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OZET

AKTAS A. (2019). Cevre Su Orneklerinde Legionella pneumophila ve Makrolid
Direnglerinin  Arastirilmasi. Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Lisansiisti Egitim
Enstitiisii, Tibbi Mikrobiyoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Legionella pneumophila, Legionellosiz olarak adlandirilan ciddi pnémoniye
neden olabilir. Calismamizda Lpn serogruplari iizerinde makrolid grubu antibiyotiklerin
etkinligi ve etkinlik derecesini belirleyen effluks pompasini kodlayan gen bdolgeleri
aragtirildi.  Azitromisin, eritromisin ve Klaritromisinin ¢evresel ve hastane su
sistemlerinden izole edilen 43 Legionella spp. susu lizerine etkileri degerlendirildi.
Aglutinasyon Kiti ile Lpn tiirlerinin serogruplari belirlendi. Serogruplar1 belirlenen 30
Lpn susundan (15 Sg 1, 15 Sg 2-14) ii¢ Sg 1 (no0.10,13,30) ve 3 Sg 2-14 (no.16,17,26)
suslarinda test edilen antibiyotiklere karst DDT’nde zon olusumu izlenmedi ve bu
suglarin MIC degerleri > 256 pg/mL olarak tespit edildi. Bu 6 sus ile MIC degeri diisiik
olan (n0.9) susun effluks pompasini kodlayan gen bolgeleri olan lpp 2879 ve Ipp
2880’in baz dizilimleri, RT-PCR kullanilarak kantitatif olarak yapilan analizlerinde Lpn
Philadelphia 1 standart susun Ct degeri 16,74 olarak bulundu. Zon olusturan ve MIC
degeri okunabilen susumuzun Ct degeri 11,5 iken zon olusturmayan ve MIC degeri >
256 pg/mL olan suslarin Ct degerleri sifir olarak tespit edildi. Calismamiz sonucunda,
DDT’nde zon olusturmayan ve MIC degeri > 256 pg/mL olan suslara ait effluks
pompasini kontrol eden gen bolgelerindeki baz dizilerinin, MIC degeri okunabilen, zon
olusturan suslardan farkli oldugu belirlenmistir. Gen bolgelerindeki bu farkliligin,
effluks pompasinin yapist ve islevini degistirdigi, boylece ilag aktivite seviyelerinde

farkliliklara neden oldugu diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Legionella pneumophila, Makrolid Direnci, RT-PCR,
Legionelloz, Effluks pompasi

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 32405
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ABSTRACT

AKTAS A. (2019). Investigation of Legionella pneumophila and Macrolide
Resistance in Environmental Water Specimens. Istanbul University-Cerrahpasa,
Institute of Graduate Studies, Department of Medical Microbiology. Yiiksek Lisans
Tezi. Istanbul.

Legionella pneumophila can cause severe pneumonia called Legionellosis. In our
study, gene regions encoding efflux pump which determine the efficacy and efficacy of
macrolide antibiotics on Lpn serogroups were investigated. The effects of azithromycin,
erythromycin, clarithromycin on 43 Legionella-spp. strains isolated from environmental
and hospital water systems were evaluated. Serogroups of Lpn species were determined
by agglutination kit. Against the antibiotics tested in three Sg-1 (no.10,13,30) and 3
Sg2-14 (no0.16,17,26) strains from 30 Lpn strains (15 Sg1, 15 Sg2-14) whose serogroups
were determined No zone formation was observed in DDT and the MIC values of these
strains were >256 ug/mL. The base sequences of the Ipp2879 and lpp2880, the gene
regions encoding the efflux pump of these 6 strains and the low MIC (no.9) strain, were
quantitatively analyzed using RT-PCR and the Ct value of the Lpn Philadelphia 1
standard strain was found 16.74. While the Ct value of our strain-forming strain, whose
MIC was readable, was 11.5, the Ct values of the non-zone-producing strains with MIC
values >256 pg/mL were found to be zero. As a result of our study, it was found that the
base sequences in the gene regions controlling the efflux pump of the strains that did not
create zone in DDT and whose MIC value was >256 pg/mL were different from the
zone forming strains whose MIC values could be read. This difference in gene regions
is thought to alter the structure and function of the efflux pump, thereby causing

differences in drug activity levels.

Key Words: Legionella pneumophila, Macrolide Resistance, RT-PCR,
Legionellosis, Efflux pump

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University.
Project No. 32405



1. GIRIS VE AMAC

Legionella pneumophila (Lpn) aerob, sporsuz, kapsiilsiiz, hareketli ve pleomorfik
goriiniimde fakiiltatif intraselliiler ¢omaklardir. Lpn (% 5), nozokomiyal ve toplum
kaynakli pnomoni olgularinda etken olarak Streptococcus pneumonia (% 15) ve
Haemophilus influenza (% 11)’nin ardindan dgilincti sirada yer almaktadir (15,58).
Klinik izolasyonda ya da akciger biyopsi Orneklerinde inceleme yapildiginda 1-2 pm
uzunlugunda kokobasiller ya da uglar1 yuvarlak kisa basiller olarak goriiniirler (116).
Ancak kiiltiir ortaminda uzun siire bekletildiklerinde boylar1 50 pum’ye uzanabilen
flamentdz sekilde alabilmektedir (110). Gram boyanma ozellikleri olarak Gram (-)
olarak nitelendirilse de duvar yapilarinda fazla miktarda uzun zincirli yag asitleri
icermeleri nedeniyle klasik Gram (-) yapisindan farklilik gostermektedir. Boyama
islemi yapilirken zit boya olarak % 0,1°lik bazik fuksin kullanimi bakteriyi iyi
boyamaktadir (117). Gram boyama yontemleri disinda Gimenez boyasi ve doku
ornekleri i¢in Warthin-Starry giimiisleme boyas1 kullanilabilir (86).

Legionella spp. iginde L.micdadei, L. dumoffii, L.bozemanii gibi tiirlere de sik
rastlanir ancak bu tiirler durgun sularda saprofitik olarak yer alir ve enfeksiyona
sebebiyet vermezler. Bu nedenle cins icerisindeki tek patojen tiir olan Lpn 6nem
kazanmustir (79,80).

1947 yilinda sebebi bilinmeyen atesli hastalik sebebi yasamini kaybeden bir
hastaya ait kan Orneginin kobaya enjekte edilmesi sonucunda Ricketsia benzeri bakteri
izole edilmistir. Aradan 30 yil gectikten sonra hastaya ait kan Orneklerinin tekrar
incelenmesi sonucunda asil etkenin Lpn oldugu tespit edilmistir (26,70).

1976 yilinda Philadelphia’da Amerikan Lejyonerleri toplantisinin diizenlendigi
otelde goriilen salgin sonucunda 182 kiside enfeksiyon goriilmiis, enfeksiyon tespit
edilen hastalarda pnomoni olgusu hizli sekilde gelismistir. Sonug olarak, bu salginda 29
kisi hayatin1 kaybetmistir (42,69).

Lpn, cevresel kontamine su birikintilerinde sogutma kuleleri, sicak/soguk su
tanklar1, dus bashklari, termal banyo-gamur gibi nem oraninin yiiksek ve 20-45 °C’lik
sicakligin oldugu yerlerde yasam gostermektedirler (25,84). Ayrica kontamine sularla
temas edilmesi durumlarinda evapotatorler-nebiilizatorler ve solumun terapi
ekipmanlar ile de bulasim gergeklesebilir (110). Klora direngli olmalari, mavi-yesil

algler, amip, kirpikli protozoonlar igerisinde yasama yetenekleri onlari ¢evre sartlarinda



uzun streler hayatta kalmalarina imkan vermektedir. Siyanobakterilerin {irettigi
metabolitler, sediment birikimleri, yiiksek oranda Ca** ve Mg*? igerigi Lpn tiremesine
olumlu ydnde etki etmektedir. 63°C sicaklik, pH 5-8,5 ve ¢oziinmiis O, igerigi 0,2-15
mg/L olan ekstrem kosullarda hayatta kalma yeteneklerine sahiptirler (63,121).
Kontamine sular kaynakli aerosollerin inhale edilmesi yolu ile bulagim s6z konusudur.
Ancak hastaligin gelisimi i¢in alinan partikiil boyutunun 5 pm’den kiiglik olmasi
gerekmektedir. Zira bu partikiiller alt solunum yollarina rahatlikla ulasabilmektedir
(32). Genel itibariyle acrosollerin alinmasi ile enfeksiyonun dagilim sergiledigi bilinse
de acik yaralarin kontamine sularla temasi ile yara infeksiyonlari, hemodiyaliz fistiil
infeksiyonlar1 ve gastrointestinal sistem infeksiyonlar1 da bildirilmistir (111).

Lpn genel olarak iki tip enfeksiyon olusturmaktadir: pndmoni ile karakterize
Legionellozis (Lejyoner Hastaligi) ve nonsistemik, nezle ile benzerlik gosteren Pontiak
Atesi (13). Lpn infeksiyonlarinin % 90’indan Sg 1 sorumludur. Geri kalan kisimda ise
Sg 4 ve 6 sorumludur (40).

Lpn ile kontamine haldeki aerosoller inhale edildiginde, solunum sistemi silli
epitel hiicrelerini hedef alir ve bu hiicrelerin igersinde ¢ogalmaya baslar (55). Lpn
savunmasindan sorumlu olan birincil bilesen alveolar makrafajlardir. Makrofajlar
tarafindan fagosite edilen bakteri, makrofajin i¢ is akisim1 modernize ederek
fagolizozom olusumunu engeller ve makrofaj i¢i vakuol olusturarak burada yasamaya
devam eder (68). Makrofaj i¢indeki siire¢ makrofaji patlatana dek devam eder, buradan
yayilim saglayarak diger hiicreleri de enfekte ederler. Lpn zar yapisinda amip, siliat ve
silli epitelinin enfekte edilmesinde gorevli 24 kDa’luk Macrophage Infectivity
Potentiator (MIP) olarak tanimlanmuis bir protein vardir (59).

Lpn Philadelphia 1, opsonizan faktér olmaksizin “cooling phagocytosis” olarak
adlandirilan fagositoz ile hiicre igine alinir. Bu olayda 6nce makrofaj pseudopod
olusturur ve bakteriyi ¢evreleyerek vezikiil icerisinde alir. Olusan vezikiil Sirasi ile
graniilsiiz endoplazmik retikulum, mitokondri ve ribozom ile interaksiyona girer. Ancak
lizozom ile kontak kuramadigi icin replikatif vakuol olusur ve bakteri makrofaj
icersinde yasamina devam eder. Bir diger mekanizma ile Lpn, irettigi ekstraselliiler
madde yardimi ile oksijen radikallerinin etkilerini inhibe eder (43,110).

Su sistemlerinde E. coli, Salmonella, Vibrio gibi bakterilerin rahatlikla kolonize
olabildikleri bilinmektedir. GOl sulart {izerinde yapilan arastirmada Vibrio

parahaemolyticus sayisinin 27 giin sonunda log 7 oraninda azalma sergiledigi, buna



karsin Legionella spp. i¢in bu oranin 1,5 yilin sonunda ancak log 2 oraninda oldugunun
tespit edilmesi bakterinin genetik anlamda incelenmesi ihtiyacini dogurmustur (68).

Lpn genomu incelendiginde 3000 gen bulundugu, bunlarin 2434 tanesinin 6 susun
tamaminda ortak olarak bulundugu tespit edilmistir. Kalan gen bdlgelerinin
fonksiyonlar1 hakkinda tam olarak bilgi sahibi olunmasa da yapilan ¢alismada IspD,
IspE, IspF ve pilD  gibi genlerin, bakterinin 4-17 °C sicakliklarda hayatta
kalabilmesinde etkili oldugu ispatlanmistir. Virulans genlerin hedef alindig1 bir bagka
calismada 597 gen incelenmis bu genlerin besiyerilerde gelisme i¢in gerekli oldugu
sonucu ortaya ¢ikmistir (67). Norveg'te yapilan bir ¢alismada farkli bolgelerden izole
edilen suslari molekiiler yonden arastirilmig ve aralarinda 10 km mesafe bulunan iki
susun ortak kokene sahip olduklar1 gosterilmistir (113).

Legionella spp.'nin intrasellillar aktivitesi nedeniyle tedavisinde Makrolidler
(eritromisin,  azitromisin,  klaritromisin) ve  Florokinolonlar  (siprofloksasin,
levofloksasin) kullanilmaktadir. Ancak eritromisin damar ilhitabt olusturma riski
nedeniyle alt siralarda yer almaktadir (59,85).

Sanayilesme ile birlikte temiz su kaynaklarina c¢ok miktarda kimyasal atik
karismaktadir. Bu atiklarin igine antimikrobiyal ajanlarin da karigsmasi bakterilerin
dogal ortamlarinda direncli hale gelmelerine neden olabilmektedir.

Tez c¢alismamizdaki amacimiz, Lpn tedavisinde kullanilan makrolid grubu
antibiyotiklerin etkinlik profillerini izlemektir. Cevre ve hastane su 6rneklerinden izole
edilmis olan Legionella pneumophila izolatlarindan, MIC degeri > 256 pg/mL olan sus
ile MIC degeri < 256 ng/mL olan susun Ipp 2879 ve Ipp 2880 gen bolgeleri RT-PCR ile

kantitatif olarak karsilagtirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Legionella spp. Genel Ozellikleri

2.1.1. Tarihce

1976’da Amerikan Lejyonerleri toplantisinin diizenlendigi otelde goriilen salgin
sonucunda 182 kiside enfeksiyon goriilmiis, hizla goriilen pndmoni olgusu kaynakli 29
kisi hayatin1 kaybetmistir (42,69). Bu kesif bilim insanlarinda yeni bir ufuk agmis ve
1957 yilinda Minnesota’da sebebi bilinmeyen atesli hastalik kaynakli yasamini
kaybeden bir hastaya ait kan 6rnegini tekrar incelemeye karar veren arastirmacilar asil
etkenin Lpn oldugu tespit ettiler. Bu nedenle tarihte bilinen ilk Lpn kaynakli salgin
1957 yilinda Minnesota’daki mezbaha iscileri salgint bilinmektedir (26,70).

Saglik kuruluslar1 kaynakli olarak yasanan ilk salgin Washington’da St.
Elizabeth’s Psikiyatri Kliniginde kayitlara ge¢mistir. Hastanede 1965 yilinda yasanan
81 pndmoni vakasinin 14’1 hayatin1 kaybetmis; serum ornekleri 12 yil sonra tekrar
incelendiginde % 80’den fazla oranda Lpn antikoru pozitif olarak tespit edilmistir. Elde
edilen bulgular Legionella spp.’nin hastanelerde enfeksiyon olusturma potansiyelini
acik sekilde aciga c¢ikarmustir. 1980 yilinda yapilan bir arastirmada nozokomiyal
legionellosis gozlenen bir hastanin odasinda yer alan dus basligindan 6rnek alinmis ve

Legionella spp. bakterisi izole edilmistir (2,101,122).

2.1.2. Smiflandirma

Philadelphia’daki otel salginin ardindan Amerikan Hastalik Kontrol Merkezi
tarafindan etken ilizerine yogunlasilmistir. Dr. Mc Dade hayatin1 kaybeden hastalarin
akcigerlerinden alinan biyopsi Orneklerini galisarak Gram (-) gomaklar izole etmis ve
Legionellaceae ailesi i¢inde Legionella cinsine dahil etmistir (69). Legionella spp.’nin
tanimlanmasiin ardindan yapilan filogenetik ¢alismalar sonucunda Lpn ile Coxiella
burnetti arasinda yakin akrabalik tespit edilmistir (36). Bu bilgiden hareket eden
arastirmacilar 1957 yilinda Minnesota’da yasanan salgin verilerini tekrar
degerlendirdiklerinde gergek etkeni tespit edebilmislerdir (69).

16 S rRNA analizlerinde Legionellaceae ailesinin Proteobacteria Gamma 2 alt
grubunda yer aldig1 gosterilmistir. Besiyerilerinde kolaylikla iiretilemeyen bu bakteri
grubu tizerinde DNA dizi analizi, baz oran analizi (Guanin ve Sitozin) yapilmis ve

Legionellaceae ailesinin Legionella (L.pneumophila), Fluoribacter (F. bonzemanii, F.



gormanii, F. dumaffii) ve Tatlockia (T. micdadei, T. maceachernii) olmak {izere 3 cinse
ayrilmasi gerektigi onerilmesine ragmen giiniimiizde Legionella cinsi kullanilmaktadir
(110).

Legionella spp.’ye ait olarak tanilanmis 59 tiir ve 70'den fazla serogrup vardir
(Tablo 2.1). Sayica bu kadar ¢ok iiyeye sahip olmasina karsin, enfeksiyonlarin biiyiik
kismimdan Lpn sorumludur. Lpn kaynakli enfeksiyonlardan izole edilen tiirler {izerinde
yapilan serogruplama c¢alismalarinda, etkenin % 90'a yakin oranda Lpn Sg 1 oldugu,
geri kalan enfeksiyonlardan Sg 4 ve 6'nin sorumlu oldugu ispatlanmistir (20,38). Lpn

ardindan en sik enfeksiyon etmeni L.micdadei olarak bildirilmistir (28).

2.1.3. Morfolojik Ozellikleri

Legionellaceae ailesi Gram (-), sporsuz, zorunlu aerob, hareketli ve genelde
kapsiilsiiz pleoformik goriintimliidiirler. 0,3-0,9 pm eninde, 2-20 pum boyunda
bakterilerdir. Kiiltlir ortamlarinda boylarin 50 um’ye kadar erisebilir. Doku 6rneklerinde
kokobasil olarak goriiniir olsalar da, kiiltiir ortamlarinda flamentdz sekilde yer alirlar
(110). Polar flagellaya sahip olabilirler. istisnai olarak sadece L. oakridgensis’de bu
yapilara rastlanmamaktadir (86). Flagellalarin sayisi besin ve sicakliga bagli olarak
degisim gostermektedir (30).

Legionella spp. iiyeleri i¢ ve dig kisimlarinda trilaminer membran, peptidoglikan
tabaka ve baz tiirlerde kapsiil yer almaktadir. Lpn’de 24000-29000 mol agirliginda dis
membran proteini bulunmaktadir. Lpn Sg 1 antikorlar1 bu yapi sayesinden tespit
edilebilmektedir. Hiicre zar1 6zel yapilari nedeni ile gram boyamada 1yi sonug
vermezler. Corynebacterium hiicre zarlarinda oldugu gibi zar yag asitlerinin % 80’inden
fazlasi dalli zincir yapisindadir ve mikolik asit gibi uzun karbon zinciri igeren yapiya
sahiptirler. Gram boyamada zit boya olarak % 0,1°lik bazik fuksin kullanilmas1 boyama
performansini artirmaktadir (86). Eger doku kesitlerinde Legionella spp. gosterilmek
isteniyorsa Dieterle ve Warthin-Starry giimiisleme boyas1 kullanilabilir. Dogrudan
klinik izolatlardan elde edilen Legionella spp.’nin bazi iyeleri (L.micdadei) asite
direngli 6zellik gosterebilmektedirler. Bu nedenle Ehrlich Ziehl Nielsen gibi asitli

boyama yontemleri kullanilabilir.



Tablo 2.1: Legionella spp. yasam alanlari ve tiirlere ait serogrup sayilari (117)

Cevre ve insandan izole edilen tiirler

Sadece ¢evreden izole edilen tiirler

Tiirler Serogruplar Tiirler Serogruplar

L. anisa* 1 L. adelaidensis 1
L. bozemanii* 2 L. beliardensis 1
L. birminghamensis* 1 L. brunensis 1
L. cincinnatiensis* 1 L. cherrii 1
L. dumoffii* 1 L. donaldsonii* 1
L. erythra 2 L. fairfieldensis 1
L. feelei* 2 L. fallonii 1
L. gormanii* 1 L. geestiana 1
L. hackeliae* 2 L. gratiana 1
L. jordanis 1 L. gresilensis 1
L. drancourtii 1 L. israelensis 1
L. longbeachae* 2 L. jamestowniensis 1
L. lytica 1 L. londiniensis 1
L. maceachernii* 1 L. moravica 1
L. micdadei* 1 L. nautarum* 1
L. oakridgensis* 1 L. quateirensis 1
L. parisiensis 1 L. quinlivanii 2
L.pneumophila pneumophila* 15 L. rowbothamii 1
L. pneumophila fraseri* 1 L. rubrilucens 1
L. pneumophila pascullei* 1 L. santicrucis 1
L. sainthelensi* 2 L. shakespearei 1
L. tuesonensis* 1 L. spiritensis 1
L. wadsworthii* 1 L. steigerwaltii 1

L. taurinensis 1

L. waltersii 1

L. worsleiensis 1

*: Insanlarda enfeksiyon olusturabilen tiirler

Ancak bakterinin kiiltiir ortaminda iiretilmesi bakterinin bu 6zelliginin yitirilmesine
neden olmaktadir. Stoplazmik graniilleri gosterilmek istendiginde Sudan Black B boyasi
kullanilarak polibetahidroksibutirat graniilleri hedef alinabilir (30,122).



2.1.4. Ureme ve Kiiltiir Ortamlar

1977 yilinda Legionella spp. tanimlanmasi ile bakterinin biyokimyasal 6zellikleri
lizerine yogunlagildi. Adi besiyerlerinde iiretilemeyen bu bakteri i¢in 6zel supplement
ve kimyasallar gereklidir. Giiniimiizde Lpn tretimi i¢cin BCYE gibi kompleks besiyeri
kullanilmaktadir. Bu besiyeri Lpn {iiretilmesi i¢in ortamda mutlaka bulunmas: gereken
demir ve L-sistein igermektedir. Aktif komiir, oksijen radikalleri ve yag asitlerinin
neden olacagi negatif yonlii etkiyi ortadan kaldirmaktadir. Bakteri i¢in gereken
maddelerin ortama eklenmesi yasam i¢in mutlak gerekli olsa da, besiyeri pH degerinin
6,9 olmasi gerekir (30,54,106).

Doku ya da g¢evresel drneklerden izole edilen bakterinin besiyeri inokiilasyonun
ardindan 36,5+0,5°C ve % 90 nemli ortamda inkiibe edilmesi gereklidir. Ortamda % 5
CO; varlig: tiremeyi artirmaktadir. Ortalama 3-4 giinliik inkiibasyonun ardindan gozle
goriiniir koloniler olusturabilse de; lireme gozlemlenmeyen petrilerin 10 giine kadar
takibi yapilmalhidir. Bakteri, kiiltiir ortaminda S tipi buzlu cam goriiniimiinde, seffaf, gri-
beyaz koloni olustururlar (Sekil 2.1) (30,107). Bazi koloniler kirmizi, beyaz ya da mavi
renkte intraselliiler floresans 6zellik gosterebilirler (Sekil 2.2) (75).

Sekil 2.1: Legionella pneumophila’nin koloni mikroskobundaki goriintiisii




Sekil 2.2: Gri membran filtre iizerinde Legionella pneumophila goriintiisii

2.1.5. Biyokimyasal Ozellikleri

Legionellaceae ailesine ait bakteriler zorunlu aerobdurlar. Ihtiya¢ duyduklari
sekeri pentoz c¢evrimi ve Embden-Meyerhof sistemindeki enzimler ile sentezler.
Jelatinaz, katalaz ve oksidaz enzimlerine sahip olmalarina karsin, tire ve nitrat kullanimi
yoktur. Lpn, hippurat hidroliz yetenegine sahip olmasi ile cinsin diger iiyelerinden
ayirmaktadir (106,117).

2.1.6. Yasam Alanlar:

Legionella spp.’nin ekolojisinin bilinmesi potansiyel salginlarin 6niine gecilmesi
acisindan biiylik 6nem arz etmektedir. Lpn, c¢evresel kontamine su birikintilerinde,
sogutma kuleleri, sicak/soguk su tanklari, dus basliklari, termal banyo-camur gibi nem
oraninin yiiksek ve 20-63 °C sicaklikta yasam gostermektedirler (40). Sulak alanlarda
¢oziinmiis oksijen igeriginin 0,2-15 uL oldugu, pH 5-8,5 olan alanlarda 10 yila kadar
hayatta kalabilmektedirler (110).

Lpn’nin dogal ortamlarda hayatta kalabilmeleri cesitli faktorlerin varligr ile
kolaylasabilmektedir. Suda serbest yasayan amipler ve kamg¢ili protozoonlar icerisine
girme kabiliyetleri, uygunsuz sartlar altinda bile canli kalabilmelerini saglamaktadir.
Siyanobakterilerin {irettigi metabolitler, sediment birikimleri, yiliksek oranda Ca*? ve
Mg*? icerigi Lpn tiremesine olumlu yonde etki etmektedir (121).

Insan niifusunun artmasi ¢ok katl yerlesim alanlar ile su tasima ve depolama
sistemlerinin gelistirilmesini zorunlu kilmustir. insan yapimi su sistemlerinin disa agilim

noktalart ve suyun depolandigi durgun alanlardan yapay sistemlere gegis yaparlar.



Bakterinin klora direngli olmasi ve biyofilm iginde hayatta kalabilme yetenekleri, su
sistemlerinde canli kalabilmelerinde kilit rol oynamaktadir (89).

Su sistemlerinde Legionella spp. kolonizasyonu suyun sicakligi, mikroflora varligi
ve mikrofloranin iiretmis oldugu sedimentlerin birikimi ile iliskilidir. Sediment
yiizeyinde yer alan ortam bakterileri Legionella spp. i¢in temel besinleri saglamaktadir.
Genel itibariyle 5 pm’den kiigiik aerosollerin alinmasi ile enfeksiyonun dagilim
sergiledigi bilinse de agik yaralarin kontamine sularla temasi ile yara infeksiyonlari,
hemodiyaliz fistiil infeksiyonlar1 ve gastrointestinal sistem infeksiyonlarina da neden

olabilmektedir (110).

2.2. Patogenez

2.2.1. infeksiyon Kaynaklar1

Sulak alanlar Legionella spp. i¢in rezervuar gorevi gormektedir. Bu sulardan
beslenen su dagitim sistemleri bakterinin genis alanlara yayilmasinda ana yoldur.
Hastanelerin su sistemlerinde gelisen bakteri kolonizasyonu, hastane enfeksiyonlarinin
ana kaynagini olustururken; toplumdan kazanilan enfeksiyonlar i¢in kontamine sular ile
temas esas neden olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ayrica, endiistriyel atiklarin kontrolsiiz
sekilde sulara salinmas1 mevcut bakteri yapisinda modifikasyonlara neden olmakta ve
bu durum tedaviyi gii¢lestirmektedir (34,50).

Lpn’nin kolonize oldugu sistemler sunlardir (110);

¢ Su tanklar

¢ Sicak ve Soguk su sistemleri

¢ Dus bagliklar1 ve Sicak su i¢in kullanilan musluk baslari
¢ Klima sulari
*

Termal banyolar

Bakterinin neden oldugu salginlar {izerine yapilan caligmalar su sistemleri
vastasiyla bakteri yayilimmin ¢ok genis alanlara ulasabildigini gdstermistir. Blatty,
farkli bélgelerden izole edilen suslar molekiiler yonden arastirilmis ve aralarinda 90 km
mesafe bulunan iki susun ortak kdkene sahip olduklari tespit edilmistir. Aragtirmada 3,5
um c¢apli aerosolde yaklasik olarak 147 bakteri oldugunu ve bu mesafeye yayilma siiresi

olarak 11 saatten kisa oldugunu belirlemisler (11).
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2.2.2. Bulas Yolar1 ve Insidans

Bakterinin yayilim sekli kesin olmamakla birlikte solunum yolu ile bulasmanin
gerceklestigi kanist yaygindir. Aspirasyon ya da solunum yollarinin manipiilasyonu,
kontamine su ile direk temas, agik yaralarin kontamine su ile temasi ile de bakteri
bulasimi gergeklesebilir (57). Kontamine sular ile yikamasi yapilan solunum
ekipmanlar1 da aerosol kaynagi olabilirler. Bu aerosollerin sayisinin az oldugu ancak
hastaligin gelisebilmesi icin gerekli olan ¢ok ufak partikiilleri (1-5 pwm) meydana
getirebilecegi  gosterilmistir.  Kontamine sularla temasa bagli olarak yara
infeksiyonlarinin da gelisebilecegi bildirilmistir (110).

Toplum kaynakli Lpn enfeksiyonlarinda, su kaynaklarinin bakteri tarafindan
kontaminasyon derecesi, kontamine su ile temas eden kisinin duyarliligi ve etkenin
maruz kalan kisiye olan bulas yogunlugu hastaligin insidansinda etkilidir. Hastane
kaynakli enfeksiyonlar; hastanin durumuna, bakterinin kolonizasyon derecesine direk
olarak baghdir. Yapilan caligmalar hastane enfeksiyonlarinin biiyiik kisminin su
depolarindan orjinlendigini gostermistir (1). Hastalik seyrinde bakterinin tanilanma
siireci de 6nemli yer tutmaktadir. Bu nedenle hastalarin ya da hastalardan alinan
orneklerin Lpn tanisin1 yapabilecek bir laboratuvara yakin olmalar1 hastalik seyrinde
onemli bir etkendir.

Toplum kaynakli pnomoni vaka etkenleri incelendiginde Lpn % 1-5 oramiyla
Streptococcus pneumonia ve Haemophilus influenzae’nin ardindan igiincii sirada yer
almaktadir. Ancak Lpn kaynakli pndmoni vakalarinda hastanin yasi, sigara kullanimi,
immiin sistem sorunlar1 ve kronik akciger rahatsizliklari bulunmas1 6liim oranmni ciddi

oranda (% 5-30) ytikseltmektedir (102,117).

2.2.3. Legionella Bakterilerinin Hiicreye Girisi ve Intraselliiler Yasamlar

Aerosoller i¢inde solunum yolu ile viicuda girisini gergeklestiren bakteri alveolar
bosluklara dogru yonelim gdstermektedir. Bunun i¢in aerosollerin boyutlarinin 5
pum’den kiiciik olmasi gerekmektedir. Alveolar bosluklara ulasan baklerilerin
olusturacag: klinik tablo, bakteri virulansina ve konagin savunma yetenegine baglidir
(109). Konak savunmasida ilk etki eden komponent alveolar makrofajlardir. Alveolar
makrofajlar iki farkli yol ile bakteriyi absorbe ederler. Birincisi klasik olarak

pseudopodlar ile bakteriyi c¢evreler ve hiicre icinde fagolizozom olusturur
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(Konvansiyonel Fagositoz). Diger yol ise coiling fagositoz denen sarmallar olusturarak
hiicre i¢ine alinmasidir (87) (Sekil 2.3).

Konvansiyonel Fagositoz; Lpn, Lipopolisakkarit tabakast ve MOMP (Major Outer
Membrane Protein-Temel Membran Porin Proteini) sayesinde komplemani1 hem klasik
hemde alternatif yoldan aktive edebilme yetenegine sahiptir. Lipopolisakkarit tabaka ile
klasik yoldan aktivasyon saglar (87). Alternatif yolda Csb, lipopolisakkarit yap1 yerine
MOMP’ye baglanarak aktivasyon saglamaktadir. Ancak MOMP yapist hem virulan
hem de avirulan suslarda bulunabildigi i¢in virulanstaki rolii hakkinda kesin bir fikir
yoktur.

Coiling Fagositoz; Alveolar makrofaj tarafindan tek tarafli bir yalanci kol
olusturulur ve bu kol bakteri etrafinda helezon sekilde sarmal olusturur. Bu sarmal
yardimu ile bakteri fagosite edilir. Bu fagositoz sekli Lpn Sg 1’de gozlenmektedir (79).
Konvansiyonel fagositozdan farkli olarak islemin gerceklesmesi i¢in bir opsonine
ihtiyag yoktur. Ozellikle amip enfeksiyonu sonrasinda gerceklesen enfeksiyonlarda
gbzlenen bu fagositoz tipinde gbézlemlenen bakterinin daha patojen oldugunu ve coiling
fagositozla hiicre i¢ine invasyon yetenegi arasinda dogru oranti oldugu gosterilmistir
(19).

Csb opsonizasyonu Lpn fagositozunu uptake etmektedir. Ancak Lpn’yi 6zel kilan
MIP olarak isimledirilen 24 kDa’luk bir digs membran proteini yardimi ile opsonizasyon
olmaksizin hiicre icine girebilme yetenegidir. Bakteride in vitro kosullarda
gergeklestirilen MIP gen delesyonun, bakteri invazyon yetenegini azalttig
gosterilmistir. Non-pneumophila grubu Legionella’larda ise 24-30 kDa uzunlugunda
MIP benzeri protein tespit edilmistir. Ayrica fosfolipaz C, asit-fosfataz, protein kinaz ve
stiperoksit dismutaz gibi enzimleri ile intra-selliiler yasamlarin1 devam ettirmektedirler
(55, 86).

Fagositozun normal seyrinde gitmesi durumlarinda hiicre igine alinan bakteri
vakuolii, lizozom birleserek bakteri sindirilir. Lpn i¢in bu birlesme i¢in gecen siire 8
saatten az degildir. Bunun nedeni dot ve icm genlerince kodlanan dot/icm tip 4 salg
sisteminin fagolizozom olusum sistemini tekrar regiile etmesidir. Bu sistem ayrica
konak hiicre apopitozunu da diizenlemektedir (17,44).

Coiling fagositozda ise bakteriyi barindiran sarmal sirasiyla konaga ait diiz
endoplazmik retikulum vezikiilleri, mitokondri ve ribozomlar1 ile baglant1 kurarken;

lizozom ile fiizyon gerceklesmez. Olusan bu yapiya Replikatif fagozom denir. Bu yap1
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sayesinde bakteri ihtiyag duydugu aminoasitleri konaga sentezletir ve yasamini
stirdiiriir. Log fazinin ortalarinda bakteri sayisinin iki katina ¢ikmasi 2 saati alir ve 48-
72 saat iginde 1000 kata kadar sayisi artabilmektedir (41).

Konaga ait aminoasit kaynaklariin tiiketilmesinin ardindan 3°,5’- bispirofosfat
(ppGpp) birikir. Bu yapi1, sodyuma duyarli ve hareketli yapinin olugsmasina neden olur.
Ekspotensiyel fazin sonlarina dogru ppGpp sentetaz ile duragan faz RpoS o faktor
miktar1 artar. Bu yap1 yeni konak enfeksiyonlari, tuz hassasiyeti, osmotik direng,

hareket gibi 6zelliklerin kazanilmasina katki saglar (103).

Sekil 2.3: Fagositoz cesitleri (87)

KONVENSIYONEL COILING
FAGOSITOZ FAGOSITOZ

2.2.4. Legionella ve Demir Etkilesimi

Demir yasayan organizmalar i¢in esansiyel elementtir. Dogada Fe** halinde yer
alan demir, indirgenerek Fe*? halinde hiicreye alinmaktadir. Demir, hiicre igine
dogrudan ya da transferrin, laktoferrin olarak bilinen proteinlere baglanarak alinir (28).
Viriilans faktorii olarakta bilinen bu yapilara siderofor denir. Mikroorganizmalar
arasinda mikobaktin (Mycobacterium), basillibaktin (Bacillus subtilis), pseudobaktin
(Pseudomonas) ve enterobaktin (E.coli) gibi farkli isimlerle anilsalar da ayni gorevi
istlenmislerdir (117).

Demir, Legionella spp. igin hem hiicre disi yasamda hem de hiicre i¢i yasamda
onemlidir. Makrofaj enfeksiyonunda rol alan pneumobaktin ile birlikte piyoverdin

benzeri sideroforlar tiretiminde gorev alirlar. Legiobaktin, periplazmik ve sitoplazmik



13

ferrik rediiktazlar ile birlikte sitokrom c biyogenez sistemi demir kazaniminda etkin rol
oynamaktadir. Ayrica periplazmik ve sitoplazmik Fe™ rediiktazlar gibi demir
asimilasyonuna katki saglarlar.

Legionella spp.’nin makrofaj i¢i yasami demir varligi ile orantilidir. Yapilan
caligmalarda transferrin reseptor ekspresyonunun diisilk olmasinin Legionella spp.
enfeksiyonlarmin Oniline gectigi gosterilmistir. Transferrin ve laktoferrini direkt
kullanma yetenegi olmayan bakteri, demir ihtiyacin1 konak hem bilesiklerini kullanarak
saglamaktadir (81). Demir kazanimi igin gerekli olan genler transkripsiyonel Fur
tarafindan regiile edilir. Frg A geni e.coli’deki Aerobaktin Sentetaz, luc A ve luc C ile
homolog gorevde proteinleri kodlamaktadir. Frg A mutasyonlar1 olan suglarda iireme

yeteneklerinin 80 kat azaldig1 tespit edilmistir (48).

2.2.5. Klinik Belirtiler

2.2.5.1. Lejyoner Hastahig: (Legionellosis)

Konaga girisinden itibaren hiicre i¢i ¢ogalim gerceklestirerek sayisal anlamda
artan bakteri, hiicreyi patlatarak yeni hiicreleri enfekte etmek igin dagilir. Alveolar
bolgede ¢ok sayida makrofaj parcalanmasi nedenli litik triinler agiga ¢ikarak doku
hasar1 ve enflamasyona neden olur (9). Enfeksiyon, bebek ve cocuklarda, kronik
hastalarda, AIDS olgularinda, organ nakilli hastalarda, sigara kullanan orta ve iist yas
gruplarinda, diyabetlilerde yiiksek oranda goriilmektedir. Yapilan ¢alismalarda, immiin
sistem sikintisi olan hastalarda 6liim oraninin % 7-24 arasinda degisim gosterdigi ve bu
olgularin bir ¢cogunda seyahat gegmisi oldugu tespit edilmistir (67,75).

Lejyoner hastaligi olarak bilinen bu tabloda ilk klinik belirti pndmoni’dir.
Hastaligin gelismesi igin gereken kulugka siiresi 2-10 giindiir. Oncelikle hafif ates
kendini gosterir. Ardindan Oksiiriik, bas ve kas agrisi, titreme, sulu diyare, hipoksi gibi
belirtiler ortaya ¢ikar. Ates yiiksek oranda 40 °C’nin iizerindedir. Her dért hastanin
birinde denge kayb1 ve halisiilasyon gézlemlenebilir (36).

Akciger grafileri diger pndmoni olgularindan farksizdir. ilk anlamli gériintii tek
tarafli infiltrasyondur. Diger pnomoni olgularindan farkli olmak iizere anormal

karaciger fonksiyonlari, hematiiri, hiponatremi goriilmektedir (77,122).

2.2.5.2. Pontiak Atesi
Adini 1968 yilinda Michigan-Pontiak’da goriilen salgindan alan hastalik, immiin

sistemi giiclii olan kisilerde goriilen grip-soguk alginligi benzeri hastaliktir. Kulugka
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sliresi saatlere kadar inebildigi gibi, pnémonik vakalardan daha kisa olup ortalama 1-2
giin arasinda stirmektedir. Miyalji, hafif ates, titreme ve mental keyifsizlikle karakterize
olan hastalik kapsamli tedaviye ihtiya¢ duymaz. Hatta kisiler ila¢ destegine ihtiyag
duymadan iyilesirler (77,102).

2.2.5.3. Ekstra Pulmoner Hastaliklar

Lpn, sulak ve nemli alanlarda kolonize olup bu bolgelerden yayilim gosterse de
kontamine suya direk temas ile bulagim oldukc¢a nadirdir. Pndmoni ve Pontiak atesi gibi
bu hastaliklar da immiin sistem sorunlar1 olan kisilerde goriilmektedir. Solunum sistemi
disinda nadir olarak endokardit, deri absesi, perikardit, beyin absesi, peritonit ve
pankreatit gibi farkli doku tiplerinde enfeksiyon goriilmektedir (3,4,33,64).

2.3. Virulans

2.3.1. Biyofilm Icinde Yasama Yetenekleri

Bakterilere ait yapisma Ozellikleri, 1928 yilinda Rus bilim insan1 Sergei
Winogradsky'in toprak ornekleri {izerinde yaptigi c¢alisma esnasinda mikrobiyal
orneklerin cama yapistigini fark ettigi andan itibaren bilim diinyasinin ilgisini iizerine
cekmistir (114). 2 yi1l sonra Zobell, tatli su i¢inde yer alan organizmalarin da cam
ylizeylerine yapisabildiklerini ve burada koloni olusturabildiklerini gostermistir (123).
Yapilan caligmalar bu yapmin isimlendirilmesine ihtiyag¢ dogurmus, 1976 yilinda
Marshal tarafindan “sulak ortam ile temas halinde yer alan cansiz ylizey tizerinde
mikroorganizma kolonizasyonu” olarak tanimlanmistir (66).

Biofilm olusumu sudaki organik maddelerin tutulmasi ve sonrasinda
mikroorganizmalarin o alana tutunmasi seklinde gelisir. Tutunmanin ardindan
bakterilerce salinan polisakkarit madde ile biofilm saglanmis olur. Ortamda olusan
mikro koloniler siiregelen zaman i¢inde diger organizmalarin da o alana gelmesine
olanak saglar ve kominite olugsmus olur. Yapilan arastirmalar biofilm olusumunda su
sistemlerinde kor noktalarin olmasi, mevsimsel olarak su sistemlerinin kullaniminin
olmamas1 ve demir gibi asinmasi kolay malzemelerden su sistemlerinin kurulmasi gibi
cevresel faktorler siralanmistir. Bunun yaninda bakterinin sicaklik, kimyasal etmenlerin
varlig1 ve besin eksikligi gibi faktorlerin etkisinden armmak icin serbest yagamdan
ayrilarak biofilm ic¢ine girmeyi tercih ettigi diisliniilmektedir. Bunun yaninda biofilm
tabakasindan ayrilarak farkli alanlarda kolonize olarak biofilm olusturma ve ¢ogalmaya

da olanak saglamaktadir (112).
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Bakterilerin biofilm i¢inde yagama tercihleri korunma amagli olarak diisiiniilse de
kominite i¢inde yer alan farkli kokene ait bireylerin kendi aralarinda gen aligverisi
yapabilmeleri genetik mozaik a¢isindan 6nem tasimakta ve yeni direnglere neden
olabilmektedir. Ayrica yapilan ¢alismalarda bakterinin canli kalmasinda etkin role
sahip olan amiplerin de bu tabaka i¢inde yer alabildikleri gosterilmistir (109). Biofilm
yetenegi kimi arastirmacilar tarafindan virulans faktorii olarak degerlendirilmese de
gerek gen aligverisi gerekse de biofilmin olusmasini saglayan glikoproteinlerin hiicre
zarindan ge¢igini bir virulans faktorii olan Twine-Arginine Translokasyon yolunun
regiile ettigi tespit edilmistir. 2009 yilinda Lau tarafindan yapilan bir arastirmada
virulant suslarin biofilm iginde, avirulant suslarin ise serbest formda daha sik

rastlandigina isaret edilmistir (60).

2.3.2. Hiicre Dis1 Uzantilar:

Bakterilerde hiicre dis1 uzantilarin tanimlamasi yapildiginda iki ana eleman akla
gelmektedir; flagella ve pilus. Hareketi saglayan, bazal membrana bagli olan flament6z
yapt flagella olarak adlandirilmaktadir. Bakteriden bakteriye konumu ve sayisi
degisiklik gosterse de gorev itibariyle ayni islevi gormektedir. Gram negatif bakterilerin
bliylik kisminda gézlemlenen bu yapilarin bulunma yerlerine gore bakteriler; monotrik
(tek ve polar), lofotrik (min 2 ve polar), amfitrik (iki tarafta birer), amfilotrik (iki tarafta
en az iki) ve peritrik (tiim yiizey kapli) olarak gruplanmaktadir (118).

Flagella; flament, bazal cisim ve ¢engelden meydana gelmektedir. Flament kismi
flagellin proteininden olusan antijenik yapidir. Bazal cisim; membran, periplazmik alan,
peptidoglikan tabaka ve lipopolisakkarit ylizeye temas halinde olan 4 halkadan olusur
ve ana hareketten sorumludur (30). Bazal cisim ve flagellin arasindaki hareket
koordinasyonu ¢engel ile saglanmaktadir. Lpn yapis1 degerlendirildiginde bakterinin
hareketli olmasina ve hiicre i¢i yasama yetenegi saglamasina ve biyofilm igine dahil
olmasina olanak sagladigi i¢in 6nemlidir (118).

Pilus, konaga ya da ylizeye yapismadan sorumlu olan ekstramembranal
elemanlaridir. Yapismay1 ve bir araya gelmeyi saglamanin disinda biyofilm tabakasi
icinde genetik aligverisi diizenledigi i¢in genetik cesitlilige ve olasi1 direnglere zemin
hazirlamaktadir. DNA aligverisinden sorumlu olan seks pilusu, bir bakteride en fazla 10

tane bulunmaktadir (7).
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Lpn’de bulunan pilus yapilari genetik materyalin pilD gen bdolgesi tarafindan
sentezlenmektedir. Immiin sistemin uyarilmasinda etkin olan bu yapilar sicaklik,
viskosite ve osmosite ile regiile edilmektedir. Buna dair en bilinen 6rnek, Lpn’de yer
alan yapismadan sorumlu olan tip IV pilusudur. 2005 yilinda Molofsky’nin yaptigi
aragtirmada ortamda yer alan besin maddelerinin tikenmesi ile bakteri flagella iireterek
konak hiicre lizisini uyardig1 ve yeni besin kaynagi bulmak adma hiicre patlamasini

tesvik ettigini gostermistir (74).

2.3.3. Antijenik Yapilar1 ve Toksinleri

Lpn’nin virulansim1 belirleyen organik ya da inorganik bir ¢ok etken
bulunmaktadir. Lipopolisakkaritler, flagella, fimbria ve 1s1 sok proteinleri bu yapilar
arasinda yer almaktadir. Bu yapilar bakteriye 6zgii antijenik 6zellik kazandirmaktadir.
Tanimlanmig olan legiolisin proteini bakterinin UV 1sin1, sicaklik ve diger fototif
etkenlere kars1 koruyarak kiiltiir ortamina adaptasyona katki saglamaktadir (10).

Dis zarda yer alan Dis Membran Porinleri, komplementleri baglayarak
opsonizasyondan sorumludur. MIP proteini bakteri hiicre igine girdikten sonra
propilprolil izomeraz aktivitesi gostererek bakterinin hiicre i¢i sindirimden korunmasini
saglamaktadir. mip geni akcigerlerde gergeklesen enfeksiyonun erken evresinde
fagozomun yiizey proteinlerinin izormerizasyonunu saglayarak  bakterinin canli
kalmasmi saglar. 24-25 kDa boyutlarinda tek bir dis membran proteininin oldugu,
bunun bakterinin yapigmasinda gorev aldigi belirlenmistir (18).

Is1 Sok Proteinlerinin sicakliga dayali ekstrem durumlarda sentezlendigi bilinse
de, hiicre i¢i konumlanan Hsp 60’in makrofajlardan sitokin salgilanmasinda etkili

oldugu bilinmektedir (92).

2.3.3.1. Sekresyon Sistemleri
Bakterinlerin tiimiinde hiicre i¢i toksinlerin ve yasamsal artik maddelerin dig
ortama salinimu ile; hiicre dis1 kofaktoérlerin hiicre i¢ine alinimi zar proteinleri tarafindan
regiile edilmektedir. Bakterilerde bu zar proteinleri tarafindan olusturulmus 6 tip
sekresyon sistemi tanimlanmistir (6).
% Tip I. Membran Fiizyon proteini, ABC proteini ve transmembran
proteininden olusmus olan transport sistemi

% Tip II: Por sistemininde bir pargasi olan tagima sistemi
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s Tip Ill: Yersinia, Vibrio ve Salmonella gibi Gram negatif bakterilerde
flagella olusumundan sorumlu olan tagima sistemi

< Tip IV: Hiicre i¢i patojenite yetenegine sahip olan bakterilerde bulunan
tasima sistemi

s Tip V: Oto-tagima sistemi olarak gorev alan sistem

% Tip VI: Bazt Vibrio ve Pseudomonas tiirleri tarafindan savunma

mekanizmasi olarak kullanilan tagima sistemi

Hiicre ici patojeni olan Lpn’de tip IV sekresyon sistemi bulunmaktadir. Bu sistem
genetik materyalin dot ve icm bolgelerince sentezlenmektedir. Bu proteinlerin etkisi ile
fagozom lizozom birlesimini tamamlayamaz ve Oncelikle endoplazmik redikulum ile
baglanti kuran fagozom sonraki basamaklarda ribozom ve mitokondri ile etkilesim
kurar (98).

Lpn’nin sahip oldugu diger sistem ise Tip II’dir. pilD geni tarafindan regiile
edilen bu sistem ile proteaz, fosfataz, nukleaz, fosfolipaz A, siiperoksit dismutaz gibi

enzimlerin iiretimini diizenlemektedir (5).

2.3.3.2. Nukleaz Aktivitesi

Nukleaz enzimleri niikleik asitlerin sindiriminde, gen regiilasyonlarinda, genetik
tamiratta ve viriislere kars1 savunmada gorev alan enzimlerdir. Hedef aldiklar1 niikleik
asit tipine gore Deoksiribonukleaz (DNaz) ve Ribonukleaz (RNaz) olarak
isimlendirilmektedirler. Legionella spp.’ye tip II sekresyon sisteminin kazandirmis
oldugu bu enzim, bakterinin hiicre i¢i yasam basarisinda etkin rol oynamaktadir. Ancak
yapilan arastirmalar, Lpn s6z konusu oldugunda sadece RNaz’in bu gen tarafindan

regiile edildigini gostermistir (5,29).

2.3.3.3. Proteaz Aktivitesi

Protein denatiirasyonundan sorumlu olan Proteaz enzimi, islev ve bulunus yerine
gore metalloproteaz, aspartat, serin, sistein gibi isimlendirilir (8). Lpn enfeksiyonlari
diisiiniildiiginde akla ilk akciger enfeksiyonlar1 gelse de doku harabiyeti yapma
kabiliyetleri de bulunmaktadir. Doku harabiyetlerini hiicre digina salgiladiklar1 proteaz
enzimleri sayesinde gerceklestiren bakterinin metalloproteaz ve amilopeptidaz
aktivitesine sahip olduklari belirlenmistir. Akciger enfeksiyonlarinda diger bakteri
enfeksiyonlar1 ile olan benzesimi doku hasar1 i¢in de gecerlidir. Ekstraselliiler proteaz

enzimi Pseudomonas aeruginosa’nin elastaz enzimi ile benzerlik géstermektedir (28).
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Proteolitik etkisinin yaninda hemolitik etkiside bulunan enzimin polimorfoniikleer
hiicreler tizerinde kemotaksis ve oksidatif etkisinin zayif oldugu tespit edilmistir. Enzim

iiretme Ozelliklerini yitiren suslarda enfeksiyon yetenegi kayboldugu da gdsterilmistir
(73).

2.3.3.4. Fosfolipaz Aktivitesi

Temel fonksiyonlar1 fosfolipitleri par¢alamak olan fosfolipazlar her biri farkli
gorevlerde bulunan A, B, C ve D olarak 4 alt grup altinda incelenirler. Acil zincirlerini
pargalamakla gorevli olan A ve B’nin haricinde fosfolipaz C diagilgliseroliin
hidrolizinden, fosfolipaz D ise fosfattan alkol ve fosfatidik asit olustururlar.

Lpn’nin sahip oldugu fosfolipaz A ve fosfolipaz C hiicre igi sinyal iletimini
bozarak bakterinin sindirilmeden canli kalmasina olanak saglamaktadir. Fosfolipaz C,
fosfoinositid fosfotidilinosito-4,5 bifosfat’t (PIP;) hidrolize ugratirken agiga c¢ikan
metabolitler Ca*? iyonlarinin sitoplamadan endoplazmik retikuluma dogru akmasma yol
agar. Ca*? iyonlarnmn yogunlugunun artmasi fosfolipaz C aktivasyonuna neden olur.
Aktive olan fosfolipaz C oksijen radikallerinin salinimini saglar. Oksijen radikallerinin

etkisi ile notrofil kemotaksisi hizlanir ve enfeksiyon seyrini hizlandirir (28,37).

2.3.3.5. Lipaz Aktivitesi

Lipaz enzimi Lpn’nin intraselliiler yasaminda etkin rol oynamaktadir. Genetik
materyalin pilBCD bolgesi tarafindan sentezlenen enzimin graniilosit kemotaksisini
onledigi, hiicre i¢i sindirimi engelledigi, bakterinin hiicre zarini parcalayarak yayilma

hizin1 artirdigi gosterilmistir (98).

2.4. Klinik Dis1 Orneklerde Legionella Bakterilerinin izolasyon Yéntemleri

2.4.1. Kiiltiir Metodu

Lpn izolasyonu ile alakali olarak tiim diinya genelinde ortak fikir olarak kullanilan
bir standart, besiyeri ve yoOntem bulunmamaktadir. International Organization for
Standardization (ISO) tarafindan ¢evresel su orneklerinin toplanmasi, yogunlastiriimasi
ve bakterinin izole edilmesini agiklayan 11731 numarali standart diinya genelinde en
fazla kullaniciya ulasan rehberdir. Ulkemizde Tiirkiye Halk Saghg Genel
Miidiirligi’nce (THSGM) hem klinik 6rnekler hemde su gibi klinik disi1 6rneklerin

toplanmasi1 ve bakterinin izolasyona yonelik yontemler gelistirilmistir.
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ISO standarti, yan flora iiyerinin baskilanmasi i¢in 1s1 ya da asit ile muameleyi
ardindan da BCYE-a ve GVPC besiyerine ekimi 6nermektedir (54).

Amerikan Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezi (CDC), Lpn analizi i¢in musluk
ve dus bashigi gibi 6zel bolgelerden 6rnek alinmasini, yan floranin ortadan kaldirilmasi
icin pH 2,2’lik HCI/KCI ile 15 dk. yikamayi, ardindan ekim isleminin yapilmasini,
bakteri yogunlugunun az oldugu sular1 géz 6niinde bulundurarak filtrasyon yontemi ile
yogunlastirma yapilmasini1 Onerir. Besiyeri olarak BCYE, CCVC ve PCV gibi
besiyerlerini isaret etmektedir (15).

THSGM, su sistemelerinden alinacak olan drneklerde, 6rnegin alinis yerine gore
farkli 6n islemler uygulanmasini 6nermektedir (107).

Kabul goren standartlar incelendiginde ortak noktanin asit ile yan flora
baskilanmasi ve az yogun koloniye sahip sular i¢in filtrasyon ile yogunlastima oldugu
goriiliir. Ancak asit ile muamelede pH 2,2 HCI-KCI soliisyonu 6nerilse bile, 6rnegin asit
ile muamele edilmesi Onerilen siireler 5-30 dk arasinda degisiklik gostermektedir.
Incelenmesi tavsiye edilen drnek miktar1 ise vakalar arasinda degisim gostermektedir.
Bazi standartlar ekiivyon siiriintiisii ile calisilmaya olanak saglarken (96), diger
standartlar incelendigince 6rnek miktarlarinin 100 mL-10 L arasinda degisim gosterdigi
goriilmektedir (54,107).

2.4.1.1. Su Numunelerinin Toplanmasi ve Yogunlastirilmasi

Lpn izolasyonu icin farkli noktalardan orneklerin nasil ve ne kadar alinmasi ile
alakali farkli goriisler hakimdir. Ozellikle numune miktarlari konusunda cesitli
uygulamalar olsa da ortak nokta numunelerin alindig1 siselerin steril ve Na-Tiyosiilfat

icermemesi gerektigidir (107).

2.4.1.1.1. Sicak Su Tanklarindan Orneklerin Toplanmasi
Tanktan su tahliyesini saglayan musluk acilip 100 mL su alinir. Ardindan yaklagik
1 dk kadar su tazyikli sekilde akitilir ve tekrar 100 mL o6rnek alinir ve sisenin agzi

kapatilip en kisa siirede analize gonderilir (107).

2.4.1.1.2. Lavabo Musluk ve Dus Bashklarmdan Ornek Alinmasi
Diger standartlarin aksine yapilan pratik c¢aligmalar musluklardan ve dus
basliklarindan orneklerin ekiivyon ¢ubugu ile siiriintii seklinde alinmasi gerektigini

gostermistir. Bunun i¢in onceden su akitilmis olan musluk agzindan igeri bir cift
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ekiivyon ¢ubugu sokulur ve etraflica 6rnekleme saglanir. Ardindan musluktan ekiivyon
kabi i¢inde 1-2 mL su akitilir ve gubuk ucundaki pamugun kurumasi engellenir.
Ancak ekiivyonun bulunmadigi durumlar géz oniine alinirsa 100 mL su 6rneginin

de alinip analiz edilebilecegi belirtilmektedir (54,107).

2.4.1.1.3. Havalandirma Sistemleri Sogutma Kulesinden Ornek Ahnmasi
Sogutma kulesi 6rnekleri diger sistemlerden 6rnek alinmasindan farkli olarak kule
icersinde sisenin daldirilmasi esasina gore yapilmaktadir. Sistemi destekleyen birden

fazla kule varsa da her kuleden ayr1 ayr1 olacak sekilde 6rnekleme yapilmalidir (107).

2.4.1.2. Kullanilan Besiyerleri

2.4.1.2.1. BCYE Agar (Brillant Charcoal Yeast Extract Agar)

Diinya genelinde Lpn iiretilmesi icin kabul goren tiim standartlarda ortak olarak
adi gegen besiyeridir. Segici olarak bilinen diger tiim besiyerlerin 6ziini
olusturmaktadir.

Icerisinde bulundurdugu ACES, L-sistein, demir Il pirofosfat ve o-ketoglutarat
ortam pH’inda olusabilecek muhtemel degisikligin yaratacagi olumsuz etkiyi minimize
etmek amaciyla kullanilmaktadirlar. Ozellikle ACES tamponu, Lpn {iremesi esnasinda
olusabilecek olan metabolitlerin etkisini karsi destek olusturmaktadir. Aktif komiir ise
151k kaynakli olusabilecek oksijen radikallerinin olugsmasini engellemektedir.

Gerek genel iiretici Ozellikteki BCYE, gerekse de secici ozellikteki diger
besiyerlerinde kritik nokta besiyeri pH’min dogru sekilde ayarlanmasidir. Lpn i¢in

hazirlanan besiyerinin son pH degeri mutlaka 6,9+0,3 olmalidir (54).

2.4.1.2.2. DGVP (Dye-Glisin-Polimiksin-Vankomisin) Agar

Genel tretici igerik i¢ine polimiksin ve vankomisin eklemesi ile elde edilen segici
ozellikteki besiyeridir. Cevresel su Orneklerinde yer alabilecek yan flora iiyelerinin
baskilanmast i¢in antibiyotikleri bulundurmasi avantaj saglamaktadir. Ayrica
bromotimol mavisi ve bromokresol moru Lpn disindaki tirlerde (L.micdadei)

besiyerinde kromojenik 6zellik kazandirarak ayrimini saglamaktadir (107).

2.4.1.2.3. CCVC (Cycloheximide-Colistine-Vancomycine-Cephalothine) Agar
Acik hava ile temas halinde olan su sistemleri kiif mantarlari ile kontaminasyona
acik halde bulunmaktadir. CCVC besiyeri iginde yer alan sikloheksimit, kiif iiremesini

baskilayarak DGVP ve BYCE’de gozlemlenebilen asiri kiif iiremesi nedenli Lpn
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baskilanmasmin oniline ge¢mektedir. Lpn i¢in incelenecek olan su o&rneklerinin
cogunlukla kapali sistemleri oldugu ve laboratuvarda dokiilen bir besiyerinin ortalama 2

aylik miadi olmas1 bu besiyerinin pratik kullanimi sinirlanmaktadir (107).

2.4.1.2.4. GVPC (Glisin-Vankomisin-Polimiksin-Cycloheximide) Agar

Secici ozellikteki bu besiyeri basta ISO standart1 olmak {izere bir ¢ok standartta
bahsedilen besiyeridir. igerdigi glisin ile Lpn’nin besiyeri ortaminda gelismesi
esnasinda ortaya ¢ikan metabolitlerin neden olabildigi pH degisimlerini tolere ettigi,
sikloheksimit ile de olasi kiif kontaminasyonunu engellemesi ile pratikte kullanimi

DGVP’ye nazaran daha fazla olan besiyeridir (107).

2.4.1.2.5. MWY (Modified Wadowsky Yee) Agar

Bu besiyeri daha ¢ok klinik Lpn 6rneklerinin izolasyonu i¢in kullanilmaktadir.
Bakterilerin bromokresol moru ve bromotimol mavisi ile incelenmesi, kolonileri
renklendirmek ve organizmalarin tanimlanmasina yardimci olmak i¢in basariyla test
edilmigtir. GVPC’den farkli olarak sikloheksimit yerine anisomisin kullanilmaktadir
(82).

2.4.1.3. Su Orneklerinin Cahsilmasi

2.4.1.3.1. Su tanklarindan (Soguk/Sicak) Alinan Orneklerin Calisiimasi

Su tanklarindan alian 6rnekler genel iiretici (BCYE) ve secici (CCVC, DGVP,
GVPC...) besiyeri olmak iizere ¢ift plak ekimi seklinde g¢alisiimalidir. Alinan su
orneginde 0,1 mL’1 direk olarak segilen besiyerlerine ekilir ve steril cam baget yardimi
ile plak iizerine iyice yayilir. Diger ekim giftleri ile 50 mL su 6rneginin 0,22 p por
capina sahip filtre yardimi ile yogunlastirilir. Filtre 5 mL steril su bulunan tiipe alinir
yaklasik 30 sn boyunca vortekslenir. Ardindan filtre 2 mL su ve 2 mL HCI/KCI (pH
2,2) bulunan karisim i¢ine alinarak 3 dk boyunca beklenir. Bu basamakta olasi yan
floranin baskilanmasi hedeflenmektedir. Siirenin sonunda tiip i¢indeki karigimdan 0.1
mL alinarak genel {iretici ve se¢ici besiyerlerine damlatilarak steril cam baget yardimi
ile plak iizerine yayilir. Hazirlanan petriler 36,5+0,5°C % 90 nemli ortamda inkiibe
edilir. Lpn, kiiltiir ortaminda zor iiretilebildigi i¢in 3-10 giin arasinda plaklar kontrol
edilmelidir (107).
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2.4.1.3.2. Havalandirma Sistemi Sogutma Kulesi Su Orneklerin Calisilmasi

Laboratuvara getirilen 6rneklerden direkt ekim i¢in 0,1 mL’si genel {iretici ve
secici Ozellikteki besiyerine damlatilir ve cam baget yardimi ile besiyerine iyice yayilir.
Sogutma kulesinden alinan Ornekler i¢in su tanklarinda oldugu gibi konsantrasyon
islemi uygulanmaz. Sise i¢inden steril pipet yardimi ile 2 mL 6rnek alinip iginde 2 mL
KCI/HCI bulunan asit ile 3 dk. boyunca dekontaminasyon islemine tabi tutulur. Siire¢

sonunda tiip i¢eriginden 0,1 mL alinir ve ilgili besiyerlerine inokiile edilir (107).

2.4.1.3.3. Musluk ve Duslardan Ekiivyonla Alinan Orneklerin Cahsilmasi

Ornekleme islemine tabi tutulmus olan ekiivyonun pamuk kismi i¢inde 2 mL KCl-
HCI asit karisimi bulunan tiipe daldirilip iyice ¢alkalanir. Ardindan tiip yaklasik 1 dk
boyunca vortekslenip 3 dk boyunca beklenir sonra tekrar vortekslenir. Tiipten 0,1 mL
alinarak besiyerlerine ekilerek 36,5+0,5°C % 90 nemli ortamda inkiibe edilir (107).

2.4.2. Kiiltir  Besiyerileri Uzerinde Legionella Dogrulamasi  ve
Serogruplamasi

Francisella, Bordatella gibi Lpn’de kiiltiir ortaminda iiretiminde zorluk yasanan
bakterilerdendir. L-sistein gibi iretilmeleri igin esansiyel olan maddelerin kiiltiir
ortamina eklenmesi zaruriyetinin yam sira 36,5+0,5°C gibi mikrobiyolojide en sik
kullanilan inkiibasyon sicaklifinda iiretilebilmesi icin % 90’a yakin nem oraninin
saglanmast gerekmektedir. Tim sartlarin saglandigr diislintildiiglinde bile Lpn
besiyerinde 3-4. giinler sonunda koloni olusturmaya baslamaktadir (54,106).

Kullanilan besiyeri iizerinde 3-4. giinden sonra ¢iplak gozle bakildiginda
yiizeyleri diizgiin, hafif bombeli, gri-beyaz, 1-3 mm c¢apli, mikroskop altinda ise
kenarlar1 pembe, mor, yesil veya mavi buzlu-cam goriiniimii veren koloniler hedef
koloniler olarak degerlendirilir (107). Baz1 Lpn tiirleri ise giin 15181 altinda farkli renkte
goriintli verebilir. Bakterinin sisteine mutlak suretle ihtiyag duymasi onu diger bakteri
gruplarindan ayirmada kolaylik saglamaktadir. % 5 Koyun Kanli Agar ya da Nutrient
Agar’a ekildiginde bir ¢ok bakteri tiiriniin aksine Legionella spp. bu besiyeri tizerinde
tireme gostermemektedir. Ekim yapilan plak iizerindeki kolonilerden 6rnek alinarak es
zamanli olarak BCYE ve Kanli Agar/Nutrient Agar tizerine ekimleri yapilir. BCYE’de
treyip genel {iretici agarda tlireyemeyen koloniler olasi Legionella spp. olarak

degerlendirilir ve serogruplama basamaklarina gegilir (54).
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Lpn i¢in hippurat hidrolizi, jelatin hidrolizi, tirozinli besiyerinde pigment
olusturma deneyi, UV 151k altinda 1s1ma yapma gibi ¢esitli testler tiir tayini yapmak i¢in
kullanilabilir. Legionella spp.’de sadece L.micdadei’de dokuda asit direnci goriilmesi
ayirici tanida 6nemlidir. Ayrica tim Legionella spp. sistein varliginda iireme yetenegi
gosterse de L.oakridgensis in vitro kosullarda modifikasyon gegirerek sistein
yoklugunda da {iretilebilmektedir (121). Kullanilacak olan testler arasinda segicilik ve
Ozgiillik bakimindan farklarin olmasi testler arasindaki kullanim sekil ve alanlarimi

siirlamaktadir (Tablo 2.2) (116).

2.4.2.1. Lateks Aglutinasyon Testi

Bakterinin hiicre duvarinda yer alan O antijenine karsi tavsan viicudundan iiretilen
antikorlarin kullanilmasi ile yapilan testlerdir. Giiniimiiz laboratuvar pratiginde en sik
Sg 1, Sg 2-14 ve Sg 8’¢ yonelik testler kullanilmaktadir (77,81). idrar gibi klinik
orneklerin kullanildig1 aglutinasyon testleri ile hizli tanimlamalar yapilmaktadir.
Pnomoni belirtileri gosteren bir hastaya uygulanan iiriner antijen testi sonucunda pozitif
sonug alinmasi durumlarinda hastanin Lejyoner hastalii oldugu diisiiniilmelidir. Uriner
antijenik pozitiflik antibiyotik tedavisine baslanmasindan 1-2 hafta sonrasina kadar

pozitiflik gosterebilmektedir (52).

2.4.2.2. Direkt Floresan Antikor Testi (DFA)

Tiir ve alttiire 6zgiil olan dis membran proteinlerine karst elde edilmis olan
floresan antikorlarin kullanim esasina dayanan bu testte 4 saate kadar sonug
alinabilmesi kolaylik saglamaktadir (89). Hizli sonug¢ verebilmesine karsin, DFA
yonteminin duyarliligi, kiiltiir yonteminin duyarliligindan daha diistiktlir. Bunun nedeni,
mikroorganizmay1 saptayabilmek igin, alnan Grnegin her mL’sinde 10%-10° bakteri
bulunmasi gerekliligidir (1). Ayrica Bacteroides fragilis ve Pseudomonas spp. ile

capraz reaksiyon verebilmesi tek basina kullaniminda sorun olusturmaktadir (75).

2.4.2.3. Polimer Zincir Reaksiyon (PCR)

Lpn, taninmig 59 Legionella spp. tiirliniin en yaygin patojenik tiiriidiir. Bu patojen
enfeksiyonunun bir sonucu olarak yaslilarda ve ciddi altta yatan hastaligi olan
hastalarda onemli Oliim oranlar1 ortaya c¢ikabilir. Diagnostik gecikme mortalitenin
artmasina neden olabilir. Bu nedenle, dogrudan floresan-antikor testleri ve idrar antijen

deneyleri gibi hizli testler gelistirilmistir. Her ne kadar yararli olsa da, bu analizlerin
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hassasiyeti % 100 degildir. 5 S ve 16 S ribozomal alt birimlerini kodlayan genlerin, Lpn
ve bagka organizmalarin tanimlanmasi i¢in faydali imza dizileri igerdigi gosterilmistir.
Daha yakin zamanlarda, bu genlerdeki hedef diziler, Legionella spp. ve Lpn tespiti i¢in
gercek zamanli PCR ile birlikte kullanilmustir (75,116).

Tablo 2.2:Serogrup tespit testlerinin performanslar (52)

Test Hassaslik Ozgiilliik

Kiiltiir 20-80 100

Uriner Antijen Testi

(So1) 70-100 95-100

SerOIOjik Test 80-90 >99
DFA 25-75 >95
PCR 95-99 >99

Pratik anlamda hassas, tekrarlanabilir ve dogru sonuglarin alinma garantisi vardir.
Ayrica kiiltlir metodunda sadece canli bakterilerin tespiti miimkiin oldugundan bu
yontemde canli ya da cansiz tiim bakterilerin genetik materyallerinin tespiti
miimkiindiir.

Sistemde kullanilan primerlerin tiire ve serogruba Ozgii olmasi maliyeti
artirmaktadir. Bu nedenle giiniimiizde PCR yontemi klinik izolat ile ¢evresel drnek/su
Ornegi arasindaki baglantiyi kurmak i¢in kullanilmaktadir. Nozokomiyal pnomoni
olgularinda hastalik kaynaginin tespit edilmesi olasi salgin durumlarinin dniine gegmek

icin 6nem teskil etmektedir (51).

2.5. Tedavide Kullanilan Ajanlar

Enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde secilecek olan antimikrobiyal ajanlarin
secimi, bakterinin biyokimyast ve yasam tarzina gore degisiklik gdstermektedir. Lpn
gibi fakiiltatif intraselliilar ve zorunlu intraselliilar bakteriler i¢in bakteri hiicre duvarini
etkileyen ajanlarin kullanilmasi hastalifin tedavisinde etkisiz kalmaktadir. Ayrica

gereksiz antibiyotik kullanimi ve sularda bulunan ilag kalintilartyla temas ile bakteri
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genetik materyalinde modifikasyonlar olmakta ve rutinde kullanilan antibiyotikler
etkisiz hale gelmektedir. Diren¢ gelisimleri ile birlikte yeni nesil ilag gelistirme
calismalar1 hiz kazanmustir.

Gelistirilen ilaglarin bakteri iizerinde etkinligini tespit etmek amaciyla duyarlilik
testleri yapilmaktadir. Duyarlilik testlerinin etkinligi kullanilan referans bakterinin
ozelligi ve besiyeri Ozelliklerine gore degisim gostermektedir. Duyarlilik testleri;
sivi/Kat1 besiyerine ekim, doku kiiltiirii ve infekte edilmis kobaya enjeksiyon gibi
yollarla yapilabilmektedir (99).

Legionellozis gibi solumun sistemini etkileyen bir enfeksiyon sdz konusu ise
erken tedaviye mortalite oranmi ciddi sekilde diistirmektedir. Giiniimiizde klinik
uygulamada Makrolidler, Tetrasiklinler ve Kinolon Grubu antibiyotikler
kullanilmaktadir. Ancak bu gruplar i¢inde de hasta profiline gére kullanim sikintisi
yasanan ilaglar da vardir. Eritromisin yiiksek dozda uygulanmasi sonucunda sitotoksik
etkisi ve gastrointestinal sistem sorunu yasayan bireylerde yan etkiler olusturmasi

nedeniyle kullanimi sinirlanmustir (88).

2.5.1. Makrolid Grubu flaglar

1952 yilindan itibaren kullanimda olan makrolid grubu ilaglarin siniflandirmasi
kimyasal yapisinda yer alan lakton halkasinin biiyiikliigiine gore degismektedir. 14, 15,
16 makrosiklik halkaya bir ya da daha fazla seker molekiilii iceren antibiyotiklerdir.

Makrolid smifindaki ilaglar bakterostatik etki gostermektedirler. Bu 6zellikleri ile
Linkozamidler ve Streptogramin B (MLSg) ile yapisal benzerlik sergilerler. Peptit
baglanmasinda ribozomun 50S alt birimini etkileyerek peptidil transferaz inhibisyonunu
saglar ve protein sentezini bozarlar. Uzama siirecinde peptidil transferaz RNA
disosiasyonunu indiikleyerek protein sentezini baskilar ve bakteri tiremesini durdurur.
Ayrica viicutta MIC (Minimal Inhibitory Concentration) degerinin altina inse de
bakterostatik etkisini koruyabilmektedirler (45).

Makrolidler tarafindan protein sentezi inhibisyonunun kesin mekanizmasi, ilag
molekiiliinlin spesifik kimyasal yapisina baglidir. Bu, inhibitor etki tarzinin yani sira

ribozom ile etkilesimini de etkiler.
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Protein sentez inhibisyonunu 4 yolla yaptiklar1 diisiiniilmektedir (16,23,65,71).

eilk ¢eviri turlar1 sirasinda yeni olusan peptid zincirinin ilerlemesinin
inhibisyonu;

e Ribozomdan peptid tRNA ayrismasinin tesvik edilmesi

e Peptid bag olusumunun inhibisyonu

¢ 50S alt tinite baglanmasina etki

Tiim mekanik mekanizmalar, ribozomdaki makrolid baglama bdlgesinin yeri ile
bir miktar korelasyon gosterir. Klinikte kullanilmaya baslanan ilk makrolid iiyesi olan
eritromisin, diisik pH seviyesinde stabilitesini koruyamaz ve ketal formasyona sebep
olur. Oral yoldan alindiktan sonra midede inaktif metabolitlere indirgenir ve bu
metabolitleri gastroistestinal sistem yan etkilerine neden olur. ilacin atilim1 biliyer yol
ile oldugundan karaciger rahatsizligi olan hastalarda kullanilmamasi gerekmektedir.
Ayrica kreatin klerensi 10 mL/dk’dan daha az olanlarda kullaniminda dikkatli
olunmalidir. Hiicre i¢in penetrasyonu iyidir. Intraselliiler/Ekstraselliiler oran1 10’dan
fazladir. Plasenta ve anne siitii penetrasyonu sergilediginden hamilelerde kullanimina
dikkat edilmelidir (45).

Klaritromisin, eritromisine oranla aside daha fazla direng gostermektedir.
Gastrointestinal sistem emilimi en iyi olan makroliddir. Biyoyararlilik oranm1 %50
dolaylarindadir. Ila¢ alimindan hemen sonra 14-hidroksi metabolitine indirgenir ve bu
sekilde etki eder. Doku penetrasyonu ve protein baglanma yetenegi eritromisine oranla
daha 1iyi oldugundan polimorfoniikleer 16kosit (PMNL) penetrasyonu ¢ok iyidir.
Karacigerde hepatik sitokrom P450 ile metabolize edilir, ana ila¢ ve 14- hidroksi
metaboliti idrar ile atilir. Bu nedenle karaciger yetmezligi olgularinda
kullanilmamalidir.

Azitromisin gastrik asiditeye eritromisinden daha dayanikli olmasina ragmen
besin ile alinimi emilimini etkilemektedir. PMNL’lerde uzun siireli olarak kalabilir ve
bu sayede PMNL’ler ile infeksiyon bolgesine tasinabilirler. Doku yar1 émrii 2-4 giin

olup en uzun 6mre sahip olan makroliddir (45).
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2.5.1.1. Direnc¢ Gelisim Mekanizmasi

Makrolid grubu ilaglara karsi gelisen direngler ile Linkosamid, Streptogramin B
(MLSg) direngleri ¢ok benzer ve aymi temele dayanmaktadir. Gelisen direngler
kromozomal ya da plasmid kaynaklidir ve indiiklenebilir.

Diren¢ olusumunun kaynagi fark etmeksizin temelde 3 mekanizma ile direng
gelismektedir (27):

eflacin hedef aldigi erm geni olarak adlandirilan bélgede meydana gelen
degisiklik

e flacin ere veya ere benzeri gen tarafindan kodlanan eritromisin esteraz, vgb geni
tarafindan kodlanan streptogramin B hidrolaz, mph geni tarafindan kodlanan makrolid
fosfotransferaz ve lin geni tarafindan kodlanan linkozamit niikleotidil transferaz ile
etkisizlestirilmesi

e {lacin msr, erp, mef, mre genlerince regiile edilen hiicre zar1 yerlesimli protein

vasitasiyla (efflux pompasi) antimikrobiyal ajanin hiicre disina atilmasidir.

Makrolid grubu ilaglarin popiilerligi penisilin intolerasn1 olan hastalarda
kullanilmast ve yiiksek etkinligi ile iliskilidir. Ancak genis kullanim alanlarina
yayilmalari, onlara direngli suslarin gelisimine de olanak saglamistir. Hedef bdlge
modifikasyonlari, 23 S rRNA’da yer alan ribozomal proteinlerin modifikasyonu ya da
23 S rRNA'nin siteye 0zgii posttranskripsiyonel modifikasyonu seklinde gelisir.
Ribozomal L[4 proteininde meydana gelen bir degisiklik makrolid baglanmasini
dogrudan etkileyen direnci olusturmaktadir. Bir diger ribozomal protein olan 1.22°de
meydana gelecek olan mutasyonun dogrudan dirence neden olmasa da hiicre zarinda yer
alan effluks pompasinin ¢aligmasin1 indiikleyerek tiinelde yer alan makrolid
molekiiliiniin atilmasini saglamaktadir.

Makrolid baglama bdlgesi modifikasyonunun en sik gozlemlenen mekanizmasi,
Erm-tipi metiltransferazlar tarafindan tek bir 23 S rRNA niikleotidi A2058'in
dimetilasyonudur (24). Erm genleri, yatay gen transferi yoluyla direngli sus olustururlar.
Makrolid baglanma bolgesi iginde bulunan A2058'nin dimetilasyonu sterik engel
nedeniyle ila¢ afinitesini biiyiik Olgiide azaltir, boylece yiiksek konsantrasyonlarda
makrolid antibiyotiklere direngli bakteriler olusturur. A2058 ayrica, Linkosamid ve
Streptogramin B'nin baglanmasina da yakindan baghdir. Bu nedenle Erm bazh
metilasyon, hiicreyi en az ii¢ antibiyotik sinifina karsi direngli hale getirir. Ribozomun

tamami1 erm metilasyonu i¢in bir substrat degildir. Ciinkii A2058, biiyiik 50 S alt {inite
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icindedir ve erm metiltransferazina erisilememektedir. A2058'in metilasyonu, sadece

erm enziminin rRNA hedefini metillemesi i¢in ger¢eklesebilir (16,24,27,47).

2.5.2. Tetrasiklinler

Tetrasiklinler, ¢esitli gram-pozitif ve gram-negatif bakterilere, Mycoplasma,
Chlamydia ve Ricketsia’ya kars1 bakteriyostatik etkili antibiyotik ailesidir. 30S
ribozomal alt iinitesine baglanip transfer RNA'nin (tRNA) ribozom {izerindeki alici
alana girmesini bloke ederek protein sentezini inhibe ederler. Bakteriler iizerindeki
secici etkisi, ribozom seviyesinde degildir, ¢ilinkii in vitro tetrasiklin, hem bakteriyel
hem de insan hiicrelerinden saflastirilmis ribozomlarda protein sentezini esit derecede
onlemektedir. Seciciligi, insan hiicrelerine kiyasla duyarli bakteriyel hiicrelere etkinligi
tizerine kuruludur.

Tetrasiklinler, iic R grubundaki farkli ikame edicilere sahip dort siklik halkaya
sahiptir. Genel olarak tetrasiklinler diisiik toksik etkiye sahip olsa da 6nemli yan etkileri
de bulunmaktadir. Birincisi, ilaca direngli bakteri ve mantarlarin ishal ve asir1
bliylimesine yol acabilen normal bagirsak sisteminin florasinin baskilanmasidir.
Ikincisi, normal florada Lactobacillus'un baskilanmasi, Candida albicans iiremesine ve
vajinite yol agmasina izin veren pH'da bir artisa yol agmasidir. Ugiinciisii, fetuslarin ve
kiigiik ¢cocuklarin dislerinde birikmenin bir sonucu olarak kahverengi dis lekelenmesidir
(40). Tetrasiklinlerin Ca*? baglanma afiniteleri yiiksek oldugundan hamile kadinlarda ve
8 yasindan kiiciik ¢ocuklarda kullanim i¢in kontrendikedir. Tetrasiklinler ayrica demiri
selatlar ve bu nedenle demir i¢eren vitaminler gibi demir igeren iirtinler tetrasiklinlerle
tedavi sirasinda alinmamalidir. Tetrasiklin tedavisi sirasinda giines 1s18ina duyarlilik da

ortaya ¢ikabilir (61).

2.5.3. Kinolonlar

[k kez 1962 yilinda sitma tedavisinde kullanilan klorokinin saflastiriimasiyla elde
edilen Nalidiksik Asit ile kullanima giren sentetik antimikrobiyal ajan smifidir.
Farmakokinetik 6zellikleri ve giinde iki doz uygulanabilmeleri onlar1 B-Laktam sinifi
ilaglarin1 biiyiik rakibi haline getirmistir. Ancak, koétii oral emilim ve hizli direng
gelismesi kullanim alanlarii siirlamistir (88). Serum konsantrasyonunun 0,5 g/L’den
yiiksek olmamasi sistemik enfeksiyonlar i¢in kullanilmalarini engellemektedir. Gelisen
direnglere karsilik olarak molekiil yapilarinda degisikliklere gidilmis, C6 pozisyonuna

flor eklenmesi ile DNA Giraz inhibisyonu saglanmis ve gram pozitif bakterilere karsi
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etkin sekilde kullanilmaktadir. C7 pozisyonuna piperazin gurubu eklenmesiyle de gram
negatif etkinligi saglanmig oldu. C8 pozisyonuna ikinci flor grubunun eklenmesiyle de
yart Omiir uzatilmis, eklenen metoksi grubu ile topoizomeraz 1I-1V enzimleri hedef
alinmustir (49).

Kinolon grubu antibiyotikler topoizomeraz Il (DNA Giraz) ve topoizomeraz 1V
enzimlerini inhibe ederek DNA sentez basamaklarinin diizenini bozmaktadirlar. DNA
Giraz enzimi gryA ve gryB genleri tarafindan kodlanmaktadir. 4 alt tiniteden olusan bu
enzim grubu replikasyon esnasinda iki DNA zincirini kirarak replikasyonu ve
transkripsiyonu miimkiin kilar. Enzim inhibisyonu sonucunda DNA siiper sarmal
olusumu bozulur ve asirt DNA uzamasi olur. Sonug olarak bakteri agir1 sekilde uzayarak
olimii gergeklesir. Topoizomeraz IV enzimi ise DNA pozitif siiper sarmal olusumunu
saglamaktadir. Insan hiicreleri yapi olarak DNA Giraz enziminden farkli ancak islev
olarak benzer olan topoizomeraz Il enzimine sahiptir. Bu enzime karsi kinolonlarin
etkinligi yaklagik 2000 kat daha az oldugundan insan hiicrelerinde toksisite olusturmaz
(46,49).

2.6. Korunma ve Kontrol

Legionella spp. sulak ve nemli ortamlarda, ¢evresel su birikintilerinde ve su
sistemlerinin disa agilim noktalarmda kolonizasyon gostermektedir. Ozellikle yurt ve
hastane gibi toplu yasam alanlart kolonizasyon ve salginlar i¢in ideal ortami
olusturmaktadir. Bina su sistemlerinin eski olmasi, sistem icindeki su sicakliginin
yiiksek olmasi salginlara zemin hazirlamaktadir. Hastane salginlarinda, hasta direng
profillerinin gérece diisiik olmasi gelisen enfeksiyonun siddetini artirmaktadir (1).

Hastane salginlarinin 6niine gecilmesi i¢in ¢evresel su ornekleri ile hazirlanacak
olan kiiltirler 6nem arz etmektedir. Omeklerden olusturulan kiiltiirlerde iiretilen
koloniler ile hastalardan alinan Ornekler arasinda genetik baglilik bulunmasi,
enfeksiyona kaynaklik eden sistem elemanini bulmaya ve bertaraf etmeye yardimci
olur. Su sistemlerinde Lpn taranmasi amaciyla su sistemlerinin degisik noktalarindan
ornekleme yapilmakta ve analiz edilmektedir. Sistemdeki bakteri kolonizasyonunu
ortadan kaldirmak i¢in ¢esitli yontemler bulunsa da en sik 1s1l soklama kullanilmaktadir.
Sistemde yer alan suyun sicakhigi > 65 °C olacak sekilde yiikseltilerek en az 5 dk
boyunca sistemin disa agilan tiim elemanlarindan akmasi saglanir. Sistem durumu 1s1l

soklamaya uygun degilse hiperklorlama yapilabilir. Sistemi besleyen su depolarina en
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az 10 mg/L olacak sekilde klor eklenerek tiim sistem elemanlarina ulagmasi

saglamaktadir (12).

2.7. Su Sistemlerinin Dezenfeksiyonu
2.7.1. Mekanik Yontemler

2.7.1.1. Membran Filtrasyon

Membranlar itici ya da emici bir giic varliginda sularda yer alan bakteri, maya,
parazit ve yabanct maddeleri ayirabilen tabakalardir. Sularin kullanim amaglarina gore
ve ayristiritlmak istenen madde/organizmaya gore farkli por ¢aplarina sahip membranlar
kullanilabilmektedir. Su sistemlerine 1s1l sok uygulanamadigi durumlarda filtrasyon
sistemi etkin ¢dzim sunmaktadir. Bu sisteme ait elemanlar pratik mikrobiyolojik
analizlerde en sik kullanilan yontemdir. 0,45 p por capina sahip membranlar
kullanilarak Mikobakteri disinda tiim bakterileri tutabilmektedir (Sekil 2.4). Vonberg
tarafindan Almanya’da hastanelerini su sistemleri lizerinde yapilan ¢aligmalarda 0,2 p
por capina sahip filtreler kullanmis ve Lpn’yi izole etmistir. Bu nedenle immiin suprese
hastalarda yiiksek derecede nozokomiyal enfeksiyon riski olusturan Lpn izole edilmesi

icin hastanelerin su sistemlerine bu gapta filtre 6nerilmektedir (53,109).

Sekil 2.4: Membran filtrasyon sistemi ve 0,45 p’luk gri filtre kagidi

2.7.1.2. Isil Sok Uygulama

Su sisteminin suyun yiiksek sicakliklarda sistemde dolasmasia elverdigi
durumlarda en giivenilir yol olarak diisliniilmektedir. Sistemin disa agilan noktalarindan
> 65 sicaklikta minimum 5 dakika boyunca su akitilmasinin dezenfeksiyonu sagladigi,

su sicakhigmm 60 °C’de tutulmasmin tekrar kolonizasyonu engelledigi yapilan
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calismalarda gosterilmistir. Hastalarda yanik tehlikesi olusturmasi bu yoOntemin

kullanilmasini kisitlamaktadir (56).

2.7.1.3. UV Radyasyon Uygulamasi

UV 1sinlari, bakteri DNA’sin1 kirarak timin dimerleri olusmasina neden olur ve bu
sekilde bakteriyi oldiiriir. Ozellikle atik su tesislerinde kullanimi tercih edilse de, ultra
saf su sistemlerinde suyun dezenfeksiyonu i¢in de kullanilmaktadir. Ancak etkinlik
siiresi diger yontemlere nazaran daha kisadir. Hiperklorlama ve 1s1l sok uygulamalari ile
birlikte kombine halde kullanildiklarinda diger yontemlerin etkinliklerini artirmaktadir

(39).

2.7.2. Kimyasal Yontemler

Kimyasal dezenfeksiyon yontemleri sularda yer alan akut kirlenmeyi ortandan
kaldirmakla birlikte sularda stireli korumay: saglamak i¢in de kullanilmaktadir.
Isitma/Sogutma kule sistemlerine sahip olan hastanelerin ya da depo kullanilan
sistemlerde siklikla tercih edilen yontemlerdir (100). Hedef alinan mikroorganizma
farketmeksizin su ve su sitemlerinin dezenfeksiyonu ig¢in klor, ozon, iyot, biguanid,
hidrojen peroksit gibi kimsayal ajanlar kullanilmaktadir. Etkinlikleri arasinda bariz

farklar olmasina ragmen giiniimiizde en ¢ok tercih edilen sanitasyon yontemleridir.

Klorlama, en sik kullanilan ve en etkin sistemdir. Yapilan calismalar Lpn’nin
Koliform bakterilere gore daha dayanikli olduklarini, sistemlerden temizlenmeleri igin
2-6 mg/L oraninda kullanilmasi gerektigi belirtilmistir. Normal kosullarsa su
sebekelerinde kullanilan klor miktarinin 1 mg/L oldugu diistiniildiigiinde bakterinin ne
derece direngli oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Legionella spp. su birikintilerinde amiplerin
icinde yasam siirme yeteneginde oldugundan kullanilacak olan klor miktarinin 50
mg/L’den fazla olmasi gerekmektedir. Bu derece etkin olan klorun su iginde azotlu
bilesiklerin varliginda ve uzun siireli kullanimda rezidiiel hacminin artmasi (Baglh
Klor), bu durumunda su sistemlerinde korozif etki yaratmasidir. Ayrica bagh klorun
karsinojenik ve toksik etkisinin oldugu da yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (56,99).

Klor kadar etkili olan bir yontem olan ozonlama, bakteri DNA’sin1 hedef alarak
aktivite gostermektedir. Klordan daha kisa etki etmesi, kalint1 birakmadig1 ve uguculugu
nedeniyle ¢ok uzun siireli dezenfeksiyon saglamamaktadir. Biguanid ve Hidrojen
peroksitte klor kadar etkin olmayan ancak pratikte kullanilan dezenfeksiyon

ajanlarindandir.
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3. GEREC VE YONTEM

Cevre su oOrneklerinden izole edilmis olan 43 Legionella spp. izolatinin, latex
aglutinasyon Kiti ile Lpn dogrulamasi ve serogrup tayinleri yapildi. Lpn olarak tespit

edilen susglara once disk difiizyon testi ardindan E test uygulandi.

3.1. Arac ve Gerecler

o Steril cam baget

o Steril plastik 6ze

e Mikrosantrifij tiipleri

e Mc Farland cihazi (Biosan DEN 1B)

¢ Koloni Mikroskobu (IRMECO IM-SZ550-T-ST5-H)
o \Vorteks

e Inkiibator (36+2 °C)

e Legionella latex test kiti (Microgen, UK)

¢ RT-PCR baslangig soliisyonu (LightCycler® FastStart DNA Master SYBR Green I)
¢ QIAGEN QIAcube izolasyon cihazi

¢ QIAGEN ROTOR GENE PCR cihaz1

e Serum Fizyolojik

3.2. Kullanilan Suslar ve Alimis Yerleri
Calismamizda gevresel kaynaklardan ve hastane su 6rneklerinden izole edilen 43
tane Legionella spp. susu kullanildi. Farkli noktalardan alinan 6rneklerden izole edilen
suslara dair sayilar Tablo 3.1 ve Tablo 3.3.’de gosterildi. Depodan alinan 6rnekler
cevresel su kaynaklarin1 ve hastane depolarindan, musluk basi ve dus basliklarindan

alinan 6rnekler sadece hastanelerden izole edildi (Tablo 3.2).

Tablo 3.1: Ahmis yerlerine gore sus Sayilar:

Alinan Nokta Musluk Bas: Dus Baslig1 Depo

Sayt 11 11 21
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Tablo 3.2: Depo sularindan izole edilen suslarin numaralari

Cevresel Depolar (6 sus) Hastane Depolar1 (15 sus)

5,6,7,8,19,20 3, 12,15,23,25,28,30,32,34,37,38,39,41,42,43

Tablo 3.3: Suslara ait numaralar

Musluk 2,10,13,14,24,26,29,31,35,36,40
Depo 3,5,6,7,8,12,15,19,20,23,25,28,30,32,34,37,38,39,41,42,43
Dus Baslhigi 1,49,11,16,17,18,21,22,27,33

3.3. Besiyerleri ve Antimikrobiyal Ajanlar

3.3.1. BCYE Agar Besiyeri
Legionella spp. liremesi i¢in esansiyel olan L-sistein ve aktif komiir igeren ISO

11731 standart1 ¢ercevesinde kullanilan besiyerleridir (Tablo 3.4).

Tablo 3.4: BCYE Agar besiyeri kimyasal bilesenleri (Liofilchem, italya) (54)

Kimyasal Ajan Miktar (gr/Litre)
Maya Oziitii 10
Agar 12
Aktif Komiir 2
ACES (N-2-asetoamid-2-aminoetansiilfonik asit) 10
Potasyum Hidroksit 2.8
L-sistein Hidroklorid monohidrat 0.4
Demir 3 pirofosfat 0.25
a-ketoglutarat 1

Kullanilacak olan besiyerlerinin TS EN ISO 11133 standartinda 6nerilen sekilde
pozitif kontrolii Legionella pneumophila ATTC 33152, negatif kontrolii ise
Staphylococcus aureus ATCC 25923 ile yapildi (105).
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Mc Farland cihazi kullanilarak 0,5 Mc Farland degerinde (1-1,5*10° kob/mL)
referans materyal hazirland1 (Sekil 3.1). Bu referans materyal serum fizyolojik
kullanilarak seri diliisyonlar ile 10 seviyesine kadar diliie edildi. Son seviye referans
maddeden 0,1 mL pipetlenerek BCYE Agar lizerine cam baget yardimi ile besiyeri
yiizeyine yayilldi ve 36+2 °C’de 48 saat inkiibe edildi. Bu sekilde besiyerinin

tiretilebilirligi ve performansi degerlendirildi.

Sekil 3.1: Mc Farland cihaz goriintiisii

DEN-1B &
McFarland Densitometer

3.3.2. Serolojik testler

Lateks aglutinasyon testi (Microgen M45, UK) Lpn duvarinda yer alan O antijenine
0zgl tavsandan tretilen antikorla ¢okelme olusturma esasna dayanan testtir. Kutu
icerigi 1 sise Sg 1, 1 sise Sg 2-14, 1 sise tlire 6zgl antikora ait sise, 1 sise pozitif
kontrol, 1 sise negatif, 2 sise NaCl (% 0,85 NaCl) ¢ozeltisinden olusmaktadir.
Legionella spp.’ye ozgii antikorlar; L. micdadeii, L. bozemanii 1-2, L. dumoffi, L
longbeachae 1-2, L. jordanis, L. anisa, L, feelei tiirlerini kapsamaktadir. testin
spesifikligi % 100, 6zgilligi % 100, dogrulugu % 100 olarak belirlenmis ve kutu
calisma yapilana kadar belirtildigi gibi buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Derin dondurucudan cikartilarak BCYE Agar {izerine steril cam baget ile yayilip
inkiibe edilen taze sustan 0ze yardimi ile kutu igeriginden ¢ikan reaksiyon kartina

siiriildii. Uzerine bir damla NaCl soliisyonu damlatildi ve susun pelte hali ¢ozdiiriildii.
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Ardindan reaksiyon ayract damlatilarak 1 dk boyunca ¢okelme olusturup olusturmadigi
izlendi. Siire i¢inde ¢okelme gozlenen bolmeler test reaktifinin belirttigi serogrup olarak

nitelendirildi (Sekil 3.2).

Sekil 3.2: Latex aglutinasyon testinde ¢okelme

3.3.3. Antimikrobiyal Diskler

Intraselliiler yasam siiren Lpn tedavisinde hiicre igine penetre olabilen ajanlar
kullanilmast  gerektigi i¢cin aminoglikozidler ve [ laktam grubu ilaglar
kullanilamamaktadir. Bu nedenle hastalik tedavisinde Makrolidler ve Florokinolon
grubu ilaglar etkin tedaviyi sunmaktadir. Calismamizda Makrolid grubu ilaglardan
azitromisin (15 pg), eritromisin (15 pg) ve Klaritromisin (15 pg) (Liofilchem, Italya)
kullanildi.

Mc Farland cihazi kullanilarak 0,5 Mc Farland (1-1,5*10° kob/mL) olacak sekilde
bakteri siispansiyonu hazirlandi. Seri diliisyon yapilarak 10°  seviyesine kadar
seyreltildi. Son seviye tlipten ekiivyon yardimi ile 6rnek alinip 90 mm’lik petrilerde yer
alan besiyerlerine homojen sekilde yayildi. Oda sicakligindaki antibiyotik diskleri steril
pens yardimu ile her petride 3 adet olacak sekilde yerlestirilip 36£0,5 °C’de 5 giin
inkiibe edildi. Plaklarin 6n yiizlerinden zon ¢aplar1 dl¢iildii.

90 mm petrilere dokiilmiis olan BYCE Agar besiyeri lizerine, serum fizyolojik ile
sulandirilmig Lpn susundan ekiivyon yardimi ile 6rnek alindi. Petri {izerinde erisilmeyen

alan kalmayacak sekilde plak iizerine yayildi.
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3.3.4. E test analizleri

Mikroorganizmanin {iremesini engelleyen en diisiik antibiyotik dozunu (MIC)
belirlemek amaci ile azitromisin (0,016-256 pg/mL), eritromisin (0,016-256 ug/mL) ve
klaritromisin (.016-256 pg/mL) (Liofilchem, italya) antibiyotiklerini iceren stripler
kullanildi. Mc Farland cihazi kullamlarak 0,5 Mc Farland (1-1,5%10% kob/mL) olacak
sekilde bakteri siispansiyonu hazirlandi. Seri diliisyon yapilarak 10% seviyesine kadar
seyreltildi. Son seviye tiipten swap yardimi ile 6rnek alinip 90 mm’lik petriye homoje
sekilde yayildi. Islem tamamlandiktan hemen sonra petri iizerine antibiyotik test

stripleri yerlestirildi. Petriler 36+0,5 °C’de 48 saat inkiibasyona birakildi.

3.3.5. RT PCR islemleri

Petrilerde bulunan taze suslardan 6ze ile alinan Grnekler steril distile su iginde
siispanse edildikten sonra QIAcube cihazi i¢in tasarlanmis olan ¢evrim kolonlarina
Sekil 3.3’te gosterilen 1 numarali yere, toplama viali de 3 numarali yere yerlestirilerek
Tablo 3.5’te belirtilen sirada cihaza takildi. Tipler, cihazin ¢alisma prensibi geregince
talimatta belirtilen sekillerde yerlestirildi. Cihazin reaktifleri yine talimatlarda gegen
sekilde cihaza yerlestirilerek cihaz calistirildi ve 70 dk sonunda kolonlardan gecen DNA

izolatlar1 toplandi.

Sekil 3.3: QIAcube cihazina viallerin yerlesim siralamasi (90)

12

L3
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Tablo 3.5: QIAcube cihazina 6rneklerin yerlesim siras1 ve MIC degerleri

Siral Sg 1 Numara 10

Azitromisin MIC > 256 pg/mL
Klaritromisin MIC > 256 pg/mL
Eritromisin MIC > 256 pg/mL

Sg 1 Numara 13
Sira 2 . ..
Azitromisin MIC > 256 pg/mL

Klaritromisin MIC > 256 pg/mL
Eritromisin MIC > 256 pg/mL

Sg 1 Numara 30
Sira 3 . -
Azitromisin MIC > 256 ug/mL

Klaritromisin MIC > 256 pg/mL
Eritromisin MIC > 256 pg/mL

Sg 2-14 Numara 16
Azitromisin MIC > 256 pg/mL
Klaritromisin MIC > 256 pg/mL

Eritromisin MIC > 256 pg/mL

Sira 4

Sg 2-14 Numara 17
Azitromisin MIC > 256 pg/mL
Klaritromisin MIC > 256 pg/mL
Eritromisin MIC > 256 pg/mL

Sira 5

Sg 2-14 Numara 26
Azitromisin MIC > 256 pg/mL
Klaritromisin MIC > 256 pg/mL

Eritromisin MIC > 256 pg/mL

Sira 6

Sira 7 Sg 2-14 Numara 9

Azitromisin= 0.094 pg/mL
Klaritromisin= 0.047 pg/mL
Eritromisin=0.75 pg/mL

Sira 8 Pozitif Kontrol

Sira 9 Negatif Kontrol

Izolatlar DNA mini kit igeriginden ¢ikan malzemeler kullanilarak pozitif PCR
kontrolii, spesifik qDNA karisimi (Ipp 2879 5 -GTGATGATTGTCTTATTGGTGCGA-3’
ve Ipp2880 5 -ATGGCGTTTAAGATGATGGTGATT-3"), izole ettigimiz bakteri
DNA izolat1 ve negatif PCR kontrolii iceren 4 seri hazirlandi. Mini kit talimatinda
belirtilen sekilde viallere standart sekilde 12,5 pLL PCR mastermix karigimi, 1 pL
mikrobiyal DNA ve 5 pL. DNA izolatlarimizdan eklendi. Pozitif kontrol igin 5 pL Kit

iceriginden ¢ikan materyal eklendi. Negatif kontroller i¢in su ilave edildi ve toplamda
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18,5 uL’lik wvial igerikleri hazilanarak vialler ROTOR GENE  kuyucuklarina
yerlestirildi. Programlama isleminin basamak ve igerikleri Tablo 3.6’da gosterildi (90).

Tablo 3.6: RT-PCR cihaz1 program icerigi

Cevrim (40 gevrimin her biri)
Cihaz hazirlik agsamasi Denaturasyon Coziilme ve Uzama
10 dk 15sn 2dk

95°C 95°C 60°C
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4. BULGULAR

4.1. Serogrup Tayini
Calisma sonucunda, isleme almman 43 Ornege ait sonuglar ve noktalara gore
serogrup sayilar1 Tablo 4.1°de belirtildi. Analiz edilen 6rneklerden 13 tanesi non-
pneumophila (Legionella spp.) olarak tespit edildi. 15 sus Lpn Sg 1, 15 sus ise Lpn Sg
2-14 olarak tespit edildi.

Tablo 4.1: Lpn serogrup sayilari

I
Dus Basligi
Depo
]
Musluk
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Musluk Depo Dus Bashigi
m | egionella spp. 2 8 3
Sg 2-14 4 7 4
Sgl 5 6 4

Dus baslhigindan alinan 6rneklerde 3 tane Legionella spp., 4 tane Sg 1 ve 4 tane
Sg 2-14 izole edildi (Tablo 4.2).

Musluk basi su o6rneklerinde 5 tane Sg 1, 4 tane Sg 2-14 izole edildi. Musluk
bas1 su ornekleri, Legionella spp.’nin en az izole edildigi (2 tane) 6rnekler oldu (Tablo
4.3).

En fazla Lpn, depolardan alinan su 6rneklerinden izole edildi (13 6rnek). Sg 1 (6
tane) ve Sg 2-14 (7 tane) en fazla depolardan alinan su 6rneklerinden izole edildi (Tablo
4.4).
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Tablo 4.2: Dus bashgindan alinan 6rneklere ait sonuclar

Sg1l 4,11, 18 ve 21 numarali1 6rnek
Sg 2-14 9, 16, 17 ve 33 numaral1 6rnek
Legionella spp. 1, 22 ve 27 numarali 6rnek

Tablo 4.3: Musluktan alinan érneklere ait sonuglar

Sgl 2,10, 13, 31 ve 40 numaral1 6rnek
Sg 2-14 24, 26, 29 ve 36 numaral1 6rnek
Legionella spp. 14 ve 35 numarali 6rnek

Tablo 4.4: Depodan alinan 6rneklere ait sonuglar

Sgl 7,12, 30, 32, 37 ve 38 numaral1 6rnek
Sg 2-14 5, 6, 15, 23, 25, 34 ve 39 numarali1 6rnek
Legionella spp. 3, 8,19, 20, 28, 41,42 ve 43 numarali1 6rnek

4.2. Disk Difiizyon Testi
Serolojik analiz sonucunca Lpn olarak dogrulanan toplam 30 susta ( 15 tane Sg 1,
15 tane Sg 2-14) azitromisin, eritromisin ve klaritromisinin etkinligi incelendi.
Petrilerden sonu¢ okuma en erken 2’nci, en ge¢ ise 4’lincli giin sonrasinda yapildi.
Calisma sonucunda 3 tane Sg 1, 3 tane Sg 2-14 olmak flizere toplam 6 susta tim

antibiyotik disklerinde zon olusumu izlenmedi.

Antibiyotik disklerinin aktivitesini kontrol amaci ile L.pneumophila ATCC
33152 (Lpn Philadelphia 1) ile hazirlanan kontrol petride (Sekil 4.1) zon ¢aplar
olgiildi. Bu sayede disklerin etkinligi test edildi (Tablo 4.5).
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Sg 1 icin, musluktan izole edilen 2 6rnek ile depodan izole edilen 1 susta zon
olusumu izlenmedi. Sg 2-14 i¢in ise depodan izole edilen 2 sus ile musluktan izole
edilen 1 susta zon izlenmedi. Zon olusumu gézlenmeyen suslarda, her 3 antibiyotik i¢in

tiim plak boyunca bakteri tiremesi izlenmis olup herhangi bir zon izlenmedi.

Sg 1’de ortalama zon ¢ap1 (mm) azitromisin ic¢in 23,8, klaritromisin igin 24,5,
eritromisin i¢in 26,7 olarak tespit edildi (Tablo 4.6).

Sg 2-14’de ortalama zon ¢ap1 (mm) azitromisin i¢in 25,8, klaritromisin igin 27,6,

eritromisin i¢in 25,8 olarak tespit edildi (Tablo 4.7).

Diflizyon testi sonucunda zon olusturan suslar her 3 antibiyotikte de zon
olusturdu. Zon olusturmayan suslarda eritromisinde zon olusturmayan sus, azitromisin

ve klaritromisin i¢in de zon olusturmadi (Sekil 4.2).

Tablo 4.5: L.pneumophila ATCC 33152 zon ¢aplari (mm)

Azitromisin Klaritromisin Eritromisin

24 28 29

Tablo 4.6: Lpn Sg 1e ait zon ¢ap1 degerleri

Zon Caplar1 (mm)

SusNo 2 4 7 10 11 12 13 18 21 30 31 32 37 38 40

Azm 26 25 20 19 27 26 25 24 22 23 22 27
N N N
o o o

Clr 28621 21 S 22 29 S 25 24 S 23 26 24 29 22
< < <
o (@) o
~ ~ x~

Ery 37 27 28 21 27 25 24 28 27 21 27 28




Tablo 4.7: Lpn Sg 2-14’¢ ait zon ¢ap1 degerleri
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Zon Caplar1 (mm)
SusNo 5 6 9 15 16 17 23 24 25
Azm 16 26 44 29 17 22 20
N N
o o
Cir 21 27 38 27 S =224 21 29
< <
o o
x~ X
Ery 23 24 23 33 21 23 25

26

YO UoZ

29

23

31

27

33

39

27

30

34

25

29

26

36

23

28

27

39

26

33

28

Sekil 4.1: BCYE Agar iizerinde kontrol susu

Sekil 4.2: BCYE Agar iizerinde disk difiizyon deneyleri (Solda zon olusturan sus, sagda

zon olusturmayan sus)
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4.3. E test Analizleri
Diinya genelinde Lpn igin disk difiizyon testini degerlendirecek bir kilavuz

olmadig1 i¢in tiim izolatlarimizin MIC degerlerini tespit ettik.

Sg 1 i¢inde sadece 3 tane susun MIC degerini >256 pg/mL olarak tespit ettik.
Eritromisin i¢in 8 tane susta EUCAST verisi olan 0,5 pg/mL degerinden daha biiyiik ya
da esit MIC degeri elde ettik (% 53,3). Klaritromisin i¢in 11 tane susta EUCAST verisi
olan 0,5 pg/mL degerinden daha biiylik ya da esit MIC degeri elde ettik (% 73,3).
Azitromisin i¢in 5 tane susta EUCAST verisi olan 1 pg/mL degerine esit MIC degeri
elde ettik (% 33,3) (Tablo 4.8).

Sg 2-14 i¢inde 3 tane susun MIC degerini >256 png/mL olarak tespit ettik.
Eritromisin i¢in 10 tane susun MIC degerini EUCAST verisi olan 0,5 pg/mL
degerinden daha biiyiik ya da esit elde ettik (% 66,7). Azitromisin i¢in 8 tane susun MIC
degerini EUCAST verisi olan 1 pg/mL degerinden daha biiyiikk ya da esit MIC degeri
elde ettik (% 53,3). Klaritromisin i¢in 9 tane susun MIC degerini EUCAST verisi olan
0,5 pg/mL degerinden daha biiyiik ya da esit MIC degeri elde ettik (% 60) (Tablo 4.9).
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Tablo 4.8: Sg 1’e ait MIC degerleri (ng/mL) ve EUCAST verileri (33)

E test
Sus
No  EUCAST Azm Azitromisin EUCAST CIr Klaritromisin EUCAST Ery Eritromisin
MIC degeri MIC degeri MIC degeri
2 .25 19 .064
4 .38 .75 .25
7 75 .75 .38
10 >256 >256 >256
11 1 .75 75
12 25 .25 .25
13 >256 >256 >256
18 .38 .38 .38
o o
= > >
% = =
= Q. Q
21 S 50 5 .50 5 .50
= = =
30 >256 >256 >256
31 .38 .50 .25
32 1 .75 75
37 75 .50 1
38 50 .38 .38

40 .50 .75 .50
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Tablo 4.9: Sg 2-14’e ait MIC degerleri (ug/mL) ve EUCAST verileri (33)

E test
Sus
No EUCAST Azm Azitromisin EUCAST Clr Klaritromisin EUCAST Ery Eritromisin
MIC degeri MIC degeri MIC degeri

5 3 1 75
6 38 .38 5
9 .094 .047 .75
15 .25 .50 .19
16 > 256 >256 > 256
17 > 256 > 256 > 256
23 3 75 1

- s 5

= = =

(1}
24 = 1 LCR .50 LE 1

J a E

= =

25 2 .50 .75
26 > 256 > 256 > 256
29 .75 .38 .25
33 .047 .38 19
34 .38 19 .25
36 1 .50 .50

39 .50 19 .50
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E testlerin ¢alisip calismadigini denemek amaciyla kontrol susumuz ile 0.5 Mc
Farland degerinde bakteri slispansiyonumuzu hazirlayarak petri kutusundaki besiyerine
yaydik. Inkiibasyondan sonra elde edilen MIC degerlerinin kabul edilebilir oldugunu
degerlendirmek icin EUCAST tarafindan 2017 yilinda yayinlanan rehberde yer alan
veriler ile karsilastirdik. (Tablo 4.10) (33).

Tablo 4.10: Kontrol susu MIC seviyeleri ve EUCAST verileri (ug/mL) (33)

Kontrol Susu
EUCAST Verileri (33)

(Lpn ATCC 33152)
Azitromisin 1 1
Klaritromisin 0,5 0,5
Eritromisin 0,5 0,5

Rehberde yer alan MIC degerleri ile elde ettigimiz MIC degerleri arasinda fark
olmadigini gézlemledik. Bu veri ile tez ¢aligmamizda kullandigimiz E test striplerinin

calistigin1 dogruladik (Sekil 4.3).

Sekil 4.3: BCYE Agar iizerinde kontrol susu (“Lpn ATCC 33152”)
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Sekil 4.4: BCYE Agar iizerinde MIC deneyleri (Sagda MIC degerini >256 ng/mL olan sus,
solda MIC degeri okunabilen suslar)
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4.4, RT-PCR Analizleri

PCR islemi igin secilen Lpn Philadelphia DNA’sma ait 5-
GTGATGATTGTCTTATTGGTGCGA-3’ ve 5-ATGGCGTTTAAGATGATGGTGATT-3"
bolgeleri kantitatif olarak analiz edildiginde, zon olusumu gdzlemlenmeyen ve MIC >
256 ug/mL olan suslarda bu bolge igersinde baz dizilimlerinde farkliliklar tespit ettik.
Cihaza ait yazilimdan elde edilen verileri incelendigimizde, 6’nc1 ¢evrimden sonra zon
olusumu izlenen 7’nci siradaki susta kantitasyon piki olusmaya basladig tespit ettik. Ct
degeri 7 numarali 6rnek igin 11,5, pozitif numune olan 8’inci siradaki 6rnek igin 16,74
olarak belirledik (Tablo 4.11). Zon olusumu izlenen suslarda dizilim farki oldugu igin

grafikte pik olusumu gérmedik ve Ct degerini sifir olarak tespit ettik (Sekil 4.5).

Sistemin kontrolii i¢in yerlestirilen i¢inde steril su bulunan 9’uncu 6rnekte de Ct
degeri ve pik olusumu gozlemedik. Bu durum sistemin dogru ¢alistigimi ve yanlislik

olmadigini garanti altina aldu.

Sekil 4.5: RT-PCR’ a ait kantitasyon egrisi

0,8
0,6
: ;
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E o
5
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Tablo 4.11: Orneklere ait MIC degerleri, zon ¢aplar ve Ct degerleri

Sira

No

Egri
Rengi

Ornek Adi

Sg1No 10

Sg 1 No 13

Sg 1 No 30

Sg 2-14 No 16

Sg 2-14 No 17

Sg 2-14 No 26

Sg 2-14 No 9

Lpn Mini Kit
Icerigi

Steril Su

MIC Degeri (ng/mL)

Azitromisin MIC > 256 pg/mL
Klaritromisin MIC > 256 pg/mL
Eritromisin MIC > 256 pg/mL
Azitromisin MIC > 256 ng/mL
Klaritromisin MIC > 256 pg/mL
Eritromisin MIC > 256 pg/mL
Azitromisin MIC > 256 pg/mL
Klaritromisin MIC > 256 pg/mL
Eritromisin MIC > 256 ug/mL
Azitromisin MIC > 256 pg/mL
Klaritromisin MIC > 256 pg/mL
Eritromisin MIC > 256 ug/mL
Azitromisin MIC > 256 pg/mL
Klaritromisin MIC > 256 pg/mL
Eritromisin MIC > 256 pg/mL
Azitromisin MIC > 256 pg/mL
Klaritromisin MIC > 256 pg/mL
Eritromisin MIC > 256 ug/mL
Azitromisin MIC 0,094 pg/mL
Klaritromisin MIC 0,047 ug/mL
Eritromisin MIC 0,75 ug/mL
Azitromisin MIC 1 pg/mL
Klaritromisin MIC 0,5 pg/mL
Eritromisin MIC 0,5 pg/mL

Zon ¢ap1 (mm)

Zon yok

Zon yok

Zon yok

Zon yok

Zon yok

Zon yok

Azitromisin: 44 mm

Klaritromisin: 38 mm

Eritromisin: 23 mm

+ Kontrol

- Kontrol

49

Ct
Degeri

11,5

16,74
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5. TARTISMA

Su sistemlerinde kolonize olan, Lpn salginlara neden olmakla birlikte, hem yasam
kalitesini diisiirmekte hem de ekomonik olarak kayba neden olmaktadir. Hastaneler gibi
toplu yasam alanlarinda bakterinin varligi, 6zellikle immiin sistem sorunu yasayan

hastalarda enfeksiyon riski olugturmaktadir.

Leoni ve ekibi, 2005 yilinda hastane otel gibi kamu binalari ile 6zel binalarinin
da dahil oldugu 137 sicak su 6rnegini incelenmis ve orneklerin % 33’iinde Lpn izole
etmiglerdir. Su Orneklerini, binalardan alinis yerlerine gore degerlendirdiklerinde, en
yiiksek kolonizasyonun sicak su sistemlerinde oldugunu tespit etmislerdir (62). Bizde
calismaya aldigimiz cevresel ve hastane su sistemlerine ait 43 adet Ornek lizerine
yaptigimiz ¢alismada 30 Lpn izole ettik. Dus basliklarindan alinan 6rneklerde 8 tane
Lpn, musluklardan alinan orneklerde de 9 tane Lpn izole ettik. Ayrica, depolardan
alinan 6rneklerde 13 tane Lpn ve 8 tane Legionella spp. izole ettik. Depolardan alinan
ornekler en fazla bakteri izole ettigimiz 6rnekler oldu. Bu durumu depolarda bulunan
sularin diger noktalara gore daha durgun olmasinin bakterinin kolonize olmasinda

avantaj olusturdugu seklinde yorumladik.

De Giglio ve arkadaslar tarafindan Giiney italya’nin Apulia bdlgesinde yer alan
liniversite hastanesinin su sistemleri {lizerinde yapilan caligmada, secilen 100 Lpn
susunda % 29,4 oraninda Sg 1, % 29,2 oraninda Sg 10, % 20,5 oraninda Sg 8 olarak
tayin edilmistir (26). Calismamizda kullandigimiz 43 Legionella spp. arasinda % 69,8
oraninda Lpn izole ettik. Lpn serogruplar1 arasinda, Sg 1 ve Sg 2-14’ii esit oranda (%

34,8) izole ettik. Bu sonug De Giglio’nun ¢alismasi ile uyumluluk gostermektedir.

Sharaby ve arkadaglari, 2019 yilinda ¢evresel kaynaklaridan izole edilen farkli
Lpn genotipleri iizerine, ¢oklu lokus degisken say1 tandem tekrar analizi yontemiyle,
antibiyotiklere kars1 sergilenen durumun genotipler arasinda degisiklik gosterdiklerini
tespit ettiler. Calismalart sonucunda Lpn i¢in en etkili makrolidin Klaritromisin
oldugunu tespit ettiler (96). Calismamizda, Legionella pneumophila enfeksiyonlarinda
en sik izole edilen iki serogrup, Sg 1 ve Sg 2-14 calisildi. Sg 1 izolatlar1 igin en etkili
antibiyotigin eritromisin, Sg 2-14 i¢in en etkili antibiyotigin Klaritromisin oldugunu
tespit ettik.
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Amerikan Enfeksiyon Hastaliklari Dernegi, Ingiliz Torasik Toplulugu ve
Hollanda Gogiis Hekimleri Birligi basta olmak tizere bir ¢ok halk sagligi kurumu Lpn
tedavisinde makrolid sinifin1 6nermektedir (86). Biz de ¢alismamizda azitromisin ile
birlikte diger makrolidlerin etkinligini gosterdik. EUCAST tarafindan 2017 yilinda
yayimlanan rehberde, MIC degeri > 256 pg/mL olan sus bulunmamistir. 2 susta
klaritromisin i¢cin MIC degeri > 32 pg/mL, 2 susta eritromisin i¢cin MIC deger 16
ug/mL, azitromisin i¢in 8 pg/mL olarak tespit edilmistir (33). Bizim c¢alismamizda
toplamda 6 susta MIC degeri > 256 pg/mL olarak tespit edildi. Ayrica 3 susta
azitromisin i¢in MIC degeri 3 pg/mL, eritromisin i¢in 3 susta MIC degeri 1 pg/mL ve
klaritromisin igin 1 susta MIC degeri 1 pg/mL olarak bulundu.

Endiistrinin gelismesi ile birlikte temiz su kaynaklarina karisan atik miktarmin
artmasi, bakteri gelisimine pozitif katki saglayan sedimentlerin birikimine neden
olmaktadir. Sedimentler arasinda antibiyotik kalintilarinin olmasi1 bakterilerin
antibiyotiklere karsi direng gelistirmesine olanak saglamaktadir. Lpn, farkli
mikroorganizlarin olusturdugu komuniteler icinde yasamlarini siirdiiriirler. Boylece
tirler aras1 gen aligverigine olanak saglayarak yeni direnglerin oniinii agarlar (89).
Cazalet ve arkadaslar1, Legionella pneumophila Paris susu ve Lens suslarinin genetik
elemanlar lizerine yaptiklar1 ¢alismada iki susun genetik materyalinde 2932 genin ortak
oldugunu tespit etmisler. Paris susunun genetik materyalinin % 42,1 sinin fonksiyonsuz
oldugu, % 21 oraninin ise bakteriye ait 6zellikleri kodladigin1 ve spesifik 30 genin de
proteazlar gibi islevsel proteinleri sentezledigini belirlemislerdir (14). Biz de
calismamizda Philadelphia 1 susuna ait Ipp 2879 ve Ipp 2880 gen bolgelerini inceledik.
Lpn Philadelphia 1 susu ile MIC degeri > 256 pg/mL ve zon olusturmayan
izolatlarimizin gen boélgelerinde farkliliklar oldugunu kantitatif olarak tespit ettik. Ct
degeri elde edilmeyen suslarin MIC degerinin > 256 pug/mL olmasi, disk diflizyon
testinde zon olusturmamasini Ipp 2879 ve Ipp 2880 gen bolgelerinde meydana gelen
degisikligin effluks pompasi performansini etkiledigini ve meydana gelen degisikligin
makrolid grubu ilaglarin etkinligini etkiledigini tespit ettik.

Vandewalle-Capo ve arkadaslar1 tarafindan 109 Lpn susu kullanilarak yapilan
calismada Paris susu ile Philadelphia suslariyla kendi 6rneklerinin MIC seviyeleri ve
Ipp 2879, Ipp 2880 isimli 359 bp’lik gen bolgelerini incelemislerdir. Caligmalari
sonucunda direngli sus elde edemeseler de azalmis azitromisin duyarliligi tespit

etmiglerdir. Ayrica rplD, rplV ve rrl gen bolgelerini incelediklerinde bu bolgelerde
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mutasyona rastlamamislar. Bu sonuglari ile Ipp 2879 ve Ipp 2880 bolgelerin azalmis
azitromisin duyarliligina neden olabilecegi diisiinmiislerdir (108). Biz de ¢alismamizda
MIC degeri > 256 pug/mL olan suslar ile MIC degeri daha diisiik olan bir susun lpp 2879
ve Ipp 2880 gen bolgelerini RT-PCR ile kantitatif olarak karsilastirdik. Pozitif kontrol
olan Philadelphia 1 susunda Ct degerini 16,74, MIC degeri kontrol susundan daha az
seviyede olan izolatimizin Ct degerini 11,5 olarak tespit ettik. Ct degerindeki bu
farkliligin zon ¢ap1 farkliligina neden oldugunu tespit ettik. Ipp 2879 ve Ipp 2880 gen
bolgelerindeki bu farkin, MIC degerlerinin > 256 pg/mL olmasi ve disk diflizyon

testinde zon olmamasinin sebep olabilecegini sonucuna vardik.

Sikora ve arkadaslar1 tarafindan Polonya’da halka agik binalarin su sistemleri
izerinde yapilan g¢alismada, 28 Lpn susu (16 tane Sg 1, 12 tane Sg 2-14) izole
edilmistir. Bu suslarin makrolid grubu ilaglara karsi duyarliliklart incelenmis ve en fazla
duyarli olduklar1 ajani azitromisin olarak bulunmustur (97). Biz caligmamizda 43
Legionella spp. arasindan izole ettigimiz 30 tane Lpn susu kullandik (15 tane Sg 1, 15
tane Sg 2-14). Disk difiizyon testinde elde ettigimiz zon ¢aplarin1 ortalama olarak
degerlendirdigimizde, Lpn Sg 1 i¢in en genis ortalama zon ¢apinin eritromisin (26,7
mm), Sg 2-14 i¢in Klaritromisin (27,6 mm) oldugunu tespit ettik.

Torre ve arkadaslarinca 2012-2016 yillar1 arasinda Italya’nin  Campania
bolgesinden topladiklar1 toplam 5321 adet numuneyi Napoli II. Federico
Universitesi’nde analiz edilmis, rastgele secilen ve Sg 1, 3, 5, 6, 8’ e dahil Lpn suslarin1
azitromisin, sefotaksim, klaritromisin, doksisiklin, eritromisin, rifampisin, tigesiklin,
siprofloksasin, levofloksasin ve moksifloksasin antibiyotikleri i¢in E test yontemi ile
duyarliliklarin1  6lgmiisler ve hicbir antibiyotige karsi direng tespit etmemislerdir.
Suslara en etkili antimikrobiyal ajanin rifampisin ve makrolid grubu iginde en etkili
Klaritromisin, en diistik etkili ise azitromisinin oldugunu belirlemislerdir (104). Biz de E
test caligmamizdan elde ettigimiz verileri inceledigimizde, toplamda 6 susta (3 tane Sg
1, 3 tane Sg 2-14) MIC degerini > 256 pg/mL olarak tespit ettik. Sg 1 i¢in eritromisinin
diger antibiyotiklere gore daha diisiik MIC degerine sahip oldugunu, Sg 2-14 i¢in ise
klaritromisinin daha diisitk MIC degerine sahip oldugunu tespit ettik.

Yaptigimiz duyarlilik testleri sonucunda 6 susta azalmis antibiyotik duyarlilig
tespit ettik. Antibiyotik etkinligini belirleyen faktorlerden biri olan effluks pompasi
kontrol eden gen bolgelerini (Ipp 2879 5-GTGATGATTGTCTTATTGGTGCGA-3’ ve
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Ipp 2880 5-ATGGCGTTTAAGATGATGGTGATT-3") igeren primerler kullanilarak
yaptigimiz RT-PCR c¢aligmalar1 sonucunda, azalmis antibiyotik duyarlilig: tespit edilen
(MIC > 256 olan ve zon olusturmayan) suslar ile Lpn Philadelphia 1 kontrol susunun
Ipp 2879 ve Ipp 2880 gen bolgeleri arasinda farkliliklar tespit ettik. RT-PCR
caligmalarindan elde ettigimiz verileri de disiindigimiizde, bakterinin genetik
materyalinde degisikliklerin oldugu, bu degisikliklerin ila¢ duyarliligini etkiledigini
tespit ettik. Projemize ayrilan mali destegin yetersizligi nedeniyle sekanslama ¢alismasi
yapilamamamis ve hangi bazlarda degisiklik oldugu tespit edilememistir. Sekanslama
caligmalarinin yapilmasi ile bazlarda meydana gelen degisikligin makrolid duyarliligini
etkiledigi belirlenebilecektir. Bu ¢alismalar sonucu elde edilen veriler ile gelistirilecek
ilaglarin, yasam kalitesini artirmasini ve ekonomik kayiplarin Oniine gececegini

diisiinmekteyiz.
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