uzun bir siire etkeni bulunamayan non-pnoémonik atesli bir hastalik olan Pontiak atesi
salginlarina da Legionella cinsi bakteriler sebep olmaktadir. Bu hastalik ilk olarak,
Michigan eyaletinin Pontiac kasabasinda goriildiigii i¢in bu isimle adlandirilmaktadir
(Glick ve dig., 1978). Lejyoner Hastalig1 gibi Pontiak atesi salgmni da ilk kez 1949
yilinda heniiz tanimlanamayan bir salgin olarak goriilmiistiir. Soguk alginligina benzer
semptomlar gdstermektedir. Inkiibasyon periyodu 1-3 giin siiren hastalikta yiiksek ates
goriilmekte ve 2-5 gilin icersinde iyilesme saglanabilmektedir. Pontiak atesinde,
pnémoni olusmadigi siirece 6liim goriillmemektedir (Szewzyk ve dig., 2000; Boss ve

Day, 2003).

Gilinlimiizde Lejyoner hastaligina bagli 6liim orani, kisa siirede uygulanan laboratuar
testleri, Legionella spp.’ye 6zgili antibiyotiklerin kullanimi, bu hastalik hakkinda bilgi
sahibi olan uzman doktorlarin sayisinin artmasiyla azalmistir. Ancak belirlenen uygun
tedavinin zamaninda yapilmamasi 6liimlere sebebiyet verebilmektedir (Heath ve dig.,
1996). Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (CDC) verilerine dayanarak 1980-1998
yillar1 arasinda toplum kaynakli Lejyoner salginlarindan 6lim oraninin %26’dan
%10’a distiigh bildirilmistir (Benin ve dig., 2002). Diger yandan yapilan ¢aligmalarda,
Lejyoner vakalarinda hizli tan1 yOntemlerinden biri olan {iriner antijen testi
uygulamasinin artmasiyla birlikte, O6lim oranmn 9%0-%5.5’a kadar distigi

bildirilmektedir (Plouffe ve dig., 2003; Yu ve dig., 2004; Mykietiuk ve dig., 2005).



L. pneumophila’ya ait 16 serogrup mevcuttur. Bazi L. pneumophila serogruplari, diger
serogruplara kiyasla daha virulandir. Ozellikle L. pneumophila serogrup 1, Amerika ve
Avrupa’da rastlanan Lejyoner hastaliginin en az %70’ine neden olan etken olmakla
birlikte Lejyoner hastaligina sebep olan birincil ajan olarak kabul edilmektedir.
Sogutma kulelerinden meydana gelen salgmlarin ¢ogu L. pneumophila serogrup 1°den
kaynaklanmaktadir (Lau ve Ashbolt, 2009). L. pneumophila serogrup 1 Lejyoner
vakalarinda birinci sirada yer alirken, L. pneumophila serogrup 2-14 bakterisi ise
vakalarin %7’sini olusturmaktadir. Serogrup 2-14 arasinda insanda enfeksiyona neden
olan serogruplar genellikle 3, 4, 6 ve 13’tiir. Serogrup 4 ve 6 ise, hastaliklarda,
L. pneumophila serogrup 1’den sonra en sik izole edilen serogruplardir. Brezilya’da bir
hastanede 2000-2001 yillar1 arasinda pndmoni hastalarinin %5.1’inin L. pneumophila
serogrup 1-6 susu ile enfekte oldugu belirlenmistir (Luck ve Liebscer, 2003; Zeybek ve
dig., 2003; Chedid ve dig., 2005). Son yillarda yapilan ¢alismalarda, salgin olusturan
vakalarin biliyiik ¢ogunlugunda etkenin serogrup 2-14 oldugu belirlenmistir (Faris ve
dig., 2005). Yeni Zelanda’da meydana gelen vakalardan birinde nefes darligi, ytliksek
ates ve diare sikayetleri olan bir hastanin evinde bulunan yiizme havuzunun
L. pneumophila serogrup 13 susu ile kontamine oldugu belirlenmistir (Faris ve dig.,
2005).

1976’daki Avrupa’da goriilen salginlardan sonra kurulan EWGLI (European Working
Group for Legionella infections)’nin 36 iilkede mevcut iiyesi bulunmaktadir. Her yil,
Lejyoner hastaligi salginlarinin  yillik verileri EWGLI veritabanimna gore rapor
edilmektedir. EWGLI verilerine gore, 1998 yilinda toplam 1442, 2008 yilinda toplam
5960 Lejyoner vakasi bildirilmistir. 2007-2008 yillar1 arasinda, Avusturya, Belgika,
Kibris, Danimarka, Ingiltere ve Galler Ulkesi, Fransa, Almanya, Irlanda, Italya,
Hollanda, Polonya ve Ispanya’daki hastaneler ve tedavi merkezlerinde 98 vakadan
28’inin Lejyoner salgini olusturdugu belirlenmistir. Bu vakalarin 22’°sinin kaynagi sicak

ve soguk su sistemleri olarak tespit edilmistir (Joseph ve Ricketts, 2010).

Danimarka’ da 2005’ten bu yana, her y1l 115 ve 130 arasinda Lejyoner hastalig1 vakasi
oldugu bildirilmistir (Uldum ve dig., 2010). 2009°da bildirilen 116 vakadan 37’sinin
seyahat ile iligkili olup 18’inin 6liimle sonuglandig: bildirilmistir (Joseph ve Ricketts,
2010).
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EWGLI verilerine gére ise Italya’da seyahatla iliskili olarak 106, italya’nin farkli
bolgelerinde bulunan otel ve konularda toplam 45 Lejyoner hastaligi vakasi
bildirilmistir (Rota ve dig., 2008).

Almanya’da yapilan aragtirmalarda, 2000 yilinda 6000-12000 bildirilen vaka oldugu,
Oliim oraninin ise %25-35 diizeyinde oldugu belirtilmektedir. 1990’larin ortalarindan
itibaren iilkemizin 6nemli turizm merkezlerinde Lejyoner hastalig1 vakalarinin olduguna
dair Avrupa’dan yapilan bildirimler, hastaligin turizm, saglik ve basin ¢evrelerinde ilgi

odag1 haline gelmesine yol agmustir (Kalan, 2009).

2.2.2. Legionella Cinsi Bakteriler ile Konak Hiicre Arasindaki Iliski

Amipler, mavi-yesil algler, siyanobakteriler ve heterotrofik bakteriler, Legionella
bakterilerinin ¢ogalmasini tesvik eden mikroorganizmalardir. Solunan bir Legionella ile
enfekte bir protozoon kisti insana bulasma kaynagi olabilmektedir (Steinert ve dig.,
2002). L. pneumophila bakterilerinin, 14 6zgiir yasayan amip tiirli, 2 siliat protozoon
tiuri (Cyclidium spp. ve Tetrahymena pyriformis) ve bir kiif tiirii (Dictyostelium
discoideum) iginde ¢ogalabildigi belirlenmistir (Fields ve dig., 2002). Legionella cinsi
bakteriler, Balamuthia mandrillaris, Acanthamoeba ve Hartmanella gibi 6zgiir yasayan
baz1 amiplerin fakiiltatif hiicre i¢i parazitidirler. Gereksinimlerini bu amiplerden elde
edebilmektedirler. Amiplerin L. pneumophila ile enfeksiyonu, memeli hiicreleri ve
akciger dokularmin enfektivitelerini arttirmaktadirlar. L. pneumophila, enfeksiyondan
sonra amip iginde 24-72 saat arasinda yaklasitk 4 veya 5 log cogalabilmektedir.
Legionella ile ayn1 ortamda Saccamoeba, Vexillifera ve Platyamoeba gibi diger amip
cinsleri bulunmaktadir. Bir amip tiirii olan T. pyriformis, toprakta bulunan Legionella
longbeachae tiiriiniin iiremesinde rol oynamaktadir. L. pneumophila tiiriiniin
epidemiyolojik goriilme siklig1 ve viriilansi ile spesifik konaga adaptasyonu arasinda bir
iliski olup olmadigi halen cevaplanmasi beklenen sorular arasinda yer almaktadir.
Protozoonlar, hiicre i¢i parazit olan Legionella bakterisi i¢in sadece yiyecek temin
etmezler; ayni zamanda bakteriyi uygun olmayan ¢evre kosullarindan korurlar.
Legionella cinsi bakteriler, 6zellikle Acanthamoeba cinsi amip Kkistleri igerisine
alindiklarinda, yiiksek sicaklik, dezenfektan uygulamasi ve kuruma gibi olumsuz

kosullardan etkilenmemektedirler (Kilvington ve Price, 1990; Barker ve dig., 1992).
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Legionella bakterileri amip hiicreleri igerisine alindiginda, insan fagositik hiicrelerinde
gbzlenen bir viriilans 6zellik olan fagolizozomal yikim yolagini inhibe etmektedir (Gao
ve dig., 1997). L. pneumophila, kontamine aerosollerin inhalasyonuyla insanlari1 enfekte
etmektedir. Bakteri, makrofajlar araciligiyla akciger alveolar bosluguna ilerler; fakat bu
patojen, fagozomun asidifiye olmasini ve lizozom ile birlesmesini inhibe etmektedir.
L. pneumophila iceren fagozom, endoplazmik retikulum ile ¢evrili hale gelir ve

replikatif forma doniisen bakteri vakuoller i¢inde korunur.

L. pneumophila’nin hayat devri iki faz igermektedir. ilk faz, replikasyon fazi olarak
isimlendirilmektedir ve konak icinde gergeklesmektedir. ikinci faz1 ise aktif enfeksiyon
faz1 olarak isimlendirilmektedir. Yapilan caligmalarda , bakterinin konak igerisindeyken

daha direncli oldugu belirtilmistir (Steinert ve dig., 1997).

L. pneumophila virulansi, bakterinin birbiri ardina iireme faziyla iliskilidir. Konak
hiicreden serbest kalan post-exponansiyel faz bakterileri kisa, kalin, flagellali ve
hareketlidir. Ayrica biyositlere ve antibiyotiklere karsi daha direngli ve farkli
enfeksiyon modellerinde daha virulan ve invazivdir (Barker ve dig., 1992; Barker ve
dig., 1995). Olgunlagsmis vakuol i¢indeki L. penumophila hiicrelerinin fizyolojisi degisir
ve replikatif forma (exponansiyel iireme fazi) doniislir. Bu replike olmus bakteriler,
sodyuma direnglidir, flagella olusturmaz ve sitotoksisiteyi azaltici etki gostermektedirler

(Swanson ve Hammer, 2000).

2.2.3. Lejyoner Hastalhigi Tedavisi

Yogun bakim initeleri gibi, yiiksek risk alanlarinda Legionella konsantrasyonunun
incelenmesi ve belirlenmesi zorunludur. Eritromisin, rifampisin ve siprofloksasin,
Lejyoner hastaliginin tedavisinde kullanilan etkili antibiyotikler olmasina ragmen, bu
tedavi uygulandiktan sonra hayatin1 kaybeden hastalarin bulundugu bilinmektedir
(Breiman ve Butler, 1998). Tedavide kullanilan ilaglar, genellikle hiicre igindeki
L. pneumophila bakterisini 6ldiiriir veya iiremesini engeller. Daha yeni olan makrolidler
(azitromisin ve Kklaritromisin) ve pek c¢ok florokinolonlarin in vitro deneylerde
Legionella tiirlerine kars1 etkili ve eritromisinden daha az yan etkisine sahip oldugu
belirlenmistir (Roig ve Rello, 2003). Yapilan c¢alismalarda, levofloksasine Kkarsi
makrolidlerin  (eritromisin, klaritromisin ve azitromisin) etkisi incelenmis ve

levofloksasin tedavisi gormiis hastalarda iyilesme orani ve hastanede kalma siiresinin



12

daha kisa oldugu belirlenmistir. Makrolid grubu antibiyotik tedavisinde 6liim orani
%4.5 iken levofloksasin tedavisinde 6liim oranmnin %1.1 oldugu bulunmustur (Roig ve

Rello, 2003; Blazquez Garrido ve dig., 2005; Mykietiuk ve dig., 2005).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda Amerika Hastalik Kontrol Merkezi (CDC), Diinya
Saglik Orgiiti (WHO) gibi uluslararas1 saglik kuruluslar, toplumun Lejyoner
Hastaligindan korunmasina yonelik yasal diizenlemelerle, hastaligin goriilmesi
durumunda “Bildirim Zorunlulugu”nu ve hastaligin Onlenmesine yonelik tedbirleri
aciklamislardir. Ulkemizde ise ilk olarak 1996 yilinda Saglik Bakanlhig: tarafindan
TSHGM 30.05.1996/6076 sayili genelge yaymlanmis ve uygulamaya konmustur.

2.3. LEGIONELLA CINSi BAKTERILERIN iZOLASYONUNDA KULLANILAN
YONTEMLER

2.3.1. Geleneksel Kiiltiir Yontemi

Dogada ¢ok genis alanlara yayildig1 eskiden beri bilinen L. pneumophila’nin laboratuar
ortaminda iiretilmesi ve yasatilmasinda bazi zorluklar ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle
Legionella cinsi bakterilerin hayatta kalmasini miimkiin kilan fiziksel ve kimyasal
faktorlerin neler oldugu yoniinde pek cok calisgma yapilmistir. Kimyasal igerigi
tanimlanmis besiyerleri ile yapilan ¢alismalar L. pneumophila’nin tiim karbon ve enerji
gereksinimini aminoasitlerden karsiladigini  gostermektedir. Ureme icin demir,
L-sistein, a-ketoglutarat ve mangal komiirii iceren ve organik bir tampon ilave edilmis
Yeast Ekstrakt Agar (BCYEa Agar) tercih edilmektedir ve besiyerine N-2-asetamino-2-
aminoetansulfonik asit (ACES) ilave edilerek pH 6.9’a ayarlanmaktadir (Maiwald ve
dig., 1998). pH ayarlamasinda kullanilan NaOH, Legionella cinsi bakteriler lizerinde
toksik etki gosterdiginden ¢aligmada kullanilan besiyerlerinin pH’s1 ayarlamada KOH
kullanilmaktadir (Elsmore, 1993).

Legionella bakterilerinin su o&rneklerinden yiiksek oranda geri kazaniminin
yapilabilmesi i¢in filtrasyon yoOntemiyle yogunlastirilmasi, asit ve/veya sicaklik

uygulamasinin yapilmasi gerekmektedir (Nguyen ve dig., 1991; Ta ve dig., 1995).

Asit ve sicaklik uygulamasi, ortamda bulunan refakatgi floranin iiremesinin

engellenebilmesi agisindan tavsiye edilmektedir. Yapilan bir ¢ok ¢alismada, su
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sistemlerinden L. pneumophila bakterilerinin geri kazaniminda, en uygun yontemin
filtrasyonla yogunlastirma ve sicaklik uygulamasindan sonra segici bir besiyerine

yayma ekim ile oldugu tespit edilmistir (Reinthaler ve dig., 1993).

Yapilan baska bir ¢alismada, yapay olarak kontamine edilmis su orneklerinden geri
kazanim sonuclar1 standart kiiltliir yontemi ile incelendiginde, kiiltiire edilebilir en
diisiik L. pneumophila sayisinin 93 kob/ml oldugu, kullanilan filtrasyon yontemi ile
L. pneumophila bakterilerinin % 47’sinin geri kazanildig1 belirlenmistir (Bedrina ve
dig., 2013). Diger bir ¢alismada ise, L. pneumophila bakterileri ile kontamine su
6rneklerinden L. pneumophila bakterilerinin tespit edilme limitinin 10%-10° h/L oldugu

saptanmustir (Conza ve dig., 2013).

2.3.2. Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) Yontemi

Dogada bulunan bakteri topluluklari, besin kitligi, sicaklik, tuzluluk, osmotik stres,
gilines 1sinlari, oksijen doygunlugundaki degisimlerden kaynaklanan streslere maruz
kalmakta ve bu sartlar altinda canli fakat kiiltire edilemeyen (VBNC) faza
girmektedirler. VBNC fazindaki hiicreler, normalde iiredikleri rutin besiyerlerinde
tireme gosterememektedirler. VBNC fazindaki pek ¢ok bakteri, canliliklarin1 korumakla
birlikte, diisiik seviyede metabolik aktivite ve solunum gostererek uygun sartlar altinda
tekrar kiiltiire edilebilir duruma gelebilmektedirler. VBNC fazina giren hiicrelerde zar
yapisi, protein igerigi ve lipit miktarinda degismeler meydana gelmekte, toplam lipit ve
protein miktar1 hizlica azalarak, sitoplazma daha yogun hale gelmekte, zar yapisinda
degisimler olmasina ragmen zar biitiinliigli korunmaktadir. Baz1 durumlar, hiicrelerin
yeniden canlanmasmma ve VBNC dongiisiiniin tamamlanmasimna neden olmaktadir.
VBNC dongiisiiniin tamamlanmasina sebep olan faktorlerin besin eklemesi, taze besi
ortamimna transferi, sicaklik yiikselmesi veya sicaklik soku olabilecegi iizerinde
durulmaktadir. Sudaki mikroorganizmalarin kiiltiire edilebilir kism1 %1 kadar diisiik bir
oranda olabilmektedir (Staley ve Konopka, 1985). Bundan dolay1 ¢evresel 6rneklerdeki
Legionella cinsi bakterilerin belirlenmesi i¢in daha giiglii yontemlerin kullanilmasi
esastir. Geg¢ lreyen, nazli veya Kkiiltiire edilemeyen mikroorganizmalarin, kiltiir
yontemi kullanilmaksizin 16S rRNA bdlgesinin korunmus hedef bir dizisine

tamamlayici floresan isaretli cinse 6zgii oligoniikleotid prob kullanilarak, floresan in
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situ hibridizasyon (FISH) yontemi ile belirlenebildigi tespit edilmistir (Amann ve dig.,
1991; Kalmbach ve dig., 1997; Declerck ve dig., 2003).

FISH yontemi, hiicrelerin morfolojisini bozmadan, hiicre icerisinde organizmaya 6zgii
dizilimlere sahip niikleik asitlerin isaretli oligoniikleotidlerle hibritlenmesi ve hedef
molekiillerin mikroskop altinda gbézlemlenebilmesini saglamaktadir. FISH, canli fakat
kiltire edilemeyen mikroorganizmalarin  tespitinde  kullanilabilen — molekiiler
yontemlerden biridir. Mikroorganizmalarin yerinde incelenmesini, ayrica degisik ¢evre
kosullarindaki mevcut mikroorganizmalarin hizli bir sekilde tespit edilmesi, sayilmasi
ve konumlarinin belirlenmesine yardimci olmaktadir (Llobert-Brossa ve dig., 1998;

Icgen ve Harrison, 2006).

Molekiiler yontemlerin bir cogu gibi FISH yonteminde de spesifik filogenetik bir gruba
ait organizmalarin bir ekosistem igerisinde tayini i¢in, hiicre igerisinde mevcut olan
16S rRNA hedeflenmektedir. Bu yontemlerde 16S rRNA’nin hedef alinmasinin nedeni,
biitiin hiicrelerin 16S rRNA’ya sahip olmasi, hiicrelerde bu yapinin yiiksek kopyalarinin
bulunmasit ve 16S rRNA’nin korunmus ve degisken bolgeler icerdigi i¢in organizmalari
birbirinden ayirt edebilmesi 6zelliklerinin bulunmasidir. rRNA’y1 hedef almanin en
onemli avantaji, DNA’dan farkli olarak, tek zincirli olmasi nedeniyle hibridizasyon
oncesinde denatiirasyona (zincirlerin ayrilmasina) gerek olmamasidir (Madigan ve

Martinko, 2005).

FISH yontemi fiksasyon ve permeabilizasyon, hibridizasyon, yikama ve goriintiileme

olmak tizere 4 temel adimdan meydana gelmektektedir (Madigan ve Martinko, 2005).

1) Fiksasyon: Hiicre duvarinin gegirgen hale getirilmesi ve hiicrede mevcut 16S

rRNA molekiillerinin biitiinliigiiniin korunmasi

FISH yonteminde kullanilan fiksasyon asamasi hiicre i¢indeki niikleik asitlerin yapisini
ve hiicre duvarindaki peptidoglikan tabaka ve proteinlerle ¢capraz bag olusturarak hiicre
morfolojisini korumakta, diger yandan hiicrelerin fikse edilmesini saglamaktadir.
Ayrica hiicre duvarmin gegirgenligini arttirarak probun hiicre igerisine ulagmasini
saglar. Fiksasyon i¢in paraformaldehit, etanol, formalin ya da parafin gibi fiksatifler
kullanilmaktadir. Gram negatif bakteriler i¢in paraformaldehit (PFA) ve fosfat-tuz

cozeltisinden olusan karisim fiksasyon c¢ozeltisi olarak uygulanmaktadir. Fiksasyon
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asamasindan sonra, drnek hiicre gegirgenligini saglamak amaciyla kimyasal maddelerle
muamele edilmektedir. Bu amagla deterjan ya da triton ve RNAz-serbest proteinaz K
gibi maddeler kullanilmaktadir (Madigan ve Martinko, 2005).

2) Hibridizasyon: Prob ve hedefledigi 16S rRNA molekiillerinin birbirine
baglanmasi

Hibridizasyon asamasi, tampon ¢ozelti i¢inde uygun sicaklik, pH ve tuz

konsantrasyonlarinda ger¢eklesmektedir.

Belirli bir kromozomal bélgenin veya DNA pargasinin FISH yontemi ile goriiniir hale
gelebilmesi i¢in o bdlgeye 0Ozgii bir probun kullanilmasi gerekmektedir. FISH
yonteminde hedef DNA/RNA molekiiliine tamamlayici isaretli niikleik asit dizisine
“prob” ad1 verilmektedir. Prob-hedef hibridlerinin olusumu ile ortaya ¢ikan floresanin
(1stmanin) saptanabilmesi i¢in ortamda yeterli miktarda hedef molekiil bulunmasi
gerekmektedir. Kullanilan problar floresan boyalar ile birlikte hiicre i¢ine girerek rRNA

ile hibridize olarak ¢alismaktadirlar (Hames ve Higgins, 1988; Leitch ve dig., 1994).

Floresan boyas1 (florofor) ile oligoniikleotid probun 5° ucu arasinda bir bag
bulunmaktadir. Temel olarak fluoresein, tetrametilrodamin, karbosiyanin gibi boyalar
florofor olarak kullanilmaktadir (Madigan ve Martinko, 2005). FISH yonteminde
kullanilan boyalar, 6zgiil emisyon dalga boylarina gore birbirlerinden ayrilmaktadir. Bu
nedenle birlikte kullanilacaklar1 zaman, emisyon spektrumlarinin birbirleri ile

cakismamasina dikkat edilmelidir.

DAPI (4’-6-Diamino-2-fenilindol) floresan boyasi, calisilan 6rneklerdeki DNA’nin
A-T baz bolgelerine tutunarak floresan 1s1ma yapan canli ve 6lii mikroorganizmalarin
boyanarak epifloresan mikroskop altinda incelenmesini saglamaktadir (Madigan ve

Martinko, 2005). DAPI ile boyanmis hiicreler parlak mavi floresan 1s1k vermektedir.
3) Yikama: Hedefe baglanmayan problarin ortamdan uzaklastirilmasi.

Mevcut diger artik maddeler ve hedefe baglanmayan probun ortamdan uzaklastiriimasi

icin her ¢aligmaya 6zel olarak hazirlanan yikama tamponu kullanilir.

4) Goriintiileme: Baglanmis problarin epifloresan mikroskop altinda, hiicre

icerisinde goriintlilenmesi.
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Her proba 6zgii dalga boyunda tasarlanmis epifloresan mikroskopta yer alan filtreler
sayesinde, kullanilan boyaya bagli olarak hedefe baglanmis problarin verdigi sinyaller
gozlemlenir. Calisilan alan taranip en az 10 temsili goriintii alinarak ortalama bakteri

sayist elde edilir.

Butchbinder ve dig., (2002) yaptiklar1 ¢alismada, Legionella cinsi bakterileri igeren 100
ornekten 22’sini kiiltiir yontemi, 32’sini FISH yontemi, 67’sini ise PZR yontemi ile geri
kazandiklarimi belirtmislerdir Deloge-Abarkan ve dig., (2007) havadaki L. pneumophila
bakterilerini tespit etmek icin yaptiklari c¢alismada kiiltir ve FISH yontemini
kullanmislar ve ¢aligma sonucunda, FISH yontemi ile yaklagik 10° h/m?, kiiltiir yontemi

ile yaklagik 10* h/m® L. pneumophila bakterisi tespit etmislerdir.

2.3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), in vitro kosullar altinda, istenilen bir genin ya da
0zgiin DNA dizisinin ¢ok sayida kopyasinin elde edilmesi esasina dayanmaktadir (Saiki
ve dig., 1985; Mullis, 1990). PZR, 1985 yilinda Kary Mullis tarafindan ilk kez bilim
diinyasina sunulmus olup, giinimiizde modern bilime Onemli katkilar saglamigtir

(McPherson ve Moller, 2000).

Yapilan ¢alismalarda, Klasik PZR, multiplex PZR, real-time PZR, semi-nested PZR gibi
yontemlerin Legionella bakterilerinin tespit edilmesinde uygun yontemler oldugu

belirlenmistir (Miyamoto ve dig., 1997; Wellinghausen ve dig., 2001; Dusserre ve dig.,
2008).

Polimeraz zincir reaksiyonu ¢ift iplikli bir DNA molekiiliinde hedef dizilere iki
oligoniikleotid primerin baglanmasi ve uzamasi esasina dayanmaktadir. Amplimer
olarak da adlandirilan oligoniikleotid primerler, kalip DNA molekiilii yiiksek sicaklik
derecelerinde denatiire edildikten sonra, tek iplikli DNA molekiilleri tiizerinde
kendilerine tamamlayici olan bolgelerle melezlenmektedirler. Primerlerin spesifik
olarak hedef dizilerine baglanmas1 diisiik sicaklik derecelerinde hibridize olmaktadir.
DNA polimeraz enzimi, uygun tampon ve dort cesit deoksiriboniikleozid trifosfat
(ANTP) varliginda primerin 3’ hidroksil ucundan uzamasini saglamaktadir. Bir PZR
dongiisii denatiirasyon, primerin baglanmasi ve uzama olarak adlandirilan ii¢ asamadan

olusmaktadir.



17

1. DNA Zincirinin Agilmasi (Denatiirasyon):

Kalip DNA (template DNA)’nin, 92-95 °C’de 1-2 dakika tutulmasi ile ¢ift sarmal
yapidaki DNA iplik¢ikleri birbirlerinden ayrilarak tek iplikli hale gelmektedir (Watson
ve dig., 1992).

Genel olarak, 95 °C’de 1-2 dakika, ¢ift iplikli DNA’nin denatiirasyonu i¢in yeterli
olmaktadir. Fakat GC (Guanin-Sitozin) bazlarinca zengin kalip DNA zincirlerinde bu

stire ve sicakligin daha fazla olmasi gerekmektedir (Innis ve Gelfand, 1990).

2. Primerlerin Agilan DNA Zincirlerine Baglanmasi (Annealing):
Oligoniikleotid primerlerin, 37-65 °C’de agilan DNA zincirlerinin kendi baz dizilerine
karsilik gelen bolgeye yapismasindan ibaret olup islem, liretilecek baz uzunluguna bagh

olarak 30-60 saniyede ger¢eklesmektedir (Innis ve Gelfand 1990).

PZR uygulamalarinda kalip DNA’ya tamamen tamamlayici olan primerlere ihtiyag
duyulmaktadir. Primerler genelde 20-30 niikleotid uzunlugundadir. Kullanilacak
primerlerin tek iplikli DNA zincirine baglanabilmesi i¢in gerekli olan sicaklik derecesi
ve zaman aralig1 primerlerin konsantrasyonuna, elde edilecek DNA’nin uzunluguna ve
kullanilan bazlara gore farklilik gostermektedir. Primerlerin kalip DNA’ya baglanmasi
37- 65 °C sicakliklarda gerceklesir. Primerlerin tek iplikli DNA’ya baglanmasi sirasinda
sicakligin artirilmasi primerlerin yanlis yerlere baglanmasini1 ve hatali DNA dizilerinin

elde edilmesini 6nlemektedir (Innis ve Gelfand, 1990; Dieffenbach ve dig., 1993).

Yiiksek primer konsantrasyonu primerlerin yanlis baglanmasina ve spesifik olmayan
DNA bantlarinin tiretilmesine sebep olmaktadir. Ayrica primer-dimer olusumunu tesvik
ederek elde edilecek iirtiniin (DNA) istenenden daha az olmasina neden olmaktadir

(Innis ve Gelfand, 1990; Dieffenbach ve dig., 1993).

Primerlerin baz dizilisinde Guanin, Sitozin (GC) miktar1 ve primerlerin yapigmasi i¢in
gerekli sicaklik miktar1 (Tm) arasinda bir denge olmasi gerekmektedr. Bu denge
saglanamadig: taktirde PZR uygulamalarindan iyi sonu¢ almak miimkiin olmamaktadir.
Bu bakimdan primer dizilerinde GC bazlarinin toplam oram1 % 50 veya daha yukari

olmas1 istenmektedir (Innis ve Gelfand, 1990; Dieffenbach ve dig., 1993).



18

3. Primer Uzamasi (Primer Extesion):

Primerlerin DNA polimeraz enzimi (Taqg DNA polymerase) vasitasiyla uzamasi
islemidir. Taq DNA polimerazin ¢aligmasi i¢in en uygun sicaklik 72 °C’dir. PZR
sonucunda elde edilen iiriin, ¢ogaltilmasi hedeflenen DNA parcas1 ile iki primerin
toplam uzunlugu kadardir. Enzim gereksinimi kullanilan primer veya kalip DNA’ya
gore degismesine ragmen, enzim konsantrasyonu diisiik olursa az miktarda {iriin elde
edilirken, enzim konsantrasyonu yiiksek olursa spesifik olmayan bantlar ortaya
cikabilmektedir (Innis ve Gelfand, 1990). Primerlerin DNA polimeraz tarafindan
uzatilmasi i¢in gerekli zaman, cogaltilmasi hedeflenen kalip DNA parcasinin uzunlugu,
kalip DNA’nin konsantrasyonu ve ortam sicakligina bagl olarak degismektedir.
Primerlerin uzatilmasi icin gerekli siire ise baz uzunluguna bagl olarak degismektedir

(Innis ve Gelfand, 1990; Dieffenbach ve dig., 1993).

Uc basamaktan (denatiirasyon, baglanma ve primer uzamasi) olusan islem, bir PZR
devrini belirtmektedir. Bu islemin 25 ile 40 defa tekrar edilmesi sonucu baslangictaki
DNA dizisinden milyonlarca yeni DNA kopyast meydana gelmektedir. PZR
yonteminde devir sayisi c¢ogaltilacak kalip DNA miktar1 ile yakindan iligkili olup
ortalama 25-40 arasinda olmaktadir. Devir sayisinin fazla olmasi spesifik olmayan
bantlarin ortaya c¢ikmasina, devir sayisinin az olmasi liretilen DNA miktarinin az

olmasina sebep olmaktadir (Innis ve Gelfand, 1990; Watson ve dig., 1992).

PZR islemi sonucunda elde edilen DNA pargaciklar1 agaroz veya poliakrilamit jellerde
yuriitiildiikten sonra, ethidium bromide (EtBr), Sybr Green ve giimiis nitrat (GN) ile
boyanarak UV 151k altinda gézlemlenebilmektedir.

Agaroz Jel Elektroforezi

DNA moleiikiillerinin analizinde ¢ok ¢esitli yontemler kullanilmakla beraber
laboratuarlarda rutin olarak yararlanilan en basit yontemlerden biri jel elektroforezidir.
DNA’nin elektroforetik analizinin temeli, bu molekiiliin elektriksel bir alanda, jel
tizerindeki goc¢iine dayanmaktadir. Bu go¢ hizi molekiiliin biiyiikliigline, yapisina, jelde
kullanilan maddenin konsantrasyonuna, iyonik kuvvete ve uygulanan akima bagh
olarak degismektedir. Agaroz, bir kirmiz1 alg tiirii olan Agar agar’dan izole edilen

dogrusal bir polisakkariddir. Ticari olarak iiretilen agarozlarin saflik dereceleri farkli
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olup DNA’nin gdé¢ hizin1 etkilemektedir. UV 15181 altinda floresan etki gosteren
Etidyum Bromiir (EB) ya da SYBR Green boyalarinin kullanimi ile cok diisiik
konsantrasyonlarda olsa bile, DNA’nin jel lizerindeki yerini belirlemek miimkiindiir.
DNA’nin jelde goriiniir hale gelebilmesi, bu boyalarin DNA baglar1 arasina girerek
farkli dalga boylarinda 15181 absorblamasi sonucu floresan etki gostermesi ile
olmaktadir. SYBR Green I boyasi, ¢ift zincirli DNA’nin herhangi kii¢iik bir boliimiine
baglanabilen floresan bir boyadir. Bu boyanin verdigi floresan sinyal giicii digerlerine

gore daha fazladir.

Semi-Nested PZR
Semi-nested PZR 6zgiin olmayan fiiriinlerin olusumunu engelleyen, yiiksek 6zgiinliikte
bir PZR yéntemidir. Istenilen DNA dizisinin bulunup ¢ogaltilmasinda hassasiyeti 10*

kat artirdig1 tahmin edilmektedir (Rosner ve dig., 1997).

Bu ydntemde PZR, iki asamada gerceklestirilmektedir. ilk adim PZR 6zgiin olmayan
iiriinlerin olusumuyla sonucglanmaktadir. Ikinci adim PZR ise ilk PZR sonucu
cogaltilmis DNA’nin i¢ kisimlarina ait dizileri igeren primerler ile yapilmaktadir. Ilk
adim PZR firiinleri ikinci adim PZR i¢in kalip olarak kullanilip istenilen hedef bolge
cogaltilarak 6zgiin tiriinler elde edilmektedir. Bu yontemde iki farkli set primer ¢ifti (P1,
P3 ve P2, P3) kullanilmaktadir. Ilk ¢ogaltma isleminde birinci set primerler (P1, P3)
kullanilir ve bu islem sonucunda elde edilen DNA dizisi iizerinde ikinci set primerler
(P2, P3) kullamilarak yeniden ¢ogaltma islemi yapilmaktadir. Ikinci set primerlerin
cogalttigi DNA parcasi birinci set primerlerin ¢ogalttigit DNA pargasindan daha kisadir
ve birinci set primerlerin ¢ogalttigt DNA parcasinin igerisinde yer almaktadir. Ikinci
adim PZR isleminden sonra ortada istenilmeyen DNA dizisi kalmamaktadir (Rosner ve
dig., 1997).

Yontemin en 6nemli dezavantaji birincil amplifikasyon tiipiinden ikincisine ornekler
aktarilirken ¢ok az da olsa ¢evreye ornek sacgilmasi ve daha sonraki ¢alismalarda hava

yolu ile kontaminasyona neden olmasidir.

Yapilan bir ¢alismada {i¢ farkli hastahaneden toplanan 77 adet su o6rneginin PZR
yontemi ile 76’sinda (%98.7), kiiltiir yontemi ile 54’inde (%70.1) Legionella
bakterilerinin varlig: tespit edilmistir (Wellinghausen ve dig., 2001).
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Villari ve dig., (1998) tarafindan yapilan c¢alismada, diisiik konsantrasyonda
L. pneumophila bulunan 6rneklerde L. pneumophila bakterilerinin tespit edilmesinde

PZR yonteminin, kiiltiir yontemi kadar duyarli oldugunu belirtmiglerdir.

Wojcik-Fatla ve dig., (2012)’nin yaptiklar1 ¢alismada, geri kazanim oraninin kullanilan
DNA izolasyon Kkitine bagl olarak degistigini belirlemis ve Legionella bakterilerinin

tespiti icin PZR yontemi olarak semi-nested PZR’1n kullanilmasini 6nermislerdir.

2.4. SU ORNEKLERINDEN L. PNEUMOPHILA’NIN GERi KAZANIMINI
ETKIiLEYEN FAKTORLER

L. pneumophila’nin sudaki kolonizasyonunu tesvik eden bir¢ok faktdr bulunmaktadir.
Ortamin sicakligi, su sisteminin fiziksel yapisi, ortamda serbest yasayan protozoonlarin
varlig1 bunlardan bazilaridir. Legionella bakterileri laboratuar ortamindaki kiltiirlerinde
karbon kaynagi olarak aminoasitleri kullanmakta ve L-sisteine ihtiya¢ duymaktadirlar.
Yapilan caligsmalarda sicaklik, pH, tuzluluk, kimyasal madde eklenmesi, UV maruz

kalma gibi faktorlerin kolonizasyonda etkili oldugu gdsterilmistir (Surman ve dig.,

1994).

2.4.1. Konsantrasyon

L. pneumophila konsantrasyonu saglik riski olusturabilme agisindan Onemlidir.
Genellikle L. pneumophila SG1 litrede 100.000°i astig1 zaman tehlike olusturabilmekte
ancak bu durum, ortam yapisina, ferdin bagisiklik sistemine, farkli suslarin sahip oldugu
patojenite derecesine gore degisebilmektedir. Diger yandan su ortamlarinda diisiik
konsantrasyonlarda bulunan Legionella bakterileri, ortam kosullari uygun hale
geldiginde ¢ogalmaya ve yayilmaya baslayarak enfeksiyon olusturma potansiyeli
gosterdiginden, su sistemlerinde varligi kabul edilmemektedir (Cotuk, 1998). Yiiksek
konsantrasyonlara ulasan Legionella bakterilerinin, Lejyoner salginlarina neden
olmasimin engellenmesi i¢in suda etkili bir sekilde dezenfeksiyon ve dekontaminasyon
uygulamalarinin yapilmasi gerekmektedir. Genel olarak, Legionella konsantrasyonunun
1 kob/ml’yi agmasi1 durumunda bu uygulamalara gereksinim olmaktadir. Yogun bakim
ve organ nakli tniteleri gibi yiiksek risk alanlari i¢in daha kisitlayici standartlar

uygulanmaktadir (Miyamoto ve dig., 2000; Exner ve dig., 2005; Hechard ve dig., 2005).
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Yapilan c¢aligmalarda su sistemlerinde bulunan L. pneumophila bakterilerinin
konsantrasyonu diisiik oldugunda L. pneumophila geri kazanim oraninin diisiik oldugu
belirlenmistir (Boulanger ve Edelstein, 1995; Bedrina ve dig., 2001). Wojcik-Fatla ve
dig., (2012) diisik konsantrasyondaki L. pneumophila bakterilerini iceren su
sistemlerinden L. pneumophila bakterilerinin geri kazaniminda en uygun ydntemin

semi-nested PZR yontemi oldugu saptamislardir.
2.4.2. Sicakhk

Mikroorganizmalarin hayatta kalabilmeleri ve liremeleri i¢in optimum sicaklik degeri,
en yiiksek ve en diisiik sicaklik degerleri arasinda yer almaktadir. Bu sicaklik degerinin
iistline ¢ikildiginda zar yapisinda ve hiicre yapisinda bozulmalar meydana gelmektedir.
Optimum degerin ¢ok altindaki sicaklik derecelerinde ise, zar daha az gegirgen hale
gelerek aktif tasima sistemi aksamalara ugramaktadir. Bununla birlikte son zamanlarda
yapilan caligmalar bakterilerin zar yapisinda modifikasyonlar meydana geldigini ve
farkli sicaklik degerlerine karsi adaptasyonlar gelistigini gostermistir (Vatansever,
2011).

Legionella’nin iiremesi i¢in en uygun sicaklik 35-37 °C arasidir. Yapilan bir ¢aligmada,
sicakligin 30-40 °C arasinda oldugu kosullarda, Legionella bakterilerine yiiksek oranda
rastlanildigi, sicakligin 50 °C’nin {izerine ¢ikarilmasi sonucunda Legionella sayisinda
ciddi bir azalma meydana geldigi ve 60 °C’nin lizerinde veya 70 °C sicaklikta ise
dakikalar hatta saniyeler i¢inde mikroorganizmalarin hizli bir sekilde 6ldiigii rapor
edilmistir (Szewzyk ve dig., 2000). Yapilan ¢alismalarda, L. pneumophila bakterilerinin
60 °C -66 °C sicakliklarda bile geri kazanilabildigi belirlenmistir (Botzenhart ve dig.,
1986; Henke ve Seidel, 1986).

Yapilan c¢aligmalarda, ¢ok diisiik sicaklik derecelerinde L. pneumophila sayisinin
azaldig1, bununla beraber ylizme havuzlar1 ve kaplicalar gibi yiiksek sicakliklara sahip
su sistemlerinde L.pneumophila’nin geri kazaniminin arttigi belirlenmistir (Henke ve
Seidel, 1986).

Dogadaki su kaynaklarinda bulunan Legionella cinsi bakteriler, ¢evre kosullarina karsi
canliliklarin1 - koruyabilmektedir. Paszko-Kolva ve digerlerinin (1993) yaptiklari

calismada i¢gme ve dere sularina inokule edilen hem klinik hem de c¢evresel
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L. pneumophila izolatlarinin diisiik besin kosullar altinda 2.5 seneye kadar canliliklarini
koruyabildikleri gosterilmistir. Ayrica disiik sicakligin  bakterilerin  metabolik
aktivitesinde 6nemli derecede azalma meydana getirdigi, buna karsilik L. pneumophila

bakterilerinin diisiik sicakliklardaki sularda uzun siire canli kalabildigi bulunmustur.

2.4.3. pH

Mikroorganizmalarin hayatta kalabilmeleri, metabolik faaliyetleri ve iireyebilmeleri i¢in
ortamin pH’s1 énemlidir. Legionella’nin tiremesi i¢in en uygun pH degeri 6.9 olarak
bildirilmistir. Genellikle nétre yakin olan hiicre i¢i pH’s1 bakterinin optimum kosullarda
devamimi saglamaktadir. L. pneumophila’nin kisa siireli olarak aside karsi gosterdigi
direng, mikroorganizmanin bu tiir ekstrem kosullarda varligini siirdiirebilmesinin
yaninda ¢evresel orneklerden izolasyonunda da dnemli rol oynamaktadir. pH degeri,
klorun dezenfeksiyon giiciinii etkilemekte ve dezenfeksiyonda yeterli verim
alinamamaktadir. Diisik pH’da uygulanan klor sistemlerde korozyona ve insanlarda
toksik etkilere sebep olmaktadir (Chae ve Schraft, 2001).

Yapilan ¢aligmalarda, farkl: siirelerde (3 ve 15 dakika) asite (pH 2.2) maruz birakilan su
orneklerinde L. pneumophila bakterilerinin geri kazanimi incelendiginde, kiiltirde en
uygun yontemin asit uygulamasi ile gerceklestigini ve asit ile temas siiresi uzadike¢a geri

kazanim oraninin azaldig tespit edilmistir (Reinthaler ve dig., 1993; Ta ve dig., 1995).

2.4.4. Biyosit

Su dagitim sistemlerinin dezenfeksiyonunda gesitli kontrol yontemleri kullanilmaktadir.
Bu yoOntemler arasinda termal (siiper 1s1 ve akitma), hiperklorlama, bakir-giimiis

iyonizasyonu, ultraviyole 1sik ile sterilizasyon, ozonlama sayilabilmektedir.

Biyositler, genel olarak okside edici (klor, kloramin ve klorindioksit) ve okside edici
olmayan biyositler olarak ikiye ayrilmaktadir. Klorlama, normal igme suyu sisteminden
daha yiiksek oranlarda Klorun (20-50 mg/L serbest klor) su sistemine eklenmesiyle
gerceklestirilen etkili fakat kalici olmayan bir dezenfeksiyon yontemidir. 2,5 mg/L
serbest klor iceren pH 7.4’teki suda, Legionella bakterilerinin 10 dakika canli
kalabildigi belirlenmistir (Gilpin ve dig., 1985). Sok hiperklorlama ydntemi, su
sistemine klorun eklenerek bir iki saat icinde sistemdeki klorun yiiksek seviyelere

ulagmasini igermektedir (Lin ve dig., 1998). Devamli hiperklorlamada ise, su sistemine
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klor tuzlarinin ilavesi yapilmaktadir (Muraca ve dig., 1990; Stout ve Yu, 1997). Bu
yontem, kullanilan diger yoOntemlere gore daha yiliksek maliyetlidir ve bazi
dezavantajlar1 vardir. Bu yontemin 5-6 yil uygulanmasi, boru sistemlerinde korozyona
neden olmaktadir ve sistemdeki yapilarin pargalanmasiyla da sonuglanabilmektedir
(Helms ve dig., 1988; Muraca ve dig., 1990; Nyugen ve dig., 1991). Devamli olarak
gerceklestirilen 1-2 ppm diizeyindeki serbest klorlamanin biyofilme karsi minimal

diizeyde etkiligi oldugu belirlenmistir.

Monokloramin, Legionella bakterilerin yok edilmesinde klora gore daha etkilidir. Klora

gore daha stabildir ve daha az dezenfektan yan iiriinli olusturmaktadir.

Bakir-glimiis iyonizasyon yoOnteminde, pozitif yiiklii bakir ve giimiis iyonlar1 su
sistemine verildiginde, bu iyonlar negatif yiiklii bakteri hiicre duvarma baglanarak
Legionella bakterilerinin hiicre membran gercirgenligini bozarak proteinleri denatiire
eder ve hiicre lizisiyle birlikte hiicrenin 6liimiine sebep olur (Muraca ve dig., 1990;
Nguyen ve dig., 1991). Ticari bir sistem oldugundan, bu iyonizasyon sisteminin
yiiklenmesi kolaydir; diger yandan hiperklorlama islemine gore maliyeti daha yiiksektir.
Bununla birlikte su dagitim sistemleri arasinda artitk maddeleri ortadan

kaldirabilmektedir (Muraca ve dig., 1990; Nguyen ve dig., 1991; Lin ve dig., 1998).

Ultraviyole 15181, hiicrenin DNA sentezini bozarak Legionella bakterilerini
oldliirmektedir. Bir ultraviyole 15181 sterilizasyon sistemi, ortama kolaylikla
yerlestirilebilmektedir. Bu yontem, sisteme gelen suyu dezenfekte edebilmekte ve boru
sistemlerindeki istenen bolgelere yerlestirilebilmektedir. Ayrica bu yontem, biyofilm
yapisindaki Legionella bakterileri {izerinde de etki gostermektedir. Ultraviyole 151k ile
sterilizasyon sonucunda kimyasal yan iiriin olusmaz ve suda istenmeyen koku ve tat

olusumu ger¢eklesmez (Muraca ve dig., 1990).

Ozon, ticari olarak olusturulan ozonlama sistemiyle L. pneumophila bakterilerini
oldiirmede kullanilmaktadir. Giiglii bir okside edici ajan olan ozon, 1-2 ppm doz gibi
diisiik seviyelerde su sistemlerindeki Legionella {izerinde etkili olmaktadir. Ozon, yari
omriiniin kisa olmasina ragmen Legionella bakterilerini hizli bir sekilde inaktive eder.

Ozonlama sistemi, hiperklorlamaya gore maliyeti daha yiiksektir ve bir ¢ok ekipmana
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gereksinim duymaktadir. Ayrica biyofilm yapisindaki Legionella’ya ve non-planktonik

Legionella’ya kars1 istenen etkiyi géstermemektedir (Muraca ve dig., 1990).

Huwa-san TR 50, hidrojen peroksit iceren okside edici, diisiik dozlarda yiiksek diizeyde
etki gosteren, genis etki spektrumuna sahip, diisik maliyetli, korozif etki gostermeyen,
biyofilm tabakasi igerisindeki Legionella cinsi bakterileri yok etmede depolarda ve boru

sistemlerinde kullanilan bir biyosittir.

Yapilan ¢aligmalarda, Huwa-San’in i¢gme suyu boru sistemlerindeki biyofilm tabakasini
ortadan kaldirma yetenegine sahip oldugu, uygulamadan sonra artik klor olusmadigi ve
¢cOziinmils oksijen oraninin artti§i, uygulama sonrasit mikroorganizma yogunlugunun
onemsenecek oOl¢iide azaldigi belirlenmistir (Armon ve dig., 2000; Pedahzur ve dig.,
2000).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. DENEYDE KULLANILAN SISELERIN HAZIRLANMASI

Mavi kapakli 1siya dayanikli 1 litrelik siseler igerisine 999 ml igme suyu konulmus,
121 °C’de 1.2 atm basingta 30 dakika otoklavda steril edilerek kullanima hazir duruma

getirilmistir.

3.2. DENEYDE KULLANILAN BAKTERILER

Calismamizda L. pneumophila tiiriine ait Philadelphia 1 (ATCC 33152; American Type
Culture Collection, Rockville, MD) standart bakterisi ile Istanbul ilindeki su
kaynaklarindan daha onceki bir ¢alismadan izole edilen L. pneumophila serogrup 1
(SG1) izolat1 kullamilmistir. Calismada kullanilacak L. pneumophila serogrup 1
bakterileri, herhangi bir kontaminasyon olup olmadigi mikrobiyolojik olarak
incelenmistir (Sekil 3.1). Latex Agliitinasyon Kiti (Oxoid, Basingstoke, United
Kingdom) ile L. pneumophila bakterisi oldugu dogrulanmis bakterilerin Buffered
Charcoal Yeast Extract (BCYE) agar besiyerinde, 37 °C’de %5 CO, ve %95 su buhari
iceren ortamda lremis 4 giinliik taze kiiltiirleri, igerisinde %37 gliserin bulunan cryo

tiiplerine konulmus ve -86 °C’de saklanmastir.
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Sekil 3.1: L. pneumophila bakterisinin Gram yontemi ile boyanmis 151k mikroskobu goriintiisii
(100x biiyiitme).

3.3. FARKLI KONSANTRASYONLARDA L. PNEUMOPHILA BAKTERILERI

ILE KONTAMINE SU ORNEKLERINDEN L. PNEUMOPHILA
BAKTERILERININ GERI KAZANIM  ORANLARININ  FARKLI
YONTEMLER KULLANILARAK TESPITI

3.3.1. Farkh Konsantrasyonlarda L. pneumophila Bakterilerinin Hazirlanmasi

Deney i¢in kullanilacak olan L. pneumophila tiirine ait Philadelphia 1 (ATCC 33152;
American Type Culture Collection, Rockville, MD) standart bakterisi ile Istanbul
ilindeki su kaynaklarindan izole edilen L. pneumophila serogrup 1 (SG1) izolatt BCYE
agara ekilip 37 °C’de %5 CO; ve %95 nem igeren ortamda 4 giin inkiibasyona
birakilmistir. inkiibasyon periyodu sonunda, Mc Farland bulamiklik tiipiine gére 10
h/ml olacak sekilde bakteri konsantrasyonlari hazirlanmis ve 600 nm dalga boyunda
optik densiteleri olciilmiistiir. Hazirlanan 10™ h/ml bakteri konsantrasyonundan
igerisinde 9 ml steril igme suyu bulunan cam tiiplerde seri sulandirim yapilarak 10%
h/ml’den 10* h/ml’ye kadar konsantrasyon serisi elde edilmistir. Sayim kontrolii igin,
her bir sulandirim tiipiinden 1’er ml alinarak igerisinde 999 ml steril igme suyu bulunan
mavi kapakli 1000 ml’lik Schott sisesine ilave edilmistir. Boylelikle 1000 kat
sulandirma yapilarak sirasiyla 10'°-10% h/L konsantrasyon serileri elde edilmis, Schott
sigeleri iyice karistirildiktan sonra kullanima hazir hale gelmis ve steril kosullar altinda

10, 25, 50 ve 100 pl 6rnek alinarak BCYE Agar besiyerine yayma ekim yapilmistir.
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3.3.2. L. pneumophila Bakterilerinin Geri Kazanim Oranlarimn Kiiltiir

Yontemi ile Tespiti

Orneklerin siiziilecegi naylon membran filtre (Sartorius-Sartolon) yerlestirilmis gelik
filtre sistemi (Sartorius-Watson), orneklerin siiziilmesinden once 10 dakika siireyle
kaynar distile sudan gecirilerek steril edilmistir. Sistem, filtrelenmis ve otoklavlanmis
soguk distile su kullanilarak sogutulmustur. Her 6rnekleme sonrasi filtre sistemi steril
edilmistir. Farkli konsantrasyonlarda (10>-10™ h/L) L. pneumophila bakterilerini igeren
ornekler iyice c¢alkalandiktan sonra 142 mm capli 0.2 um por ¢apli naylon membran
filtre kagidindan peristaltik pompa yardimiyla siiziilmiistiir. Siiziilmiis su miktari
Olctlilerek kaydedilmistir. Naylon filtre eldiven yardimiyla sistemden alinarak bakteri
tutunmus yiizeyi disa gelecek sekilde ikiye katlanmis ve igerisinde 20 ml steril igme
suyu bulunan naylon Stomacher posete konulmustur. Naylon filtre, yiizeyindeki
bakterilerin suya ge¢mesi i¢in 2 dakika boyunca ovalanmistir. Siire sonunda, Stomacher
poseti i¢indeki Ornek steril kosullar altinda falkon tiiplerine aktarilmistir. Falkon
tiiplerindeki direkt 6rnek ve igme suyu icerisinde hazirlanmis 10'1, 10'2, 10'3, 10'4, 10°
ve 10 sulandirimlarindan 10, 25, 50 ve 100 pl alinarak 3 tekrarli olacak sekilde BCYE
Agar besiyerine yayma yontemiyle ekimler yapilmistir. Falkon tiiplerinde kalan 6rnegin
10 ml’si asit ile muamele i¢in 3500 g’de 15 dakika santrifiij edilerek yogunlastirilmis ve
istteki 5 ml’lik s1v1 atilmigtir. Kalan 5 ml s1vi lizerine 1:1 oraninda pH 2.2 olan HCI-
KCl asit soliisyonundan 5 ml ilave edilerek iyice karigtirllmig ve 5 dakika beklenmistir.
Siire sonunda asitle muamele edilmis direkt ve igme suyu igerisinde hazirlanmig 107,
10'2, 10'3, 10'4, 10'5, 10 seri sulandirimlarindan 100, 50 ve 25 pl 6rnek alinarak 3
tekrarli olacak sekilde BCYE agara yayma yontemiyle ekimler yapilmistir. Falkon
tipiinde kalan 2 ml 6rnek, 50 °C’de 30 dakika su banyosunda bekletilmistir. Siire
sonunda sicaklik uygulamasi yapilmis direkt 6rnek ve icme suyu igerisinde hazirlanmis
10'1, 10'2, 10'3, 10'4, 10'5, 107 seri sulandirimlarindan 100, 50 ve 25 pl 6rnek alinarak 3
tekrarli olacak sekilde BCYE Agara besiyerine yayma yontemiyle ekimler yapilmustir.
Tim Petri kutulart 37 °C’de %5 CO, ve %95 nemli ortamda 3-14 giin inkiibasyona
birakilmistir. 3. glinden sonra lireyen koloniler morfolojik olarak gézlemlenmis ve gri
renkli, camsi, mukoid ve kabarik morfoloji gdsteren koloniler sayilmis ve litredeki

L. pneumophila bakteri sayis1 tespit edilmistir.
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3.3.3. L. pneumophila Bakterilerinin Geri Kazanim Oranlarinin FISH Yontemi

ile Tespiti

Kiiltiir yontemi ile gelik filtre sisteminden gegirilen ve Stomacher posetinden toplanarak
50 ml’ lik falkon tiiplerine aktarilan farkli konsantrasyonlarda L. pneumophila
bakterilerini igeren o6rneklerden 3 ml alinarak, tizerine 1:1 oraninda %50’lik etanol ilave
edilmistir. Etanol ilave edilmis su 6rnekleri 6000 g’de 15-20 dk santrifiij edildikten
sonra iist sivilar1 atilarak yerine 1 ml steril 1x PBS (fosfat tamponu) eklenmis ve pipetaj
yapilmgtir. Ornekler, mikropipet yardimiyla steril kosullar altinda steril Eppendorf
tiiplerine alinmustir. 13000 rpm’de 5 dakika santriflij edildikten sonra {ist siv1 atilarak
yerine 1 ml steril 1x PBS eklenmis ve pipetaj yapilmistir. Tiipler tekrar 13000 rpm’de 5
dakika santrifiij edildikten sonra iist siv1 atilmis, her bir 6rnege ait peletin iizerine 200 pl
1xPBS eklenmistir. Ornege 1:3 oraninda olacak sekilde 600 ul %4’liik paraformaldehit
(PFA) eklenerek pipetaj yapilmis ve +4 °C’de bir gece inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda &rnekler +4 °C’den alinarak 13000 rpm’de 5 dk santrifiij
edilmistir. Ustte kalan s1v1 siipernatant atilarak yerine dipte kalan her bir pelet iizerine 1
ml steril 1XPBS eklenmis ve pipetaj yapilmistir. Ayni yikama islemleri 1xPBS ile iki
kez daha tekrarlanmistir. Yikama islemi sonrasi siipernatant uzaklastirilarak yerine
1:1.25 oraninda %98’lik etanol eklenip iyice karnstirilmistir (Manz ve dig., 1998;
Pernthaler ve dig., 2001). Homojenize olan bu karisimdan alinan 10 ul 6rnek pipet
yardimiyla dikkatli bir sekilde teflon lam kuyucuguna yayilmig ve kurumaya
birakilmistir. Kuruyan lam sirasiyla temiz bir Petri kutusundaki %50, %80 ve %96’lik
etanol serilerinde 3’er dakika bekletilerek orneklerin lam {izerine fikse edilmesi
saglanmigtir. Fiksasyon asamasindan sonra etanoliin u¢masi i¢in Ornekler 46 °C’lik
etlivde kurumaya birakilmistir. Kuruyan teflon lam kuyucuklarina 6nceden hazirlanmis
Hibridizasyon Buffer (HB)’dan 10 pl konulmus ve pipet yardimiyla teflon lamin biitiin
ylizeyine yayilmasi saglanarak kurumaya birakilmistir. Daha sonra iizerine her bir
kuyucuga ayr1 ayr1 olmak iizere Legionella tiirleri i¢in spesifik olan LEG705 probundan
2 ul karanlik ortamda eklenmis ve pipet yardimiyla ylizeye esit bir sekilde yayilmasi
saglanmistir. Hibridizasyon isleminin gerceklesecegi tlipii hazirlamak i¢in, 6nceden
steril edilmis 50 ml’lik steril falkon tiipleri icerisine kagit havlu katlanarak yerlestirilmis
ve Orneklerin kurumasini1 6nlemek ve hibridizasyonun saglanmasi amaciyla, kagit havlu

kalan Hibridizasyon Buffer (HB) ile islatilmigtir. Falkon tiipiin etrafi 151k gdrmemesi
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icin aliminyum folyo ile sarilmistir. Daha sonra ornekleri iceren teflon lam, igerisinde
nemli ortam saglanan falkon tiipii i¢ine dikkatli bir sekilde yerlestirilmistir.
Hibridizasyon tiipii bir gece boyunca 46 °C’lik etiivde bekletilmistir. Ertesi giin, falkon
tiipii icerisinde bulunan teflon lam alinmig, her bir kuyucuk {izerine karanlik alanda
2’ser ul DAPI eklenerek tekrar falkon tiipii icerisine yerlestirilmis ve dnceden 48 'C’ye
ayarlanmig su banyosunda 15 dakika bekletilmistir. Siire sonunda teflon lamlar,
onceden etrafi aliiminyum folyo ile sarili 50 ml’lik steril falkon tiipleri igerisinde
hazirlanan ve 48 °C’ye 1simnmasi saglanan yikama tamponu igerisine konularak
48 °C’lik su banyosunda 20 dakika bekletilmistir. Siire sonunda lamlar, reaksiyonun
sonlanmasi i¢in su banyosundan alinarak soguk steril distile su ile yikanmis ve karanlik
alanda kurumaya birakilmistir. Kuruyan teflon lamlardaki her bir kuyucuk iizerine
probun ve floresan boyanin solmasini Onlemek amaciyla bir damla Citifluor
(Invitrogen) ve bir damla immersiyon yag1 konularak esit sekilde kuyucuga yayilmasi
saglanmis ve Epifloresan mikroskopta (Nikon Eclipse 80i) 100’liik objektif yardimiyla
incelenmistir. Sonuclar her bir kuyucuktan en az 15 temsili goriintlii olacak sekilde
kaydedilmistir. DAPI i¢in 365 nm dalga boyunda 1s1k kullanilmis ve bakteriler mavi
floresan renkli olarak gozlemlenmistir. Legionella tiirlerine spesifik olan LEG705 probu
icin de 535 nm dalga boyunda 1s1k kullanilmis ve bakteriler Cy3 floresan boyasiyla
isaretli probla yapilan hibridizasyon sonucunda turuncu floresan renkli olarak
gdzlemlenmistir. McFarland 1’¢ (3x10° h/ml) gére ayarlanmus L. pneumophila SG1
(ATCC 33152; American Type Culture Collection, Rockville, MD) bakterisi pozitif
kontrol, steril 1XPBS de negatif kontrol olarak kullanilarak tiim islemler aynmi sekilde
tekrar edilmistir.

Cekilen mikroskop fotograflarinda tespit edilen bakteriler sayilarak ortalamasi alinmis

ve asagidaki formiil kullanilarak litrede bulunan hiicre sayis1 hesaplanmaistir.

Bakteri sayis1 / L = Ortalama bakteri sayist x (Kuyu alan1 / Fotograf alani) x 1000
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3.3.4. L. pneumophila Bakterilerinin Geri Kazamimlarmmin Semi-Nested PZR

Yontemi ile Tespiti
3.3.4.1. DNA izolasyonu

Kiiltiir yonteminde filtrasyon sonrasi toplanan ve FISH yonteminin uygulanmasinin
ardindan falkon tiiplerinde geriye kalan 1.5 ml 6rnek, PZR yontemi ig¢in steril
Eppendorf tiiplerine aktarilmstir. Bu kapsamda DNA izolasyonu i¢in IDPURE™ Spin
Column Bakteri Genomik DNA izolasyon Kiti (IDLabs) kullanilmistir. DNA
izolasyonu, ftretici firmanin verdigi talimatlara gore gerceklestirilmistir. 50 ml’lik
falkon tiiplerine aktarilan farkli konsantrasyonlarda L. pneumophila iceren 6rneklerden
1.5 ml alinarak Eppendorf tiiplerine aktarilmis, 10000 g’de 15-20 dk santrifiij edildikten
sonra silipernatant atilarak dipte kalan pelet iizerine dnceden hazirlanmis 200 ul steril
soguk Tris-EDTA (TE; pH 8.0) Buffer eklenmistir. Pipetaj yapildiktan sonra karigim
lizerine kitin icerdigi 37 °C’de bekletilen 400 pl lizis soliisyonu eklenmistir. Onceden
150 pl steril su ile sulandirilip -20 °C’de saklanmis olan 2 mg Proteinaz K’dan 3 pl
almarak karisima ilave edilmis ve karistinlmistir. 55 °C’de su banyosunda 5 dakika
bekletilen karigim {istiine 260 ul saf etanolden eklenerek pipetaj yapilmustir. Iyi bir
sekilde homojenize edilen bu karigimin tamami mikropipet yardimiyla alinarak Kitin
igeriginde bulunan 2 ml’lik toplama tiipine aktarilmistir. 10000 rpm’de 2 dakika
santrifiij edilen toplama tiipiiniin altinda toplanan sivi atilarak, 48 ml saf etanol
konularak hazirlanan ve 37 °C’de bekletilen kit i¢erigindeki yikama soliisyonundan 500
ul eklenmistir. 10000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildikten sonra tekrar toplama tiipiiniin
altindaki sivi atilmig ve 37 °C’de bekletilen 500 ul yikama soliisyonu ile yikanarak
maddelerin uzaklasmasi1 saglanmistir. 10000 rpm’de 2 dakika santrifiij sonucunda
toplama tiipiiniin altindaki sivi atilarak hicbir ekleme yapmaksizin 10000 rpm’de 1
dakika santrifiij edilmistir. Tiipiin altinda toplanan sivi atilarak steril bir 1.5 ml’lik
Eppendorf tiipiiniin i¢ine ayristirma kolonuna yerlestirilmistir. Ayristirma kolonunun
tam orta merkezine O6nceden 50 °C’lik su banyosunda i1sinmasi saglanmis eliisyon
tamponundan 40-50 pl eklenmistir. Bu sekilde 50 °C’de 2 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Siire sonunda DNA’y1 kolondan ayirmak i¢in higbir madde eklemesi
yapilmaksizin 10000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilmistir. Bu sekilde elde edilen farkli

konsantrasyonlarda L. pneumophila bakterilerini igeren Orneklere ait DNA’lar, PZR
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deneyi i¢in kullanilincaya kadar -20 °C’de saklanmistir. 10" h/ml konsantrasyonundaki
L. pneumophila tiiriine ait Philadelphia 1 (ATCC 33152; American Type Culture
Collection, Rockville, MD) standart bakterisi pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

3.3.4.2. DNA’ min agaroz jel elektroforezi ile goriintiilenmesi

Saflastirilmis DNA o6rneklerinin miktart nicel olarak temiz semikuvarz kiivetler i¢inde
260 nm ve 280 nm dalga boyunda absorbanslari1 6l¢iilerek kaydedilmistir. -20 °C’de
saklanan DNA oOrneklerinin nitel olarak analizi agaroz jel elektroforezi ile yapilmistir.
Beher igindeki 0.5 g agaroz iizerine, dnceden hazirlanan steril 1xXTAE’den 50 ml
eklenerek iyice Kkarigtinlmistir. Hazirlanan  %1°lik  agarozun  mikrodalgada
kaynamamasina dikkat edilerek erimesi saglanmistir. Homojenize olan agaroz biraz
ilidiktan sonra, kenarlarina kauguk yapilar1 ve taraklari yerlestirilen ve su terazisi ile
dengesi saglanan jel dokme kabinin kenarndan baloncuk olusturmadan dikkatli bir
sekilde dokiilmiistiir. Yaklasik olarak 15-20 dakika siirede, seffaftan beyaza donerek
donan agaroz kullanima hazir hale gelmistir. Agaroz jel iizerinde kuyucuk olusturmak
icin kullanilan taraklar, yavas ve dikkatli bir sekilde 6nce bir kdsesinden kaldirilarak
cikartilmistir. Jel dokme kabinin kenarlarindaki kauguk yapilar da ¢ikartildiktan sonra
icerisinde 1x TAE bulunan elektroforez tankina dikkatli bir sekilde yerlestirilmistir.
Agarozun lizerini Ortecek kadar 1x TAE ilave edilmistir. Jel tizerindeki kuyucuklara
yiiklenme yapilmadan once; ince bir sekilde kesilen parafilm iizerinde, 9 pl DNA, 1 pl
6x jel yiikleme boyasi ve 0.5 ul SYBR Green, nitril eldiven kullanilarak ilave edilmis ve
lyice pipetaj yapilmistir. Eldivenler her oOrnekleme arasi degistirilmistir. Parafilm
tizerinde hazirlanan karisim, kuyucuklara dikkatli bir sekilde tasirmadan ve kuyucuklar
delmeden yiiklenmistir. Pozitif kontrol olarak daha onceden elde edilip -20 °C’de
saklanan 10" h/ml konsantrasyonundaki L. pneumophila tiiriine ait Philadelphia 1
(ATCC 33152; American Type Culture Collection, Rockville, MD) standart bakteri ile
hazirlanan DNA o6rnegi, negatif kontrol olarak ise ultra saf su kullanilmigtir.
Elektroforez tankinin kapagi kapatilarak siyah — ugtan, kirmizi + uca dogru baglanan
sistem 110 V’da 30 dk boyunca calistirilmistir. Elektroforez tankinda kabarciklarin
gozlemlenmesi, sistemin dogru calistiginin gostergesi olarak kabul edilmistir. Siire
sonunda sistem kapatilarak, jel sistem i¢inden almmmis ve vakit kaybetmeden UV

Transliiminatoérde (Kodak GL 1500) gézlemlenmistir.
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3.3.4.3. Semi-Nested PZR Yontemi

3.3.4.3.1. ilk Adim PZR

Buz kabr {izerindeki 0.2 ml hacmindeki steril PZR tiipgiiklerine, 25 pl 2x PZR Master
Mix (Biomatik), yaklagik 100 ng her bir kalip DNA 6rnegi, 1 ul forward primer LEG
225 (10 uM, Biomatik), 1 pl reverse primer LEG 858 (10 uM, Biomatik) olacak sekilde
bir karisim hazirlanmis ve hacim ultra saf su ile 50 pl’ye tamamlanmustir. Ilk adim
PZR’ da 16S rRNA geninde 654 bp uzunlugunda fragment olusturan amplimerler olarak
LEG 225 (forward) ve LEG 858 (reverse) primerleri kullanilmistir. 0.2 ml PZR tiipii
icindeki Ornekler vakit kaybedilmeden Techne Thermal Cycler cihazina yerlestirilmis
ve ilk adim PZR uygulamasi, 95 °C’de 90 saniye baslangi¢ denatiirasyonundan sonra 30
siklus, 95 °C’de 10 saniye denatiirasyon, 64 °C’de 1 dakika baglanma, 72 °C’de 1
dakika uzama ve 72 °C’de 5 dakika son uzama islemi olacak sekilde gergeklestirilmistir.
Pozitif kontrol olarak 10" h/ml’ye ayarlanmis L. pneumophila SG1 (ATCC 33152;
American Type Culture Collection, Rockville, MD) kalip DNA’s1, negatif kontrol

olarak ultra saf su kullanilarak tiim islemler ayni sekilde tekrar edilmistir.

Bu islemden sonra elde edilen PZR fiiriinleri %1°lik agaroz jelde 80 V’da 60 dakika
yuriitiilmiistiir. DNA marker olarak ultra saf su ile 1:5 oraninda sulandirilan 100 bp
DNA Ladder (Biomatik) kullanilmistir. Elde edilen iiriinler, SYBR Green I (Invitrogen)
ile boyanarak UV goriintiileme sistemi (Kodak GL 1500) ile gortintiilenmistir.

3.3.4.3.2. Semi-Nested PZR

Farkli konsantrasyonlardaki L. pneumophila bakterilerinin DNA’lar1 kullanilarak
yapilan ilk adim PZR reaksiyonu iiriinlerinden semi-nested PZR yapilmistir. Bunun
icin; buz kabi tizerindeki 0.2 ml hacmindeki steril PZR tiipgiiklerine, 25 ul 2x PZR
Master Mix (Biomatik), 1 ul her bir ilk adim PZR iiriindi, 1 pl forward primer LEG 448
(10 uM, Biomatik), 1 ul reverse primer LEG 858 (10 uM, Biomatik) olacak sekilde bir
karistm hazirlanmis ve hacim ultra saf su ile 50 pl’ye tamamlanmistir. ikinci adim
PZR’da 16S rRNA geninde 430 bp uzunlugunda fragment olusturan amplimerler olarak
LEG 448 (forward) ve LEG 858 (reverse) primerleri kullanilmigtir. 0.2 ml PZR tiipii
icinde hazirlanmig Ornekler vakit kaybedilmeden Techne Thermal Cycler cihazina

yerlestirilmistir. Ikinci adim PZR uygulamasi, 95 °C’de 90 saniye baslangig
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denatiirasyonundan sonra 20 siklus, 95 °C’de 30 saniye denatiirasyon, 66 °C’de 1
dakika baglanma, 72 °C’de 1 dakika uzama ve 72 °C’de 5 dakika son uzama islemi
olacak sekilde gergeklestirilmistir. Pozitif kontrol olarak 10 h/ml’ye ayarlanmis
L. pneumophila SG1 (ATCC 33152; American Type Culture Collection, Rockville,
MD) ilk adim PZR iiriinii, negatif kontrol olarak ultra saf su kullanilarak kullanilarak

tiim islemler ayni1 sekilde tekrar edilmistir.

Bu islemden sonra elde edilen PZR {irtinleri %1°lik agaroz jelde 80 V’da 60 dakika
yuritiilmiistir. DNA marker olarak ultra saf su ile 1:5 oraninda sulandirilan 100 bp
DNA Ladder (Biomatik) kullanilmistir. Elde edilen tirtinler, SYBR Green I (Invitrogen)
ile boyanarak UV goriintiileme sistemi (Kodak GL 1500) ile goriintiilenmistir. Bu
islemlerden sonra SYBR Green I’in kanserojen etkisini yok etmek igin nétralize edici
sollisyon hazirlanmig ve biitiin malzemeler daha sonra distile sudan gegirilerek bir

dahaki ¢alisma i¢in kullanima hazir hale getirilmistir.

34. FARKLI CEVRESEL FAKTORLERE MARUZ BIRAKILAN
ORNEKLERDEN L. PNEUMOPHILA BAKTERILERININ GERI KAZANIM
ORANLARININ FARKLI YONTEMLER KULLANILARAK TESPITi

3.4.1. Deneyde Kullanilan Bakterilerin Hazirlanmasi

Farkli gevresel faktorlere maruz birakilan L. pneumophila serogrup 1 bakterilerinin geri
kazanim oranlarini belirleyebilmek amaciyla standart ATCC 33152 bakterisi ve ¢evresel
izolat kullanilmigtir. BCYE Agar besiyerinde logaritmik fazdaki 4 giinliik taze
kiiltirden koloniler almarak, steril igme suyu igeren tiipte 10® h/ml bakteri
konsantrasyonlar1 hazirlanmis ve 600 nm dalga boyunda optik densiteleri 6l¢iilmiistiir.
Bu konsantrasyondan 1ml alinarak, igerisinde 999 ml steril igme suyu bulunan Schott
sisesine ilave edilmis; boylelikle 10® h/L konsantrasyonda L. pneumophila bakterisi elde
edilmistir. Sayim kontrolii i¢in, bu konsantrasyon degerinin falkon tiiplerindeki direkt
ornek ve igme suyu igerisinde hazirlanmis 10‘1, 10‘2, 10'3, 10'4, 10° ve 10°
sulandirimlarindan 10, 25, 50 ve 100 pl alinarak 3 tekrarli olacak sekilde BCYE Agar

besiyerine yayma yontemiyle ekimler yapilmustir.
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3.4.2. Farkh Sicakhk Uygulamalarmma Maruz Birakilan Su Orneklerinden
L. pneumophila Bakterilerinin Geri Kazanim Oranlarimin Farkh Yoéntemler

Kullanmilarak Tespiti

10® h/L konsantrasyondaki L. pneumophila bakterilerini iceren su &rnekleri;
Benmari’de 60 °C’de 3 dakika, 55 °C’de 15 dakika, 50 °C’de 30 dakika ve
buzdolabinda 5 °C’de 24 saat olmak iizere sicaklik uygulamalarina maruz birakilmistir
(Tablo 3.1). Yukarida belirtilen sicaklik degerlerine maruz birakilan L. pneumophila
bakterilerinin geri kazanim oranlari, kiiltiir, FISH ve semi-nested PZR yoOntemleri

kullanilarak tespit edilmistir.

Tablo 3.1: Caligmada kullanilan sicaklik ve siireler.

L. pneumophila Sicaklik (‘C)/ siire
60 °C/ 55 °C/ 50 °C/ 5°C/
ATCC 33152 3dakika 15 dakika 30 dakika 24 saat
60 °C/ 55 °C/ 50 °C/ 5°C/

Cevresel izolat 3 dakika 15 dakika 30 dakika 24 saat

3.4.2.1. L. pneumophila Bakterilerinin Geri Kazanim Oranlarimin Kiiltiir Yontemi ile
Tespiti

10® h/L konsantrasyonda L. pneumophila bakterilerini igeren su drnekleri farkli sicaklik
uygulamalarina maruz birakildiktan sonra kiiltiir yontemi ile analiz edilmistir. Farkl
sicaklik uygulamalaria (Tablo 3.1) maruz birakilan L. pneumophila bakterilerini i¢eren
su Ornekleri, Bolim 3.3.2°de belirtildigi gibi filtre sisteminden gecirilerek
yogunlagtirilmistir. Naylon filtre, i¢erisinde 20 ml steril igme suyu bulunan Stomacher
posetine konularak, filtre yilizeyine tutunmus bakterilerin suya geg¢mesi i¢in 2 dakika
boyunca ovalanmistir. Stomacher poseti igerisindeki ornek, steril kosullar altinda falkon
tiipline aktarilmis ve sicaklik uygulamasi yapilmis her bir 6rnekten, direkt ve igme
suyunda hazirlanmig 107, 102, 10, 10™ 10, 10°® seri sulandirimlarindan 100’er pl
alinarak 3 tekrarli olacak sekilde BCYE Agar besiyerine yayma yontemiyle ekimler
yapilmistir. Tim Petri kutular1 37 °C’de %5 CO;’li ve %95 nemli ortamda 3-14 giin

inkiibasyona birakilmistir. 3. giinden sonra {ireyen koloniler morfolojik olarak
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gozlemlenmis ve gri renkli, camsi, mukoid ve kabarik morfoloji gdsteren koloniler

sayilarak kaydedilmis ve litredeki L. pneumophila bakteri sayilar tespit edilmistir.

3.4.2.2. L. pneumophila Bakterilerinin Geri Kazanim Oranlarinin FISH Yontemi ile
Tespiti

Farkli sicakllk uygulamalarma maruz birakilan 10® h/L  konsantrasyondaki
L. pneumophila bakterilerini igeren su ornekleri filtreden gegirilerek yogunlastirildiktan
sonra (Bolim 3.3.2), 20 ml steril igme suyu eklenmis ve Bolim 3.3.3’de anlatildig:
sekilde FISH yontemi uygulanarak epifloresan mikroskopta (Nikon Eclipse 80i)
100’liik objektif yardimiyla incelenmistir. Sonuclar her bir kuyucuktan en az 15 temsili

goriintii olacak sekilde kaydedilmistir.

Cekilen mikroskop fotograflarinda tespit edilen bakteriler sayilarak ortalamasi alinmis

ve asagidaki formiil kullanilarak litrede bulunan hiicre sayis1 hesaplanmustir.
Bakteri sayis1 / L = Ortalama bakteri sayis1 x (Kuyu alani / Fotograf alani) x 1000

3.4.2.3. L. pneumophila Bakterilerinin Geri Kazanimlarimin Semi-nested PZR
Yontemi ile Tespiti

10® h/L konsantrasyondaki L. pneumophila bakterilerini iceren su ornekleri, farkl
sicaklik uygulamalarina maruz birakildiktan sonra filtrasyonla yogunlastirilmis (Boliim
3.3.2) ve Boliim 3.3.4.1°de belirtildigi gibi DNA izolasyonu yapildiktan sonra ilk adim
PZR (3.3.4.3.1.) ve semi-nested PZR (3.3.4.3.2.) yontemi kullanilarak incelenmistir. Ik
adim PZR ve semi-nested PZR adimlariin her birinden sonra elde edilen PZR iiriinleri,
SYBR Green I boyast kullanilarak agaroz jel elektroforezi ile UV Transliiminatorde

(Kodak GL 1500) goriintiilenmistir.

3.4.3. Farkh pH Uygulamalarina Maruz Birakilan Su Orneklerinden
L. pneumophila Bakterilerinin Geri Kazanim Oranlarinin Farklh Yontemler

Kullanilarak Tespiti

Farkli pH uygulamalarina maruz birakilan su orneklerinden L. pneumophila
bakterilerinin geri kazanim oranini tespit etmek i¢in; dnceden 0.2 um por ¢apli filtreden
gecirilerek steril edilmis 1M HCI, 3M HCl ile 1M KOH ve 3M KOH kullanilarak, pH’s1
2.2, 5.8, 7.0 ve 8.2’ye ayarlanmis 1000 ml’lik su drnekleri hazirlanmustir. 10® h/L
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konsantrasyondaki L. pneumophila bakterileri ile kontamine edilen ve pH’s1 2.2, 5.8,
7.0 ve 8.2’ye ayarlanmis her bir su 6rnegi 0, 15, 30 dakika, 1 ve 24 saat olmak iizere
farkli siirelerde bekletilmistir (Tablo 3.2). Bekletilme siireleri sonunda, asidik pH
degerleri i¢cin 1M KOH ve 3M KOH, bazik pH degerleri i¢in 1M HCI ve 3M HCI
kullanilarak ornekler nétralize edilmistir. Tablo 3.2°de belirtilen pH degerlerine maruz
birakilan L. pneumophila bakterilerinin geri kazanim oranlarinin tespit edilmesinde en
uygun yontemin belirlenebilmesi i¢in kiiltiir, FISH ve semi-nested PZR yoOntemleri

kullantlmistir.
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Tablo 3.2: Calismada kullanilan pH degerleri/siire.

pH degeri /siire
L. pneumophila

pH degeri Siire

0.dakika

15 dakika

30 dakika

pH 2.2
1 saat

24 saat
0. dakika

15 dakika

30 dakika

H5.8
P 1 saat

24 saat

ATCC 33152 0. dakika
ve

Cevresel izolat 15 dakika

30 dakika

pH 7.0
1 saat

24 saat

0. dakika

15 dakika

30 dakika

pH 8.2
1 saat

24 saat

3.4.3.1. L. pneumophila Bakterilerinin Geri Kazanim Oranlarimin Kiiltiir Yontemi ile
Tespiti

Farkli siirelerde farkli pH degerlerine maruz birakilan 10° h/L konsantrasyondaki
L. pneumophila bakterilerini iceren su Ornekleri, siire sonunda pH’ 1n etkisini
durdurmak igin nétralize edilmis ve Boliim 3.3.2°de belirtildigi gibi filtre sisteminden
gegirilerek yogunlastirilmistir. Naylon filtre, igerisinde 20 ml steril igme suyu bulunan

Stomacher posetine konularak, filtre ylizeyinde tutunmus bakterilerin suya ge¢mesi i¢in
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2 dakika boyunca ovalanmistir. Stomacher poseti icerisindeki Ornek, steril kosullar
altinda Falkon tiiplerine aktarilmistir. Farkli pH degerlerine farkli siirelerde maruz
birakilmis her bir 6rnekten, direkt ve igme suyu igerisinde hazirlanmis 10'1, 10'2, 10’3,
10'4, 10'5, 107 seri sulandirimlarindan 100’er pl aliarak 3 tekrarli olacak sekilde BCYE
Agara besiyerine yayma yontemiyle ekimler yapilmistir. Tiim Petri kutular1 37 °C’de
%5 CO,’li ve %95 nemli ortamda 3-14 giin inkiibasyona birakilmistir. 3. giinden sonra
tireyen koloniler morfolojik olarak gdzlemlenmis ve gri renkli, camsi, mukoid ve
kabarik morfoloji  gosteren koloniler sayilarak kaydedilmis ve litredeki

L. pneumophila bakteri sayist hesaplanmistir.

3.4.3.2. L. pneumophila Bakterilerinin Geri Kazanim Oranlarinin FISH Yontemi ile
Tespiti

Farkli siirelerde farkli pH degerlerine maruz birakilan 10° h/L konsantrasyondaki
L. pneumophila bakterilerini igeren su ornekleri filtreden gegirilerek yogunlastirildiktan
sonra (B6liim 3.3.2), 20 ml steril igme suyu eklenmis ve Boliim 3.3.3de anlatildigr gibi
FISH yontemi uygulanarak epifloresan mikroskopta (Nikon Eclipse 80i) 100x’lik
objektif yardimiyla incelenmistir. Sonuglar her bir kuyudan en az 15 temsili goriintii

olacak sekilde kaydedilmistir.

Cekilen mikroskop fotograflarinda tespit edilen bakteriler sayilarak ortalamasi alinmis

ve asagidaki formiil kullanilarak litrede bulunan hiicre sayis1 hesaplanmaistir.
Bakteri sayis1 / L = Ortalama bakteri sayist x (Kuyu alan1 / Fotograf alani) x 1000

3.4.3.3. L. pneumophila Bakterilerinin Geri Kazanimlarimin Semi-nested PZR
Yontemi ile Tespiti

10® h/L konsantrasyondaki L. pneumophila bakterileri ile yapay olarak kontamine
edilmis 1000 ml’lik su 6rneklerinin her biri, pH 2.2, pH 5.8, pH 7.0 ve pH 8.2°de 0, 15,
30 dakika ve 1, 24 saat siire ile maruz birakilmistir (Tablo 3.2). Belirtilen siireler
sonunda, nétralize edilmis ve filtrasyonla yogunlastirilmis su 6rnekleri (Boliim 3.3.2),
Boliim 3.3.4.°te belirtildigi gibi DNA izolasyonu yapildiktan sonra ilk adim PZR ve
semi-nested PZR yéntemi kullanilarak incelenmistir. Ik adim PZR ve semi-nested PZR
adimlarinin her birinden sonra elde edilen PZR iiriinleri, SYBR Green I boyasi
kullanilarak agaroz jel elektroforezi ile UV Transliiminatorde (Kodak GL 1500)

goriintiilenmistir.
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3.4.4. Farkh Konsantrasyonlarda ve Siirelerde Biyosite Maruz Birakilan Su
Orneklerinden L. pneumophila Bakterilerinin Geri Kazanim Oranlarinin

Farkh Yontemler Kullamlarak Tespiti

3.4.4.1. Deneyde Kullanilan Biyosit

Huwa-san TR 50 aktif oksijen bazli olup, kolloidal giimiis ile stabilize edilmis hidrojen
peroksit iceren okside edici bir biyosittir. Yiiksek diizey dezenfeksiyon saglayan, genis
etki spektrumuna sahip, diisiik maliyetli, korozif etki gostermeyen bir biyosittir. Diisiik
dozlarda yiiksek diizeyde etki gosteren g¢evre dostu bir biyosittir. Cevrede kalinti
birakmadigindan dezenfeksiyonda tercihen kullanilmaktadir. Sicak ve soguk su
sistemlerinde, depolarda ve boru sistemlerinde kullanilabilmektedir. Biyofilm tabakasi
igerisindeki Legionella cinsi bakterilere karsi etkilidir. National Science Foundation
(NSF), Confirmite European (CE) ve uluslararasi gecerli olan Control Union
sertifikalarina sahip olup i¢me suyu temizleme kimyasali olarak uygunlugu

onaylanmistir.

3.4.4.2. Biyosit Uygulamasi

10® h/L konsantrasyondaki L. pneumophila bakterileri ile yapay olarak kontamine
edilmis su ornekleri 100 ppm ve 200 ppm konsantrasyondaki Huwa-San TR 50
biyositine 0, 1, 3, 6 ve 24 saat siire maruz birakilmistir (Tablo 3.3). Belirtilen siireler
sonunda biyositin, L. pneumophila bakterileri tizerindeki etkisini nétralize etmek igin
her bir su 6rnegine, 100 ppm igin 500 pl, 200 ppm i¢in 1 ml 0.1 N sodyumtiyosiilfat
eklenmistir. Yukarida belirtilen biyosit degerlerine maruz birakilan Orneklerden
L. pneumophila bakterilerinin geri kazanim oranlar1 kiiltiir, FISH ve semi-nested PZR

yontemleri kullanilarak tespit edilmistir.
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Tablo 3.3: Calismada kullanilan biyosit konsantrasyon

ve streleri.

Huwa-San TR 50 biyositi

L. pneumophila Konsantrasyon
Siire (saat)

(ppm)

100

ATCC 33152 24

ve 0

Cevresel izolat 1

200

24

3.4.4.3. L. pneumophila Bakterilerinin Geri Kazanim Oranlarinin Kiiltiir Yontemi ile
Tespiti

10® h/L konsantrasyondaki L. pneumophila bakterileri ile kontamine su drnekleri, farkl
konsantrasyonlarda ve siirelerde (Tablo 3.3), Huwa-San TR 50 biyositine maruz
birakildiktan sonra 0.1 N sodyum tiyosiilfat ile ndtralize edilmis ve Bolim 3.3.2°de
belirtildigi gibi filtre sisteminden gegirilerek yogunlastirilmistir. Naylon filtre,
igerisinde 20 ml steril igme suyu bulunan Stomacher posetine konularak filtre ylizeyinde
tutunmus bakterilerin suya ge¢mesi igin 2 dakika boyunca ovalanmistir. Stomacher
poseti igerisindeki ornek steril kosullar altinda falkon tiiplerine aktarilmigtir. Biyosit
uygulamasi yapilmis her bir 6rnekten, direkt ve igme suyu igerisinde hazirlanmis 107,
10'2, 10'3, 10'4, 10 ve 107 seri sulandirimlarindan 100’er ul alinarak 3 tekrarli olacak
sekilde BCYE Agar besiyerine yayma yontemi ile ekimler yapilmigtir. Tim Petri
kutular1 37 °C’de %5 CO_’li ve %95 nemli ortamda 3-14 giin inkiibasyona birakilmstir.
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3. glinden sonra iireyen koloniler morfolojik olarak gozlemlenmis ve gri renkli, camsi,

mukoid ve kabarik morfoloji gosteren koloniler sayilarak kaydedilmistir.

3.4.4.4, L. pneumophila Bakterilerinin Geri Kazanim Oranlarinin FISH Yintemi ile
Tespiti

Farkli konsantrasyonlarda ve siirelerde Huwa-San TR 50 biyositine maruz birakilan 10®
h/L konsantrasyondaki L. pneumophila bakterilerini i¢eren su Ornekleri, belirlenen
siireler sonunda noétralize edilmistir. Notralize edilen su Ornekleri Bolim 3.3.2°de
belirtildigi gibi yogunlastirildiktan sonra, 20 ml steril kullanma suyu eklenmis ve
Bolim 3.3.3’de belirtildigi sekilde FISH yontemi uygulanmistir. FISH yontemi
sonuglari, epifloresan mikroskopta (Nikon Eclipse 80i) 100’liik objektif yardimiyla
incelenmistir. Sonuclar her bir kuyucuktan en az 15 temsili goriintii olacak sekilde

kaydedilmistir.

Cekilen mikroskop fotograflarinda tespit edilen bakteriler sayilarak ortalamasi alinmis

ve asagidaki formiil kullanilarak litrede bulunan hiicre sayis1 hesaplanmaistir.
Bakteri sayis1 / L = Ortalama bakteri sayis1 x (Kuyu alan1 / Fotograf alani) x 1000

3.4.45. L. pneumophila Bakterilerinin Geri Kazanmimlarmmin Semi-nested PZR
Yontemi ile Tespiti

10® h/L konsantrasyondaki L. pneumophila bakterilerini iceren su ornekleri farkli
konsantrasyonlarda ve siirelerde Huwa-San TR 50 biyositine maruz birakildiktan sonra,
biyositin etkisi 0.1 N sodyum tiyosiilfat ile notralize edilmis ve filtrasyonla
yogunlastirilmistir (B6liim 3.3.2). Filtrasyonla yogunlastirilmis su ornekleri, Boliim
3.3.4.’te belirtildigi gibi DNA izolasyonu yapildiktan sonra ilk adim PZR ve semi-
nested PZR yontemi kullanilarak incelenmistir. Ilk adim PZR ve semi-nested PZR
adimlarinin her birinden sonra elde edilen PZR iriinleri, SYBR Green I boyasi
kullanilarak agaroz jel elektroforezi ile UV Transliiminatérde (Kodak GL 1500)

goriintiilenmistir.

3.5. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Degerlerin normal dagilip gosterip gostermedikleri ve aralarindaki istatistiksel

iliskilerin belirlenmesi i¢cin SPSS 17.0 programi kullanilmigtir. Kiiltiir yontemi ile farkl



42

konsantrasyonlardaki L. pneumophila bakterilerinin ve farkli gevresel faktorlere maruz
birakilan su Orneklerinden L. pneumophila bakterilerinin geri kazanimlari agisindan
anlaml bir fark olup olmadig1 Post-Hoc testi ile saptanmistir. Deney kapsaminda, FISH
yontemi ile farkli konsantrasyonlardaki L. pneumophila bakterilerinin ve farkli ¢cevresel
faktorlere maruz birakilan su Orneklerinden L. pneumophila bakterilerinin geri
kazanimlar1 agisindan anlamli bir fark olup olmadig1 ise Kruskalwallis H testi ve Post-

Hoc testi ile saptanmustir.

3.6. ARASTIRMADA KULLANILAN BESIiYERLERI VE KIMYASAL
MADDELER

3.6.1. Charcoal Yeast Ekstract (CYE)

L. pneumophila bakterilerinin tiretilmesi i¢in kullanilan besiyeridir (Diederen, 2008).

AKtif komiir 209
Maya oziitii 10.09
Agar 13.0¢g
Distile su 1000 ml

Maya 0ziitli, aktif komiir ve agar iceren hazir besiyerine (CYE Agar, Oxoid) 900 ml
distile su eklenmis ve besiyeri erimesi i¢cin 100 °C’lik su banyosunda bekletilmistir.
Besiyeri otoklavda 121 °C’de 1-1.5 atmosfer basingta 15-30 dakika steril edilmistir.
Besiyerinin 45-50 °C’ye sogumasi beklenmis ve steril kosullar altinda CYE Agar
icerisine BCYE besiyeri katki maddesi karigtirllmigtir. Steril Petri  kutularina
paylastirilan ve oda sicakliginda donmasi igin beklenen besiyerleri 37 °C’de bir gece

bekletilerek sterilite kontrolii yapildiktan sonra iki hafta i¢erisinde kullanilmistir.

3.6.2. BCYE Besiyeri Katkisi

ACES 50¢9
Ferrik pirofosfat 0.125¢g
L-sistein 0.20¢g

a-ketoglutarat 0.50¢g
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Distile su 100 ml
pH: 6.9+0.2

Hazirlanan besiyeri katkisi lizerine 100 ml distile su eklenerek ¢oziinmesi saglanmistir.
Karisim 30-40 °C’ye soguduktan sonra 10 M KOH ile pH 6.9’a ayarlanmistir.
0.22 pum por ¢aplt enjektdr ucuna takilan filtre ile steril edilmis ve steril kosullar altinda

45-50 °C’ye soguyan CYE Agara eklenmistir.

3.6.3. Triptik Soya Agar (TSA) Besiyeri

L. pneumophila bakterilerinin dogrulanmasi amaciyla kullanilan besiyeridir (McDade
ve dig., 1977).

Tripton 1509

Soya pepton 509

Sodyum klorit 509

Agar 1509

Distile su 1000 ml
pH: 7.3+0.2

Hazirlanan besiyeri iizerine erimesi i¢in 1000 ml sicak distile su eklenmis ve iyice
karistirildiktan sonra otoklavda 121 °C’de 1-1.5 atm basingta 15-30 dakika steril
edilmistir. Steril Petri kutularina dokiilerek donmasi beklenen besiyerleri 37 °C’de bir

gece sterilite kontroliine birakilmistir. Bu besiyeri +4 °C’de 30 giin saklanabilmektedir.

3.6.4. HCI-KCI Asit Soliisyonu

HCI 105 ml
KCI 149¢g
Distile su 2L

1 litre distile su tizerine 105 ml saf HCI ilavesiyle 1.2 mol/L HCI, 1 L distile su igine
149 g KCI eritilerek 0.2 mol/L KCIl stok soliisyonu hazirlanmistir. Stok HCI

soliisyonundan 3.9 ml, stok KCl soliisyonundan 25 ml alinarak karigtirilmistir. Bu asit
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karistminin pH’s1 1 mol/L KOH ile 2.2 + 0.2’ye ayarlandiktan sonra karanlik bir

ortamda steril cam sisede saklanmustir.

3.6.5. 3x Fosfat Tamponu (3x PBS)

KH,PO,4 0.49 g
NaCl 2390
Distile su 100 ml

Bu maddeler iizerine 60 ml distile su eklenerek Karistirtlmistir. pH 7.2’ye ayarlanmis ve
hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlanmistir. Daha sonra otoklavda 121 °C’de 1-1.5

atm basingta 15-30 dakika steril edilmistir.

3.6.6. 1x PBS
3 xPBS 33 mi
Distile su 100 ml

Karisim otoklavda 121 °C’de 1-1.5 atm basingta 15-30 dakika steril edilmistir.

3.6.7.5 M NaCl
NaCl 29.5¢
Distile su 100 ml

Karisim otoklavda 121 °C’de 1-1.5 atm basingta 15-30 dakika steril edilmistir. Steril
edildikten sonra 0.22 pum por ¢apl enjektdr ucu filtre ile steril edilmistir. Daha sonra
steril 2 ml’lik crio tiiplerine esit sekilde paylastirilmis ve kullanilincaya kadar
-20 °C’de saklanmustir.

3.6.8.1 M NaOH
NaOH 49

Distile su 100 mI’ye tamamlanmuigtir.

Karisim daha sonra 0.22 um por ¢apli enjektor ucu filtre ile steril edilmistir.
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3.6.9. 10 M NaOH
NaOH 10 g
Distile su 25 ml’ye tamamlanmustir.

Karisim daha sonra 0.22 um por ¢apli enjektdr ucu filtre ile steril edilmistir.

3.6.10. 1 M HCI
%37’lik HCI 8.4 ml
Distile su 100 ml

Icerisinde 100 ml distile su bulunan temiz bir behere, ¢eker ocak icinde %37’lik
HCl’den 8.4 ml yavas yavas damlatilmistir. Karisim daha sonra 0.22 um por caplh
enjektor ucu filtre ile steril edilmistir.

3.6.11. %10 Sodyumdodesilsiilfat (SDS)
SDS 29
Distile su 20 ml’ye tamamlanmustir.

Karisim daha sonra 0.22 um por capli enjektor ucu filtre ile steril edilmistir. Steril
edildikten sonra 2 ml’lik crio tiiplerine esit sekilde paylastirilmis ve kullanilincaya

kadar -20 °C’de saklanmustir.
3.6.12. 1 M Tris-HCI
Tris 1219

Distile su 100 ml

12.1 g Tris temiz bir kaba konularak iizerine 40 ml distile su eklenmis ve ¢oziindiikten
sonra 1 M HCl ile pH 8’e ayarlanmistir. Daha sonra toplam hacim steril distile su ile
100 ml’ye tamamlanmistir. Karisim, 0.22 pm por ¢apl enjektor ucu filtre ile steril
edilmis ve steril 2 ml’lik crio tiiplerine esit sekilde paylastirilmistir. Kullanilincaya

kadar -20 °C’de saklanmustir.
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3.6.13.0.5 M EDTA
EDTA 18.1¢g
Distile su 100 ml

18.1 g EDTA temiz bir behere konularak iizerine yaklagik 60 ml steril distile su
eklenerek c¢oziinmesi saglanmistir. 10 M NaOH ile pH 8’e ayarlandiktan sonra toplam
hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlanmistir. Karisim, 0.22 um por ¢apli enjektor ucu

filtre ile steril edilmistir.

3.6.14. Tris-EDTA

IM Tris-HCI 1ml
0.5M EDTA 200 pl
Distile su 100 mI’ye tamamlanmuistir.

Karisim daha sonra 0.22 pm por capli enjektdr ucu filtre ile steril edilmis ve steril
2 ml’lik crio tiiplerine esit sekilde paylastirilmistir. Kullanilincaya kadar -20 °C’de

saklanmustir.

3.6.15. Paraformaldehit (PFA)

1x PBS 6.5 ml

Paraformaldehit 049

1 M NaOH 1 damla

3x PBS 3.3ml

1 M HCI 1 damla
pH: 7.2+0.2

Daha oOnceden 60 °C’ye ayarlanmis Benmari’de, temiz bir falkon tiipli igindeki
6.5 ml’lik 1x PBS, 60 °C’ye geldikten sonra ¢eker ocak i¢inde 0.4 g paraformaldehit
eklenmistir. Karigima 1 damla 1 M NaOH eklenmis ve seffaflasincaya kadar yaklagik 1-
2 dakika karigtirllmistir. Daha sonra soliisyon Benmari’den uzaklastirilmis ve 3.3 ml 3x
PBS eklenmistir. Uzerine 1 damla 1 M HCl ilave edilerek karistirilmistir. Karisim daha

sonra 0.22 um por ¢apl enjektor ucu filtre ile steril edilmis ve taze olarak kullanilmastir.



47

3.6.16. DAPI (4°-6-diamino-2-fenilindol)

1 mg/ml stok i¢in 50 mg DAPI, 50 ml bidistile su igerisinde ¢6ziinmiis ve 0.22 um por
caplt enjektdr ucu filtre ile steril edilmistir. Hazirlanan bu stok soliisyondan 1 pl
alinarak steril edilmis bidistile su ile 1 ml’ye tamamlanarak 1 pg/ml’lik caligma
sollisyonu elde edilmistir. Elde edilen karisim steril sartlar altinda Eppendorf tiiplerine

paylastirilip kullanilincaya kadar -20 °C’de saklanmustir.

3.6.17. Hibridizasyon Tamponu

5M NaCl 360 pul
1 M Tris-HCI (pH 8.0) 40 pul
Formamid 400 pl
Bidistile su 1200 pl
%10 SDS 4 ul
3.6.18. Yikama Tamponu

1 M Tris-HCI (pH 8.0) 1ml
5 M NaCl 2250 pl
0.5 M EDTA 500 pl
Bidistile su 50 ml’ye tamamlanir
%10 SDS 50 pl

Karigim temiz bir 50 ml’lik santrifiij tiipiine konularak bidistile su ile 50 ml’ye
tamamlanmis ve karistirllmistir. Karisim {izerine %10’luk SDS’ten 50 ul ilave
edilmistir.

3.6.19. 0.1 N HCI (Hidroklorik Asit) Cozeltisi

%37’lik HCI 8.28 ml

Distile su 1000 ml’ ye tamamlanmuistir.

3.6.20. 0.01 M KCl (Potasyum Kiloriir)

KCl 0.745 g
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Distile su 1000 ml’ye tamamlanmustir.

3.6.21. 10 M KOH (Potasyum Hidroksit)
KOH 569

Distile su 10 ml’ye tamamlanmustir.

3.6.22. LEG705 Prob Konsantrasyonu

291 ul steril TE Buffer, LEG705 probu igeren tiipe eklenerek 100 uM stok soliisyon
hazirlanmistir. Stok soliisyondan 1 pl almarak igerisinde 9 pul TE Buffer bulunan
Eppendorf tiipiine ilave edilmis ve kullanilincaya kadar -20 °C’de karanlik bir ortamda

saklanmustir.

3.6.23. 10x TAE

Trisma Base 48.4 ¢

%100’1liik asetik asit 11.42 ml
0.5 M EDTA 20 ml
Distile su 1000 ml

10x TAE stok soliisyonu hazirlamak i¢in 48.4 g Trisma Base tartilmig ve 1000 ml’lik
temiz bir mavi kapakli Schott sisesinin igine konulmustur. Uzerine 750 ml filtrelenmis
ve otoklavlanmis bidistile su eklenerek iyice ¢Ozlinmesi saglanmistir. Daha sonra
tizerine %100’liik asetik asitten ¢eker ocak i¢inde 11.42 ml yavas yavas eklenmistir. En
son lizerine 0.5 M EDTA’dan 20 ml ilave edildikten sonra filtrelenmis ve otoklavlanmig
bidistile su ile hacim 1000 ml’ye tamamlanmustir. lyice karistirildiktan sonra otoklavda
121 °C’de 1-1.5 atm basingta 15-30 dakika steril edilmistir. Otoklavdan ¢iktiktan sonra

sogumaya birakilmis ve +4 °C’de Schott sisesinde saklanmustir.

3.6.24. IX TAE

10x TAE stok soliisyonundan 100 ml alinarak igerisinde onceden filtrelenmis ve
otoklavlanmis 900 ml bidistile su bulunan mavi kapakli 1000 ml’lik Schott sisesi
icerisine steril sartlar altinda konulmus ve iyice karstirildiktan sonra kullanilincaya

kadar +4 °C’de saklanmustir.



49

3.6.25. %1’lik Agaroz Jel

1 g agaroz temiz bir Erlen’e tartilarak tizerine 100 ml +4 °C’de saklanan 1x TAE
eklenmis ve iyice karistirildiktan sonra mikrodalgada kaynamamasina dikkat edilerek

eritilmistir.

3.6.26. LEG225 Primer Konsantrasyonu

100 uM stok yapmak icin 457 ul steril TE Buffer, LEG225 primeri bulunan tiipiin i¢ine
eklenmistir. Stok soliisyondan 1 pl alinarak igerisinde 9 pl TE Buffer bulunan
Eppendorf tiipiine ilave edilmis ve kullanilincaya kadar -20 °C’de karanlik bir ortamda

saklanmustir.

3.6.27. LEG448 Primer Konsantrasyonu

100 pM stok yapmak i¢in 397 pl steril TE Buffer, LEG448 primeri bulunan tiipiin i¢ine
eklenmistir. Stok soliisyondan 1 pl alinarak igerisinde 9 pl TE Buffer bulunan
Eppendorf tiipiine ilave edilmis ve kullanilincaya kadar -20 °C’de karanlik bir ortamda

saklanmustir.

3.6.28. LEG858 Primer Konsantrasyonu

100 uM stok yapmak icin 489 pul steril TE Buffer, LEG858 primeri bulunan tiipiin i¢ine
eklenmistir. Stok soliisyondan 1 pl almarak icerisinde 9 pl TE Buffer bulunan
Eppendorf tiipiline ilave edilmis ve kullanilincaya kadar -20 °C’de karanlik bir ortamda

saklanmustir.

3.6.29. %50’lik Alkol

Saf etanolden temiz bir 100 ml’lik meziir igine 50 ml konularak tizeri distile su ile 100
ml’ye tamamlanmis ve 0.22 um por ¢apli enjektor ucu filtre ile steril edilerek kullanima

hazir hale getirilmistir.

3.6.30. %80’lik Alkol

Saf etanolden temiz bir 100 ml’lik meziir i¢ine 80 ml konularak {izeri distile su ile 100
ml’ye tamamlanmis ve 0.22 um por ¢apli enjektdr ucu filtre ile steril edilerek kullanima

hazir hale getirilmistir.
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3.6.31. %96’k Alkol

Saf etanolden temiz bir 100 ml’lik meziir i¢ine 96 ml konularak tizeri distile su ile 100
ml’ye tamamlanmig ve 0.22 um por ¢apli enjektor ucu filtre ile steril edilerek kullanima
hazir hale getirilmistir.

3.6.32. %98’lik Alkol
Saf etanolden temiz bir 100 ml’lik meziir i¢ine 98 ml konularak {izeri distile su ile 100
ml’ye tamamlanmig ve 0.22 um por ¢apli enjektor ucu filtre ile steril edilerek kullanima
hazir hale getirilmistir.

3.6.33. SYBR Notralize Edici Soliisyon
A soliisyonu: 0.98 g KMnO, + 125 ml distile su
B soliisyonu: 1.25 g NaOH + 125 ml distile su

C soliisyonu:2.56 ml HCI + 125 ml distile su

Ayr1 ayr1 hazirlanan A, B ve C soliisyonlarindan oncelikle A ve C soliisyonlar1 birbirine
kanistirllmis daha sonra B soliiyonu ilave edilmistir. Distile su ile 1000 ml’ye

tamamlanan karigim 1 saat oda 1sisinda bekletilerek kullanima hazir hale getirilmistir.
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4. BULGULAR

Bu tez ¢alismasinda, L. pneumophila bakterileri ile yapay olarak kontamine edilen su
orneklerinden, L. pneumophila bakterilerinin geri kazanimlarinin belirlenmesinde uygun
yontemlerin tespit edilmesi amaglanmigtir. Bu kapsamda; hem farkli konsantrasyonlarda
(10%-10" h/L) L. pneumophila bakterileri ile hem de pH, sicaklik ve biyosit
uygulamalarina maruz birakilan 102 h/L konsantrasyonda L. pneumophila bakterileri ile
kontamine su Orneklerinden, L. pneumophila bakterilerinin geri kazanim oranlarini

tespit etmek igin kiiltiir, FISH ve semi-nested PZR yontemleri kullanilmustir.

4.1. FARKLI KONSANTRASYONLARDA L. PNEUMOPHILA BAKTERILERI
ILE KONTAMINE SU ORNEKLERINDEN L. PNEUMOPHILA
BAKTERILERININ GERI KAZANIM  ORANLARININ  FARKLI
YONTEMLER KULLANILARAK TESPITI

4.1.1. Kiiltiir Yontemi Sonuclari

Deneyde kullamlan 10%°, 10° 108 10, 10° 10°, 10% 10° ve 10° hiL
konsantrasyonlarindaki standart L. pneumophila (ATCC 33152) bakterisi ve gevresel
L. pneumophila izolati ile kontamine edilmis yapay su 6rneklerinden kiiltiir yontemiyle
L. pneumophila bakterilerinin geri kazanimlarmma ait sonuglar Tablo 4.1°de
gosterilmistir. 10%-10%° h/L konsantrasyonlarindaki L. pneumophila bakterileri ile
kontamine edilen su orneklerinde geri kazanim oranimnin kontrole gbére daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.1) (Sekil 4.1). 10° h/L konsantrasyonda
L. pneumophila igeren su drneklerinden L. pneumophila bakterilerinin geri kazaniminin
olmadig1 goriilmektedir (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2). Farkli konsantrasyonlarda
L. pneumophila bakterileri ile kontamine su orneklerinden L. pneumophila
bakterilerinin geri kazaniminin BCYE Agar besiyeri tizerindeki koloni goriintiileri Sekil

4.2°de gosterilmistir.



52

Deneyde kullanilan standart ve c¢evresel L. pneumophila bakterilerinin geri kazanim
orani karsilastirildiginda, standart L. pneumophila bakterisinin, ¢evresel L. pneumophila

izolatina gore su orneklerindeki geri kazaniminin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Kiiltiir yonteminde, filtrasyon iglemi ile yogunlagtirildiktan sonra sicaklik (50 °C’de 30
dakika) ve asit (pH 2.2) ile muamele edilen L. pneumophila bakterilerini igeren su
orneklerinden L. pneumophila bakterilerinin geri kazanim oranlari incelendiginde, asit
ile muamele edilen 6rneklerden geri kazanilan (% 56) L. pneumophila sayisinin sicaklik

uygulamasina gore (% 22) daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Farkli konsantrasyonlarda L. pneumophila bakterileri ile kontamine edilmis su
orneklerinden, L. pneumophila bakterilerinin geri kazanimi Kkiltiir yontemi ile
incelendiginde, belirtilen farkli konsantrasyonlardaki bakteri sayilari arasinda geri

kazanim oranlar1 agisindan anlamli bir farkin oldugu belirlenmistir (p<0.05).
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Tablo 4.1: Farkli konsantrasyonlarda L. pneumophila bakterileri ile kontamine su 6rneklerinden
L. pneumophila bakterilerinin kiiltiir yontemine gore geri kazanim sonuglart.

Geri kazamilan L. pneumophila bakteri sayisi (log;o kob/L) £SS

Konsantrasyon Kontrol Kontrol
ATCC 33152 Cevresel izolat

(hiL) ATCC 33152 cevresel izolat
10%° 9.8+0.007 9.4+0.01 7.8+0.06 7.7+0.12
10° 8.9+0.01 8.2:+0.04 6.8+0.05 6.8+0.19
108 7.8+0.02 7.3+0.06 5.840.14 5.840.11
107 6.9+0.01 6.2+0.04 4.9+0.05 5.8+0.05
108 5.7+0.05 5.6£0.07 3.8+0.06 3.7+0.06
10° 4.8+0.01 4.4+0.02 2.8+0.07 2.8+0.09
10* 3.6+0.07 3.7+0.05 1.3+0.03 0.09+0.04
10° 2.5+0.06 2.8+0.03 1+0.07 1£0

102 0 0 0 0
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Sekil 4.1: Farkli konsantrasyonlarda L. pneumophila bakterileri ile kontamine su 6rneklerinden
L. pneumophila bakterilerinin kiiltiir yontemine gore geri kazanim sonuglart.
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Sekil 4.2: Farkli konsantrasyonlarda L. pneumophila bakterileri ile kontamine su 6rneklerinden
kiiltiir yontemi ile geri kazanilan L. pneumophila’nin BCYE Agar besiyeri lizerindeki koloni
goriintiileri. A) 10*° h/L, B) 10° h/L, C) 10°h/L, D) 10" h/L, E) 10°h/L, F) 10° h/L, G) 10*h/L,
H) 10°h/L.

4.1.2. FISH Yontemi Sonuclari

Deneyde kullamlan 10%°, 10°, 10° 10°, 10°, 10° 10% 10® ve 10° hiL

konsantrasyonlarindaki L. pneumophila bakterileri ile kontamine edilmis yapay su
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orneklerinden FISH yontemiyle elde edilen bakteri geri kazanim sonuglar1 Tablo 4.2°de

gosterilmistir.

Standart L. pneumophila ATCC 33152 bakterisi ve ¢evresel L. pneumophila izolat1 ile
farkli konsantrasyonlarda kontamine edilmis yapay su orneklerinden, bakterilerin geri
kazanimi incelendiginde, belirtilen farkli konsantrasyonlardaki bakteri sayilar1 arasinda
geri kazanim oranlari agisindan anlamli bir farkin oldugu (p<0.05), 10%, 10%ve 10* h/L
konsantrasyondaki L. pneumophila igeren su Orneklerinden L. pneumophila geri
kazaniminin olmadigi saptannustir. Incelenen bakterilerin geri kazanim oranlart
karsilastirildiginda, standart L. pneumophila bakterisinin geri kazanim oraninin,

cevresel izolata gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Tablo 4.2, Sekil 4.3).

Tablo 4.2: Farkli konsantrasyonlarda L. pneumophila bakterileri ile kontamine su 6rneklerinden
L. pneumophila bakterilerinin FISH yontemine gore geri kazanim sonuglari.

Geri kazamlan L. pneumophila bakteri sayis1 (log;o h/L) £SS

Konsantrasyon Kontrol Kontrol
ATCC 33152 Cevresel izolat

(hiL) ATCC 33152 cevresel izolat
10%° 7.71£0.06 7.52+0.01 7.8+0.06 7.7+£0.12
10° 7.06+£0.03 6.90+£0.07 6.8+0.05 6.8+0.19
108 6.87+0.04 6.80+0.02 5.8+0.14 5.840.11
10’ 6.67+£0.07 6.59+0.03 4.9+0.05 5.84£0.05
108 5.74+£0.04 5.70+0.07 3.8+0.06 3.7+0.06
10° 3.14+0 3.14+0 2.8+0.07 2.840.09
10* 0 0 1.340.03 0.09+0.04
10° 0 0 1+0.07 120

10° 0 0 0 0
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Sekil 4.3: Farkli konsantrasyonlarda L. pneumophila bakterileri ile kontamine su 6rneklerinden
L. pneumophila bakterilerinin FISH yontemine gore geri kazanim sonuglari.

Farkl1 konsantrasyonlardaki L. pneumophila bakterileri ile kontamine su 6rneklerinden
FISH yontemine gore geri kazanilan L. pneumophila bakterilerinin epifloresan

mikroskop goriintiileri Sekil 4.4 ve Sekil 4.5’te gosterilmistir.
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Sekil 4.4: Farkli konsantrasyonlarda standart L. pneumophila ATCC 33152 bakterisi ile
kontamine su drneklerinden geri kazanilan L. pneumophila bakterisinin epifloresan mikroskop
goriintiisii. A) 10'°h/L, B) 10°h/L, C) Pozitif kontrol, 1: DAPI boyama gériintiisi,

2: Cy3 isaretli Leg 705 probu ile boyama goriintiisii.
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C1 C2

Sekil 4.5: Farkli konsantrasyonlarda ¢evresel L. pneumophila izolati ile kontamine su
orneklerinden geri kazanilan L. pneumophila bakterisinin epifloresan mikroskop goriintiisii.
A) 10" h/L, B) 10° h/L, C) Pozitif kontrol,

1: DAPI boyama goriintiisii, 2: Cy3 isaretli Leg 705 probu ile boyama goriintiisii.
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4.1.3. Farkh Konsantrasyonlarda L. pneumophila Bakterileri ile Kontamine Su
Orneklerinden L. pneumophila Bakterilerinin Kiiltiir ve FISH Yontemine Gore

Geri Kazamim Sonuclarinin Karsilastirilmasi

Farkli konsantrasyonlarda L. pneumophila bakterileri ile kontamine su 6rneklerinden
L. pneumophila’nin geri kazanimi, kiltiir ve FISH yontemine gore karsilastirilmustir.
Kiiltir yontemi ile L. pneumophila bakterilerinin geri kazanim oranmnm, FISH
yontemine gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Kiiltiir yonteminde 10%-10% h/L
konsantrasyonda L. pneumophila bakterilerini igeren su orneklerinden L. pneumophila
geri kazammi olurken, FISH yonteminde ancak 10°-10™ h/L konsantrasyonda

L. pneumophila igeren 6rneklerden geri kazanim oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.6).

10%
5 2]
& w wX iltiir
2 100 1 ATCC 33152
!}; g (kob'L)
3 10
3 wFISH
5 10 Genvesel
%} . 10 | wolat (h L)
o B ! nKltir
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5 10 wolakob/L)
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H
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Konsantrasyonh'L

Sekil 4.6: Farkli konsantrasyonlarda L. pneumophila bakterileri ile kontamine su 6rneklerinden
L. pneumophila bakterilerinin kiltiir ve FISH y6ntemine gore geri kazanim sonuglari.

Farkli konsantrasyonlarda L. pneumophila bakterileri ile kontamine edilmis su
orneklerinden, L. pneumophila bakterilerinin geri kazanimi kiiltiir ve FISH yontemi ile
incelendiginde, belirtilen farkli konsantrasyonlardaki bakteri sayilari arasinda geri

kazanim oranlar1 agisindan anlamli bir farkin oldugu belirlenmistir (p<0.05).
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4.1.4. Semi-Nested PZR Sonugclari

Farkli konsantrasyonlardaki L. pneumophila bakterileri ile yapay olarak kontamine
edilen su Ornekleri filtrasyonla yogunlastirildiktan sonra L. pneumophila
bakterilerilerine ait DNA’lar izole edilmistir. Farkli konsantrasyonlarda L. pneumophila
iceren Orneklerdeki L. pneumophila bakterilerine ait DNA izolasyon goriintiileri Sekil
4.7°de gbsterilmistir. DNA izolasyon bant goriintiileri incelendiginde, 10°-10% h/L
konsantrasyonda L. pneumophila igeren su 6rneklerinden DNA izole edilirken, 10%-10°
h/L konsantrasyonda L. pneumophila igeren 6rneklerde L. pneumophila DNA’smin
izole edilemedigi tespit edilmistir (Sekil 4.7).

Sekil 4.7: Farkli konsantrasyonlarda L. pneumophila bakterileri ile kontamine su 6rneklerinden
geri kazanilan L. pneumophila bakterilerine ait DNA izolasyon bant goriintiisii. A) Kontrol.
Standart L. pneumophila ATCC 33152 bakterisi; B) 10" h/L, C) 10° h/L, D) 10® h/L, E) 10" h/L,
F) 10° h/L, Cevresel L. pneumophila izolati; (6}) 10" h/L, H) 10° h/L, 1) 10® h/L, J) 107 h/L,
K) 10° h/L.

Farkli konsantrasyonlardaki L. pneumophila bakterilerine ait ilk adim ve semi-nested
PZR f{iriin olusumlar1 Tablo 4.3’te gosterilmistir. Sonuclar incelendiginde, DNA
izolasyonu yapilan 10%10" h/L  konsantrasyondaki  6rneklerden  standart
L. pneumophila ATCC 33152 bakterisine ait ilk adim ve semi-nested PZR firiinleri
olustugu tespit edilmistir. Ancak cevresel L. pneumophila izolatinin 10°-10" h/L
konsantrasyondaki orneklerinden ilk adim ve semi-nested PZR f{irlinleri olustugu, 10°
h/L konsantrasyonda ilk adim PZR iiriinii olustugu, semi-nested PZR’da ilk adim PZR
kalip olarak kullanildiginda ikinci adim PZR {irlinii olusmadig: tespit edilmistir (Tablo
4.3).
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Tablo 4.3: Farkli konsantrasyonlarda L. pneumophila bakterileri ile kontamine su 6rneklerinden
geri kazanilan L. pneumophila bakterilerine ait ilk adim ve semi-nested PZR {iriin olusumu.

L. pneumophila Konsantrasyon ik adim PZR Semi-nested PZR
' iiriinii iiriinii
(h/L)
1010 n "
109 + +
ATCC 33152 108 + +
10 + +
10° + +
1010 T "
10° + n
Cevresel izolat 10° + +
10 + n
10° +

L. pneumophila bakterilerine ait DNA’lar, LEG 225 (forward primer) ve LEG 858
(reverse primer) kullamlarak ilk adim PZR yéntemi yapilmistir. {lk adim PZR sonucu
elde edilen tiriinler, agaroz jel elektroforezi yontemi kullanilarak SYBR Green I ile UV
goriintiileme sistemi araciligiyla goriintiilenmis ve elde edilen PZR {iriinleri Sekil 4.8 ve
Sekil 4.9°da gosterilmistir. {lk adim sonucunda elde edilen PZR iiriinlerinin, 100bp
DNA Ladder (Biomatik) kullanilarak 654 bp uzunlugunda oldugu belirlenmistir.

L. pneumophila bakterilerine ait ilk adim PZR reaksiyonu iriinlerinden, LEG 448
(forward primer) ve LEG 858 (reverse primer) kullanilarak ikinci adim (semi-nested)
PZR yontemi yapilmustir. Ikinci adim PZR sonucu elde edilen iiriinler agaroz jel
elektroforezi yontemi kullanilarak SYBR Green [ ile UV gorlintileme sistemi
araciligiyla gorlintiillenmis ve elde edilen PZR iirtinleri Sekil 4.8 ve Sekil 4.9’ da
gosterilmistir. ikinci adim sonucunda elde edilen semi-nested PZR iiriinlerinin, 100bp
DNA Ladder (Biomatik) kullanilarak 430 bp uzunlugunda oldugu belirlenmistir.
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654 bp

Sekil 4.8: Farkli konsantrasyonlarda standart L. pneumophila ATCC 33152 bakterisi ile
kontamine su drneklerinden geri kazanilan L. pneumophila bakterilerine ait PZR iiriinii jel
goriintiisii. 1) 100 bp marker, 2) Pozitif kontrol, 3) 10 h/L, 4) 10° h/L, 5) 10° h/L, 6) 10" h/L,
7) 10° h/L, 8) Negatif kontrol, 9) 100 bp marker. A: ilk adim, B: Semi-nested PZR.
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654 bp

Sekil 4.9: Farkli konsantrasyonlardaki ¢evresel L. pneumophila izolat1 ile kontamine su
orneklerinden geri kazanilan L. pneumophila bakterilerine ait PZR {irtinii jel goriintiisii.
1) 100 bp marker, 2) Pozitif kontrol, 3) 10'° h/L, 4) 10° h/L, 5) 10® h/L, 6) 10" h/L, 7) 10° h/L,
8)Negatif kontrol, 9) 100 bp marker. A: ilk adim, B: Semi-nested PZR.
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42. FARKLI CEVRESEL KOSULLARA MARUZ BIRAKILAN
L. PNEUMOPHILA  BAKTERILERI ILE KONTAMINE SU
ORNEKLERINDEN L. PNEUMOPHILA BAKTERILERININ GERi
KAZANIM ORANLARININ FARKLI YONTEMLER KULLANILARAK
TESPITI

4.2.1. Farkh Sicakhik Uygulamalarina Maruz Birakilan L. pneumophila Bakterileri
ile Kontamine Su Orneklerinden L. pneumophila Bakterilerinin Geri Kazanim

Oranlarimin Farkh Yontemler Kullanilarak Tespiti

Calismada, 10® h/L konsantrasyondaki L. pneumophila bakterileri ile yapay olarak
kontamine edilen su 6rnekleri, belirli siirelerde farkli sicakliklara (5 °C, 50 °C, 55 °C ve

60 °C) maruz birakilmistir.

Sicaklik uygulamasina maruz birakilmis L. pneumophila bakterilerinin geri kazanim

oranlari, kiiltiir, FISH ve semi-nested PZR yontemleri kullanilarak tespit edilmistir.

4.2.1.1. Kiiltiir Yontemi Sonuclart
Farkli sicakliklara maruz birakilan L. pneumophila ile kontamine su Orneklerinden
L. pneumophila bakterilerinin kiiltiir yontemine gore geri kazanim sonuglar1 Tablo 4.4

ve Sekil 4.10°da verilmistir.

Sonuglar degerlendirildiginde, standart L. pneumophila ATCC 33152 ve gevresel
L. pneumophila bakterilerinde yiliksek oranda geri kazanim saglayan sicaklik ve siirenin
ATCC 33152 bakterisinde % 73, cevresel izolatta % 17.5 geri kazanim orani ile
5 °C’de 24 saat oldugu tespit edilmistir. L. pneumophila bakterileri {izerine en etkili
sicaklik degeri ve siirenin ise her iki bakteride ancak %0.01 geri kazanim orani ile
60 °C’de 3 dakika oldugu belirlenmistir (Tablo 4.4). 60 °C’ye 3 dakika maruz birakilan
L. pneumophila sayisinda kontrole gore yaklasik 4 log, 50 °C’de 30 dakika ve 55 °C’de
15 dakika uygulamalardan sonra ise kontrole gore 3 log azalma oldugu goriilmistiir.
5 °C’de 24 saat sicaklik uygulamasina maruz birakilan L. pneumophila bakteri
sayilarinin kontrole yakin degerlerde oldugu ve geri kazanim oranmin yiiksek oldugu

tespit edilmistir (Tablo 4.4).
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Farkli siirelerde, farkli sicaklik uygulamalarina maruz birakilan L. pneumophila ile
kontamine su orneklerinden L. pneumophila bakterilerinin geri kazanim oranlar1 kiiltiir
yontemi ile degerlendirildiginde, 50 °C’de 30 dakika, 55 °C’de 15 dakika, 60 °C’de 3
dakika sicaklik degerleri arasinda, geri kazanim oranlar1 agisindan anlamli bir farkin
olmadigi (p[10.05), 5 °C’de 24 saat ile yukarida belirtilen sicaklik degerleri arasinda ise
anlamli bir farkin oldugu (p<0.05) belirlenmistir.

Tablo 4.4: Farkli sicaklik uygulamalarina maruz birakilan L. pneumophila bakterileri ile
kontamine su drneklerinden L. pneumophila bakterilerinin kiiltiir yontemine gore geri kazanim

sonuclari.
Geri kazamilan L. pneumophila Geri kazamilan L. pneumophila
bakteri sayisi (log;o kob/L) £SS bakteri yiizdesi (%)
Sicaklik (°C)/
siire
ATCC 33152 Cevresel izolat ATCC 33152 Cevresel izolat
60 °C’ de 3 dakika 4.08+0.05 3.77+0.02 %0.01 %0.01
S5°C de Sy 60402 4.73+0.86 %0.05 %0.02
dakika
S0°C de 30y 3440.04 4.05+0.26 %0.13 %0.017
dakika
5°C’ de 24 saat 7.75%£0.03 7.05+0.21 %73 %17.5

Kontrol 7.87+0.04 6.78+0.01
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Sekil 4.10: Farkli sicaklik uygulamalarina maruz birakilan L. pneumophila bakterileri ile
kontamine su 6rneklerinden L. pneumophila bakterilerinin kiiltiir yontemine gore geri kazanim
sonuglart.

4.2.1.2. FISH Yontemi Sonuclart

60 °C’de 3 dakika, 55 °C’de 15 dakika, 50 °C’de 30 dakika ve 5 °C’de 24 saat sicaklik
uygulamalarma maruz birakilan 10® h/L konsantrasyondaki L. pneumophila bakterileri
ile yapay olarak kontamine edilmis su orneklerinden L. pneumophila bakterilerinin

FISH yo6ntemine gore geri kazanim sonuglar1 Tablo 4.5 ve Sekil 4.11°de verilmistir.

FISH yontemi sonuglarinda da, kiiltiir yonteminde oldugu gibi, L. pneumophila ATCC
33152 ve c¢evresel L. pneumophila izolatinda yiiksek oranda geri kazanim saglayan
sicaklik ve stirenin, ATCC 33152 bakterisinde % 100 ve ¢evresel izolatta % 88 geri
kazanim orani ile 5 °C’de 24 saat oldugu tespit edilmistir. L. pneumophila bakterilerinin
yok edilmesinde en etkili sicaklik ve siirenin ise L. pneumophila ATCC 33152
bakterisinde %2.8, ¢evresel izolatta %1.7’lik geri kazanim orani ile 60 °C’de 3 dakika
oldugu belirlenmistir  (Tablo 4.5). L. pneumophila bakterileri ile kontamine su
ornekleri, 60 °C’de 3 dakika, 55 °C’de 15 dakika, 50 °C’de 30 dakika maruz
birakildiginda, FISH yontemiyle incelenen her iki L. pneumophila bakterisinin geri

kazanim oraninin birbirine yakin degerlerde oldugu tespit edilmistir.
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Tablo 4.5: Farkli sicaklik uygulamalarina maruz birakilan L. pneumophila ile kontamine su
orneklerinden L. pneumophila bakterilerinin FISH yontemine gore geri kazanim sonuglari.

Geri kazamilan L. pneumophila Geri kazamilan L. pneumophila
bakteri sayis1 (log;o h/L) £SS bakteri yiizdesi (%)
Sicaklik (°C)/
siire
ATCC 33152 Cevresel izolat ATCC 33152 Cevresel izolat
60 °C’ de 3 dakika 5.32+0 5.1420 %2.18 %1.7
S5°C delS 5381008 53240 %2.62 %2.3
dakika
50°C°de30 5550 5.1420 %3 %2.85
dakika
5°C’de24 saat  6.92+0.04 6.78+0.02 %100 %88
Kontrol 6.90+0.02 6.84+0.01

Farkli siirelerde, farkli sicaklik uygulamalarina maruz birakilan L. pneumophila ile
kontamine su 6rneklerinden L. pneumophila bakterilerinin geri kazanim oranlar1t FISH
yontemi ile degerlendirildiginde, 50 °C’de 30 dakika, 55 °C’de 15 dakika, 60 °C’de 3
dakika sicaklik degerleri arasinda, geri kazanim oranlar1 agisindan anlamli bir farkin
olmadig1 (p[10.05), 5 °C’de 24 saat ile yukarida belirtilen sicaklik degerleri arasinda ise
anlamli bir farkin oldugu (p<0.05) belirlenmistir.
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Sekil 4.11: Farkli sicaklik uygulamalarina maruz birakilan L. pneumophila ile kontamine su
orneklerinden L. pneumophila bakterilerinin FISH yontemine gére geri kazanim sonuglari.

Farkli sicaklik uygulamalarina maruz birakilan L. pneumophila bakterileri ile kontamine
edilen su oOrneklerinden FISH yontemine gore geri kazanilan L. pneumophila
bakterilerinin epifloresan mikroskop goriintiileri  Sekil 4.12 ve Sekil 4.13’te

gosterilmistir.
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Sekil 4.12: Farkli sicaklik uygulamalarina maruz birakilan standart L. pneumophila ATCC
33152 bakterisi ile kontamine su drneklerinden geri kazanilan L. pneumophila bakterisinin
epifloresan mikroskop gortintiisii. A) 5 °C’de 24 saat, B) 60 °C’de 3 dakika, C) Pozitif kontrol.
1: DAPI boyama goriintiisii, 2: Cy3 isaretli Leg 705 probu ile boyama goriintiisii.
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Sekil 4.13: Farkli sicaklik uygulamalarina maruz birakilan ¢evresel L. pneumophila izolati ile
kontamine su orneklerinden geri kazanilan L. pneumophila bakterisinin epifloresan mikroskop
goriintiistii. A) 5 °C’de 24 saat, B) 60 °C’de 3 dakika, C) Pozitif kontrol. 1: DAPI boyama
goriintiisi, 2: Cy3 isaretli Leg 705 probu ile boyama goriintiisil.
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4.2.1.3. Farkh Sicaklik Uygulamalarina Maruz Birakilan L. pneumophila Bakterileri
ile Kontamine Su Orneklerinden L. pneumophila Bakterilerinin Kiiltiir ve FISH
Yontemine Gore Geri Kazanim Sonuclarinin Karsilastirilmasi

Farkli sicaklik uygulamalarina maruz birakilan L. pneumophila bakterileri ile kontamine
su orneklerinden L. pneumophila bakterilerinin geri kazanimi kiiltiir ve FISH yontemine
gore karsilastirildiginda, FISH yonteminde geri kazanim oraninin kiiltiir yontemine gore

daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.14).

Farkli siirelerde, farkli sicaklik uygulamalarina maruz birakilan L. pneumophila ile
kontamine su orneklerinden L. pneumophila bakterilerinin geri kazanim oranlari kiltiir
ve FISH yontemi ile degerlendirildiginde, kullanilan her iki yontemde de 50 °C’de 30
dakika, 55 °C’de 15 dakika, 60 °C’de 3 dakika sicaklik degerleri arasinda, geri kazanim
oranlar1 agisindan anlamli bir farkin olmadigi (p(10.05), 5 °C’de 24 saat ile yukarida

belirtilen sicaklik degerleri arasinda ise anlamli bir farkin oldugu (p<0.05)

belirlenmistir.
=: m]-." 1
= f
- f mRiltir
z . _ ATCC 33152
L 10 (kobL)
g, 10¢ 7 . ® Kiltir
2100 ¢ o i Cevresel
i izelat (kebL)
FE FISHATCC
= 0w 33182
a 2 kL)
: 10
E ! mFISH
= 0 4 Cevresel
E EU: | = . = . = . = . olat (L)
50 a00¢ 550 g0 ¢
24 saat 30 dakika 15 dakika 3 dakaka
Secakhk (PC) siire

Sekil 4.14: Farkli sicaklik uygulamalarina maruz birakilan L. pneumophila ile kontamine su
orneklerinden L. pneumophila bakterilerinin kiiltiir ve FISH yontemine gore geri kazanim
sonuclari.

4.2.1.4. Semi-Nested PZR Sonuclart
Farkli sicaklik uygulamalarina maruz birakilan L. pneumophila bakterileri ile kontamine
su ornekleri filtrasyonla yogunlastirildiktan sonra L. pneumophila bakterilerine ait

DNA’lar izole edilmistir. Farkli sicaklik uygulamalarina maruz birakilan 6rneklerdeki
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L. pneumophila bakterilerine ait DNA izolasyon bant goriintileri Sekil 4.15°de

gosterilmistir.

Farkli sicaklik uygulamalarina maruz birakilan bitiin 6rneklerde L. pneumophila

bakterilerine ait DNA’larin izole edildigi tespit edilmistir (Sekil 4.15).

Sekil 4.15: Farkli sicaklik uygulamalarina maruz birakilan L. pneumophila bakterileri ile
kontamine su drneklerinden geri kazanilan L. pneumophila bakterilerine ait DNA izolasyon bant
goriintiisii. A) Pozitif kontrol. L. pneumophila ATCC 33152 bakterisi; B) 5 °C’de 24 saat,

C) 50 °C’de 30 dakika, D) 55 °C’de 15 dakika, E) 60 °C’de 3 dakika. Cevresel L. pneumophila
izolati; F) 5 °C’de 24 saat, G) 50 °C’de 30 dakika, H) 55 °C’de 15 dakika,

1) 60 °C’de 3 dakika, J) Negatif kontrol.

Farkli sicaklik uygulamalarina maruz birakilan su Orneklerindeki L. pneumophila
bakterilerine ait ilk adim ve semi-nested PZR iiriin olusumlar1 Tablo 4.6’da

gosterilmistir.
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Tablo 4.6: Farkli sicaklik uygulamalarina maruz birakilan L. pneumophila bakterileri ile
kontamine su 6rneklerinden geri kazanilan L. pneumophila bakterilerine ait ilk adim ve semi-
nested PZR {iriin olugumu.

Sicakhik
L. pneumophila Siire Ik adim PZR iiriinii  Semi-nested PZR iiriinii
(°C)
5°C 24 saat + "
50°C 30 dakika + n
ATCC 33152
55°C 15 dakika + ;
60 °C 3 dakika + n
5°C 24 saat + +
50°C 30 dakika + n
Cevresel izolat 55°C 15 dakika + T
60 °C 3 dakika + +

Farkli sicaklik uygulamalarina maruz birakilan L. pneumophila ile kontamine su
orneklerinden geri kazanilan L. pneumophila bakterilerine ait DNA’lar, LEG 225
(forward primer) ve LEG 858 (reverse primer) kullanilarak ilk adim PZR yapilmistir.
Sicaklik uygulamasina ait ilk adim PZR sonucu elde edilen {iriinler agaroz jel
elektroforezi yontemi kullanilarak SYBR Green 1 ile UV goriintiileme sistemi
aracihigiyla goriintiilenmis ve Sekil 4.16 ve Sekil 4.17°de gosterilmistir. ilk adim
sonucunda elde edilen PZR iiriinlerinin, 100bp DNA Ladder (Biomatik) kullanilarak
654 bp uzunlugunda oldugu belirlenmistir.

L. pneumophila bakterilerine ait ilk adim PZR firtinleri, LEG 448 (forward primer) ve
LEG 858 (reverse primer) kullanilarak ikinci adim (semi-nested) PZR yapilmistir.
Sicaklik uygulamasina ait L. pneumophila ikinci adim PZR iriinleri, agaroz jel
elektroforezi yontemi kullanilarak SYBR Green [ ile UV goriintiileme sistemi
aracihigryla goriintiilenmis ve Sekil 4.16 ve Sekil 4.17°de gosterilmistir. ikinci adim
sonucunda elde edilen semi-nested PZR fiiriinlerinin, 100bp DNA Ladder (Biomatik)

kullanilarak 430 bp uzunlugunda oldugu belirlenmistir.
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654 bp

430 bp

Sekil 4.16: Farkli sicaklik uygulamalarina maruz birakilan standart L. pneumophila ATCC
33152 bakterisi ile kontamine su 6rneklerinden geri kazanilan L. pneumophila bakterilerine ait
PZR iiriinti jel gortintiisii. 1) 100 bp marker, 2) 5 °C’de 24 saat, 3) 50 °C’de 30 dakika,

4) 55 °C’de 15 dakika, 5) 60 °C’de 3 dakika, 6) Pozitif kontrol, 7) Negatif kontrol, 8) 100 bp
marker. A: [lk adim, B: Semi-nested PZR.
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654 bp

430 bp

Sekil 4.17: Farkli sicaklik uygulamalarina maruz birakilan ¢evresel L. pneumophila izolati ile
kontamine su 6rneklerinden geri kazanilan L. pneumophila bakterilerine ait PZR iirtinii jel
goriintiisii. 1) 100 bp marker, 2) 5 °C’de 24 saat, 3) 50 °C’de 30 dakika, 4) 55 °C’de 15 dakika,
5) 60 °C’de 3 dakika, 6) Pozitif kontrol, 7) Negatif kontrol, 8) 100 bp marker.

A: i1k adim, B: Semi-nested PZR.

4.3.1. Farkh pH Uygulamalarima Maruz Birakilan L. pneumophila Bakterileri ile
Kontamine Su Orneklerinden L. pneumophila Bakterilerinin Geri Kazanim

Oranlariin Farkh Yontemler Kullanilarak Tespiti

Calismada, 10® h/L konsantrasyonda L. pneumophila bakterileri ile yapay olarak
kontamine edilmis su ornekleri farkli pH uygulamalarina maruz birakilmistir. Siire
sonunda, pH’1n L. pneumophila bakterileri tizerindeki etkisi notralize edilmistir. Farkli
pH uygulamalarina maruz birakilmis su 6rneklerinden L. pneumophila bakterilerinin
geri kazanim oranlan kiiltiir, FISH ve semi-nested PZR yontemleri kullanilarak tespit

edilmistir.
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4.3.1.1. Kiiltiir Yontemi Sonuclari
Farkli pH uygulamalarina maruz birakilan L. pneumophila bakterileri ile kontamine su
orneklerinden L. pneumophila bakterilerinin kiiltiir yontemine goére geri kazanim

sonuglar1 Tablo 4.7 ve Sekil 4.18’de verilmistir.

pH 2.2’¢ maruz birakilan orneklerde, L. pneumophila bakterilerinin geri kazanim
oraninin diger pH uygulamalaria gore diisiik oldugu tespit edilmistir. pH 2.2’e, 0, 15
ve 30 dakika maruz birakilmis su Orneklerinden L. pneumophila bakterilerinin geri

kazaniminin yapilamadig1 belirlenmistir (Tablo 4.7, Sekil 4.18).

Farkli pH degerlerine (2.2, 5.8, 7.0 ve 8.2) maruz birakilmis L. pneumophila bakterileri
ile kontamine edilmis su Orneklerinden L. pneumophila’nin geri kazanim oranlar
incelendiginde, en yiiksek geri kazanimi saglayan pH ve siireninL. pneumophila ATCC
33152 bakterisinde pH 8.2’de 1 saat (%4), ¢evresel L. pneumophila izolatinda
pH 5.8’de 15 dakika (%2.6) oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.7).

Farkli stirelerde, farkli pH uygulamalarina maruz birakilan L. pneumophila ile
kontamine su orneklerinden L. pneumophila bakterilerinin geri kazanim oranlar1 kiiltiir
yontemi ile degerlendirildiginde, pH degerleri arasinda, geri kazanim oranlar1 agisindan

anlamli bir farkin olmadig1 belirlenmistir (p[10.05).
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Tablo 4.7: Farkli pH uygulamalarina maruz birakilan L. pneumophila bakterileri ile kontamine
su orneklerinden L. pneumophila bakterilerinin kiiltiir yontemine gore geri kazanim sonuglart.

Geri kazamilan L. pneumophila Geri kazamilan L. pneumophila
bakteri sayisi (logio kob/L)+SS bakteri yiizdesi (%)

Uygulama  Siire ATCC 33152 Cevresel izolat  ATCC 33152 Cevresel izolat

0.dakika 0 0 %0 %0
15 dakika 0 0 %0 %0
oH 2.2 30dakika 0 0 %0 %0
1 saat 4.8+0.003 3.77+0.002 %0.09 %0.008
24 saat 4.5+0.04 4.44+0.04 %0.04 %0.04
0.dakika  3.54+0.14 2.4940.05 %0.005 %0.004
15 dakika  6.3+0.07 6.234+0.08 %3.3 %2.6
oH 5.3 30 dakika  6.06+0.01 5.96+0.02 %1.5 %1.4
1 saat 5.6+0.008 5.34+0.35 %0.6 %0.4
24 saat 6.5£0.50 6.17+0.12 %5 %2.3
0. dakika  6.05+0.01 5.89+0.005 %1.5 %1.1
15 dakika  6.1+0.01 5.94+0.04 %1.7 %1.3
pH 7.0 30 dakika  5.1+0.05 4.96+0.004 %1.7 %0.1
1 saat 3.9£0.10 3.76+0.02 %0.2 %0.008
24 saat 4.9+0.004 4.67£0.27 %0.1 %0.07
0. dakika  4.7+0.03 4.51+0.02 %0.08 %0.05
15 dakika  6.1£0.12 5.96+0.17 %?2 %1.4
pH 8.2 30 dakika  6.3+0.06 6.06+0.08 %3 %1.7
1 saat 6.4+0.03 5.73+0.23 %4 %0.8
24 saat 5.440.04 5.05+0.07 %0.3 %0.16

Kontrol - 7.8+0.04 6.8+0.04
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Sekil 4.18: Farkli pH uygulamalarina maruz birakilan L. pneumophila ile kontamine su
orneklerinden L. pneumophila bakterilerinin kiiltiir yontemine gore geri kazanim sonuglari.
A)pH 2.2,B)pH 5.8, C) pH 7.0, D) pH 8.2.

4.3.1.2. FISH Yontemi Sonuclart
Farkli pH uygulamalarina maruz birakilan 10% h/L konsantrasyonda L. pneumophila ile
kontamine su orneklerinden L. pneumophila bakterilerinin FISH yontemine goére geri

kazanim sonuglar1 Tablo 4.8 ve Sekil 4.19°da gosterilmistir.

Farkli pH degerlerine maruz birakilan L. pneumophila bakterileri ile kontamine edilmis
su oOrneklerinden FISH yontemine gore L. pneumophila bakterilerinin geri kazanim
oranlar1 karsilastirildiginda, en yiiksek geri kazanimin L. pneumophila ATCC 33152

bakterisinde % 94 ve gevresel L. pneumophila izolatinda % 100’liik geri kazanim
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orantyla pH 2.2’de 0 dakika, en diisiik geri kazanim oraninin ise L. pneumophila ATCC
33152 bakterisinde % 0.8 ve gevresel L. pneumophila izolatinda % 0.5’lik geri kazanim

oraniyla pH 8.2°de 24 saat oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.8).

pH 2.2°e 0, 15 ve 30 dakika maruz birakilan L. pneumophila bakterilerini iceren su
orneklerinden standart L. pneumophila ATCC 33152 ve gevresel L. pneumophila
bakteri sayilarmin kiiltiir yonteminde elde edilen sonucun aksine kontrole yakin
degerler gosterdigi saptanmustir. pH 7’e 0, 15, 30 dakika ve 1 saat maruz birakilan
orneklerde, FISH analizlerinde L. pneumophila ATCC 33152 ve c¢evresel
L. pneumophila bakteri sayilarnin kontrole yakin degerlerde oldugu, 24 saat maruz
birakilan orneklerde ise kontrole gére yaklasik 1-2 log azaldigi belirlenmistir (Tablo
4.8).

Farkli pH degerlerine maruz birakilan 6rneklerde, FISH yontemi ile incelenen her iki
L. pneumophila bakterisi arasinda geri kazanim agisindan anlamli bir farkin olmadigi
belirlenmistir (p[10.05). Uygulanan pH degerleri (2.2, 5.8, 7.0 ve 8.2) ve siireler (0, 15,
30 dakika ve 1, 24 saat) arasinda, L. pneumophila bakterilerinin geri kazanim oranlari
acisindan anlamli bir farkin oldugu (p<0.05), pH 2.2 ve pH 7.0 arasinda ise geri

kazanim agisindan anlamli bir farkin olmadigi (p[10.05) tespit edilmistir.
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Tablo 4.8: Farkli pH uygulamalarina maruz birakilan L. pneumophila ile kontamine su
orneklerinden L. pneumophila bakterilerinin FISH yontemine gore geri kazanim sonuglari.

Geri kazamilan L. pneumophila

Geri kazamilan L. pneumophila

bakteri sayisi (logio h/L)+SS bakteri yiizdesi (%)
Uygulama  Siire ATCC 33152 Cevresel izolat ~ ATCC 33152 Cevresel izolat
0. dakika  6.87+0.04 6.82+0.03 %94 %100
15 dakika  6.79+0.04 6.69+0 %79 %74.4
pH 2.2 30 dakika  6.54+0.02 6.27+0.06 %44 %28.7
1 saat 6.29+0.04 5.71+0.04 %24.5 %8
24 saat 5.94+0.14 5.23+0.12 %11.3 %2.6
0. dakika  5.68+0.08 5.69+0 %6 %7.4
15 dakika 5.44+0 5.32+0 %3.5 %3.2
pH 5.8 30 dakika 5.23+0.12 5.14+0 %2.2 %2.1
1 saat 4.99+0.21 5.84+0 %1.3 %10.6
24 saat 5.84+0 5.14+0 %8.7 %2.1
0. dakika  6.87+0.02 6.64+0.178 9%93.5 %70
15 dakika 6.84+0 6.77£0 %87.3 %91.4
pH 7.0 30 dakika  6.80+0.04 6.45+0.02 %80.3 %43
1 saat 6.42+0.14 6.32+0 %34 %32
24 saat 5.38+0.08 5.14+0 %30.5 %2.1
0.dakika  6.15+0.14 5.8440 %18.3 %10.6
15 dakika 5.44+0 5.38+0.08 %3.5 %3.8
30 dakika 5.23+0.12 4.99+0.21 2.2 %1.6
pH 8.2
1 saat 5.14+0 4.84+0 %1.7 %1
24 saat 4.84+0 2.42+3.42 %0.8 %0.5
Kontrol - 6.90+0.02 6.81+0.02
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Sekil 4.19: Farkli pH uygulamalarina maruz birakilan L. pneumophila bakterilerine ait su

orneklerinden L. pneumophila bakterilerinin FISH yontemine gore geri kazanim sonuglart.
A:pH22,B:pH5.8,C:7.0,D: 8.2

Farkli pH uygulamalarina maruz birakilan L. pneumophila bakterileri ile kontamine su
orneklerinden geri kazanilan L. pneumophila bakterilerinin epifloresan mikroskop
goriintiileri Sekil 4.20-4.27°de verilmistir.
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Sekil 4.20: Farkli siirelerde pH 2.2’e maruz birakilan standart L. pneumophila ATCC 33152
bakterisi ile kontamine su 6rneklerinden geri kazanilan L. pneumophila bakterisinin epifloresan
mikroskop goriintiisii. A) 0. dakika, B) 24 saat, C) Pozitif kontrol.

1: DAPI boyama goriintiisii, 2: Cy3 isaretli Leg 705 probu ile boyama goriintiisii.
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Sekil 4.21: Farkli siirelerde pH 5.8’ maruz birakilan standart L. pneumophila ATCC 33152
bakterisi ile kontamine su 6rneklerinden geri kazanilan L. pneumophila bakterisinin epifloresan
mikroskop goriintiisii. A) 24 saat, B) 1 saat, C) Pozitif kontrol.

1: DAPI boyama goriintiisii, 2: Cy3 isaretli Leg 705 probu ile boyama goriintiisii.
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Sekil 4.22: Farkli siirelerde pH 7.0’e maruz birakilan standart L. pneumophila ATCC 33152
bakterisi ile kontamine su 6rneklerinden geri kazanilan L. pneumophila bakterisinin epifloresan
mikroskop goriintiisii. A) 0. dakika, B) 24 saat, C) Pozitif kontrol.

1: DAPI boyama goriintiisii, 2: Cy3 isaretli Leg 705 probu ile boyama goriintiisii.



Sekil 4.23: Farkli siirelerde pH 8.2’ maruz birakilan standart L. pneumophila ATCC 33152
bakterisi ile kontamine su 6rneklerinden geri kazanilan L. pneumophila bakterisinin epifloresan
mikroskop goriintiisii. A) 0. dakika, B) 24 saat, C) Pozitif kontrol.

1: DAPI boyama goriintiisii, 2: Cy3 isaretli Leg 705 probu ile boyama goriintiisii.
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Sekil 4.24: Farkli siirelerde pH 2.2’e maruz birakilan gevresel L. pneumophila izolati ile
kontamine su orneklerinden geri kazanilan L. pneumophila bakterisinin epifloresan mikroskop
goriintiisii. A) 0. dakika, B) 24 saat, C) Pozitif kontrol. 1: DAPI boyama goriintiist,

2: Cy3 isaretli Leg 705 probu ile boyama goriintiisii.



88

Sekil 4.25: Farkli siirelerde pH 5.8’ maruz birakilan ¢evresel L. pneumophila izolati ile
kontamine su 6rneklerinden geri kazanilan L. pneumophila bakterisinin epifloresan mikroskop
gorlintiisti. A) 24 saat, B) 1 saat, C) Pozitif kontrol.

1: DAPI boyama goriintiisii, 2: Cy3 isaretli Leg 705 probu ile boyama goriintiisii.
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Sekil 4.26: Farkli siirelerde pH 7.0’e maruz birakilan ¢evresel L. pneumophila izolati ile
kontamine su orneklerinden geri kazanilan L. pneumophila bakterisinin epifloresan mikroskop
goriintiisti. A) 0. dakika, B) 24 saat, C) Pozitif kontrol.

1: DAPI boyama goriintiisii, 2: Cy3 isaretli Leg 705 probu ile boyama goriintiisii.
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Sekil 4.27: Farkli siirelerde pH 8.2’ maruz birakilan gevresel L. pneumophila izolati ile
kontamine su 6rneklerinden geri kazanilan L. pneumophila bakterisinin epifloresan mikroskop
goriintiisti. A) 0. dakika, B) 24 saat, C) Pozitif kontrol.

1: DAPI boyama goriintiist, 2: Cy3 isaretli Leg 705 probu ile boyama goriintiisii.
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4.3.1.3. Farklh pH Uygulamalarina Maruz Birakilan L. pneumophila Bakterileri ile
Kontamine Su Orneklerinden L. pneumophila Bakterilerinin Kiiltir ve FISH

Yontemine Gore Geri Kazanim Sonuclarinin Karsilastirilmasi

Farkli siirelerde, farkli pH degerlerine maruz birakilan L. pneumophila bakterileri ile
kontamine su 6rneklerinden L. pneumophila’nin geri kazanim oranlar1 kiiltiir ve FISH
yontemine gore karsilastirildiginda, geri kazanim sonuclarinin pH degerlerine gore
farklilik gosterdigi, FISH yontemi ile, genel olarak kiiltiir yontemine gére daha yiiksek
oranda geri kazanim saglandigi belirlenmistir. Ayrica pH 2.2°e 0, 15 ve 30 dakika
maruz birakilan Orneklerde, kiiltiir yontemi ile L. pneumophila bakterileri tespit
edilemezken, FISH yontemi ile pH 2.2 ile 0, 15 ve 30 dakikada en yiiksek geri
kazanimin gergeklestigi tespit edilmistir (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28: Farkli pH uygulamalarina maruz birakilan L. pneumophila bakterileri ile kontamine
su orneklerinden L. pneumophila bakterilerinin kiiltiir ve FISH yontemine gore geri kazanim
sonuglart.1) pH 2.2, 2) pH 5.8, 3) pH 7.0, 4) pH 8.2.

4.3.1.4.Semi-Nested PZR Sonuclart

Farkli pH uygulamalarina maruz birakilan 10® h/L konsantrasyondaki L. pneumophila
bakterileri ile kontamine edilen su Ornekleri, filtrasyonla yogunlastiriltirildiktan sonra
L. pneumophila bakterilerine ait DNA’lar izole edilmistir. Farkli pH uygulamalarina
maruz birakilan orneklerdeki L. pneumophila bakterilerine ait DNA izolasyon bant

goriintiileri Sekil 4.29°da gosterilmistir.



Farkli pH uygulamalarina maruz birakilan biitin 6rneklerde L. pneumophila
bakterilerinin DNA’larinin izole edildigi tespit edilmistir (Sekil 4.29).

Sekil 4.29: Farkli pH uygulamalarina maruz birakilan L. pneumophila ile kontamine su
orneklerinden geri kazanilan L. pneumophila bakterilerine ait DNA izolasyon bant goriintiisii.
pH 2.2; 1) 0. dakika, 2) 15 dakika, 3) 30 dakika, 4) 1 saat, 5) 24 saat. pH 5.8; 6) 0. dakika, 7) 15
dakika, 8) 30 dakika, 9) 1 saat, 10) 24 saat. pH 7.0; 11) 0. dakika, 12) 15 dakika, 13) 30 dakika,
14) 1 saat, 15) 24 saat. pH 8.2; 16) 0. dakika, 17) 15 dakika, 18) 30 dakika, 19) 1 saat, 20) 24
saat. 21) Pozitif kontrol, 22) Negatif kontrol. A: ATCC 33152 bakterisi, B: Cevresel izolat.

Farkli siirelerde, farkli pH uygulamalarina maruz birakilan L. pneumophila bakterileri
ile kontamine su 6rneklerinden geri kazanilan L. pneumophila bakterilerine ait ilk adim

ve semi-nested PZR iirlin olusumlar1 Tablo 4.9’da gosterilmistir.
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Tablo 4.9: Farkli pH uygulamalarina maruz birakilan L. pneumophila bakterileri ile kontamine
su orneklerinden geri kazanilan L. pneumophila bakterilerine ait ilk adim ve semi-nested PZR
tirlindi olusumu.

L. pneumophila pH Siire Ik ?.dl.fn PZR Semi"-n.t.as'aed"PZR
urunu uzurunu

0 dakika + +

22 15 dakika +

30 dakika + +

1 saat + +

24 saat + +

0 dakika + +

5.8 15 dakika + +

30 dakika + +

1 saat + +

ATC?/ e33152 24 saat + +
Cevresel izolat 70 0 dakika + +
15 dakika + +

30 dakika + +

1 saat + +

24 saat + +

0 dakika + +

8.2 15 dakika + +

30 dakika + +

1 saat + +

24 saat + +

Farkli pH uygulamalarina maruz birakilan L. pneumophila bakterileri ile kontamine su
orneklerinden geri kazanilan L. pneumophila bakterilerine ait DNA’lar, LEG 225
(forward primer) ve LEG 858 (reverse primer) kullanilarak ilk adim PZR yontemi
yapilmistir. Asit uygulamasina ait ilk adim PZR sonucu elde edilen iiriinler agaroz jel
elektroforezi yontemi kullanilarak SYBR Green [ ile UV goriintiileme sistemi
aracihigryla goriintiillenmis ve Sekil 4.30 ve Sekil 4.31°de gosterilmistir. ilk adim
sonucunda elde edilen PZR iiriinlerinin, 100bp DNA Ladder (Biomatik) kullanilarak
654 bp uzunlugunda oldugu belirlenmistir.

L. pneumophila bakterilerine ait ilk adim PZR fiirtinleri, LEG 448 (forward primer) ve
LEG 858 (reverse primer) kullanilarak ikinci adim (semi-nested) PZR yoOntemi

yapilmustir. Asit uygulamasina ait L. pneumophila ikinci adim PZR fiiriinleri, agaroz jel
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elektroforezi yontemi kullanilarak SYBR Green [ ile UV goriintiileme sistemi
aracihigiyla goriintiilenmis ve Sekil 4.30 ve Sekil 4.31°de gosterilmistir. ikinci adim
sonucunda elde edilen semi-nested PZR fiiriinlerinin, 100bp DNA Ladder (Biomatik)

kullanilarak 430 bp uzunlugunda oldugu belirlenmistir.

—) PR D R R R R R R en R B A A B s R
654 bp

AR RARA A RS A Ne N AR AR AR e A, AR AR A e
430bp

Sekil 4.30: Farkli pH uygulamalarina maruz birakilan standart L. pneumophila ATCC 33152
bakterisi ile kontamine su 6rneklerinden geri kazanilan L. pneumophila bakterilerine ait PZR
tirtinii jel gorilintiisii. 1) 100 bp marker, 2)Pozitif kontrol. pH 2.2; 3) 0. dakika, 4) 15 dakika,
5) 30 dakika, 6) 1 saat, 7) 24 saat. pH 5.8; 8) 0. dakika, 9) 15 dakika, 10) 30 dakika, 11) 1 saat,
12) 24 saat. pH 7.0; 13) 0. dakika, 14) 15 dakika, 15) 30 dakika, 16) 1 saat, 17) 24 saat. pH 8.2;
18) 0. dakika, 19) 15 dakika, 20) 30 dakika, 21) 1 saat, 22) 24 saat. 23) Pozitif kontrol.
24) Negatif kontrol. 25) 100 bp marker. A: ilk adim, B: Semi-nested PZR.
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Sekil 4.31: Farkli pH uygulamalarina maruz birakilan ¢evresel L. pneumophila izolati ile
kontamine su 6rneklerinden geri kazanilan L. pneumophila bakterilerine ait PZR {iriinii jel
gortintiisti. 1) 100 bp marker. 2)Pozitif kontrol. pH 2.2; 3) 0. dakika, 4) 15 dakika, 5) 30 dakika,
6) 1 saat, 7) 24 saat. pH 5.8; 8) 0. dakika, 9) 15 dakika, 10) 30 dakika, 11) 1 saat, 12) 24 saat.
pH 7.0; 13) 0. dakika, 14) 15 dakika, 15) 30 dakika, 16) 1 saat, 17) 24 saat.
pH 8.2; 18) 0. dakika, 19) 15 dakika, 20) 30 dakika, 21) 1 saat, 22) 24 saat. 23) Pozitif kontrol.
24) Negatif kontrol, 25) 100 bp marker, A: ilk adim, B: Semi-nested PZR.

4.4.1. Farkh Konsantrasyon ve Siirelerde Biyosite Maruz Birakilan L. pneumophila
Bakterileri ile Kontamine Su Orneklerinden L. pneumophila Bakterilerinin Geri

Kazanim Oranlarimmin Farkh Yontemler Kullanilarak Tespiti

Calismada, 10® h/L konsantrasyonda L. pneumophila bakterileri ile yapay olarak
kontamine edilen su Ornekleri farkli konsantrasyonlarda ve siirelerde okside edici bir

biyosit olan Huwa-San TR 50 biyositine maruz birakilmustir.

Stire sonunda, farkli konsantrasyonlardaki Huwa-San TR-50’¢ maruz birakilan
L. pneumophila bakterilerileri ile kontamine su Orneklerinden L. pneumophila
bakterilerinin geri kazanim oranlar1 kiiltiir, FISH ve semi-nested PZR yontemleri

kullanilarak tespit edilmistir.
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4.4.1.1. Kiiltiir Yontemi Sonuclari

Farkli konsantrasyonlardaki Huwa-San TR 50 biyositine maruz birakilan
L. pneumophila bakterileri ile yapay olarak kontamine edilmis su oOrneklerinden
L. pneumophila bakterilerinin kiiltiir yontemine gore geri kazanim sonuglart Tablo 4.10

ve Sekil 4.32’de gosterilmistir.

100 ppm ve 200 ppm konsantrasyonda Huwa-San TR 50 biyositine maruz birakilan
L. pneumophila bakterileri ile kontamine 6rneklerde, her iki bakteri i¢in kiiltiir yontemi
ile geri kazanim oraninin ¢ok diisiik oldugu tespit edilmistir. Siireye bagli olarak en
yiiksek geri kazanim orani, her iki konsantrasyon i¢in, 0. saat olarak belirlenmistir. 24
saat Huwa-San TR 50 biyositine maruz birakilan orneklerde L. pneumophila

bakterilerinin geri kazanim olmadig1 saptanmistir (Tablo 4.10).

Farkli siirelerde farkli Huwa-San TR 50 biyosit konsantrasyonuna maruz birakilan
L. pneumophila bakterileri ile kontamine edilmis su Orneklerinden L. pneumophila
bakterilerinin kiltir yontemine gore en ylksek geri kazanimi saglayan biyosit
konsantrasyonu ve siire igin, L. pneumophila ATCC 33152 bakterisinde % 0.41,
cevresel L. pneumophila izolatinda % 0.4 geri kazanim oraniyla 200 ppm dozunda O.
saat oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.10).

Farkl:i siirelerde, farkli konsantrasyonlardaki biyosite maruz birakilan L. pneumophila
bakterileri ile kontamine su orneklerinden L. pneumophila bakterilerinin kiiltiir
yontemine gore geri kazanimlar karsilastirildiginda, her iki bakteri i¢in en yiiksek geri
kazanimin 100 ppm ve 200 ppm biyosit konsantrasyonu i¢in 0. saat oldugu tespit
edilmistir. 100 ppm ve 200 ppm konsantrasyonlardaki biyosite 24 saat maruz birakilan
orneklerden L. pneumophila bakterilerinin geri kazanimi yapilamamistir (Tablo 4.10,
Sekil 4.32).

Biyosite maruz birakilan L. pneumophila bakterilerinin kiiltiir yontemine gore geri
kazanim sonuclar1 degerlendirildiginde, farkli konsantrasyon ve siirelerde Huwa-San
TR 50 biyosit degerleri arasinda geri kazanim oranlar1 agisindan anlamli bir farkin

olmadig belirlenmistir (p[10.05).
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Tablo 4.10: Farkli konsantrasyon ve siirelerde biyositie maruz birakilan L. pneumophila
bakterileri ile kontamine su 6rneklerinden L. pneumophila bakterilerinin kiiltiir yontemine gore
geri kazanim sonuglari.

Geri kazamlan L. pneumophila Geri kazamilan L. pneumophila

. " - . o
Konsantrasyon  Siire bakteri sayisi (logio kob/L)+SS bakteri yiizdesi (%)
(ppm) (saat) ATCC33152  Cevreselizolat ~ ATCC 33152 Cevresel izolat
0 5.1£0.08 5.0+0.01 %0.18 %0.17
1 254008 2.20.03 %0.0004 %0.0003
100 3 2.0+£0.04 1.8+£0.04 %0.0001 %0.0001
6 1.6+£0.07 1.4+0 %0.00006 9%0.00004
24 0 0 %0 %0
0 5.4+0.02 5.3+0.05 %0.41 %0.4
1 2.7+0.04 2.5+£0.07 %0.0007 %0.0005
200 3 1.8+£0.05 1.7+£0.04 %0.0001 %00.00009
6 1.7+£0.04 1.4+0.06 %0.00008 %00.00005
24 0 0 %0 %0
Kontrol - 7.840.005 7.75+0.005
' 10t
e 10% i 4
4 - 4 iz
:.é ll}% mAILL 331
& lﬂlé _
E igs m Ceveesel Lzolat
:-:‘C;‘ = 10
o 2 mz Keontrel ATCC
8@ w 33152
e 10 I N I |
B ) s Hontrol
= Kontrol 100 100 100 100 100 200 200 200 200 200 gevresdl izolat
> PEM EEM ERM ERM BEM BEM PRM BEM BEM PRM
o 1 3 & 24 0 1 3 & 24
Kensanwasyon (ppm) size (g3

Sekil 4.32: Farkli konsantrasyon ve siirelerde biyosite maruz birakilan L. pneumophila
bakterileri ile kontamine su 6rneklerinden L. pneumophila bakterilerinin kiiltiir yontemine gore
geri kazanim sonuglart.

4.4.1.2. FISH Yontemi Sonuclart
Farkli  konsantrasyon ve siirelerde biyosite maruz birakilan  10°  h/L
konsantrasyonundaki L. pneumophila ile kontamine orneklerden L. pneumophila

bakterilerinin FISH yontemine gore geri kazanim sonuglar1 Tablo 4.11 ve Sekil 4.33°de
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gosterilmistir. 100 ppm ve 200 konsantrasyonlarinda Huwa-San TR 50 biyositine 0, 1
ve 3 saat maruz birakilan her iki L. pneumophila bakterisinin sayilarinin kontrole
yaklasik degerler gosterdigi tespit edilmistir. 200 ppm biyosit konsantrasyonuna 24 saat
maruz birakilan 6rneklerden her iki L. pneumophila bakterisinin FISH yontemi ile geri

kazanim saglanamadigi belirlenmistir (Sekil 4.33).

Farkli siirelerde farkli biyosit konsantrasyonuna maruz birakilan L. pneumophila
bakterileri ile kontamine edilmis su 6rneklerinden en yiiksek geri kazanimi saglayan
biyosit konsantrasyonu ve siirenin L. pneumophila ATCC 33152 bakterisinde % 91.5,
cevresel L. pneumophila izolatinda % 100 orani ile 200 ppm’de 0. saat olarak tespit
edilmistir (Tablo 4.11).

Biyosite maruz birakilan L. pneumophila bakterilerinin FISH yontemine gore geri
kazanim sonuglar1 degerlendirildiginde, farkli konsantrasyon ve siireler arasinda geri

kazanim oranlar1 agisindan anlamli bir farkin oldugu belirlenmistir (p<0.05).

Tablo 4.11: Farkli konsantrasyonve siirelerde biyosite maruz birakilan L. pneumophila
bakterilerine ait su 6rneklerinde L. pneumophila bakterilerinin FISH yontemine gore geri
kazanim sonuglart.

Geri kazamlan L. pneumophila Geri kazamilan L. pneumophila

Konsantrasyon  Siire bakteri sayis1 (log;o h/L)+SS bakteri yiizdesi (%)
(ppm) (saat) ATCC33152 Cevreselizolat ~ ATCC 33152 Cevresel izolat
0 6.78+0.08 6.73£0.06 2%82.8 %82.5
1 6.60+0.06 6.52+0.02 %54.2 %55
100 3 6.34+0.03 6.32+0 %18.6 %16
6 5.84+0 5.77+0.03 9%9.3 %9.7
24 48420 0 %0.93 %0
0 6.83+0 6.83+0 %491.5 %100
1 6.72+0.03 6.64+0 %71 %72.6
200 3 6.32+0 6.14+0.06 %30 %34.3
6 599004 5.88+0.05 %10 %10.8
24 0 0 %0 %0

Kontrol - 7.75+0.07 6.87+0.08
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Sekil 4.33: Farkli konsantrasyon ve siirelerde biyositie maruz birakilan L. pneumophila
bakterileri ile kontamine su 6rneklerinden L. pneumophila bakterilerinin FISH yontemine gore
geri kazanim sonugclari.

Farkli siirelerde farkli konsantrasyonlarda biyosite maruz birakilan L. pneumophila
bakterilerini iceren su Orneklerinden geri kazanilan sonuglarinin L. pneumophila

bakterilerinin epifloresan mikroskop goriintiileri Sekil 4.34- Sekil 4.37°de gosterilmistir.
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Sekil 4.34: 100 ppm konsantrasyondaki biyosite maruz birakilan standart L. pneumophila
ATCC 33152 bakterisi ile kontamine su 6rneklerinden geri kazanilan L. pneumophila
bakterisinin epifloresan mikroskop goriintiisii. A ) 0. saat, B) 24 saat, C) Pozitif kontrol.
1: DAPI boyama goriintiisii, 2: Cy3 isaretli Leg 705 probu ile boyama goriintiisii.
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Sekil 4.35: 200 ppm konsantrasyondaki biyoite maruz birakilan standart L. pneumophila
ATCC 33152 bakterisi ile kontamine su 6rneklerinden geri kazanilan L. pneumophila
bakterisinin epifloresan mikroskop goriintiisii. A ) 0. saat, B) 6 saat, C) Pozitif kontrol. 1: DAPI
boyama goriintiisii, 2: Cy3 isaretli Leg 705 probu ile boyama goriintiisii.
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Sekil 4.36: 100 ppm konsantrasyondaki biyosite maruz birakilan gevresel L. pneumophila
izolat1 ile kontamine su 6rneklerinden geri kazanilan L. pneumophila bakterisinin sonuglarinin
epifloresan mikroskop goriintiisii. A) 0. saat, B) 6 saat, C) Pozitif kontrol. 1: DAPI boyama
goriintiisi, 2: Cy3 isaretli Leg 705 probu ile boyama goriintiisii.
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Sekil 4.37: 200 ppm konsantrasyondaki biyosite maruz birakilan ¢evresel L. pneumophila
izolat1 ile kontamine su 6rneklerinden geri kazanilan L. pneumophila bakterisinin epifloresan
mikroskop goriintiisii. A) 0. saat, B) 6 saat, C) Pozitif kontrol. 1: DAPI boyama goriintiisi,
2: Cy3 isaretli Leg 705 probu ile boyama goriintiisii.
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4.4.1.3. Farkl Konsantrasyon ve Siirelerde Biyosite Maruz Birakilan L. pneumophila
Balkterileri ile Kontamine Su Orneklerinden L. pneumophila Bakterilerinin Kiiltiir ve
FISH Yontemine Gore Geri Kazanim Sonuclarinin Karsilastirilmast

Farkli konsantrasyon ve siirelerde biyosite maruz birakilan L. pneumophila
bakterilerinin geri kazanim oranlar1 kiltir ve FISH yontemi sonuglarina gore
degerlendirildiginde, L. pneumophila bakterilerinin geri kazanim oranlarinin kiiltiir ve
FISH yonteminde farkliliklar gosterdigi tespit edilmistir. Huwa-San TR 50, 100 ppm ve
200 ppm konsantrasyonuna 0, 1, 3, 6 ve 24 saat maruz birakilan O6rneklerdeki geri
kazanim oraninin, FISH yonteminde, kiiltiir yontemine gore daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. 200 ppm konsantrasyonuna 24 saat maruz birakilan her iki L. pneumophila

bakterisinin kiiltiir veFISH yontemi ile geri kazanimlar1 yapilamamustir (Sekil 4.38).

g o m Kiltir
- 109 ATCC
S 108 33152
= 10° (kob/L)
= I m Kiltir
E 10¢ Cevresel
i:'. % 10# - lzolat
8 kob/L
oo R0 oW Rree
& 10 33152
E 108 _ (h/L)
- 10 mFISH
‘s 10° 4 - ,  GQevresel
© 100 100 100 100 100 200 200 200 200 200 izolat (h/L)
PPM PPM pPPM PPM PPM DPM PEPM  PPM PPM  ppm
4] 1 3 6 23 O 1 3 6 24
Bivosat konsamwrasyonu (ppm) stre (3230

Sekil 4.38: Farkli konsantrasyon ve siirelerde biyosite maruz birakilan L. pneumophila
bakterileri ile kontamine su 6rneklerinden L. pneumophila bakterilerinin kiiltiir ve FISH

yontemine gore geri kazanim sonuglari.

4.4.1.4. Semi-Nested PZR Yontemi Sonuclar

Farkli konsantrasyon ve silirelerde Huwa-San TR 50 biyositine maruz birakilan 108 h/L
konsantrasyondaki L. pneumophila bakterileri ile kontamine edilen su ornekleri
filtrasyonla yogunlastirildiktan sonra L. pneumophila bakterilerine ait DNA’lar izole

edilmistir. Farkli konsantrasyon ve siirelerde biyosite maruz birakilan orneklerdeki
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L. pneumophila bakterilerine ait DNA izolasyon bant goriintileri Sekil 4.39’da

gosterilmistir.

Farkli konsantrasyon ve siirelerde biyosite maruz birakilan drneklerden L. pneumophila

bakterilerinin DNA’larinin izole edildigi tespit edilmistir (Sekil 4.39).

Sekil 4.39: Farkli konsantrasyon ve siirelerde Huwa-San TR 50 biyositine maruz birakilan
L. pneumophila bakterileri ile kontamine su érneklerinden geri kazanilan L. pneumophila
bakterilerine ait DNA bant goriintiisii. 100 ppm; 1) 0. saat, 2) 1 saat, 3) 3 saat 4) 6 saat, 5) 24
saat, 6) Pozitif kontrol. 200 ppm; 7) 0. saat, 8) 1 saat, 9) 3 saat, 10) 6 saat, 11) 24 saat,
12) Negatif kontrol. A: ATCC 33152 bakterisi, B: Cevresel izolat.

Farkli konsantrasyon ve siirelerde Huwa-San TR 50 biyositine maruz birakilan
L. pneumophila bakterileri ile kontamine su Orneklerinden geri kazanilan
L. pneumophila bakterilerine ait ilk adim ve semi-nested PZR {irlin olusumlar1 Tablo

4.12’de gosterilmistir.
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Tablo 4.12: Farkli konsantrasyonve siirelerde biyosite maruz birakilan L. pneumophila
bakterileri ile kontamine su 6rneklerinden geri kazanilan L. pneumophila bakterilerine ait ilk
adim ve semi-nested PZR iiriin olusumu.

Biyosit .. .
L. pneumophila Konsantrasyonu Siire Ik adim PZR iiriinii Semlu—n? st"e d..PZR
(saat) tiziiriini
(ppm)
0 + +
1 + +
100 3 + +
6 + +
24 + +
ATCC 33152
0 + +
1 + +
200
+ +
+ +
24 + +
+ +
+ +
100 + +
+ +
24 + +
Cevresel izolat + +
+ +
200 M M
+ +
24 + +

Farkli konsantrasyon ve siirelerde biyosit uygulamalarina maruz birakilan
L. pneumophila bakterileri ile kontamine su 6rneklerinden izole edilen L. pneumophila
bakterilerine ait DNA’lar, LEG 225 (forward primer) ve LEG 858 (reverse primer)
kullanilarak ilk adim PZR yapilmistir. Biyosit uygulamasina ait ilk adim PZR sonucu
elde edilen iirlinler agaroz jel elektroforezi yontemi kullanilarak SYBR Green I ile UV
goriintiileme sistemi araciligiyla goriintiilenmis ve Sekil 4.40 ve Sekil 4.41°de
gdsterilmistir. Ilk adim sonucunda elde edilen PZR iiriinlerinin, 100bp DNA Ladder
(Biomatik) kullanilarak 654 bp uzunlugunda oldugu belirlenmistir.

L. pneumophila bakterilerine ait ilk adim PZR {irtinleri, LEG 448 (forward primer) ve
LEG 858 (reverse primer) kullanilarak ikinci adim (semi-nested) PZR yapilmistir.

Biyosit uygulamasina ait L. pneumophila ikinci adim PZR iriinleri, agaroz jel
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elektroforezi yontemi kullanilarak SYBR Green [ ile UV gorlintileme sistemi
aracihigiyla goriintiilenmis ve Sekil 4.40 ve Sekil 4.41°de gosterilmistir. ikinci adim
sonucunda elde edilen PZR fiiriinlerinin, 100bp DNA Ladder (Biomatik) kullanilarak
430 bp uzunlugunda oldugu belirlenmistir.

——

» . »

654 bp

Sekil 4.40: Farkli konsantrasyon ve siirelerde biyosite maruz birakilan standart L. pneumophila
ATCC 33152 bakterisi ile kontamine su drneklerinden geri kazanilan L. pneumophila
bakterilerine ait PZR {irtinii jel goriintiisti. 1) 100 bp marker, 2) Pozitif kontrol. 100 ppm; 3) 0.
saat, 4) 1 saat, 5) 3 saat 6) 6 saat, 7) 24 saat, 200 ppm; 8) 0. saat, 9) 1 saat, 10) 3 saat, 11) 6
saat, 12) 24 saat, 13) Negatif kontrol, 14) 100 bp marker. A: Ilk adim, B: Semi-nested PZR.
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E”D‘-.oa- PO R .-
.

654 bp

430 bp

Sekil 4.41: Farkli konsantrasyon ve siirelerde biyosite maruz birakilan gevresel L. pneumophila
izolati ile kontamine su 6rneklerinden geri kazanilan L. pneumophila bakterilerine ait PZR
triinii jel gortuntiisti. 1) 100 bp marker, 2) Pozitif kontrol, 100 ppm; 3) 0. saat, 4) 1 saat, 5) 3 saat
6) 6 saat, 7) 24 saat, 200 ppm; 8) 0. saat, 9) 1 saat, 10) 3 saat, 11) 6 saat, 12) 24 saat,

13) Negatif kontrol, 14) 100 bp marker. A: ilk adim, B: Semi-nested PZR.
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5. TARTISMA VE SONUC

Dogal su ortamlarinda Legionella konsantrasyonu oldukga diisiik olmasina ragmen
insan yapimi su sistemlerine gegtiklerinde buradaki kosullarin etkisiyle cogalarak
yiiksek sayilara (>10* kob/L) ulasabilmektedir (Stout ve dig., 1985; Muder ve Yuu,
2002). Insanlarda Lejyoner hastaligi ve Pontiak atesi gibi hastaliklara sebep olan
Legionella cinsi bakterilerin bu sistemlerden insana gecisi, kontamine olmus
aerosollerin inhalasyonu ve aspirasyonuyla gerceklesmektedir (Wellinghausen ve dig.,
2001; Fields ve dig., 2002). L. pneumophila SG1 bakterilerinin litrede 100.000’1 astig1
zaman risk olusturdugu, daha diisiik konsantrasyonlarda bulunan L. pneumophila
bakterilerinin ise ortam kosullari uygun hale geldiginde c¢ogalmaya ve yayilmaya
baslayarak enfeksiyon olusturma potansiyeli gosterdigi belirlenmistir. Bu nedenlerden
dolay1 L. pneumophila bakterilerinin su sistemlerinde varligi kabul edilmemektedir
(Cotuk, 1998).

Yapilan bir ¢alismada, Lejyoner vakalarinin %91.5’inin L. pneumophila, %3.9’unun
Legionella longbeachae ve %?2.4’tiniin Legionella bozemanii kaynakli oldugu
belirlenmigtir (Muder ve Yuu, 2002). Yapilan calismalarda dogal ve yapay su
sistemlerinde en fazla bulunan ve insanda enfeksiyon olusturmasi bakimindan ilk sirada
yer alan Legionella cinsi bakterinin L. pneumophila serogrup 1 oldugu belirlenmistir
(Kwaik, 1998; Muder ve Yuu, 2002). Bu nedenle ¢alismamizda standart L. pneumophila
serogrup 1 ATCC 33152 ve ¢evresel L. pneumophila izolati ile yapay olarak kontamine
edilmis su Orneklerinden L. pneumophila bakterilerinin geri kazaniminda en etkili

yontemin belirlenmesi amaglanmistir.

Calismamizin ilk asamasinda, farkli konsantrasyonlarda (10°-10"° h/L) standart
L. pneumophila ATCC 33152 bakterisi ve gevresel L. pneumophila izolati ile kontamine
su orneklerinden L. pneumophila bakterilerinin geri kazanimi i¢in kullanilan kiiltir,

FISH ve semi-nested PZR yontemlerindeki en diisiik tespit etme degerleri belirlenmistir.

Sularda ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bulunan Legionella cinsi bakterilerin tespiti,

ortamda kontamine edici bakteriler veya inhibitér maddeler olmasa bile ¢ok giictiir.
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Calismalar, kontamine su 6rneklerinden L. pneumophila sayisinin tespit edilmesinin gii¢
ve diisiik duyarlilikta oldugunu gostermistir. Su Orneklerindeki L. pneumophila
konsantrasyonu yiiksek ise konsantrasyona bagli hatalarin 6nlenebildigi belirtilmektedir

(Boulanger ve Edelstein, 1995).

Boulanger ve Edelstein (1995), yaptiklar1 ¢alismada L. pneumophila ile kontamine su
orneklerinden L. pneumophila bakterilerinin geri kazanimin, bakteri konsantrasyonuna
bagli oldugunu, diisiik konsantrasyonda L. pneumophila igeren orneklerde geri
kazanimin diislik oldugunu, hatta en etkili geri kazanim yonteminde bile yanlis sonuglar

aliabilecegini belirtmislerdir.

Yaptigimiz ¢alismada kiiltiir, FISH ve semi-nested PZR yonteminde, incelenen her iki
L. pneumophila bakterisinin de bakteri konsantrasyonu arttik¢a geri kazanim oraninin
arttigi belirlenmistir. Farkli konsantrasyonlarda L. pneumophila bakterilerinin su
orneklerinden geri kazanimini belirlemek igin kullanilan kiiltiir, FISH ve semi-nested
PZR sonuglari degerlendirildiginde, kiiltiir yénteminde 10 h/L, FISH yonteminde 107,
103, 10* h/L, semi-nested PZR yonteminde ise DNA izolasyonuna bagli olarak 102, 103,
10* ve 10° /L konsantrasyonlarinda bakteri iceren orneklerde, incelenen her iki
L. pneumophila bakterisinin de tespit edilemedigi belirlenmistir. Semi-nested PZR
yonteminde, 10%-10° h/L konsantrasyondaki L. pneumophila ile kontamine su
orneklerinden DNA izolasyonu yapilamadigi i¢in ilk adim PZR ve semi-nested PZR
yontemi bu konsantrasyonlarda uygulanmamistir. En yiiksek geri kazanimin, kiltiir
yonteminde 10 h/L, FISH yonteminde 10 h/L, semi-nested PZR yonteminde 10°-10%
h/L konsantrasyonda oldugu tespit edilmistir. Yapilan c¢alisma sonucunda, uygulanan
yontemlerde geri kazanim olabilmesi i¢in su 6rneginde, kiiltiir yontemi igin en az 10°
h/L, FISH yéntemi igin 10° h/L, semi-nested PZR yontemi igin 10° h/L L.pneumophila

bakterisinin olmasi gerektigi tespit edilmistir.

Calismamizda sicaklik ve asit gibi herhangi bi isleme maruz kalmamis 6rneklerden
L. pneumophila bakterilerinin geri kazaniminda en iyi yontemin kiiltiir yontemi oldugu
goriilmektedir. Bunun nedeni, herhangi bir isleme maruz birakilmayan L. pneumophila
bakterilerinin VBNC fazina geg¢meyerek BCYE Agar besiyerinde iireme 0&zelligi

gosterebilmesidir.
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Bedrina ve dig., (2013), standart ATCC 33152 ve gevresel L. pneumophila serogrup 1
bakterileri ile yapay olarak kontamine edilmis kullanma suyu ve sogutma kulesi su
orneklerinden L. pneumophila bakterilerinin geri kazanim sonuglarini, standart kiiltiir
yontemi ve enzim immunoassay deneyleri ile karsilagtirmiglardir. Deney sonucunda,
kiiltire edilebilir en diisiikk L. pneumophila sayisinin 93 kob/ml oldugu, L. pneumophila
ile kontamine su 6rneklerinden L. pneumophila bakterilerinin %47’sinin filtrasyonla

geri kazanildigini rapor etmiglerdir.

Delgado ve dig., (2005), geri kazanim oranlarini tespit etmek i¢in farkli yontemler
kullanmiglar ve Fransiz standartlarina gore yaptiklari calismada kiiltiir yontemi ile tespit
etme limitinin 50 L™ (log 10=1.7) oldugunu belirtmislerdir. Delgado ve dig., (2005)
ayn1 zamanda tespit etme limitinin filtre edilen suyun hacmine, incelenen mikroskop
alan1 sayimlarina bagl olarak degisebileceklerini 6ne siirmiislerdir. Yaptigimiz ¢alisma
sonucunda, kiiltiir yonteminde tespit etme limitinin 10° L™ (logl0=2.5) olarak

saptanmistir.

Conza ve dig., (2013)’nin, kiiltiir yonteminde tespit etme limitinin 10°-10° h/L olarak

belirten ¢aligsma sonucu, ¢alismamizdan elde edilen veriler ile uygunluk gostermektedir.

Villari ve dig., (1998), farkli konsantrasyonlarda L. pneumophila bakterilerini igeren
orneklerden, incelenen biitiin konsantrasyonlarda L. pneumophila’nin kiiltiir yontemi ile
geri kazaniminin polikarbonat filtreyle gergeklestigini belirtmislerdir. EnviroAmp
Legionella kiti kullanilarak DNA izolasyonunun yapildigi PZR yonteminde 10 kob/ml
(10* kob/L)’den daha fazla L. pneumophila igeren &rneklerden L. pneumophila
bakterilerinin tespit edilebildigini belirtmislerdir. Villari ve dig., (1998), 10 kob/ml’den
daha diisiik konsantrasyonda L. pneumophila igeren 6rneklerde bile L. pneumophila
bakterilerinin tespit edilebildigini, diisiik konsantrasyonda L. pneumophila bulunan
orneklerde L. pneumophila bakterilerinin tespit edilmesinde PZR yonteminin, kiltiir
yontemi kadar duyarli oldugunu belirtmislerdir. Villari, eger 6rneklerde L. pneumophila
bakterileri PZR yontemi ile tespit edilememisse daha biiyiik hacimdeki su 6rneklerinin
filtre edilerek daha diisiik sayilardaki bakterilerin tespit edilebilecegini belirtmislerdir.
Villari ve dig., (1998), PZR ve kiiltiir yontemlerinin, su orneklerinin incelenmesinde
birbirini tamamlayict yontemler oldugunu ileri stirmiislerdir. Calismamiz kapsaminda

farkli konsantrasyonlarda L. pneumophila bakterileri ile kontamine su 6rneklerinden
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L. pneumophila bakterilerinin geri kazaniminin tespit edilmesinde kullanilan semi-
nested PZR yontemi i¢in DNA izolasyonu yapilmistir. Farkli konsantrasyonlarda
L. pneumophila igeren 6rneklerden L. pneumophila bakterilerine ait DNA izolasyonu,
10°-10" h/L konsantrasyonlarda L. pneumophila i¢eren érneklerde gerceklestirilmistir.
Bu baglamda, calismada semi-nested PZR yonteminde 10° h/L konsantrasyonda
L. pneumophila i¢eren 6rneklerde L. pneumophila bakterilerini tespit edebilmemiz DNA
izolasyon kitinde bakteri tespit etme limitinin 10° h/L olmasindan kaynaklanmaktadir.
10° h/L konsantrasyondaki cevresel L. pneumophila bakterisine ait ikinci adim PZR
iriinlinlin elde edilememesinin sebebinin ise ortamdaki olast inhibisyon faktdrlerinden

kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Miyamoto ve dig. (1997), su orneklerindeki L. pneumophila bakterilerinin tespit
edilmesinde semi-nested PZR’nin, PZR inhibitdrlerinin iistesinden gelebildigini

belirtmislerdir.

Wojcik-Fatla ve dig. (2012), farkli konsantrasyonlarda L. pneumophila serogrup 2-14
bakterileri ile kontamine su Orneklerinden Legionella’nin tespit edilmesinde kiiltiir ve
farkli PZR yontemlerinin etkinligini incelemiglerdir. Yaptiklar1 ¢alisma sonucunda, tek
adim PZR ile kiiltlir yontemi sonuglar1 arasinda bir korelasyon olmadigini, ancak semi-
nested PZR ve real-time PZR yontemlerinden elde edilen sonuglarin, kiiltiir yontemi
sonuglariyla yiliksek korelasyon gosterdigini saptamislardir. Bununla birlikte DNA
izolasyonunda filtrasyon yonteminin santrifiij yontemine gore daha etkili oldugu tespit
edilmistir. Kiiltiir ve tek adim PZR yonteminde, Legionella bakterilerinin tespitinin 10
dilisyona kadar, semi-nested PZR vyonteminde ise 107 diliisyona kadar tespit
edilebildigi belirtilmistir. Yapilan ¢aligmada, geri kazanim oraninin kullanilan yonteme
ve DNA izolasyonunun da kullanilan kite bagli olarak degistigi belirlenmis ve
Legionella bakterilerinin tespiti i¢in PZR ydntemi olarak semi-nested PZR’ 1n

kullanilmas1 6nerilmistir.

L. pneumophila bakterilerini igeren su drneklerinden FISH yontemi ile L. pnemophila
bakterilerinin geri kazanimimim yapilabilmesi igin minimum 10° h/L konsantrasyonda
olmast gerektigi belirlenmistir. Bu nedenle FISH yontemi, daha yiiksek
konsantrasyonlardaki L. pneumophila bakterilerinin tespitinde kullanilan molekiiler bir

yontem olarak tercih edilebilmektedir. FISH yontemi, hiicresel rRNA igerigi diisiik
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oldugu zaman siirlamalar getirmektedir. Bu yiizden birden fazla teknigin kullanilmasi

giivenilirlik ac¢isindan 6nemlidir.

Su orneklerindeki L. pneumophila’nin geri kazaniminda, ortamda bulunan refakatgi
floranin iiremesinin engellenebilmesi i¢in, kiiltiirden Once asit ve/veya sicaklik
uygulamasit yapilmast gereckmektedir. Ancak Legionella cinsi bakteriler, pH
degisikliklerine hassastir ve pH degerlerindeki artis, bakterileri strese sokarak VBNC
fazina girmesine neden olabilmektedir (Elsmore, 1993). VBNC fazindaki bakteriler
kiiltiir yonteminde yanlis sonuclara neden olabilmektedir. Cevresel faktorlere maruz
birakilmis Legionella cinsi bakterileri igeren su Ornekleri laboratuar ortaminda
incelendiginde, bakterilerin Legionella bakterilerine ozgii besiyerlerinde koloni
olusturamadig1 bilindiginden besiyerinde iireme olmamasi bakterinin o ortamda var
olmadig1 anlamima gelmemektedir (Chae ve Schraft, 2001). Reinthaler ve dig., (1993),
tarafindan yapilan bir ¢aligmada, kiiltiirden 6nce asit (pH 2.2 15 dakika) ve sicaklik
(59 °C 3 dakika) uygulamasi yapildiginda, asit ile muamele edilen Orneklerde geri
kazanim oranmin sicaklik uygulamasma gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Bartie ve dig. (2001), steril kullanma suyunda, herhangi bir 6n isleme tabi tutulmamis
orneklerde kiiltiir yontemi ile L. pneumophila bakterilerinin geri kazaniminin % 85.9,
asit ile muamele sonrast % 76.9, sicaklik uygulamasi sonrasi ise [1 oldugunu tespit
etmiglerdir. Bartie ayn1 zamanda, standart suslarin sicaklik, asit muamelesi gibi
islemlere c¢evresel suslardan daha dayanikli olduklarini ve sicaklik ve asit
uygulamasinin ¢evresel L. pneumophila bakterilerinin geri kazaniminda ters etkiye
sahip oldugunu belirtmislerdir. Bopp ve dig. (1981), yaptiklar1 calismada, kiiltiir
yonteminde asit uygulamasi yapilmaksizin direkt besiyerine ekim yapildiginda ¢evresel
orneklerden L. pneumophila geri kazanim oraninin daha iyi oldugunu tespit etmislerdir.
Yaptigimiz ¢aligmada kiiltiir yonteminde, filtrasyon islemi ile yogunlastirildiktan sonra
sicaklik (50 °C’de 30 dakika) ve asit (pH 2.2) ile muamele edilen L. pneumophila
bakterilerini iceren su Orneklerinden L. pneumophila bakterilerinin geri kazanim
oranlar1 incelendiginde, asit ile muamele edilen 6rneklerden geri kazanilan (% 56),
L. pneumophila sayisinin sicaklik uygulamasina gore (% 22) daha yiiksek oldugu tespit

edilmistir.
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Legionella, diisiik pH degerlerine kisa bir siire zarfinda nispeten direnglidir. Bopp ve
dig. (1981), yaptiklar1 g¢alismada L. pneumophila bakterilerinin, pH 2.2°¢ farkli
stirelerde maruz birakildiginda, 30 dakikaya kadar pH 2.2°e direngli oldugu, siire
uzadikga geri kazamm oranmin diistiigiinii belirtmislerdir. Incelenen bes 6rnegin

ikisinden L. pneumophila serogrup 1’in geri kazaniminin yapildigini tespit etmislerdir.

Asit uygulamasi ile ilgili yapilan baska bir ¢calismada, farkli siirelerde (3 ve 15 dakika)
pH 2.2’e maruz birakilan su 6rneklerinde L. pneumophila bakterilerinin geri kazanimi
incelendiginde, siire uzadik¢a L. pneumophila bakterilerinin geri kazanim oraninin
azaldig1 belirlenmistir (Ta ve dig., 1995). Normalde pH 2.2’e direngli oldugu bilinen
Legionella cinsi bakteriler, tez kapsaminda pH 2.2°e 0, 15 ve 30 dakika maruz
birakildiginda, L. pneumophila bakterilerinde diisitk pH degerinin olusturdugu etkiden
dolay1 VBNC fazina girerek kiiltiirde iireme gostermedikleri belirlenmistir. Nitekim pH
2.2’e 0, 15 ve 30 dakika maruz birakilan L. pneumophila bakterileri ile kontamine su
orneklerinden her iki L. pneumophila bakteri sayilarinin kontrole yakin deger
gostermesi, geri kazanim oranlarinin yiiksek olmasi bu goriisiimiizii desteklemektedir.
Ayrica yaptigimiz ¢alisma sonucunda, pH uygulamalarindan geri kazanimin siireye

bagli olmadig tespit edilmistir.

Sicaklik, biyolojik membran kompozisyonu, organizasyonu ve fonksiyonunda onemli
bir rol oynamaktadir. Sicaklik, su ortamlarindaki Legionella bakterilerinin yayilmasi ve
canliligim siirdiirmesi iizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. Legionella cinsi bakteriler 20-
45 °C sicaklik aralifinda iireyebilmesine ragmen optimum iireme sicakligi
30-40 °C’dir. Legionella cinsi bakteriler, 45-55 °C i¢gme suyunda yiiksek konsantrasyon
seviyelerine ulasabilmekte ve su sistemlerinde yaygin olarak bulunan diger
mikroorganizmalara kars1 ustiinlik saglamaktadir (Kramer ve Ford, 1994). Cok disiik
sicaklik degerlerinde, Legionella populasyonunun geri kazanim oraninin azaldigi,
yiizme havuzlari ve kaplicalar gibi yiiksek sicakliga sahip alanlarda ise bu bakterilerin
sicaklikla birlikte geri kazanim oranmin arttig1 bulunmustur (Henke ve Seidel, 1986;

Lee ve West, 1991; Heller ve dig., 1998).

Yapilan bir ¢alismada, Legionella bakterilerinin yasayabildigi en diisiik sicaklik
degerinin 16.5 °C oldugu belirtilmistir (Farrell ve dig., 1990; Bentham ve dig., 1993).

Soguk su depolarmin sicakligimmin 20 °C’nin lizerine ¢ikmasi, Legionella cinsi
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bakterilerin sistemde kolonize olmasini ve yayilmasini etkilemektedir (Dennis ve Lee,
1988). Baska bir ¢alismada da, L. pneumophila bakterilerinin geri kazanilabildigi en
yiiksek sicaklik degerinin 64 °C oldugu saptanmistir (Botzenhart ve dig., 1986).
Sicaklikla ilgili yapilan diger bir c¢alismada, Legionella cinsi bakterilerin yiiksek
sicakliklarda bile canliliklarini koruyabilen 1siya direngli organizmalar oldugu ve
sicakligt 60 °C’ye kadar olan dogal sularda ve 66.3 °C sicakliktaki yapay su
sistemlerinde L. pneumophila bakterilerinin geri kazaniminin yapilabildigi belirtilmistir
(Henke ve Seidel, 1986). Bununla birlikte 45 °C’nin iizerindeki sicakliklarda,
Legionella cinsi bakterilerin geri kazanim orani, zamana bagli olarak azalmaktadir.
50 °C’ye iki saat maruz birakilan L. pneumophila bakterilerinin ancak %10’unun geri

kazanilabildigi belirlenmistir (Coulbourne ve Dennis, 1989).

Kullanma suyu sistemlerinde Legionella bakterilerinin kontrolii i¢in su sicakliginin
50 ‘C’nin iizerinde tutulmas: gerekmektedir. Yapilan bir ¢alismada L. pneumophila
bakterilerinin mevcut oldugu bir sistemde sicakligin 60-70 °C’ye yiikseltilmesi ve
sisteme giinde iki kez sicak su pompalanmasindan sonra ortamdaki geri kazanilan
L. pneumophila bakteri konsantrasyonunun 50 kob/L’nin altina diistiigli saptanmustir.
Ayrica bu calismada, dekontaminasyondan sonra su sicaklifinin 60 °C’nin altina
diistiigii noktalardan aliman su Orneklerinde, L. pneumophila bakterilerinin ortamdan
yeniden geri kazanilabildigi belirlenmis ve sok sicaklik uygulamasimin gecici bir
yontem olup belirli zaman araliklariyla termal dezenfeksiyonun tekrarlanmasi gerektigi

sonucuna varilmistir (Zacheus ve Martikainen, 1996).

Soguk su sistemleri i¢in 15 °C’nin altinda, sicak su sistemleri i¢in ise en az 55 °C’de bir
stire su akiginin gergeklestirildigi sistemlerden L. pneumophila bakterilerinin geri

kazanim oraninin ¢ok diisiik oldugu belirlenmistir (Dennis ve dig., 1984).

Yapilan bir ¢alismada, sicakliklar1 43-45 °C olan sicak su depolarindan L. pneumophila
bakterileri geri kazanilabilirken, su sicakligi 58-60 °C olan iki hastanenin sicak su
depolarindan L. pneumophila geri kazaniminin yapilamadigr belirlenmistir (Plouffe ve
dig., 1983). Bir diger ¢alismada, 60 °C’deki hastane su sistemindeki sicak su tankindan
alinan 6rnekte Legionella’ nin geri kazanildigini, fakat 77 °C’deki su tankindan alinan

ornekte Legionella’nin geri kazaniminin yapilamadigi belirlenmistir (Best ve dig.,

1983).
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Muraca ve dig., (1990) tarafindan yapilan bir ¢alismada, 60 °C’e 1.3-10 dakika, 70 °C’e
0.7-2.6 dakika, 80 °C’e 0.3-0.7 dakika maruz birakilan orneklerden L. pneumophila

bakterilerinin geri kazaniminin yapilamadigi belirtilmistir.

Stout ve dig., (1986) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, 80 °C’e 5 dakika, 70 °C’e 10
dakika ve 60 °C’e 25 dakika maruz birakilan L. pneumophila bakterilerinin 8 log
azaldid, sicaklik uygulamasinda temas siiresinin 6nemli oldugu ve su sicaklifina karsi

direncin L. pneumophila bakterileri arasinda degisken oldugu tespit edilmistir.

Tez calismasi kapsaminda, 10® h/L konsantrasyonda standart ATCC 33152 bakterisi ve
gevresel L. pneumophila izolati ile kontamine su Ornekleri, farkli sicaklik
uygulamalarina maruz birakildiktan sonra kiiltiir, FISH ve semi-nested PZR yontemi
kullanilarak L. pneumophila bakterilerinin geri kazanim oranlari incelenmis ve kiiltiir ve
FISH yonteminde en diisiik geri kazanim oraninin 60 °C’de 3 dakika oldugu tespit
edilmistir. Farkli sicaklik uygulamalarina maruz birakilan 6rneklerin tiimiinde semi-

nested PZR yontemi ile geri kazanimin yapildig1 saptanmaistir.

Legionella cinsi bakterilerin genis sicaklik araliginda canli kalabildigi ve sistemden geri
kazanimimin yapilabildigini belirten ¢aligmalar, bizim ¢alismamizin sonuglarini

destekler niteliktedir.

Yapilan ¢alismalarda, L. pneumophila bakterilerini igeren 6rneklerden FISH yontemi ile
saglanan geri kazanimin kiiltiir yontemine gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir

(Butchbinder ve dig., 2002; Deloge-Abarkan ve dig., 2007).

Tez kapsaminda, farkli siirelerde farkli sicaklik degerlerine maruz birakilan
L. pneumophila bakterilerinin  geri kazanim sonuglar1  karsilastirildiginda,
L. pneumophila bakterilerinin FISH yontemi ile geri kazanim oraninin kiiltiir yontemine
gore daha yiliksek oldugu belirlenmistir. Bu durumun sebebinin, genis sicaklik
araliklarinda yasayabilen L. pneumophila bakterilerinin, ortam sicakligi arttik¢a strese
girerek VBNC fazina girdigi; bu nedenden dolay1 da kiiltirde BCYE Agar besiyerinde
treyemedigi  distiniilmektedir.  Nitekim, farkli sicakliklara maruz birakilan
L. pneumophila bakterilerini igeren su orneklerinden L. pneumophila bakterilerinin
FISH yontemiyle geri kazanimimin kiiltiir yontemine gore daha yiiksek olmasi bu

gorilistimiizii destekler niteliktedir.
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Yaptigimiz ¢alismada, en yliksek geri kazanim saglayan sicaklik ve siirenin 5 °C’de 24
saat oldugu tespit edilmistir. Ayrica 5 °C’de 24 saat ile yiiksek sicaklik degerleri
arasinda anlamli bir farkin (p<0.05) oldugu tespit edilmistir. En yiiksek geri kazanim
saglayan sicakligin 5 °C olarak saptanmasi, diisiik sicaklikta hiicrelerin canliliklarini
korumalarini saglayan ve diisiik sicaklikta tesvik edilen CIP (sogukla tesvik edilen
proteinler) veya CSP (soguk sok proteinleri) olarak adlandirilan proteinlerin sentez

edilmesinden kaynaklanabilir (\VVatansever, 2011).

Su orneklerinde yaygin olarak bulunan ve enfeksiyon olusturan L. pneumophila
bakterilerine karsi en etkili biyositin segilmesi ve vakit kaybetmeden su sistemlerinin

dezenfeksiyonunun yapilmasi gerekmektedir (Yamamoto ve dig., 1991).

Legionella’ nin kontroliinii de igeren biyosit uygulamalari mikrobiyolojik kontrol
programlari i¢inde dnemli bir yere sahiptir. Biyosit uygulamasindan sonra, Legionella
bakterileri laboratuar ortaminda yeniden iireme Ozelliklerini kaybettiklerinden yani
VBNC formuna doniistiiklerinden, bir biyositin Legionella’nin kontrolii {izerindeki
etkisinin degerlendirilmesinde sadece kiiltiir yonteminin kullanilmas1 yetersiz

kalmaktadir.

Biyositin su sistemlerindeki Legionella iizerine etkisinin degerlendirildigi birgok
calismada, baslangi¢ seviyesindeki biyosit dozunun Legionella iizerinde gegici etkiye
sahip oldugu ve L. pneumophila bakterilerinin hizli bir sekilde geri kazanildigi
belirlenmistir (Stout ve dig., 1986; Mietzener ve dig., 1997; Thomas ve dig., 2004; Saby
ve dig., 2005; Stout ve dig., 2005; Mouchtouri ve dig., 2007).

Calismamizda okside edici bir biyosit olan Huwa-San TR 50’nin 100 ve 200 ppm’lik
konsantrasyonlar1 kullanilmistir (Dodds ve dig., 1999). Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda,
Huwa-San’in igme suyu boru sistemlerindeki biyofilm tabakasini ortadan kaldirma
yetenegine sahip oldugu, uygulama sonrasi mikroorganizma yogunlugunun
onemsenecek Olglide azaldigi belirlenmistir (Pedahzur ve dig., 2000). Yapilan bir
calismada, dezenfeksiyonda kullanilan asir1 dozda klorun artik klor olusumuna neden
oldugu, Huwa-San TR 50 ile uygulamadan sonra ise artik klor olusmadig1 ve ¢éziinmiis

oksijen oranmin da arttigi tespit edilmistir. Biyositin L. pneumophila bakterileri
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tizerindeki etkisi, Huwa-San’in konsantrasyonuna, temas zamanina ve uygulamanin

durgun suda ya da sirkiilasyon esnasinda kullanilmasina baglhdir (Armon ve dig., 2000).

Kiiltir ve FISH yontemleri sonuglarima goére L. pneumophila bakterilerinin geri
kazanimi1 degerlendirildiginde, geri kazanim oraninin FISH yonteminde kiiltiir

yontemine gore daha yiiksek oldugu saptanmistir.

Semi-nested PZR yonteminde, farkli konsantrasyon ve siirclerde Huwa-San TR 50
biyositine maruz birakilan tim oOrneklerden L. pneumophila bakterilerinin geri

kazaniminin yapilabildigi saptanmistir.

Dogal su ortamlarindaki bakterilerinin tespit edilmesinde FISH yonteminin kullanimiyla
ilgili iki problemle karsilasilmaktadir. Bunlardan biri 6l hiicreleri canli hiicrelerden
ayirma yeteneginin olmamasiin digeri ise hedef rRNA miktarinin diisiik olmasindan
(diisiik floresan) kaynaklanmaktadir (Villarino ve dig., 2000; Garcisa-Armisen ve
Servais 2004). Bu problemleri ortadan kaldirmak i¢in FISH yonteminden Once
zenginlestirme asamasi kullanilmasi Onerilmektedir. Yaptigimiz ¢alismada, cevresel
faktorlere maruz birakilan 6rneklerde geri kazanim oraninin FISH yonteminde yiiksek
olmasimnin nedeninin FISH yoOntemi oOncesi filtrasyonla yogunlastirma islemi

uygulamasinin oldugu diisiiniilmektedir.

Calismamizda, 10® h/L konsantrasyondaki L. pneumophila bakterileri ile kontamine su
ornekleri, farkli sicaklik, pH ve biyosit uygulamalarma maruz birakildiklarinda,
kantitatif yontemler olan kiiltiir ve FISH yontemine gore L. pneumophila bakterilerinin
geri kazanim oranlar1 degerlendirildiginde, geri kazanim oraninin FISH yodnteminde

kiiltiir yontemine gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Farkli ¢evresel sartlara (sicaklik, pH ve biyosit) maruz birakilan L. pneumophila
bakterilerini iceren &rneklerin tiimiinde her iki L. pneumophila bakterisinin de semi-

nested PZR yontemi ile geri kazaniminin yapildig1 saptanmistir.

Cok farkli PZR uygulamalarinin mevcut olmasindan dolayi, bu uygulamanin en iyi
sekilde c¢aligmasi ic¢in her laboratuar ortaminda yeniden optimize edilmesi
gerekmektedir. Eger PZR sartlar1 her yeni PZR uygulamasi igin yeniden diizenlenmezse
bazi problemlerle karsilasilabilmektedir (Innis ve Gelfand 1990).
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PZR hassas, 0zgiil ve giivenilir bir yontem olmakla beraber amaci ¢ok kiigiik
miktarlardaki DNA veya RNA’nin kisa siirelerde milyarlarca kopyasinin elde
edilebilmesine dayanmaktadir. Elde edilen {iriinlerdeki hata pay1 diger yontemlerle

karsilastirildiginda daha diistik olmaktadir (Dusserre ve dig., 2008).

Miyamoto ve dig., (1997) yaptiklar1 ¢alismada, kiiltiir ve semi-nested PZR yontemleri
ile, L. pneumophila bakterilerinin tespit etme limitini incelemisler ve semi-nested
PZR’nin, ortamdaki mevcut PZR inhibitorlerinin etkisini azalttigi 15 6rnegin 14’{inde
L. pneumophila’ya 6zgii DNA bantlarinin olustugunu, L. pneumophila bakterilerinin
kiltir yontemiyle % 79.5, semi-nested PZR yontemiyle % 91.8 oraninda geri
kazanildigin1  belirlemislerdir. Calismalarinda, filtrasyonla ~ yogunlastirilan
L. pneumophila bakterilerini i¢eren 6rneklerde PZR inhibitorleri arttigindan dolay1 tek
adim PZR’de 15 ornekten 8’inde L. pneumophila’ya ait PZR iiriinii olustugu tespit
edilmistir. Semi-nested PZR’de ise, ilk adim sonucunda olusan PZR iriinlerinden
alinarak PZR mater mix’e eklendigi i¢in otomatik olarak 50 kat sulandirma yapildigi,
bdylece ortamdaki PZR inhibitorleri en aza ingirgenerek L. pneumophila’ya ait PZR

tirtinii olugan 6rnek sayisinin 8’den 14’°e yiikseldigini tespit etmislerdir.

Cevresel orneklerdeki inhibisyon bilesiklerinin varliginda PZR yonteminde yanlis
negatif sonuclar gézlemlenebildiginden dolay1 inhibisyon kontroliiniin yapilmasi tavsiye
edilmektedir. PZR inhibisyonu orneklerin sulandirilmasini veya uygulamanin yeniden
yapilmasii gerektirmektedir. Yanlis pozitif sonuglar, serbest DNA parcalarinin
varligima ve ornekler arasindaki farkliligin PZR yontemi ile belirlenememesine neden

olmaktadir (Buchbinder ve dig., 2002).
Calismamizdan ¢ikarilan sonuglar kisaca sdyle 6zetlenebilir;

e L. pneumophila bakterilerinin geri kazaniminda kullanilan yOntemler
karsilastirildiginda; farkli ¢evresel kosullara maruz birakilan Orneklerdeki
L. pneumophila bakterileri strese girip VBNC fazina gectiklerinden kiiltiir
yontemi, diisiik konsantrasyonlardaki L. pneumophila bakterilerini igeren
orneklerdeki diisiik hiicresel rRNA igerigine sahip olduklarindan FISH yontemi,

L. pneumophila DNA’sinin tespit edilme limitinin kullanilan DNA izolasyon
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kitine bagl oldugundan ve ortamdaki olasi1 PZR inhibitdrlerinden dolay1 semi-
nested PZR yontemi, L. pneumophila bakterilerinin geri kazaniminda

sinirlamalar getirmektedir.

Diisiik konsantrasyonda L. pneumophila bakterilerini igeren herhangi bir
cevresel strese maruz birakilmamis 6rnekler i¢in geri kazanimda en iyi yontemin

kiiltiir yontemi oldugu tespit edilmistir.

L. pneumophila bakterilerinin tespit etme limiti kiiltiir yonteminde 10° h/L,
FISH yéntemi igin 10° h/L, semi-nested PZR igin ise DNA izolasyonuna bagh
olarak 10° h/L oldugu saptanmustir.

L. pneumophila bakterileri, farkli g¢evresel kosullara (sicaklik, pH, biyosit)
maruz birakildiginda, VBNC fazina girebilmekte ve kiiltiir yonteminde BCYE

Agar besiyeri lizerinde iireyememektedir.

Farkli siirelerde c¢evresel faktorlere (sicaklik, pH, biyosit) maruz birakilan
L. pneumophila bakterilerinin geri kazaniminda kiiltiir yonteminin yaninda,
FISH ve semi-nested PZR gibi molekiiler yontemler de kullanilarak sonuglarin

dogrulanmasi1 gerekmektedir.

PZR ve FISH yo6nteminin L. pneumophila bakterilerinin kiiltiire edilemedigi
orneklerden L. pneumophila bakterilerinin geri kazaniminda kullanilabilecek

uygun yontemler oldugu tespit edilmistir.

Semi-nested PZR, ilk ve ikinci adim PZR asamalarindan olusup 3 primer seti ile
calisilip PZR inhibitorlerini en aza indirgedigi ve kullanilan bakteriye 6zgi,
spesifik iriinler meydana geldigi i¢in L. pneumophila bakterilerinin geri
kazaniminda en uygun yontemin oldugu sonucuna varilmistir. Ancak, kullanilan
bakterinin epidemiyolojik olarak belirlenmesinde Kkiiltiir yonteminin temel
alindigindan, ¢aligmalarda sadece kiiltiir ya da sadece molekiiler yontem degil,
her iki yontemin de kullanilarak elde edilen sonuglarla karsilastiriimasi

gerekmektedir.
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