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OZET

Bu calismada, Halk Sagligi Genel Miidiirliigii Ulusal Solunum Yolu Patojenleri Referans
Laboratuvari’na 2017 Mayis — 2019 Subat tarihleri arasinda gonderilen su numuneleri
arasindan 64 tanesi sec¢ilerek, numunelerde Legionella pneumophila varlig1 aragtirilmistir.
Kuruma gelen bu su numuneleri hastane, fabrika, isyeri gibi farkli bina yapilarinin soguk su
deposu, lavabo musluklar1 ve dus kabinleri gibi su sistemlerinin farkli noktalarindan alinan
sulardan elde edilmistir. Su numunelerine hem filtrasyon hem de direk ekim ydntemi
uygulanmis olup, Buffered Charcoal Yeast Ekstrakt (BCYE) ve dye glisin Vankomiksin
polimiksin B (DGVP) kat1 besiyerlerine ekimi yapilmistir. 37 °C’de en fazla 10 giin inkiibe
edildikten sonra siipheli koloniler hem koyun kanli agara hem de BCYE agara alinmstir.
Ikinci pasajlarda koyun kanli agarda iiremeyip, BCYE agarda iireyen kolonilerin
tanimlamalar1 yapilmistir. Daha sonra, L. pneumophila kolonileri Lateks agliitinasyon testi
(OXOID) ile sero-gruplandirilmistir. Elde edilen verilerin sonucunda 64 adet su
numunesinden 3 L. pneumophila SG1, 8 L. pneumophila SG 2-14, 12 Legionella spp. varlig
tespit edilmistir. Ayrica bu ¢aligmada kiiltiir yontemi ile birlikte Real-time PCR yontemi de
calisilmigtir. Real-time PCR yoOntemi sonuglarina gore 15 numunede L. pneumophila SG1
pozitifligi, 2 numunede L. pneumophila SG 2-14 pozitifligi, 8 numunede Legionella spp.
pozitifligi goriilmiistiir. 39 numunenin PCR sonucu ise negatif sonuglanmistir. Bu ¢alisma
gostermektedir ki, hastane ve is yerleri gibi bir¢ok binanin su sistemlerinde Legionella
varlig1 s6z konusudur. Bu nedenle bina su sistemleri diizenli araliklarla kontrol edilerek,
Legionella acisindan tetkik edilmelidir. Bu tetkikler sonucu etken mikroorganizma varligi
teshis edilirse, dekontaminasyon yontemleri hizli bir sekilde uygulanmalidir.
Dekontaminasyon islemlerinden sonra dahi bina su sistemleri periyodik olarak kontrol
edilmelidir. Halk sagligi acisindan tehdit unsuru olan bu patojen mikroorganizmanin
tanisinda birden fazla yontemin beraber kullanilmasi taninin hizli ve dogru bir sekilde
konmasinda faydali olmaktadir. Taninin hizli konmasi sonucu tedavi daha hizli bir sekilde
uygulanmakta ve hastalik biiyiik bir saglik problemi olmadan 6nlenebilmektedir.
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ABSTRACT

In this study, the presence of Legionella pneumophila was investigated in 64 of water
samples sent to National Respiratory Pathogen Reference Laboratory of General Directorate
of Public Health between May 2017 and February 2019. These water samples were obtained
from the water taken from different points of the water systems such as cold water tank, sink
taps and shower cabins of different building structures such as hospitals, factories and
offices. Water samples were subjected to both filtration and direct seeding methods, and
Buffered Charcoal Yeast Extact (BCYE) and Dye Glecine Vancomycin Polymxin b (DGVP)
were cultured in solid media. After incubation for a maximum of 10 days at 37 ° C, suspected
colonies were taken into both sheep blood agar and BCYE agar. In the second passages, the
colonies that breed in BCYE agar did not grow on sheep blood agar. Then, L.pneumophila
colonies were sero-grouped by Latex agglutination test (OXOID). As a result of the obtained
data, 3 L. pneumophila SG1, 8 L. pneumophila SG 2-14, 12 Legionella spp. It was
determined. In addition to this, Real-time PCR method was also studied. According to the
results of real-time PCR method L. prneumophila SG1 positivity in 15 samples, L.
pneumophila SG 2-14 positivity in 2 samples, Legionella spp. positivity. PCR results of 39
samples were negative. This study shows that Legionella is present in the water systems of
many buildings such as hospitals and workplaces. For this reason, building water systems
should be inspected regularly and inspected for Legionella. Decontamination methods
should be applied rapidly if the presence of microorganism is detected as a result of these
tests. Even after decontamination, building water systems should be checked periodically.
The use of multiple methods together in the diagnosis of this pathogen microorganism,
which is a threat to public health, is helpful in making the diagnosis quickly and accurately.
As a result of rapid diagnosis, treatment is applied more quickly and the disease can be
prevented without a major health problem.
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% Yiizde
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mol/L Molaritenin birimi
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°C Santigrad derece

pH Hidrojen konsantrasyonu

ppm Parts per million

pL Mikrolitre

pm Mikrometre

Kisaltmalar Aciklamalar

ACES N-2-asetamido-2-aminoetansiilfonik asit
AIDS Edinsel bagisiklik yetmezligi sendromu

BAL Bronkoalveolar lavaj

BCYE Tamponlu komiir maya ekstrakt agar

BCYE-a Alfa ketoglutarik tamponlu komiir maya ekstrakt agar
BMPA Sefamandol, polimiksin B, anizomisinli BCYE
CDC ABD hastalik kontrol ve korunma merkezleri
DFA Direkt floresan antikor

DGVP Dye glisin vancomiksin polymiksin b agar



Kisaltmalar

DNA
EIA
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IFA
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IgG
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KCL
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LLAP
Mab
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PCR
RAPD
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rRNA
uv
VAMC
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Deoksiribontikleik asit

Enzim immiinolojik testi
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Immunglobulin M

Potasyum klortir

Lejyoner hastaligi

Legionella benzeri amoebae patojeni
Monoklonal antikor

Makrofaj inflamatuar protein
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Polimeraz zincir reaksiyonu
Rastgele arttirilmis polimorfik DNA
Ribozomal DNA

Radyoimmiin test

Ribozomal RNA

Ultraviyole

Gazi olaylar1 saglik merkezi






1. GIRIS

Legionella pneumophila ilk kez 1976 yilinda yasanan bir salginda tanimlanmistir. Bu
salginin sebebini tetkik etmek i¢in yapilan ¢aligmalar nihayetinde takvimler 1977 yilinin
Ocak ayimni gosterirken Atlanta Hastalik kontrol merkezinde L. pneumophila bakterisi izole
edilmistir [1]. “Legion” kelimesi toplantiya katilan Amerikan Lejyonlarini ifade etmekte,
“pneumo” kelimesinin anlami ise Yunanca akciger demektir, “philos” ise Yunanca seven
anlamin1 tagimaktadir [2]. Legionellaceae familyasinda Legionella cinsine ait en az 52 tiir

ve en az 70 serogrup bulunmaktadir [3].

Legionella tiirlerinden bir¢ogu insanlarda enfeksiyon olustururken bunlar igerisinde en
patojen olan tiir L. pneumophila’ dir. Takribi olarak Legionella’nin sebep oldugu hastaliklarin
%75’1 L. pneumophila serogrup 1 tarafindan meydana gelirken, 9%20-30’u L.
pneumophila’nin diger serogruplar tarafindan meydana getirilmektedir. %5-10"u ise diger
Legionella tiirleri tarafindan meydana getirilmektedir. Birden fazla Legionella tiiriiniin

meydana getirdigi vakalar da bulunmaktadir [4].

Lejyoner hastaligi {ic gruba ayrilmaktadir. Bu ii¢ grup toplum kokenli lejyoner hastaligi,
seyahat iligkili lejyoner hastaligi ve hastane iliskili lejyoner hastaligidir. Bu ii¢ gruptan
lejyoner hastaligina yakalanan kisilerin yaklasik %70’inin toplum kokenli, yaklasik
%20’sinin seyahat iligkili, yaklasik %10’unun ise hastane tabanli sebeplere bagl olarak bu

hastaliga yakalandig1 belirtilmektedir [5].

Lejyoner hastaligin1 tanimlayabilmek ic¢in 6zel tan1 yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bunlar kiiltiir yontemi, monoklonal antikor isaretli direkt floresan antikor (DFA), PCR,
tiriner antijen, DNA hibridizasyonu, immunfluoresans antikor (IFA), enzim immunassay
(ELISA) ve hizli mikroagliitinasyon gibi yontemlerdir [6]. Legionella tiirlerinin kiiltiirde
saptanmast % 100 ozgiilliikkte olup, tanida altin standart olarak kabul gdrmektedir [7].
Bununla beraber bir¢ok arastirmada, Legionella izolasyonunun kolay olmadigi, ¢ok
ugrastirdig1r ve rutin laboratuvarlarda teshisinin konulmasinda kiiltiir yontemi yiizdesinin
diisiik degerlerde ¢iktig1 bilinmektedir [8, 9]. Molekiiler yontemlerden PCR ise Legionella
identifikasyonunda ¢okga tercih edilen bir metottur. PCR yonteminde kullanilan primerler
belirleyici olmaktadir. Bu nedenle PCR yontemi ya sadece L. pneumophila ya da Legionella

tiirlerinin birkagini ya da tlimiinii saptayabilmektedir [10].



Lejyoner hastaligr iilkemizde bildirimi zorunlu bir bulagici hastaliktir. Taninin yaygin
olmamasi, teshis koymadaki zorluklarin yasanmasi ve bildirim yapilmadigi i¢in yeterli veri
elde edilmemekle beraber seyahat kaynakli, toplum kaynakli ve nozokomiyal lejyoner

hastalig1 vakalariin varlig1 bilinmektedir.

Bu ¢alismada, Halk Sagligi Genel Miidiirliigi Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlar1 ve
Biyolojik Uriinler Dairesi Baskanligi’na Legionella analizi igin gelen su numunelerinde
Legionella cinsi bakterilerin varlig1 arastirilmistir. Bu amagla kuruma gelen farkli bina su
sistemlerinden alinan su numunelerinin 6ncelikle selektif besiyerinde kiiltiir yontemi ile
tanimlamalar1 yapilmis, daha sonra real-time PCR yontemi ile de Legionella cinsi
bakterilerin varlig1 belirlenmistir. Hizl1 ve kesin taniy1 koymak amaciyla birden fazla tani
yontemleri beraber kullanmak, hastaligin tedavisinde ve bu hastaligin prevalansini dogru bir
sekilde aktarmak bakimindan 6nemli oldugundan Legionella varliginin tespitinde kiiltiir ve

real-time PCR yontemleri karsilagtirilmistir.

Bu tezin amaci, ililkemizde Legionella bakterisinin etken oldugu hastaliklara karst
farkindalik olusturabilmek, bu hastaliklar1 hizli ve kesin bir sekilde tespit edip, en kisa
sirede dogru miidahaleyi yapmak ve bu mikroorganizmalarin insanlarla bulasinin
gerceklestigi  yerlerden biri olan bina su sistemlerinin dezenfeksiyonu hakkinda

bilgilendirmektir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Legionella Tiirlerinin Tanmimi ve Legionella’nin Tarihgesi

Legionella pneumophila ilk kez 1976 yilinin Temmuz ayinda Philadelphia’da Amerikan
ordu toplantisina katilan iiyelerde tespit edilmistir. Bu toplantida yer alan Amerikan
lejyonerlerinden 189’u pnémoni salginina yakalanmis ve bunlardan 29 tanesi bu salgindan
dolay1 yasamini yitirmistir [1]. Bu vahim olaydan 6 ay sonra, Hastalik Kontrol ve Onleme
Merkezinden (Centers for Disease Control and Prevention-CDC) Joseph McDade ve Charles
Shepard isimli bilim insanlar1, yeni bir Gram negatif basil olan bu bakteriyikesfetmislerdir.
Bilim diinyasina yeni bir soluk getiren bu bakteri Legionellaceae familyasi, Legionella cinsi

ve pneumophila tiirii olarak isimlendirilmistir [11].

1974 senesinde Philadelphia’daki yine ayni otelde yapilan Oddfellow toplantisinda bulunan
11 kisinin de Legionella bakterisi kaynakli pnomoni gecirdigi anlasilmistir. Legionella
pneumophila nin kesfinin ardindan bu salginin gergeklestigi fark edilmistir. 1965 yilinda
Washington DC’deki bir psikiyatri hastanesinde yapilan ge¢mis zamani da igine alan
calismalarda, burada meydana gelmis olan 6nceki bir salginda 81 kisinin solunum yolu
rahatsizliklar1 yasadigi ve bu kisilerden 15’inin vefat ettigi goriilmiistiir. Gegmise yonelik bu
incelemeler sonucu bu salginin ilk lejyoner hastaligi salgim1 oldugu anlasilmistir.
Hastalardan toplanan serum orneklerinden 12 yil sonra yapilan serolojik calismalarda,
hastalarin %85’inde L. pneumophila antikor serokonversiyonu saptanmigtir [12]. Broad
caddesinde yer alan Bellevue Stratford Hotel’de ger¢eklesen bu salgindan sonra 1976 yilinin
1 Temmuz—18 Agustos tarihleri arasinda, otelin yakin ¢evresinde bulunmamis ve salgin
sirasinda otel binasina giris ¢ikisi olmamis, bir blok mesafelik alanda bulunan 39 farklh
kiside de Lejyonella hastalig1 (Legionellozis) goriilmiistiir. O zamanda bu hastali§a Broad
Street Pneumoni’si de denilmistir. Gegmiste meydana gelen olgular1 kapsayan ¢alismalarda;
1965 yilinda Washington’da bir psikiyatri kliniginde 51 kisinin akciger rahatsizligina
yakalanip 15’inin Olmesiyle sonuglanan salginda, hastalarin %85’inde etkenin L.
pneumophila oldugu bildirilmistir. Bu kayit altina alinan ilk Legionella salgimdir. Ayrica
1968 yilinda Michigan’da 144 kisi, Legionella etkenlerinin sebep oldugu tespit edilen
Pontiac atesine yakalanmis, bu hastalik sonucu 6len kisi olmamistir. Bunlarin disinda
Ingiltere’de bir hastanede 1985 yilinda meydana gelen pneumoni salgininda ise hastaliga

yakalanan 68 kisiden 22’si Olmiistiir. Yine 11 Eyliil-18 Ekim 1996 tarihinde Madrid’in



Alcala de Henares bolgesinde hastalik sebebinin L. pneumophila oldugu salginda, 197 kisi
pneumoniye yakalanmis ve 11 kisi 6lmiistiir. Bu salgin Avrupa’da ortaya ¢ikan en etkili

Legionella salgini olarak ifade edilmistir [4].
2.2. Legionella Tiirlerinin Siniflandirmasi

DNA havuzlarindaki dizilimlerin genetik olarak benzerliklerini 6lgmek i¢in yapilan
calismalar sonucu 1976 yilindaki pndmoni salgininda etken olan bakterinin yeni bir tiir
olarak smiflandirilmasi gergeklestirilmistir. Daha sonra 1979 yilinda Brenner, Steigerwalt
ve McDade Philadelphia’daki lejyoner hastaligi sebebi olan L. pneumophila bakterisini
Legionellaceae ailesi igine dahil etmistir [11]. Legionella’lar 1940’11 yillarda Riketsiya’ya
yakin mikroorganizmalar olarak tanimlanmistir. Mcdade ve arkadaslar1 1947 yilinda nefes
aligverisinde sikint1 yasayan bir kisiden elde ettikleri, Riketsiya’ya benzerligiyle bilinen ve
herhangi bir simifa dahil edilmeyen bakterinin aslinda Legionella cinsi ile birebir aym

oldugunu 1979 yilinda bir raporla agiklamisdir [4].

Amipler igerisinde yagamin siirdiiriip, cogalabilen fakat genel olarak kullanilan Legionella
besiyerlerinde canliligini koruyamayan Legionella-benzeri bir takim bakteriler bulunmus ve
(Legionella benzeri amoebae patojeni-LLAP) adini1 almislardir. LLAP’lerden L. lytica’nin
insanlarda patojen bir etken oldugu bildirilmistir ve 4 adet LLAP grubunun 4 farkh
Legionella tiirii oldugu belirtilmistir [11].

Lejyoner hastaliginin %90’dan fazlasinda rol alan en giiclii etken L. pneumophila
bakterisidir [13]. Enfeksiyon sebebi olarak diisiiniildiigiinde biiyiikk cogunlugu L.
pneumophila serogrup 1, serogrup 4 ve serogrup 6 etkenleri olusturmaktadir [14]. Bunun
disinda Legionella’nin L. micdadei, L. bozemanii, L. dumoffi, L. feeli ve L. longbeachae
tirleri de L. pneumophila’ya benzer sekilde patojen olup, hastalik etkeni olmaktan
sorumludurlar [15]. Bir¢ok Legionella tiriiniin beraber yer aldigi enfeksiyonlar da

literatiirlerde kayit altina alinmistir [16].
2.3. Legionella Tiirlerinin Mikrobiyolojik Ozellikleri

Legionellaceae ailesi igerisinde yer alan Legionella cinsi bakteriler 0,3-0,9 um eninde ve 2-
20 um uzunlugunda olmakla beraber bu bakteriler aerop, sporsuz, kapsiilsiiz ve Gram negatif

olan kokobasil seklindedir (Resim 2.1). Ozel besiyerlerinde izole edildikten sonra uzun



filamant6z formlar izlenebilir [12]. Polar veya lateral flajelleriyle aktif hareket edebilen

kokobasil yapidaki bakterilerdir [17].

Resim 2.1. Legionella bakterisinin gram negatif goriintiisii

Mikroorganizmanin klinik numunelerde Gram boyama yontemiyle boyanmasi zordur, Gram
boyama ydnteminde kullanilan bazik fuksin, safranine gore daha iyi bir oranda boyama
gerceklestirir. Gimenez boyasi ile mikroorganizma Gram boyamaya esdeger bir siirede ve
cok daha etkili bir sekilde boyanir. Dieterle ve Warthin-Starry gibi giimiis igerikli boyalar
parafinli doku kesitlerinde Legionella’nin goriilmesini kolaylastirir [12]. L. micdadei
dokularda zayif bir halde aside direnclidir ve modifiye Kinyoun teknigi ile etkin bir sekilde
boyanir [11].

Legionella cinsi bakteriler klora oldukca direncli olmakla beraber, aside karst
toleranshdirlar. pH araliginin 2,7-8,3 degerlerine sahip oldugu habitatlardan bu bakteriler
izole edilebilmektedir. 35 — 37°C sicaklik araliklar1 bu bakteriler i¢in optimum sicaklik
degerleridir [18]. Legionella cinsi bakteriler 28-40°C araligindaki sicakliklarda iireme
Ozelligine sahiptirler ancak sicaklik degeri 20°C’nin altina diistiigi durumlarda iireme
kabiliyetleri durur. Sicakligin 60 °C ve iizerine ¢iktig1 ortamlarda ise inaktive olurlar [4].
Bu bakteriler i¢in optimum pH degeri 6,9’dur. L. pneumophlila’larin kisa siireli olarak aside
maruz kaldiklarinda, direng gosterdikleri ve yagamlarini siirdiirdiikleri de bilinmektedir. S6z

konusu bu 6zellikleri Legionella bakterilerinin izolasyonun da énemli bir etkendir [19].

Legionella cinsi bakterilerin yag asit yapilari incelendiginde diger Gram negatif bakterilerin

yag asit yapilarindan farkli olarak hiicrelerinde bol miktarda dallara ayrilmis yag asiti



zincirleri ve sayica daha az ester baglariyla tutunmus hidroksiasitler vardir. Kompleks bir
yapt olusturan bu yag asitleri, ekstrem sicakliklarda bakterinin yasamsal dongiilerini

muhafaza etmektedirler [20].

Mikroorganizma besin ihtiyaclart bakimindan oldukca secicidir ve temel besiyerlerinden
izole etmek miimkiin degildir. Bu mikroorganizmay1 iiretebilmek icin 6zel besiyerleri
gerekmektedir. Bunun i¢in besiyeri iceriginde pH 6,9’da sabitlenmis komiir ve maya 6zli
agar (BCYE; buffered charcoal yeast ekstrakt) bulunmalidir. L-sistein, mikroorganizma
kiiltiirii i¢in kesinlikle elzemdir. Keto asitler ve demir iyonlari bir araya gelerek liremeyi aktif
hale getirmektdir. Maya ekstreli plirin ve pirimidin tiirevleri aktif maddeler olup bunlarin
icinde en Onemlisi de guanindir. Aktif komiir, yag asitlerini ve oksijen radikallerini i¢ine
hapsederek, bu maddelerin toksisitesini bertaraf ederek, sisteinin de oksidasyonuna mani
olmaktadir. BCYE besiyeri igerigine a-ketoglutarik asitin eklenmesi sonucu oksijen tutucu

enzimlerin {iretimini aktive ederek Legionella’nin ¢ogalmasini hizlandirmaktadir [12].

Genellikle Legionella tiirleri en 1yi iireme sicakligi olan 35°C’de ve BCYEa besiyerinde
plaga ekimi gergeklestirildikten sonra 2-5 giin araliginda yeterli miktarda {irer. Baz1 ender
rastlanilan Legionella tiirlerinin plaga ekimi gerceklestirildikten sonra {iremesinin 10 giine
kadar siirdligii bilinmektedir [21]. Kat1 besiyerinde inokiile edilen bakterilerin iiremesi nem
oraninin arttirilmasiyla kolaylastirilir. Inkiibasyonun %2-5 CO>’li kosullarda saglanmast,
bazi1 Legionella tiirlerinin ¢ogalmasini hizlandirsa da birgok tiir i¢in bu durum s6z konusu
degildir. BCYE besiyerinde tirediginde Legionella bakterisi gri-beyaz veya mavi-yesil,
konveks, yapiskan, takribi 2-4 mm ¢apinda koloniler olusturur. Koloni mikroskobu
aracilifiyla detayl bir gézlem yapildiginda geng kolonilerin ortasi buzlu cam goriiniimiinde,
parlak gri ve graniilii bir yapida oldugu izlenmektedir. Besiyeri plaklarinin giinliik olarak
okunmasi énemlidir bunun sebebi ilk iireyen kolonilerin spesifik goriiniimiinii kaybederek
diger bakterilerle karistirilma riskinin bulunmasidir [13]. L. preumophila asakkarolitik,
iireaz-negatif, nitrat-negatif ve jelatinaz-pozitiftir. Ailenin diger fertleri de nonfermentatif,
iireaz ve nitrat negatiftir. L. prneumophila hippurati etkin bir halde hidroliz eder [12].
Klinik 6rneklerden elde edilen diger Legionella tiirlerinin biiyiik bir kisminda sodyum
hippurat hidroliz testinin sonucu negatiftir. Sodyum hippurat hidroliz testi, L. pneumophila
ve diger Legionella tiirlerinin aralarindaki ayrimda etkili bir metottur [22]. L. micdadei, L.

maceachaernii ve L. feeleii disindaki bir¢ok tiir B-laktamaz tiretmektedir [12].



L. pneumophila tirozin ihtiva eden besiyerinde melanin benzeri dagilabilen kahverengi
pigment iiretmektedir. Uzun-dalga UV 15181 ile seyredildiginde ise floresan pozitiflik verdigi
gozlemlenebilir. Legionella’nin bazi tiirlerinde ise UV 151k altinda mavi-beyaz veya kirmizi

otofloresan gozlenmektedir [12].

Birincil izolasyonda bircok tiirde tek, polar flajel ya da asir1 sayida fimbria bulunmaktadir.
I¢ sitoplazmik membran, peptidoglikan tabaka ve dis sitoplazmik membran bir arada
bulunmasiyla meydana gelen hiicre duvar yapisi diger Gram-negatif basillerdekine benzer
bicimdedir. Polisakkarit kapsiile sahip olabilirler. L. pneumophila, 24-29 kDa molekiiler
agirlikta bir digs membran proteini ihtiva etmektedir. Bu protein lipit membranlarla baglantili
bir sekilde iyon-gecirgen kanallarin1t meydana getirmektedir. L. pneumophila serogrup 1’in
lipopolisakkariti s6z konusu bu proteine iyice baglanmustir. Indirekt immiinfloresan metodu

kullanilarak tespit edilen antikorlar primer olarak lipopolisakkarite kars1 olusmaktadir [12].
2.4. Legionella Epidemiyoloji
2.4.1. Legionella tiirlerinin ekolojisi

L. pneumophila siklikla dogal su ortamlarinda ve toprakta bulunabilir. Mecburi hiicre i¢i
paraziti seklinde yasayan Legionella’nin su habitatinda ve su sistemlerinde meydana gelen
biyofilm tabakasi icerisinde var olan protozoonlar ve alglerin vakuollerinde yasamsal
faaliyetlerini devam ettirerek ¢ogaldiklari ve bu hiicreleri pargalayarak su igerigine

karistiklar1 arastirmalar neticesinde aydinlatilmistir [23].

Legionella cinsine ait bakteriler, biyofilm katmani i¢inde yasamsal faaliyetlerini devam
ettirirken bulundugu ¢evredeki diger mikroorganizmalarla beraber etkilesim i¢indedirler. Bu
karsilikli etkilesim iligikleri neticesinde Legioenella cinsi bakterilerin tiremesi olumlu yonde
gelisebilirken baz1 mikroorganizmalarla olan etkilesimi ise Legioenella cinsi bakterilerin
iiremesinde olumsuz bir etkiye sebebiyet vermektedir. Fischerella, yesil algler ve
Cyanobacteri’ler Legionella cinsi bakterilerin liremesini pozitif bir sekilde etkilemektedir.
Bunun disinda Pseudomonas, Streptococccus ve Bacillus tiirlerinin ise Legionella cinsi

bakterilerin iiremesini bloke ettikleri anlasilmistir [23].

Legionella cinsi bakterilerin liremesinde rol oynayan etkin unsurlardan biri su iceriginde

bulunan biyosit miktaridir. Ayrica bakterinin iiremesini etkileyen énemli bir unsur da su



sicakligidir. 20°C’nin alt1 ve 60°C’nin iistii sicaklik degerlerinde s6z konusu bakteri tiiriiniin
yasamsal faaliyetlerinin durma noktasina geldigi belirtilmistir. Bunun disinda pH
degerindeki degisiklikler, uv 1sinlar1 maruziyeti L. pneumopila’nin iiremesini etkileyen farkli

etmenlerdir [23].

Legionella cinsi bakterilerin kisilere bulasi ise bu patojen bakterilerin yasamsal faaliyetlerini
devam ettirebildigi ve bulunma ihtimalinin fazla oldugu sogutma kulesi, dus basligi, buz
makinalari, nebiilizorler, nemlendiriciler ve jakuzi gibi ortamlarda bulunan insanlarin bu
bakterileri ihtiva eden aeresolleri solumasi sonucu solunum sistemlerine girisi ile

gerceklesmektedir [23].

Genel olarak patojen mikroorganizmalarda oldugu gibi Legionella bakterisininde, su
sistemlerinde yogun bir koloni olusturma durumu vardir. Bir¢ok Legionella tiirii su dagitim
sistemlerinde kolonize olmakla birlikte sadece birkag spesifik tiir ve tip suya maruz kalan
kisilerde hastalik olusturabilir. Legionellozisin bakterinin kesin rezervuarlarindan
eliminasyonu ve kontrolii yoluyla onlenebilir bir hastalik oldugu diisliniilmektedir. Bu
nedenle binalarin su sistemlerinden kaynaklanabilecek legionellozis riskini en aza indirmek

icin kontrol stratejileri ve rehberler gelistirilmistir [21].

2.4.2. Enfeksiyon kaynagi

Dogal su habitatlarinda suyun akiskan oldugu yerlerde L. pneumophila’nin koloni olusturma
ve ¢ogalma ihtimali oldukga diisiik bir yiizdedir. Ancak insan yapimi yapay susistemlerinin
dogal su ortamlarina nazaran daha duragan bir yapida olmasindan kaynakli Legionella’larin
iiremesi bu su sistemlerinde daha olasidir [24]. Sogutma kuleleri ve merkezi klima
sistemlerinin calisma prensipleri geregi sistem ic¢inde bulunan ve 1siyla buharlagsmaya
baslayan su dogrudan ortamdaki havaya aktarilmaktadir. Sogutma kuleleri ve merkezi
klimalardan aktarilan hava akimi aerosol yapidadir. Enfeksiyon kaynagini barindiran bu
aerosollerin, zayif bir bagisiklik sistemine sahip kisilerde hastalifa sebebiyet verdigi

kanaatine varilmaktadir [12].

Pontiac atesi hastaliginin, merkezi klima sistemleri, sogutma kuleleri, klimalar ve jakuziler
gibi yapay su sistemlerinde yer alan patojen etkenin aerosollesmesi ve bunun sonucunda

havada asili bulunan etken mikroorganizmalarin solunum sistemine katilmasiyla



gerceklesebildigi diisiiniilmektedir. Ayrica sogutma kulelerini kapsayan bir ¢ok arastirma
sonucunda bu yapilarin lejyoner hastaligi bakimindan enfeksiyon kaynagi olabilecegi
anlagilmistir. Incelenen Legionella kaynakli birden fazla vakada sogutma kulelerinin
dezenfekte edilmesine karsin Legionella etkenlerinin devam ettigi goriilmiistiir. Bu
calismalar sonucu enfeksiyon kaynaginin sadece sogutma kulelerinde degil ayrica su dagitim

sistemlerinde de bulundugu anlasilmigtir [12].

L. pneumophila’nin yapay su sistemlerinde varlig1 bilindikten sonra s6z konusu bu sistemler
mikroorganizma bulaginda birincil kaynak olarak kabul gormiistiir [21]. Gergeklestirilen
arastirmalar sonucu hastalik etkeni mikroorganizmayla kirlenmis hastane su dagitim
sistemleri ile nozokomiyal enfeksiyon olgular1 arasinda epidemiyolojik bir bag oldugu
anlasilmistir. Molekiiler parmak izi “fingerprinting” metodu ile ¢esme suyunda L.
pneumophila’nin  alt  tiplemesi arastirtlmast  yapilmis ve bu su kaynaklarinin

mikroorganizmanlar i¢in uygun yasam kosullarin1 sagladigi anlasilmistir [12].

2.4.3. Bulas yollan

Legionella’nin insanlar1 enfekte etmesi aerosolizasyon, aspirasyon veya entiibasyon
esnasinda dogrudan pulmoner sisteme girisiyle beraber gergeklesmektedir [25]. Insandan
insana gectigini gosteren bir delil ortaya konulamamustir [7]. Legionella’lar dogal su
habitatlarinda, bina su sistemlerinde, su baglantili havalandirma veya sogutma kulesi
donanimlarinda varligini siirdiirebilen mikroorganizmalardir. Legionella kaynakli bulagin
gerceklesebilmesi i¢in bakterinin aerosol yoluyla solunum yoluna girerek akcigere ulasmasi
gerekmektedir. Akcigerde alveollarda etkenin bulagsmasi sonucu alveoler makrofaj
enfeksiyonu olugsmaktadir. Lejyonella kaynakli semptomlarin biiytik bir béliimiinde etken
olan L. pneumophila, protozoa da hiicre i¢i biiylime gerceklestirdiginden klora karsi direng

gosterebilmektedirler [26].

Aerosol olusumu sonucu gelisen Legionella vakasina en iyi 6rnek 1968 yilinda Legionella
bakterisi ile kontamine olmus klima sisteminden kaynakli meydana gelen Pontiac atesi
salgin1 olayidir. Bu salgin A.B.D’nin Michigan eyaletinin Pontiac sehrinde yasandigi i¢in
Pontiac atesi adini almistir. Legionella ile kontamine olmus merkezi klima sistemleri tasidigi

havay1 ortama verdiginden bu ortamda bulunan kobaylarin bu hastalik etkenini tasidiklar
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arastirmalar sonucu anlagilmistir. Bu kobaylardan alinan 6rnekler ile yapilan ¢alismalar

sonucunda salgin sebebinin L. pneumophila serogrup 1 oldugu bildirilmistir [12].

Yapilan ¢alismalar sonucu, sogutma kuleleri ve klimalar araciligiyla ortama verilen
aeresollerin 1,6 km’den fazla hiza sahip olduklar1 bildirilmistir. Legionella bulaginda 6nemli
bir etken ise aeresol igeriginde bulunan pargaciklarin boyutudur. S6z konusu parcgaciklar 1-
5 pum boyutunda olmalidir. Bu partikiiller de etken 2 saat boyunca hayatta kalabilmektedir
[27].

Hastanelerde bulunan ve L. pneumophila ile kontaminasyona ugramis, 6zellikle de solunum
sistemi cihazlar1 ve donanimlarinin hastalarda kullanilmasi sonucu kisilerin lejyoner
hastalig1 riskini artirirken bu sekilde gerceklesen lejyoner hastaligi ¢esidine nozokomiyal

lejyoner denmektedir [22].

Legionella bulaginin ger¢eklesmesi igin dort ana faktor gereklidir. Bu dort ana faktorkisaca

sOyledir;

1. Legionella’nin ortamda varligi,

2. Bakterinin ¢ogalmasi ve insana bulasini saglayan faktorlerin olmasi,

3. Bakteriyi duyarli konaga tastyan faktorlerin olmasi (suyun aerosolize olmasi ile solunum
yolundan veya dogrudan aspirasyonu ile),

4. Lejyoner bakterilerinin respirasyon yolu ile hassas kisiye ulagsmasi,

Lejyoner bakterisinin pulmoner sisteme alinmasi, rahatsizigin daima gelisecegini
gostermez. Kuvvetli bir immiin sisteme sahip cocuklarda ve eriskinlerde enfeksiyon

gerceklesmeyebilir [28].

2.4.4. Prevalans

Lejyoner hastaliginin prevalansi su kaynaklarinin bu etken ile kontaminasyon yogunluguna,
kisilerin etkene maruz kaldig: siireye ve kontamine su ile temas eden kisilerin immiin
sistemiyle iligkili olarak degiskenlik gostermektedir. Ayrica bu enfeksiyonun teshisi,
gelismis laboratuvarlarda yapilan 6zel testlerin enfeksiyon etkenini tagiyan hasta bireylerde
calisilmasiyla gergeklesmektedir [12]. Bunun sonucunda gergeklestirilen c¢aligmalar bu

testlerin rutin uygulamaya alindiktan sonra daha evvel kusku duyulmamis vakalarin da giin
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yliziine ¢iktigini ispatlamistir. Hastalik belirtilerinin tam olarak anlagilmamasi ve klinik
semptomlarin diger bakteriyel pndmonilerde goriilen semptomlara olduk¢a yakin olmasi
hastaligin teshisinin ortaya c¢ikmasinda karsilasilan baslica sorunlardandir. Lejyoner
hastalig1 glinimiizde birden fazla iilkede goriilmekle beraber, bu hastalik sonucu gelisen
morbidite ve mortalite halk saglig: istatistiklerinde yer almamistir. Lejyoner hastaligi ve
Pontiac atesi insidansini saglikli bir sekilde ortaya ¢ikarmak i¢in daha gelismis siirveyans

programlarina gereksinim vardir [22].

Saglik Bakanliginin 2016 yilinda yayinladigi “Lejyoner Hastaligi Kontrol Programi
Rehberi”, lejyoner hastaliginin (LH) kaynagini iki grupta siniflandirmaktadir. Bunlar:

1. Hastane kaynakli LH
2. Toplum kaynakli LH
a. Seyahat iligkili LH

b. Diger yasam alanlarindan kaynaklanan LH

S6z konusu rehber diger yandan lejyoner hastaligi ile alakali il saglik miidiirliigiiniin sorumlu
birimleri araciligiyla genis capli bir siirveyans planinin ortaya konmasini da tavsiye
etmektedir. Bu siirveyans iki baslik altinda toplanmistir: Olgu siirveyansi ve gevresel
stirveyans. Olgu silirveyansi; olgu tanisi, bildirimi ve baska olgularin varligimi bulmaya
calisirken, gevresel siirveyans ise lejyoner hastaliginin sebebi olan su kaynaklarini tespit

ederek ortaya ¢ikarmak amaci tagimaktadir [29].

L. pneumophila, gelismis iilkelerde toplum kaynakli solunum rahatsizliklarint meydana
getiren ikinci en yaygin faktordiir [30]. Yerlesmis akciger rahatsizliklari, kronik kalp
hastalig1, yashilik, zayif bagisiklik sistemi ve sigara kullanimi en 6nemli risk etmenleridir
[31]. Yiksek miktarda alkol igiciligi, bobrege bagli rahatsizligir olanlar, hematolojik
malignensiler, seker hastalig1 ve cinsiyetin erkek olmasi da kimi arastirmalarda risk etkeni
olarak ele alinmigtir. Hastane kaynakli lejyoner hastaliginin bulasinin gergeklesmesin de
organ nakli sirasinda uygulanan cerrahi iglemler etkeninin, konaga gecisine zemin

hazirlayan bir basamaktir [12].

Nozokomiyal pediyatrik vakalari; yenidoganlar, zayif bagisiklik sistemi bulunanlar ve

akciger rahatsizlifina sahip c¢ocuklarin olusturdugu gozlemlenmistir. Legionella
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enfeksiyonu AIDS’li kisilerde cogalan bir bi¢imde gozlemlenmekle beraber bu kisiler
ilerleyici enfeksiyonlara, akciger harici semptomlara, bakteriyemi olusumuna ve akciger

abselerine karsi daha savunmasiz kalmaktadirlar [12].

Bilinen pnoémoni vakalarinin %1-5’inden azinin Legionella spp. nedeniyle gergeklestigi
diistiniilmektedir. Lejyoner etkeninden kaynakli epidemilerde, hastaliga yatkin bireylerin
sayica fazla bulundugu gruplarda atak ihtimali %30’a kadar ¢ikmaktadir [22]. Hastanede
izlenilen vakalarda gerceklestirilen etiyoloji ¢alismalarinda ise lejyoner hastaligiyla iligkili
toplum kaynakli pnémoni yiizdesi %2-15 araliginda ortaya ¢ikmaktadir. CDC bir yillik
periyotlarla ABD’de 10 000-20 000 arasinda degisen lejyoner hastaligina bagl gelisen vaka
olasiliklarin1 hesaplamaya c¢alismaktadir [32]. Genel bir popiilasyonda Pontiac atesinin

insidans1 bilinmemektedir [22].

2.5. Patogenez

Legionella tiirleri sanilanin aksine dogada serbest bir halde bulunmazlar. Serbest yasayan
kimi amipler igerisinde, siliali protozoalarda ve biyofilm katmanlar1 igerisinde yasamsal
faaliyetlerini siirdiirtip, tireyebilmektedirler. Amip kistlerinin korunakli bir yap1 olusturmasi
ve biyofilm tabakasinin besin agisindan zengin olmasi iiremeyi kolaylastiran faktorlerdir. Bu
sebeple Legionella’lar gevresel etkenlere ve biyositlere karsi direngli bir sekilde yasamsal
faaliyetlerini siirdiirebilirler [33]. Legionella’ya ait tiirler bulunduklar yiizeylerde balgik
iiretmezler. Su depolari, sogutma kuleleri gibi bina su sistemlerinde diger bakterilerin
olusturdugu biyofilm tabakasinin i¢inde {irerler. Hastanelerde kullanilan ozellikle de
solunuma yardimei cihazlarin bu etken ile kontamine olmus sularla temizlenmesi ve

dezenfeksiyon yapilmamasindan kaynakli hastaya bulast s6z konusu olabilir [34].

L. pneumophila “Makrofaj inflamatuar protein” (mip) adiyla tanimlanmus bir dis zar proteini
ihtiva etmektedir. Bu dis zar proteini 24 kDa’luk bir agirhia sahiptir. Bu dis zar proteini
etkenin enfekte olmasi bakimindan énemlidir. Mip’in L. pneumophila’ya has bir protein
oldugu bilinmektedir. Bununla beraber geriye kalan Legionella tiirlerinin de mip’e yakin 24-
30 kDa’luk proteinleri bulunmaktadir [35]. Fosfolipaz C, asit fosfataz, protein kinazlar ve
siiperoksit dismutaz benzeri enzimler L. pneumophila’nin enfekte oldugu konakta tiremesine
yardimc1 olmaktadir. Ayrica bu bakterilerle beraber bulunan proteazlar ise akciger

lezyonlarina yol agmaktadir [36]. Etken alveollere eristiginde enfeksiyonun gelisimini,
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bakterinin virulanst ve konagin bagisiklik sistemi belirler. Konak savunmasinda gorevli
birincil unsur alveolar makrofajlardir [12]. Pulmonere girisi normal kosullarda inhalasyonla
olan mikroorganizmalar, alveolar makrofaj fagositozu sonucu par¢alanmaktadirlar ancak
patojen Legionella suglart Mip proteini araciligiyla fagozom-lizozom engelini
inaktiflestirerek makrofaj iginde yasamini devam ettirirler. Cogalan bakteriler nihayetinde
makrofaj1 infilaga ugratarak monontikleer ve polimorfniikleer fagositlerde dongiiyii tekrar

gergeklestirmek suretiyle ortama dagilirlar [7, 12].

Notrofil l6kositlerin Legionella enfeksiyonu gergeklesirken savunma mekanizmasi igindeki
gorevi tam belli degildir. Notrofil sayis1 diistikliigiiniin lejyoner hastaligiyla arasinda
dogrudan bir baglanti gézlemlenmemistir [12]. Yapilan hiicre dis1 arastirmalar, edinsel
bagisikligin konak savunmasinda ikincil olarak goérev aldigin1 gostermektedir. Bu etkene
maruziyet sonucu gelisen antikorlar L. pneumophila’nin kompleman sistemle yok
edilmesine sebebiyet vermez, sadece fagositlerce sindirilmesi bakimindan yardimci bir
unsurdur. Fakat monositler ve alveolar makrofajlar i¢inde etkenin yasamsal faaliyetleri

devam etmektedir [12].
2.6. Klinik Belirtiler ve Bulgular

Insanlarda Legionella’nin neden oldugu hastaliklar, pndmoni semptomlarinin oldugu ve
bununla beraber atesin eslik ettigi lejyoner hastaligi, pndmoninin ortaya ¢ikmadig atesli bir
hastalik olan Pontiac atesi ve herhangi bir semptom gdstermeyen subklinik enfeksiyonlar
halindedir. Subklinik enfeksiyonlarda pnomoni gozlenmez ve bu vakalarin teshisi

Legionella tiirlerine kars1 gelisen antikorlarin tespitiyle miimkiin olmaktadir [37].

Legionella’nin neden oldugu hastaliklar 3 gruba ayrilmaktadir; birinci sirada toplumda en
yiiksek insidansa sahip olan sporadik olgular, ikincisi uzun siirmeyen ve diigiik atak hizi ile
ayirt edilen epidemik salginlar ve li¢iinciisli zayif bagisiklik sistemine sahip kisilerde goriilen
hastane kaynakli salginlardir [31]. Enfeksiyonun en agir sekli olan lejyoner hastaligi,
pnomoni ile gerceklesir. Bu hastaligin konaga girisi ile hastaliginin meydana gelmesi
arasindaki siire 2 ile 10 giin arasinda degismektedir. Hastalik yiiksek ates, bitkinlik, miyalji,
istahsizlik ve siddetli olmayan oksiiriikle ilerlemektdir [25]. i1k basta kuru 6ksiiriigiin seyri
hastaligin siddeti artikca irin iceren balgamli bir duruma evrilir [4, 7]. Cikarilan balgamda

az miktarda kan bulunabilir fakat seyrek de olsa yogun kanin bulundugu vakalarda
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bildrilmektedir. Bazi1 hastalarda ise gogiis agrilarinin oldugu bilinmektedir [2, 4]. Genellikle
ates 40°C ve lizerine ¢ikmaktadir [4, 16]. Bu hastaliga yakalanan kisilerde goriilen 6liim
oran1 %5-80 dir. Bu oran kisiden kisiye farklilik gosteren yas, zayif bagisiklik sistemi,
kroniklesmis akciger rahatsizliklar1 gibi etkenlere gore degisebilir [4].

Hastalikta bas agrisi, patolojik agir uyku, zihinsel hal degisimleri ve beyin hasarlar1 da
gozlenebilmektedir. Norolojik bulgulardan biling bulanikligi, kollaps, periferik néropati ve
serebellar ataksilerde kayit edilmistir. L. preumophila’nin neden oldugu ve merkezi sinir
sistemini etkileyen karakteristik bir vakanin varligi bilinmektedir. Bu vakada hastada bas
agrisi, bellek yitimi, titreme ve yonii tayin edememek gibi semptomlar izlenmis ve ¢ekilen
beyin MR’1nda nasirli cisimde ekstrem yogunlukta kisimlar saptanmis ve ¢alisilan diger
testlerle de serebellum ve frontal loblarda normal goriniimiinden farkli bolgeler
gozlemlenmistir. Nadir goriilse de hastada sistemik yangisal yanit ve ¢oklu organ yetmezligi
ortaya cikabilmektedir. Radyolojik incelemeler sonucu akciger hasarlarinin da ortaya

cikabilecegi anlasilmistir [4].

Lejyoner hastaligina bagl gelisen 6liim oranlar1 hastanin saglik ve bagisiklik durumu, tani
ve tedavinin suresi, hastaligin hastane kokenli, salgin veya sporadik olup olmamasina gore
degisebilmektedir. Son yillarda kayit altina alinan legionellosis insidansinda kiiresel bazda
yiikselis rapor edilmistir. 2011°de Avrupa’da 4897, ABD’de 4202 vaka rapor edilmistir ve
bunun disinda raporu tutulmayan vakalarin hafife alinmayacak bir sayida oldugu tahmin
edilmektedir. Bundan dolay1 insidans degerinin kayit altina alimandan daha fazla oldugu

diistiniilmektedir [38].

Pontiac atesi, pndmonin ger¢eklesmedigi bir hastalik olmakla beraber soguk alginligina
benzer bir sekilde seyreder. Antibiyotik miidahalesine ihtiya¢ kalmadan 2 ila 5 giin arasinda
kendiliginden iyilesme gergeklesir [39]. Kulucka i¢in gerekli zaman 2448 saat arasidir.

Legionella enfeksiyonlari arasinda en ¢ok rastlanan hastalik olmakla beraber goriilme sikligt

%90-95 oranindadir. Bu hastaligin belirtileri arasinda siklikla karsilagilanlar; bitkinlik, kas
agrilari, ates, lisiime, titreme ve bas agris1 seklindedir [23]. Pontiac atesi iiriner antijen testi

araciliiyla kolay bir sekilde saptanabilmektedir [16].
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Akciger dis1 hastaliklar cogunlukla pndmoniyi miiteakip meydana gelmektedir. Pndmoninin
gelismedigi vakalarda seyrek de olsa kayit altina alinmustir [40]. Siklikla akciger dist
bulgular yetiskinlerde kalpte, ¢cocuklarda ise karaciger, beyin, dalak ve lenf nodiillerinde
karsimiza ¢ikmaktadir [4]. Akciger disi enfeksiyonlarin ana sebebi kan yoluyla hastalik
etkeninin yayilimidir [7, 41]. Peritonit, sinuzit, piyelonefrit, pankreatit, lenfadenopati,
prostetik kapak endokarditi, miyokardit, perikardit olgular1 L. preumophila infeksiyonlari
kaynakli ekstrapulmoner semptomlardir. Seyrek olmakla beraber Legionella ile kirlenen

sulara temas sonrasinda olusan yara ve yanik enfeksiyonlar1 da rapor edilmistir [4].

2.7. Laboratuvar Tanisi

Lejyoner hastaligi, akcigerde hafif semptomlar seklinde goriilebildigi gibi biitiin organlari
olumsuz yonde etkileyebilen, agir koma ve hasta 6liimiine kadar yol agabilecek seviyelere
ulagabilen bir hastaliktir. Temel patolojik vakalar akcigerlerde meydana gelmekte ve
hastaligin ilerleyisini immiin sistem elemanlar1 tayin etmektedir. Diger pndmoni
olgularindaki semptomlarla benzerlik gosterdiginden ayirt edilebilmesi i¢in 6zel tani testleri

ve yontemleri gerekmektedir [42].

Laboratuvarda uygulanan Legionella tanisindan en ¢ok tercih edilen yontemler arasinda
selektif besiyerlerinde kiiltiir yontemi, iiriner antijen testi, polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR), indirekt flouresan antikor testi (IFA), ELISA, direk immunoflouresan test (DFA),
kat1 faz radioimmunoassay (SPRIA), DNA hibridizasyonu ve mikroaglutinasyon testleri
bulunmaktadir [4]. Legionella tamisinda kiiltlir yontemi ¢ok dnemli bir uygulamadir ve altin
standarttir; fakat laboratuvar personelinin tecriibesi, etkenin calisilma yogunlugu, 6zel
besiyerlerini temin etme maliyeti ve 6rnegin uygunlugu gibi faktorler izolasyon sonucunu
dogrudan etkileyen giigliiklerdir ve her laboratuvarin yapisi bu yontem agisindan elverisli

olmayabilir.

2.7.1. Su numunelerinde Legionella bakteri izolasyonu icin Kiiltiir yontemi

Laboratuvarda su numunelerinde Legionella izolasyonunda tercih edilen yontemin ilk
hedeflerinden biri ¢evre mikrobiotay1 baskilamak olmalidir. Bu sebeple, su numunesinin
alindig1 bolgenin sartlar1 g6z Oniinde tutularak, su kiiltiir isleminin yapilacagi plaklara

“direkt” ve/veya “asitle islem sonras1” ve/veya “filtre edildikten ve asitle islem yapildiktan
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sonra” ekilir. Saglikli sonuglar elde etmek i¢in her bir numunenin, biri inhibitdr igermeyen
buffered charcoal yeast extract (BCYE) agar tercih edilmek iizere en az iki besiyeri plagina
ekimi gerceklestirilmelidir. Inhibitor madde barmdirmayan BCYE, sayet su numunesi
baskilayici 6zellik gosteren bir biotaya sahip degilse Legionella tiirlerinin tiremesi (6zellikle
zor Ureyen tiirler) bakimindan uygun kosullar1 olusturur. Fakat genellikle su numuneleri
bir¢cok mikrobiota barindirdigindan, her bir su numunesi i¢in inhibitor (glisin, antimikrobiyal
vb.) iceren BCYE bazli bir besiyeri tercih edilmelidir. Sogutma kulesinden alinan su
numuneleri dig ortamlarla siirekli iliskili olduklarindan dolay1r yogun bir sekilde fungal
igerikli etkenleri icerisinde barindirmaktadir. Bundan dolay1r mantar iiretimini bloke edebilen

0zelligi olan sikloheksimid igeren besiyerleri tercih edilmelidir [43].

Legionella’nin plakta iireyip cogalmasi i¢in besiyeri pH’1 da 6nemli bir faktordiir. En ideal
pH 6,9+0,05 olarak kabul gérmiistiir. Legionella izolasyonun yapilacagi numunenin cinsine
gore besiyeri tercihi farkli olmalidir. Glisin ¢evre kaynakli numunelerde kontaminant
bakterilerin blokaj1 agisindan zorunluyken, klinik numuneler de maya mantarlarinin varligi
dikkate alinarak kontaminant maya mantarlarinin iiremesini durduran bir 6zelligi olan

anisomycinli besiyerleri tercih edilir [43].

Legionella ekimi gergeklestikten sonra plaklarda iireme 2-7 giin sonra baslamaktadir.
Genellikle plaklar {iiincii giinden sonra okunur. Oncelikli olarak plaklar mikroskop altinda
incelenir. Legionella tiirleri 1-3 mm ¢apinda, ylizeyleri diizgilin, hafif bombeli, merkezleri
gri-beyaz ve kenarlar1 yesil, mavi, mor veya pembe buzlu cam benzeri karakteristik bir
goriiniimdedirler. Bir su numunesi degisik serogruplar1 yahut farkli Legionella tiirlerini de
barindirabilir ve bunlar kiiltiiriin yapildig: plakta koloni goriiniimiindeki degisikler ile (6rn.
biiyiik ve kii¢iik koloniler gibi) fark edilebilirler. Ayrica kimi Legionella tiirleri de (L. anisa,
L. gormanii, L. bozemanii, L. dumoffii) UV 151k altinda mavi-beyaz floresan pozitifligi
verirler. Cogunlukla iiremesi uzun siiren ve kismen daha kiiciik (toplu igne tepesi kadar)

kolonilerin 362 nm UV 151k altinda da tanimlanmasi tavsiye edilmektedir [43].

Su ve siirtintii numunelerinin BCYEa ve segici besiyerine ekiminden sonra nemli bir etiivde
35°C sicaklikta 10 giin boyunca inkiibe edilir. Inkiibasyon igin %2-5 CO’li ortam
saglayabilen bir etiiv se¢ilmelidir. Bakteriler 24 saatin ardindan giinliik rutin bir sekilde
incelenmeye alinmalidir [43]. Koloni mikroskobunda yapilan gézlemde siipheli koloniler

incelemeye alinir. Stipheli kolonilerin BCYE ve kanl1 agara ekimi gergeklestirilir ve 48 saat
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inkiibasyon sonrasi incelemeye alinir. Pasajlarda, Legionella ailesinin sistein ihtiva eden
BCYE besiyerinde ¢ogaldigi, kanl agarda ¢ogalmadigi goriiliir. Fakat kimi Legionella
tiirlerinin birincil izolasyonda sisteine ihtiyact varken, ardindan kanli agarda tiremeye adapte
olabildigi de tespit edilmistir [13]. L. pneumophila harici kimi tiirler mavimsi-beyaz veya

parlak kirmizi otofloresan 6zellik gosterebilirler [13].

2.7.2. Su numunelerinde Legionella bakteri izolasyonu icin real-time PCR yontemi

Niikleik asit tespiti, klinik numunelerde Legionella’nin ileri incelenmesinde genellikle tercih
edilen metotlar arasinda yer alir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) yontemi, ilk olarak
1985 senesinde Kary Mullis ve arkadaslarinca gelistirilmistir. “Thermus aquaticus”
bakterisinden izole edilen 1s1ya dayanikli Taq polimerazin kullanimu ile birlikte enziminher
dongiide eklenme ihtiyaci kalmayarak PCR ig¢in otomatik termal dongii cihazlar
gelistirilmeye baslanmistir. PCR, hiicre iginde DNA’nin kendini eslemesi prensibine gore
calismaktadir. DNA’nin ¢ogaltilmasi icin PCR tepkimesinde olmasi gereken bilesenler;
hedef DNA, aranan tiire 6zgii primerler, Taq DNA polimeraz enzimi, deoksiniikleotid
trifosfatlar (ANTP), Mg tamponu ve DNA barindirmayan sudur. Bu metot, ¢ift zincirli
DNA’nin yiiksek sicakliklarda ayrilarak tek sarmal haline gelmesi, primer olarak kullanilan
iki oligoniikleotidin hedef DNA’ya baglanmasi, Mg*? iyonlarmin varhiginda katalizor olan
Taq DNA polimeraz ile primerlere niikleotid eklenmesi ve DNA zincirinin uzamasi islem

dongiilerinin bir ¢ok tekrarindan olugmaktadir [44].

Real-time PCR molekiiler alanlarda tercih edilen 6nemli yontemlerdendir. PCR araciligiyla
DNA ya da ¢cDNA (komplementer DNA)'dan hedeflenen gen bolgeleri milyonlarca kez
kopyalanabilir ya da ¢ogaltilabilir. Reaksiyonun gerceklesebilmesi i¢in; gogaltilmak istenen
bolgeye gore tasarlanmis ileri (F) ve geri (R) primerler, termostabil DNA polimeraz enzimi
ve termal dongii cihazi gereklidir. PCR'de her siklusta tekrar eden 3 ana basamak vardir.

Reaksiyonlar ¢ogunlukla 30-40 dongii araliginda gergeklestirilir.

1. Denatiirasyon basamaginda yiiksek sicaklikta gerceklesir. Cift sarmalli yapida olan
DNA '"erir" ve tek iplik bir form alir. Bu asama genellikle DNA polimerazin
dayanabilecegi en ug sicaklik olan 95°C'de gergeklestirilir.

2. Baglanma basamaginda birbirini tamamlayan sekanslar hibridize olma sans1 yakalarlar.

Bu agamanin primerlerin erime sicakligina uygun olarak sec¢ilmesi gerekmektedir.
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Uzama basamginda ise 70-72°C'de DNA polimerazin aktivitesi gergeklesir ve primer
uzamast 100 baz/saniye hizinda meydana gelir. Real-time PCR'da genellikle ¢ogalacak
olan amplikon kisa oldugundan bu basamak ¢ogunlukla 60°C'deki baglanma agamasi ile

birlestirilir [45].

Secilen primerlere 6zglin PCR sonucu sadece L. pneumophila veya Legionella tlirlerinin
bazilar tespit edilebilmektedir [10]. Real-Time PCR metodunda 16S rRNA genleri,23S-5S
spacer bolge, 5S rDNA veya macrophage inhibitor potentiator (mip) gen gibi 6zel bolgeler
amaglanmistir [46-48]. Real-time PCR metodu, PCR ¢alismasi sirasinda ortaya ¢ikan niikleik
asit elemanlarinin ¢ift zincirli DNA arasina katilan floresan bir boya veya floresan ile isaretli
problar araciligiyla PCR ¢alismasinin anlik takip edilebilmesini saglayan bir uygulamadir.
Real-time PCR ydntemi sonucunda ortaya ¢ikan iiriin miktar1 tepkime siiresince ortaya ¢ikan
tiriin miktar1 ile orantili bir sekilde artan floresan boyanin verdigi sinyalin bilgisayarda

izlenmesiyle sonug¢ alinmaktadir [49].

Real- time PCR metodunun ¢alisma ilkesi Taq DNA polimerazin 5°— 3’ eksoniikleaz
etkinligine dayanmaktadir. Cifte isaretli bir prob olan Tagman prob ise Taq DNA
polimeraz ile hidrolize ugrayarak 1sima veren, artirilmak istenen DNA bdlgesine gore
dizayn edilmis sentetik yapida bir oligoniikleotidtir. Tagman probun 5° u¢ kisminda bir
bildirici 6zellikli (reporter) boya, 3’ u¢ kismindaysa sondiiriicii nitelikli bir (quencer) boya
yer almaktadir. PCR aninda enzim araciligi ile bildirici ve sondiiriicii uglar arasinda yer
alan prob koparak ayrilmakta ve baskilama artik s6z konusu olmamaktadir. Bunun
sonucunda 1s1ma olusmaktadir. Amplifikasyon tekrarlar1 ¢ogaldik¢a bildirici boya daha
fazla ortaya cikar ve bunun sonucunda isima dogrusal olarak artar. Bu sekilde artmis

floresanin takibi bilgisayar sayesinde monitorden anlik olarak saglanabilir [44].

Solunum salgilarindan elde edilen numunelerin ihtiva ettigi inhibitorler, yalanci negatiflik
sonucu hatali sonuglar verebildiginden dogru sonuglar elde etmek amaciyla numunelere
ayrica kiiltiir yontemi de uygulanmalidir [50]. Hatta yalanci pozitif sonuglar da kayit altina

almmalidir [17, 51].
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2.8. Legionella Cinsi Bakterilerin Tiir Tamis1 ve Sero-gruplandirilmasi

Legionella cinsine ait mikroorganizmalarin tiir bazinda tanimlanmasinda, biyokimyasal,
morfolojik ve enzimatik icerikli testler yararli olmakla beraber yeterli gelmemektedir. Pasaj
sonucu ¢ogalan stlipheli kolonileri dogrulamak ve tiir teshisini yapmak amaciyla DFA veya

lateks agliitinasyon caligsmalar1 uygulanmaktadir [52].

2.8.1. Lateks agliitinasyon yontemi

Legionella hiicre duvarimin gelistirdigi antijenlere karsi, tavsandan saglanan spesifik
antikorlarla benzer serogruptan olan Legionella tiirlerinin, rengi mavi olan lateks partikiiller
aracilifiyla agliitinasyonu temeline gore caligmaktadir. Lateks agliitinasyon test kitleri bu
hedef dogrultusunda genellikle tercih edilen bir yontemdir [27]. Kitin duyarlilig1 kullanim
kilavuzunda %99, ozgiilliigii ise %100 olarak belirtilmistir. Kiiltiir ve biyokimyasal
deneylerin sonucglar1 Legionella cinsi oldugunu gostermesine ragmen, Legionella lateks
agliitinasyonuyla negatif sonu¢ veren suslar, kesinlikle Legionella spp. negatiftir
diisiincesine varilamaz. Bu kit i¢eriginde bulunmayan diger Legionella spp. tiirlerinden biri

olma ihtimali de goz 6niinde bulundurulmalidir [53].

2.8.2. Direkt floresan antikor yontemi (DFA)

DFA testleri CDC’den Cherry ve arkadaslari (1978) tarafindan daha ileri bir seviye
tasinmustir [22]. Alt solunum yolu numunelerinde yogunlukla gézlemlenen Legionella
tiirlerinin teshisi DFA yontemi ile tiire ve serogruba 6zgiin dis membran proteinlerine karsi
gelistirilen monoklonal tavsan antikorlari, floresan izotiyosiyanat (FITC) ile konjuge bir
sekilde kullanilir. Teknigin 2-4 saat gibi kisa bir zaman dilimi araliginda neticelendirilmesi

oldukc¢a onemlidir [11].

2.9. Tedavi

Legionella bakterisinin hiicre i¢i ¢ogalma kabiliyetlerinden dolay: tedavi siirecinde tercih
edilen antibiyotikler, hiicre i¢inde yiiksek konsantrasyona ulasabilmelidir [16]. Legionella
enfekte oldugu olgularda tedavi amaciyla kullanilan antibiyotik genellikle eritromisindir.
Ancak hastaligin agir seyrettigi vakalarda eritromisinle beraber rifampisin de kullanimi

uygundur. Penisilin grubuna dahil olan antibiyotikler Legionella tiirlerinin bu antibiyotige
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gosterdigi direng sebebiyle tedavide tercih edilmezler. Bununla beraber eritromisin,
gastrointestinal ve asir1 miktar aliminin da ototoksisite gibi yan etkileri nedeniyle hekimler
tarafindan tercih edilmemektedir. Son yillarda gerceklestirilen tedavi uygulamalarinda
azitromisin ile klaritromisin gibi genis antibakteriyel etki spektrumlu makrolidler ve
siprofiloksasin, perfloksasin gibi kinolonlar 6n plana ¢ikmaktadir. Makrolidler, kinolonlar,
rifampin, trimetroprim-sulfametoksazol ve tetrasiklinlerin, in vivo ortamlarda, Legionella
tiirlerinin tedavisinde kullanilmasiyla basar1 saglanmistir. Antibiyotik kullanim1 sonrasi, 2-5
giin icerinde hastada hafif bir iyilesme goriilmektedir. Tamamen iyilesme 10-14 giini
bulabilir. Zay1f bagisiklik sistemine sahip hastalarda bu siire 21 giine ¢ikmaktadir. Lejyoner
hastaliginda dogru bir sekilde tedaviye baslayamamak bazi risk gruplari i¢in mortalite

ylizdesini artiran bir unsurdur [27].

2.10. Nozokomiyal Salginlar, Koruma ve Kontrol

Hastaneler immiin sistemin baskilandigi kisilerin mevcut popiilasyona nazaran daha sik
bulundugu yasam alanlaridir ve lejyoner hastaligi agisindan 6nemli bir risk unsurudur.
Hastalik bu ortamlarda daha agir gegmekle beraber 6liime kadar gotiirebilmektedir bunlar
haricinde hastanin iyilesmesinin uzamasi ve artan harcamalar sebebiyle ek yiikler yaratmasi
olumsuz sonuclar dogurmaktadir. Bu olumsuzluklar1 ortadan kaldirmak i¢in hastanelerde
etkin kontrol programlarinin uygulanmasi elzem bir hal almistir. Hastane kaynakli lejyoner
hastaligi kontrol programinin iki genel unsuru su sistemi yonetimi ve aktif olgu

siirveyansidir [43].

Saglik kuruluslarinda lejyoner hastaligi etkeninin bulagini minimum diizeye getirebilmek
amactyla ABD hastalik kontrol ve koruma merkezi (CDC); su sistemlerinin bakimu,
nozokomiyal pnomonili olgularin incelenmesi ve bulasin gergeklestigi hallerde uygulanan
islemleri belirlemistir [17]. CDC tarafindan hazirlanan raporun sonucuna gore; hastane
kaynakli lejyoner hastaligindan korunma ve kontrol amaciyla alinacak dnlemler birincil ve
ikincil 6nlemler olarak ikiye grupta yer almaktadir. Birincil onlemler; personel igin yeterli
egitimlerin verilmesi bunun diginda enfekte faktor ve ¢evre slirveyansi ile tibbi cihazlarin
kullanimi ile alakalidir. Uzmanlarin lejyoner hastaligi kuskusuyla gelen vakalarda, uygun
teshis metotlarini segebilmesi amaciyla egitilmesi, Legionella etkenine kars1 tedbiralinmasi
ve bu etkenin kontrol altina almmmast konusunda yardimci personelin egitimi,

transplantasyon birimlerinde Legionella agisindan su Orneklerinin rutin kiiltiiriniin
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yapilmasi, riskli hastalarin bulunmadig: diger iinitelerde rutin su kiiltiirliniin yapilmamasi
gibi tavsiyeler yer almaktadir. Ayrica solunum cihazi ve ekipmanlarinin temizlenmesinde
steril su kullanimi tercih edilmeli ve nebulizatorlerin havuzlarinda yalnizca steril suyun
kullanilmas: tavsiye edilmektedir. Biiyiik hacimli hava nemlendirici cihazlarin tercih
edilmemesi veya gilinliik temizliginin yapilmasi yahut giiclii bir dezenfeksiyon isleminin
uygulanmasi ¢ok 6nemlidir. Bilhassa immiin sistemi zayif bireyler, sigara igiciligi, 50 yas
iistii erkek bireyler gibicesitli risk unsurlarini tastyan hastalarin yer aldigi tinitelerin kullanim
suyu sicakliklar1 > 51°C ya da < 20°C olmasi ciddi bir noktadir. Kullanim suyu sicakligi >
51°C degerlere sahipse yanmayi engellemek maksatli termostatik karistirict valflerin
kullanilmasi gereklidir. Suyun dezenfeksiyonunda klor dioksit, agir metal iyonlari, ozon ve
UV araciligiyla dezenfeksiyon tavsiye edilmemektedir. Hastanelerde gerceklestirilen
Legionella’nin kontrolii amaciyla uygulanan dezenfeksiyon isleminde monokloramin ihtiva
eden suyun kullanim1 uygun goriilmiistiir. Organ naklinin gerceklestigi birimlerde kullanilan
su numunelerinde Legionella teshis edildiginde su kaynaginin dekontamine edilmesi, zayif
bagisiklik sistemine sahip kisilerin dus almasinin engellenmesi, dis fircalama, igme suyu
vb.icin sterilize edilmis suyun kullanilmasi tavsiye edilmektedir. /kincil onlemler, saglik
kurumunun Legionella kaynakl bir vakaya hizli ve dogru bir sekilde tan1 koymasi ve tani
konulduktan sonra tedavinin hizli bir bi¢imde uygulanmasini igerir. Legionella spp.’nin
kaynaginin ortaya ¢ikarilmast amaciyla epidemiyolojik ve g¢evresel incelemeler

gergeklestirilmeli ve kaynak ortaya ¢ikarildiginda dekontamine islemi yapilmalidir [54].

2.11. Kontamine Bina Su Sistemlerinin Dekontaminasyon Yontemleri

Termal yOontem

Bu uygulamada, etkenin hangi sicaklik araliklarinda yasamsal faaliyetlerini siirdiirebildigi
cok iyi bilinmeli ve buna bagli olarak bu yontem uygulanmalidir. Legionella ailesinin biiyiik
bir kism1 60°C sicakliga yarim saate yakin dayanabilmekte ve sonrasinda yasamlar1 sona
ermektedir. Bu 60°C sicakliga sahip suyun biitiin ¢ikislardan birka¢ dakika akitilmasi
gereklidir. Bu yontem sik tercih edilen yontemler arasinda yer almaktadir. Sicak su tank
sicakligl 70°C’ye yiikseltilerek tiim su borulari musluklar ve dus basliklar1 en az 30 dakika
sicak suya maruz birakilmalidir [23]. Bu yontem siirekli tekrarlanmazsa sayet Legionella
birkag haftaya kalmadan yeniden sistem igerisinde ¢ogalacaktir. Bu yontem uzun siirmekle

beraber su 1siticilarinin kapasitesiyle sinirlidir. Bu yontemin olumsuz yanlarindan biri yanik
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riskidir. Bunun disinda sicak su sicakliginin yiikselmesi, iki sistem arasindaki 1s1
transferinden kaynakli olarak soguk su sistemini, oldugundan daha sicak bir hale getirebilir.
Bu 1s1 transferi sonucu soguk su sisteminde Legionella agisindan daha elverisli bir ortam

olugabilir. Bunun sonucunda hastaligin bulasi1 daha yiiksek bir oranda goézlemlenebilir[11].

Ultraviyole 1sinlari

Kisa dalga boylu UV isinlari, timin dimerleri araciligiyla hiicresel DNA hasarina neden
olarak Legionella 1iizerinde Oldiiriici bir etkiye sahiptir. Bu yontem bolgesel
dezenfeksiyonda tercih edilmektedir. Ultraviyole isinlart maruziyeti sonucunda geriye
kalinti kalmadigindan tekrardan kolonilesmenin olugsmamast icin, merkezden uzak
bolgelerin siiper 1sitma ve akitma yontemiyle dezenfekte edilmesi gereklidir. Kalinti
birakmamasi sebebiyle ¢evre dostu bir yontemdir. Yontemin bu 0Ozelligi atik su
dezenfeksiyonunda bu yontemi daha c¢ok tercih edilebilir kilmaktadir. Yontemin daha giiglii
bir dezenfeksiyon yapmasi i¢in giimiig-bakir iyonizasyonu ve klorlama ile beraber tercih
edilmesinde fayda vardir. Ultraviyole 151k {initelerinde tortu yigilmasin1 dnlemek amaciyla

oOn filtrasyon islemi gerekli bir unsurdur [12, 55, 56].

Klorlama

Igme suyu amaciyla tiiketilen suyun bulundugu sebeke suyu sistemlerinde diizenli bir sekilde
gergeklestirilen serbest klorlama (<0,5 mg/L) biyofilm tabakas1 i¢ceriginde yasamini siirdiiren,
Legionella ve Legionella benzeri formlarda biyosidal etki meydana getirememektedir.
Legionella bakterileri, E. coli ve diger koliform bakterilere nazaran klora kars1 daha fazla bir
direng gostermektedirler. Standart seviyedeki klor, biyofilm katmanina, periferal bolgelere
ve su sistemindeki suyun duragan oldugu alanlara etki edemez. Klor dozunun
yukseltilmesi okside etkiyi artiracagindan su sistemindeki tiim alanlara etki ederek
Legionella’nin liremesini engeller. CDC’nin tavsiye ettigi serbest klor konsantrasyon
degeri minimum 1 mg/L olmalidir. Bununla beraber serbest klorun pH’1n yiiksek oldugu
degerlerde etkisinin azaldig1r belirtilmistir. Yogun klor konsantrasyonunun olumsuz
yanlarindan biri 4-5 yil klorlama yapilmis su sistemlerinde korozyon meydana getirmesidir.
Serbest klor araciligiyla dezenfeksiyon isleminin su sistemlerinde kanserojen madde

biriktirmesi arastirmacilar tarafindan dikkate alinan bir unsurdur [55,57].
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Bakir-glimiis iyonizasyonu

Bina su tesisatlarinda Legionella etkenine kars1 koruma yontemlerinin en kullaniglis1 giimiis
ve bakir iyonizasyon yontemidir. Bakir ve giimiis iyonizasyon yontemi insan sagligi
tizerinde olumsuz bir etki birakmadan Legionella tiirii bakterileri ortamdan temizlemektedir
[58]. Pozitif yiiklii bakir (Cu*?) ve giimiis (Ag") iyonlar1, mikroorganizmanin hiicre ¢eperi
tizerindeki negatif yiiklii bolgeler ile birleserek hiicre ¢eperinin gegirgenligini degistirerek,
hiicre yapisim1 bozmaktadir. Bununla beraber protein denatiirasyonuna da neden olarak
hiicrenin liziz olay1 sonucu par¢alanmasina sebebiyet vermektedir [23]. Ultraviyole 151k ve
klorla bir arada uygulanabilir. Fakat mesakkatli ve pahali bir yontem olmas1 eksi yonleridir

[12].

Monokloramin

Bu yontem, sebeke suyu dezenfeksiyonunda 1916 yili itibariyle uygulanan bir yoldur.
Monokloramin, amonyak ve serbest klorun suda belli oranlarda (Clo,/NH3=3-5) karistirilmasi
ile ortaya cikarilmistir. Biyofilm yapisina serbest klor dezenfeksiyon yonteminden daha ¢ok
etki etmektedir. 4 ppm (parts per million) degerindeki monokloraminin Legionella varligini
yok ettigi incelemeler sonucu bildirilmistir. Monokloramin ile gergeklestirilen
dezenfeksiyon, serbest klor ile gergeklestirilen dezenfeksiyona nazaran daha yavas olmasina
karsin su dagitim sisteminde ileri derecede u¢ noktalara bile niifuz edebilmektedir. Bunun
yani sira, tiikketilen suyun tadi ve kokusu geri kalan yontemlerdeki kadar rahatsizlik verici

degildir. Bir olumlu 6zelligi ise korozyon meydana getirmemesidir [57].

Birlikte kullanilan yontemler

Bir arada uygulandiklarinda ortaya ¢ikan dezenfeksiyon etkisi, ayr1 ayri uygulandiklarinda
ortaya ¢ikan etkiden daha fazla olan yontemlerdir. Bunlar; Klor ve kloramin, Klordioksitve

kloramin, Ozon ve klor, Ozon ve kloramin, UV ve klor ve UV ve kloramindir[23].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Calismada kullanilan bakteriler

Bu ¢alismada 2017 Mayis — 2019 Subat tarihleri arasinda Halk Sagligi Genel Midiirliigi
Ulusal Solunum Yolu Patojenleri Referans Laboratuvari’na gelen farkli su sistemlerinin ayr1
su ¢ikis noktalarindan alinan 64 su numunesinden Legionella cinsi bakterilerinin izolasyonu
gerceklestirilmistir. Bu su numuneleri rastgele secilim yontemine gore tercih edilmislerdir.
Legionella cinsi bakterilerinin izolasyonunda kiiltiir yontemi ve real-time PCR ydntemi

kullanilmistir.

3.1.2. Besiyerleri

Buffered charcoal yeast extract (BCYE) besiyeri

Legionella bakterilerinin gelistirilmesinde Buffered Charcoal Yeast Extract (BCYE) besiyeri
kullanilmistir. Agarin pH degeri 6,9’a ayarlanmistir. Bu pH degeri bakteri gelisimi igin en ideal
degerdir [59].

BCYE besiyerinin icerigi

Yeast Ekstrakt (DifCo) ....ccooovveeiieriiniieieeieeeece e, 10,0 g

Bacto Agar (DifCo).....cccvveriieeiieeieeceeeee e 17,0g

KOMUr (MErCK) ...ovieeiiiiiieeiieeeeeee et 20¢g

ACES (S1ZMA) .eeiiiiieiiieiieeieeeeee et 10,0 g
alfa-Ketoglutarik asit (Sigma) .........ccceevvierieeciienienieennenne, 1,0g

KOH (Sigma, Merck).......ccoceevouiiiriieeiieecieeciee e 2,4¢

DISHIE SU c.vviieiiieciieeee e 985 mL

L() SISTEIN 1oovvieieiieeciie e (0,4 g) 4 mL
Demir (IIT) pirofosfat ..........cecvevieeciiinieeiierieceeeeeeeeeen (0,25 g) 10 Ml

Hassas terazi kullanilarak tartilmislardir.
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DGVP besiveri

BCYE besiyerine vankomisin, glisin, siklohekzimid, polimiksin B eklenerek hazirlanmistir

[13].

DGVP besiyerinin icerigi

Yeast Ekstrakt (DifCo) .....cococeeeeiieiiiiieeieiecee e 10,0 g

Bacto Agar (DifCO) ..ooovviieiiieeiieeeeeeeeeeee e 170 g

KOMUr (Merck) ..oooveiieiieeiie et 1,5¢

ACES (S1ZMA) .eeiiiiiieiiirieeeeeece et 10,0 g
alfa-Ketoglutarik asit (Sigma) ........cceceeeviieniienienieeiieee, 1,0g

KOH (Sigma, Merck).........ccocueevuieniieiiienieeiieeeeeieesiee e 24¢

Glisin (Sigma, Merck) ......cccceeevieerieeeiiieeieecie e 3,0g

DIStIE SU vt 975 mL

L(F) SIStEIN weveeuveiieieiieiieeieeeestee e (1,0 g) 10 mL
Demir(II1) pirofosfat .........cccceevieeiieiieniieieieeeeeee e, (0,25 g) 10 mL
Brom krezol moru .......cccoooviveeiiiiiieeeeeee e (10,0 mg) 1 mL
Bromtimol mavisi ........ccccecevieeeiiieiiieeeecee e (10,0 mg) 1 mL
Vankomiksin HCI ........ccccoooiiiiiiiiiiicceccee e (1,0 mg) 1 mL
Polimiksin B .......coooiiiiiiiiiiiiciceeeeee e (50,000 uL) 1 mL
Kanli agar

Bu besiyeri Legionella mikroorganizmalarinin ihtiyaci olan temel amino asitleri saglayan L-
sisteini ihtiva etmez. Bundan dolay1 bu agarda Legionella ailesi lireyip gelisemez, bu nedenle
siipheli kolonilerin ayriminda 6nemli bir besiyeridir. [27]. Kanli agarin pH’s1 6,8 degerinde

olmalidir.

Kanli agarn icerigi

‘Lab-Lemco’ POWder .......cccovvveiiiiiiieeiieceeceee e 10 g/L
PePLON .o 10 g/L
Sodyum KIOTIt .....ccoviiiiiiiieeiieiiecieeeeee e 5¢g/L
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DefIbrin KAn ....ooooeeeeeeeeeee e 50 mL
DISHLE SU et 1000 mL

3.1.3. Test kitleri

Lateks agliitinasyon test kitinin icerigi

e L. pneumophila serogrup 1 deney ayiraci, mavi lateks partikiilleri igeren 6zgiil tavsan
antikoru.

o L. pneumophila serogrup 2-14 deney ayiraci, mavi lateks partikiilleri igeren 6zgiil tavsan
antikoru.

o L. pneumophila’nin disinda kalan diger Legionella spp. i¢in deney ayiraci, mavi lateks
partikiilleri igeren 6zgiil tavsan antikoru.

e Porzitif kontrol siispansiyonu, igeriginde Legionella hiicrelerinin tamponlanmis
polivalan siispansiyonu yer almaktadir. Deney ayiraglart uygulandiginda pozitif sonug
beklenmektedir.

e Negatif kontrol siispansiyonu, igeriginde Legionella spiritensis hiicrelerinin fizyolojik
tuzlu sudaki slispansiyonu yer almaktadir. Deney ayiraglari uygulandiginda negatif
sonu¢ beklenmektedir.

e Kontrol lateks, reaktif olmayan tavsan globulinleri ile duyarlilastirilmis mavi lateks
partikiilleri igeriginde yer almaktadir. Bu kontroliin amaci yalanci pozitifligin
incelenmesi amaciyla gergeklestirilmektedir. Deney ayiraglari ile pozitif sonug vermis

suslar bu siispansiyon ile negatif sonu¢ vermesi beklenmektedir [11].

Su numunelerinden canli bakterivel DNA izolasyon kiti

e HPLC 6l¢ekli su

e DCEB ( Olii hiicre eliminasyon tamponu; DNaz-I icerikli soliisyon )
e Triton™ X-100 igeren Tris-EDTA tamponu (TET)

e Lizozim enzimi (LZ)

e 10 mM Tris-Cl, pH 8,0 (TCI)

e Proteinaz-K enzimi (Pr-K)

e Molekiiler 6l¢ekli su (MGW)

¢ Guanidinyum Tiosiyanat, 0,05 M Tris-Cl pH 8,0 (GIT)
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e izopropil alkol (IP)

e 1,5 M Guanid Tiosiyanat, 0,025 M Tris-Cl, %50 2-Propanol (GITIP)

¢ Yikama tamponu; 20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCl, %80 v/v Etanol (WB)
e Eliisyon tamponu; 1X TE (10 mM Tris-Cl, 1 mM EDTA) (EB)

Su 6rneklerinde Legionella spp., L. pneumophila ve L. pneumophila serogrup-1 Tespit Kiti

e 2X qPCR Mix; 2X qPCR enzim ve tampon karigimi

e Legionella spp.-Oligo Mix; Legionella spp. hedefli oligoniikleotitler (primer&prob)
(FAM)

e L. pneumophila-Oligo Mix; L. pneumophila hedefli oligoniikleotitler (FAM)

e L. pneumophila SG1-Oligo Mix; L. pneumophila serogroup-1 hedefli oligoniikleotitler
(FAM)

Negatif kontrol; Molekiiler 6lgekli su

3.2. Metot

3.2.1. Kiiltiir yontemi

Su numunelerinin ekilmesi

Calismada laboratuvarimiza génderilmis olan su numunelerinin alindig1 yerler ve sayisal
dagilimlar1 Cizelge 3.1°de verilmistir. Su deposu, musluk basligi, su tanki ve dus basligi
gibi su c¢ikis noktalarindan alinan su numuneleri dncelikle homojenize edilmek amaciyla
vortekslenmis daha sonra direkt ekim ve filtrasyon sonrasi asit islemi uygulanmigtir.
Sogutma kulesi ve su kulesi benzeri su ¢ikis noktalarindan alinan su numunelerine ise
direkt ekim ve dogrudan asit ile muamele edilerek ekim yapilmistir. Filtrasyon isleminde
kullanilan membran filtre (Sartorius stedim) selliiloz-asetat yapisinda; 0,2 pm por ¢apinda
ve 47-50 mm c¢apindadir. Direkt ekimi yapilacak su numunelerinden 0,1’er mL alinmig

olup BCYE ve DGVP besiyerlerine ekimi gerceklestirilmistir [60].
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan su numunelerinin alindig1 yere gore sayisal dagilimi

Su numunelerinin alindig1 yerler| Su numunelerini alindig1 yere gore sayisal dagilimi
Su deposu 4
Musluk baglig 14
Su tanki 1
Dus bagligi 25
Sogutma kulesi 18
Su kulesi 2
Toplam 64

Filtre sonrasi asit ile muamele edilecek su numuneleri sirasiyla 50 mL su numunesi filtrasyon
cihazinda (Sartorius stedim) yer alan filtreden siizdiiriilmiistiir. Ardindan filtre kdgitlar1 5 mL
su iceren tiiplere konulmustur. Filtre tizerindeki mikroorganizmalarin suya gegisi i¢in 30
saniye boyunca tiipler vortekslenmistir. Daha sonra asitle muamele islemi i¢in filtreyi igeren
tiiplerin su igeriginden 2 mL miktarinda su alinmis ve igerisinde 2 mL HCL- KCL (pH 2,2)
bulunduran tiiplere eklenmistir. Tiipler vortekslenmis ve 3 dakika bekletilmistir. 3 dakikanin
ardindan asit-su karigimini bulunduran tiipler tekrar vortekslenmistir. Bu tiiplerden alinan

0,1’er mL su numuneleri BCYE ve DGVP besiyerlerine ekilmistir [60].

Dogrudan asit ile muamele edilecek olan su numunelerinden sirasiyla 2 mL su numunesi
alinarak icerisinde 2 mL HCL-KCL (pH 2,2) bulunan tiiplere aktarilmistir. Daha sonra tiipler
vortkeslenmis ve 3 dakika bekletilmistir. Ardindan bu tiiplerden aliman 0,1°’er mL su
numuneleri BCYE ve DGVP besiyerlerine ekilmistir. Tiim 6rnekler 37°C aerob sartlarda
inkiibe edilmistir. Nem saglamasi i¢in etiiv i¢ine bir kap ve kabin i¢ine de diizenli olarak su

eklenmistir [60].

Bakterilerin sayimi

Uremenin oldugu plaklar koloni mikroskopu (Olympus) ile incelenmistir. Mikroskopta yesil
buzlu cam goriintlisiine sahip yahut yuvarlak gri koloniler Legionella agisindan siipheli

koloniler olarak inceleme altina alinmustir.
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Daha sonra BCYE ve DGVP besiyerlerinde {iremis slipheli kolonilerin BCYE ve %5 kanli
agara ekimi gerceklestirilmistir. 24-48 saat siiren inkiibasyon sonrasi incelenmeye alinmustir.
Kanl1 agarda tiremenin olmadig1 ancak BCYE besiyerinde liremenin goriildiigii plaklarda
yer alan koloniler, cesitli kaynaklardan alinan oOrneklerin Legionella spp. tir ve
serogruplarinin tanimlanmasinda kullanilan bir test olan Legionella Lateks Agliitinasyon
Testine (Oxoid, DR0800, Ingiltere) alinmistir. Bu test sonucu bulunan Legionella
bakterilerinin plak iizerinde sayimi gerceklestirilir. Sayilan koloni say1 Cizelge 3.2°de yer

alan degerlere gore hesaplanmugtir [11].

Cizelge 3.2. Koloni sayiminin ekim yontemine gore hesaplanmasi

Direkt Ekim Filtre Islemi + Asit| Asitle Muamele

1 mL suda Legionella
saysi (koloni/mL) Sayilan Koloni x 10| Sayilan Koloni x 2|Sayilan Koloni x 20

Lateks agliitinasyon kiti ¢alisma yapilmadan once oda sicakligina getirilmis, ardindan
plaklarda yer alan siipheli koloniler lateks kartlarda yer alan yuvarlak kisim igine
stiriilmiistiir. Daha sonra siispansyion tamponu ile reajenlerden 1’er damla lateks kartlar
icerisinde yer alan yuvarlak kismin i¢ine damlatilmis ve bir 6ze yardimiyla yuvarlak kisim
icinde karistirilmistir. Yaklasik olarak 5 dakika boyunca lateks kartlar el yardimiyla
cevrilmistir. Ardindan lateks kartlarda gozlenen ¢okelme durumlarina gore sonug verilmistir.
Bu reajenlere Lateks agliitinasyon kiti (Oxoid) ile yapilan ¢alismalarda siipheli koloniler L.
pneumophila serogrup 1, L. pneumophila serogrup 2-14 ve L. pneumophila spp. agisindan

ileri identifikasyonu gercgeklestirilmistir.

3.2.2. Real-time PCR yontemi

Su numunelerinden DNA ekstraksiyonu

Su  numunelerinden DNA  ekstraksiyonu yaparken diger bakteriyel DNA
esktraksiyonlarindan farkli olarak membran filtrasyon yontemi de DNA esktraksiyonun
islemi igerisinde yer almaktadir. DNA ekstraksiyonu isleminde uygulanan basamaklar su

sekilde gergeklestirilmistir;
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Su numunelerinden 100 mL alinarak, numune 25 mm cap ve 0,4 pm gdzenek hacmine
sahip polikarbonat yapili membran filtreden (Sartorius stedim) siizilmiistiir.

DNaz-I igerikli 611 hiicre eliminasyon tamponundan 1000 pL alinmis ve tiim filtre yiizey
alanina niifuz etmesi bakimindan yakin mesafeden filtre {izerine birakilmistir.

7 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.

Ardindan membran filtreden 20 mL HPLC 6lgekli su stizdiiriilmiistiir.

Membran filtre, steril bir pens yardimi aracilifiyla alinarak 2 mL hacimli bos bir
mikrosantrifijj tiipiiniin icine konulmustur. Bundan sonraki islemler biyogiivenlik kabini
(Metisafe) igerisinde gergeklestirilmistir.

Tiip icerisinde yer alan filtre {izerine, 580 pL Triton™ X-100 igeren Tris-EDTA tamponu
ve 20 pL lizozim soliisyonu eklenmis ve vorteks aracilifiyla 2 dakika siiresince
karistirihip kisa siireli santrifiij uygulanmistir.

37°C’de 15 dakika 1s1tic1 blok icerisinde bekletilmistir.

Ornek tiipiine 25 pL Proteinaz K (6ncesinde ¢oziinmiis) eklenmistir.

Ornek tiipii 10 saniye vortekslenerek karistirilmistir. Ardindan 6rnek tiipii 60°C’de 15
dakika boyunca 1sitic1 blok igerisinde bekletilmistir.

Isitic1 bloktan alinan tiiplere 600 pL. Guanidinyum Tiosiyanat - 0,05 M Tris-Cl pH 8,0
(GIT) eklenmistir.

Vorteks araciligiyla 2 dakika boyunca karistirilmis ve kisa stireli santrifiij uygulanmistir.
95°C’de 15 dakika inkiibe edilmistir.

Tiip icerigi vorteks ile hafifce karistirildiktan sonra 14 000 g’de 1 dakika santrifiij islemi
uygulanmustir.

Stipernatant (tiim sivi) yeni ve temiz bir mikrosantrifiij tlipe aktarilmis, dipte kalanlar
tiiple birlikte atilmustir.

Yeni tiipteki slipernatanta 600 pL izopropil alkol (IP) eklenmis ve numune pipetaj
uygulanarak iyice karistirilmistir.

Bos bir toplama tiipiine spin kolon yerlestirilmis ve numunenin yaklagik 600 pL’si bu
DNA kolonuna aktarilmistir.

14 000 g’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

Toplama tiipiinde biriken filtrat atilmigtir.

Numunenin geri kalani tiikkenene kadar bu isleme devam edilerek numunenin tiimii

kolondan geg¢irilmistir.
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e On yikama isleminde kullanilmak {izere kolona 500 pL 1,5 M Guanidinyum Tiosiyanat,
0,025 M Tris-Cl, %50 2-Propanol eklenmistir. 14 000 g’de 1 dakika santrifijj
uygulanmis, filtreden siizlilmiis olan kisim atilmstir.

e Yikama islemi i¢in kolona 500 pL yikama tamponu eklenmistir. Ardindan 14 000 g’de 1
dakika santrifiij islemi uygulanmstir.

e Filtre edilmis kisim atilmis ve DNA kolonuna 500 pL. daha yikama tamponu eklenerek
tekrar 14 000 g’de 1 dakika santrifiij uygulanmstir.

e Toplama tiipiinde filtreden siizlilmiis kisim atilmistir.

e Kolon yiizeyindeki alkolii uzaklastirmak amaciyla, DNA baglanmis kolon bos halde
temiz bir toplama tiipiine yerlestirilmis ve 14 000 g’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

e Kurutulmus kolon, 1,5 mL’lik temiz bir mikrosantrifiij tiipii lizerine yerlestirilmistir. 100
pL eliisyon tamponu, DNA kolonuna konulmustur.

e Eliisyon sivisinin tiim kolon ylizeyine yayilmasi i¢in yaklagik 1-2 dakika beklenmistir.

e 14 000 g’de 1 dakika santrifiij islemi uygulanmistir. Elde edilen DNA’lar — 20°C°de

kullanilincaya kadar muhafaza edilmistir.

DNA amplifikasyonu

Real-time PCR miksin hazirlanisi ve DNA amplifikasyonu kit igeriginde yer alan iiretici
firmanin belirledigi yonteme gore yapilmistir. Calismaya baslanmadan hemen once kit
bilesenleri ve ekstraktlar -20 °C’den oda 1s1sina getirilmistir. Kitte hazir olarak verilen 2X
gPCR (enzim ve tampon i¢cermektedir). Temiz oda igerisinde PCR striblerine sirayla 2X
gPCR miks ve her bir etkenin oligo miksi (primer ve prob icermektedir) eklenmistir. 2X
qPCR miksinden 5 pL stribe eklendikten sonra bunun iizerine 2 pL oligo miksler ( FAM
isaretli prob icermektedir) sirasiyla eklenmistir. PCR striplerine kirli oda icerisinde 2 mL DNA
ve 2 mL pozitif kontrol eklendikten sonra stripler kapaklar1 ile kapatilmis ve Real-time
PCR cihazina yiiklenmistir. Bilgisayar araciligiyla ve Real-time i¢in 6zel gelistirilmis
yazilim ile calisilacak olan PCR protokolii se¢ilmistir. Bu ¢alismada bio-eksen’e ait “Su
Orneklerinde ve Klinik Numunelerde Canli Legionella spp., Legionella pneumophila ve L.
pneumophila serogrup-1 Tespit Kiti” kullanim kilavuzunda yer alan PCR protokolii
uygulanmigtir. (Cizelge 3.3). Bu protokol Herpers ve ark. (2003)’nin c¢alismalarinda
kullandig1 protokoliin modifiye edilmis halidir [45].
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Cizelge 3.3. Uygulanan real-time PCR protokolii

Cogalma — 45 dongii

On Inkiibasyon—1 dongii
Denatiirasyon Baglama ve Uzama

95 °C -5 dakika  |950C _ 15 saniye| 65°C — 40 saniye Okuma

Real-time PCR sonuclarinin yorumlanmasi

Caligma sonucu her bir numunenin olusturdugu grafige ve miktar dongiisii (quantification
cycle-cq) degerlerine bakarak calisilan numunelere Legionella bakimindan pozitif yahut

negatif sonug¢ verilmistir. Real-time PCR ¢alismas1 gergeklestirilen bilgisayar ve real-time

sistemi Resim 3.1°de verilmistir.

Resim 3.1. Real-time PCR cihaz1 (Biorad CFX 96 Real-time system) ve bilgisayar

Numune Legionella bakimindan pozitif ise bilgisayar ekraninda goriilen grafigin parabol
seklinde olmasi ve gegerli bir cq degerine sahip olmasi gerekmektedir. Sekil 3.1°de pozitif
kontrol goriintiisii yer almaktadir. Legionella bakimindan negatiflik s6z konusu oldugunda
ise parabol egrisinin olugmamasi, dogrusal ya da dogrusala yakin bir sekilin
gozlemlenmesi gerekmekte ve gecerli bir cq degeri elde edilememektedir. Sekil 3.2°de ise

negatif kontrol goriintiisii yer almaktadir.
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Sekil 3.1. Real-time PCR ¢alismasinda pozitif kontrol goriintiisii
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Sekil 3.2. Real-time PCR calismasinda negatif kontrol goriintiisii

3.3. istatiksel Analiz

Istatiksel analizde IBM SPSS Statistics 22 kullanilmistir. Su numunelerinde Leigonella

varliginin tespitinde kullanilan kiiltiir ve real-time yontemleri arasinda farkliligin anlamh

olup olmadigini belirlemek amaciyla student t-Testi (p=0,05) kullanilmastir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Izolasyon

Bu tez c¢alismasinda su tanklar1 (soguk ve sicak), air-conditioning sistem sogutma kulesi,
musluk ve duslar gibi farkli alanlardan secilen ve inceleme altina alinan 64 farkli su
numunesi oncelikle BCYE ve DGVP besiyerlerine ekilmistir. Uremenin oldugu plaklar
koloni mikroskopu (Olympus) ile incelenmistir. Mikroskopta yesil buzlu cam goriintiisiine
sahip yahut yuvarlak gri koloniler Legionella agisindan siipheli koloniler olarak

degerlendirilmistir. Siipheli koloni goriintiisii Resim 4.1°de verilmistir.

Resim 4.1. Legionella cinsi bakterilerin BCYE besiyerindeki goriintiisii

Daha sonra iireyen siipheli koloniler BCYE ve %5 kanli agara ekilmistir. 24-48 saat sonra
kanli agarda iiremenin olmadig1 ancak BCYE besiyerinde tiremenin goriildiigli plaklarda
(kiiltiir yontemi) yer alan koloniler ileri tanimlamalar1 lateks agliitinasyon kiti (Oxoid) ile
saglanmistir. Lateks agliitinasyon kiti (Oxoid) caligma goriintiisi Resim 4.2°de

gosterilmistir.
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Resim 4.2. Lateks agliitinasyon kitinde L. pneumophila SG1 agliitinasyonu

4.2. Tanimlama

64 adet su numunesine uygulanan kiiltiir yontemi sonucunda 23 adet su numunesinde
Legionella varligina rastlanirken, 41 tanesinde Legionella bakterisine rastlanilmamistir. 23
adet su numunesinden lateks agliitinasyon Kkiti ile yapilan tanimlamada 3 numunede L.
pneumophila serogrup 1 (SG1), 8 numunede L. pneumophila serogrup 2 (SG 2-14), 12
numunede Legionella spp. tespit edilmistir. Kiiltiir yonteminde Legionella varlig tespit
edilen numunelerin yiizdesel dagilimi Sekil 4.1°de verilmistir. Kiiltlir yonteminde Legionella
varlig1 tespit edilen numunelerin tiir bazinda yiizdesel dagilimi ise Sekil 4.2°de verilmistir.
Kiiltiir yontemine gore; 13 nolu numunede (Ag¢ik devre musluk basligi) besiyerinde
gelistirildiginde en fazla bakteri yogunlugu (2176 koloni/mL) belirlenirken 41 numunede

Legionella bakterisi belirlenememistir.

Kiiltiir Yonteminde Legionella Varhgi Tespit Edilen
Numunelerin Yiizdesel Dagilimi

W L. pneumophila SG 1

B L. pneumophila SG 2 -14

W Legionella spp.

W Legionella tespiti yapilamayan
|

[

Sekil 4.1. Kiiltiirde Legionella varligi tespit edilen numunlerin yiizdesel dagilimi
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Kiiltiir Yonteminde Legionella Varhgi Tespit Edilen
Numunelerin Tiir Bazinda Yiizdesel Dagilimi

W L. pneumophila SG 1
W L. pneumophila SG 2 -14

W Legionella spp.

Sekil 4.2. Kiiltiirde tespit edilen numunlerin tiir bazinda yiizdesel dagilim1

Legionella cinsi bakteri varlig1 a¢isindan analizi yapilmis su numunelerine uygulanan ikinci
yontem ise real-time PCR yontemidir. Real-time PCR c¢alismasinda kullanilan kit, L.
pneumophila SG1, L. pneumophila ve Legionella spp. varliginda pozitiflik vermektedir. L.
pneumophila SG 2-14 varhigin tespit etmektedir, ancak daha genel bir sekilde kit L.
pneumophila SG 2-14’1 Legionella spp. icerisinde gostermektedir. Real-time PCR
yonteminde inceleme altina alinan su numunelerinin PCR sonucunda; 15 numunede L.
pneumophila SG1 pozitif, 2 numunede L. pneumophila SG 2-14 pozitif, § numunede L.
pneumophila pozitif ve 39 numunede negatif sonu¢ tespit edilmistir. Real-time PCR
yonteminde Legionella varligi tespit edilen numunelerin yiizdesel dagilimi Sekil 4.3’de
verilmistir. Real-time PCR yonteminde Legionella varligi tespit edilen numunelerin tiir

bazinda yilizdesel dagilimi ise Sekil 4.4°de verilmistir.

Real-Time PCR Yonteminde Legionella Varhg Tespit
Edilen Numunelerin Yiizdesel Dagilimi

W L. pneumophila SG 1

W L. pneumophila SG 2 -14

W Legionella spp.

B [egionella tespiti yapilamayan

Sekil 4.3. Real-time PCR ile Legionella varlig1 tespit edilen numunlerin yiizdesel dagilimi
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Real-Time PCR Yonteminde Legionella Varhg Tespit
Edilen Numunelerin Tiir Bazinda Yiizdesel Dagilimi

W L. pneumophila SG 1
W L. pneumophila SG 2 -14

W Legionella spp.

Sekil 4.4. Real-time PCRda tespit edilen numunelerin tiir bazinda yiizdesel dagilimi

Kiiltiir-lateks agliitinasyon ve PCR sonuclarini karsilastirildiginda bazi numunelerde her iki
calismada da ayni1 sonuglar ¢ikarken, bazi numunelerde farkli sonuglar elde edilmistir. Su

numunelerinin kiiltiir ve Real-time PCR sonuglar1 Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Calismada kullanilan su numunelerinin kiiltiir ve real-time PCR sonuglari

Numune Su numunesinin alindig1 bolge - Kiltiir !ateks Real-time PCR sonucu
No agliitinasyon testi sonucu

1 Su deposu (Hastane) - L. pneumophila SG 1
2 Kullanma suyu depo ¢1kist - -

3 Kullanma suyu depo ¢1kist - -

4 Kullanma suyu depo ¢ikist - -

5 Sicak su tanki (Hastane) - -

6 Sert soguk su musluk baglig1 (Hastane) - -

7 Sert sicak su musluk basligi (Hastane) - -

8 Yumusak sicak su musluk basligi (Hastane) - -

9 Yumusak soguk su musluk basligi (Hastane) - -

76 koloni/mL
10 Soyunma odas1 musluk baslig: (Hastane) L. pneumophila SG 1
L. pneumophila SG 1
" Atk ocas 1uk bash 512 koloni/mL Levionell
rk ocag1 musluk baslhig egionella spp.
£ e L. pneumophila SG 2-14 & PP
6 koloni/mL
12 Alfa laval musluk bagligi L. pneumophila SG 1
L. pneumophila SG 2-14
2176 koloni/mL
13 Acik devre musluk bashigi L. pneumophila SG 1

L. pneumophila SG 2-14
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Cizelge 4.1. (devam) Calismada kullanilan su numunelerinin kiiltiir ve real-time PCR

sonugclari

63 koloni/mL

Oksijen kii¢iik musluk basligt L. pneumophila SG 1
14 L. pneumophila SG 2-14
. 14 koloni/mL
15 Oksijen biiyiik musluk basligi L. pneumophila SG 2-14
L. pneumophila SG 2-14
430 koloni/mL
16 Kapal1 devre musluk basligt L. pneumophila SG 1
L. pneumophila SG 2-14
307 koloni/mL
17 Toz toplama musluk bagligi L. pneumophila SG 1
L. pneumophila SG 2-14
18 Yeni biife musluk baslig1 - -
19 Mutfak musluk baglig1 (Hastane) - -
10 koloni/mL
20 Fabrika su kulesi Legionella spp.
L. pneumophila SG 1
21 Fabrika su kulesi - -
22 Sogutma kulesi (Hastane) - -
23 Sogutma kulesi (kazan) - -
15 koloni/mL
24 Sogutma kulesi (motor) L. pneumophila SG 1
Legionella spp.
) 20 koloni/mL
25 Sogutma kulesi (aktarma) Legionella spp.
Legionella spp.
26 Sogutma kulesi (kep kaynak) - -
27 Sogutma kulesi (1s1] islem) - -
28 Sogutma kulesi (1s1l islem) - -
29 Sogutma kulesi (kazan) - -
30 Sogutma kulesi (motor) - -
. 40 koloni/mL
31 Sogutma kulesi (aktarma) L. pneumophila SG 1
Legionella spp.
32 Sogutma kulesi (kep kaynak) - -
] 250 koloni/mL
33 Sogutma kulesi (aktarma) Legionella spp.
Legionella spp.
34 Sogutma kulesi (aktarma) - Legionella spp.
35 Sogutma kulesi (kazan) - -
10 koloni/mL
36 Sogutma kulesi (motor) L. pneumophila SG 1
Legionella spp.
. 290 koloni/mL
37 Sogutma kulesi (aktarma) -
Legionella spp.
340 koloni/mL
38 Sogutma kulesi (kep kaynak) L. pneumophila SG 1
Legionella spp.
15 koloni/mL
39 Sogutma kulesi (1s1l iglem) L. pneumophila SG 1
Legionella spp.
40 Kit tinitesi dus baslig: sicak su (Hastane) - -
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Cizelge 4.1. (devam) Calismada kullanilan

su numunelerinin kiltir ve real-time PCR

sonugclari
41 Yogun bakim dus baslig1 sicak su (Hastane) 800 koloni/mL L. pneumophila SG 1
L. pneumophila SG 1

42 Bayan soyunma odasi dus basligi (Hastane) - -

43 Oda dus baslig1 (Hastane) - -

44 Oda sicak suyu dus basligi (Misafirhane) 6 koloni/mL L. pneumophila SG 2-14
Legionella spp.

45 Oda dus baslig1 (Hastane) - Legionella spp.

46 Oda dus baslig1 (Hastane) 10 koloni/mL -

L. pneumophila SG 2-14

47 Oda sicak suyu dus baslig1 (Misafirhane) 2 koloni/mL -
Legionella spp.

48 Motor alan prefabrik bina dug baslig1 - -

49 Idari bina erkekler dus baslig - -

50 Is1l islem sicak suyu dus baslig - -

51 Kep kaynak iist kat dus basligi - -

52 Kamyon alan erkekler dus baslig1 2 koloni/mL Legionella spp.
Legionella spp.

53 RTM sicak suyu dus basligt - -

54 Kamyon alan bayanlar dus basligi - -

55 Yeni boyahane sicak suyu bay dus baslig1 - -

56 Yeni boyahane sicak suyu bayan dusg bagligi - -

57 Aritma tesisi sicak suyu dus basligi - -

58 Uriin gelistirme sicak suyu dus bashg - -

59 Kamyon alan erkekler dus basligt - Legionella spp.

60 Sicak su dug bagligi (Misafirhane) - L. pneumophila SG 1

61 Banyo dus bashigi (Hastane) - -

62 Bayan soyunma odasi1 dus basligi (Hastane) - -

63 Oda dus baslig1 (Hastane) - L. pneumophila SG 1

64 Oda sicak suyu dus baslig1 (Misafirhane) 15 koloni/mL -
Legionella spp.

Almman su oOrneklerinden 14 musluk basligt numunesinin 6’sinin hem kiiltiir-lateks

agliitinasyon testinde hem de real-time PCR sonucunda Legionella varligina
rastlanilmamustir. 4 su deposu numunesinden sadece 1 numunede (numune numarasi 1) real-

time PCR ile L. pneumophila SG 1 tespit edilmisgtir.

1 tane olan sicak su tank numunesinde, kullanilan her iki yontemde de Legionella bakterisi

pozitif sonu¢ vermemistir. 25 tane dus baslig1 numunesine uygulanan her iki yontem sonucu
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10 adet numunede Legionella varligi tespit edilmistir. 15 numunede ise Legionella varligi
tespit edilememistir. 18 adet sogutma kulesi numunesine uygulanan her iki yontem sonucu
9 adet numunede Legionella varlig1 belirlenitken 9 numunede ise Legionella varlig
belirlenememistir. 2 adet su kulesi numunesine uygulanan kiiltiir — lateks agliitinasyon ve
real-time PCR yontemlerinde; 1 adet numunede Legionella varligi goriiliirken, 1 numunede

ise Legionella varlig1 goriilmemistir (Sekil 4.5).

Legionella Varhgi Tespit Edilen Numunelerin Alindig1 Yere
Gore Dagilim

mSudeposu WMusluk bashg:a mSutanki ®Dus bashg ®Sogutma kulesi mSukulesi

3% 3%

Sekil 4.5. Legionella varlig1 tespit edilen numunlerin alindigi yerlere gore ylizdesel
dagilimi
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5. TARTISMA

Legionella spp.; dogal su habitatlarinin florasinda ve nem miktar1 fazla olan toprak
habitatlarinda yogun miktarda bulunabilmektedirler. Bu ¢ok 6zel canlilar nemin ytiksek
oldugu yasam alanlarinda, asir1 sicaklikta ve farkli pH seviyelerinde yagsamlarini idame
ettirerek, biitiin ekstrem kosullara karsin kendilerini muhafaza etmekte ¢ok basarilidirlar.
Bunun disinda asir1 miktarda klora karsi direng gosterebildiklerinden cesitli su kaynak
yapilarina diizenli bir sekilde uygulanan klorlama prosesi de bu canlilarin yasamsal
faaliyetlerini durduramaz [21]. Bu ekstrem kosullara dayanabilmesinin en biiyiik sebebi;
yapay su sistemlerinde bulunan biyofilm katmani igerisinde yasamlarin1 devam ettirerek,
cogalabilmeleridir. Ayrica bunlar disinda serbest bir sekilde yasamini siirdiiren
protozoalarin hiicre i¢i paraziti olarak da yasamlarin1 devam ettirip enfeksiyon kaynagi
olabilmektedirler [12]. Legionella mikroorganizmalarinin yapay su sistemleri icerisinde
koloni olusturmasinda; suyun akis hizi, sicakligi, cevresel mikrobiota, sedimentlerin

birikmesi ve biyofilm yapisinin varligi biiyilik bir etken olarak yer almaktadir [61, 62].

Binalarin yapisal 6zellikleri, yapay su sisteminin yapisal 6zellikleri, suyun igerdigi etkenler
ve farkli cografi konumlar gibi faktorler, giiniimiize dek gerceklestirilen arastirmalarin
neticesinde elde edilen verilerin degisken 6zellik gdstermesinde en biiyiik nedenler olarak

kabul edilmektedir [27].

(Calismalar sonucunda sogutma kuleleri ve klimalarin aerosol olusturarak hava akimiyla
beraber basta Legionella spp. olmak iizere biitiin mikroorganizmalar1 1,6 km’den daha fazla
bir hizla yasam alanlarina kattig1 bildirilmistir [63]. Aerosolizasyon vasitasiyla bulasan
Legionella spp. barindiran suyun aerosol partikiilleri 1-5 um boyut araliginda olmalidir.
Legionella spp. aerosol icerisinde bulunan partikiiller ile birlikte en az iki saat canliligini

koruyabilmektedir [64, 65].

Legionella tiirleri arasinda insanlarda hastalik etkeni olarak en sik goriilen tiir L.
pneumophila, biitiin toplum kokenli pndmonilerin % 2-16’sinda rol oynamaktadir [66].
Legionella enfeksiyonlarinin %85’inde sebep olarak L. pneumophila gosterilmektedir ve

insanda goriilen enfeksiyonlarin %80’den fazlasi serogrup 1’den kaynaklanmaktadir [11].
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Bunun disinda L. micdadei, L. bozemanii, L. wadsworthii, L. dumoffii, L. longbeachae, L.
gormanii, L. jordanis, L. feeleii ve L. oakridgensis primer derecede enfeksiyon agisindan

dikkate alinmasi gereken diger tiirlerdir [36].

Martson ve ark. (1997)’nin gerceklestirdikleri ¢alismalar sonucunda sigara igiciliginin,
kronik akciger hastalifina sahip olmanin, kronik kalp rahatsizliginin, yashiligin ve zayif
bagisiklik sistemine sahip olmanin bu hastalik i¢in risk etkeni oldugunu ortaya koymuslardir.
Bunlarla beraber alkol tiiketiminin fazla olmasi, bdbrek rahatsizliklari, hematolojik
malignensiler, seker hastalig1 ve cinsiyet olarak erkek olmak da bu pnomoni enfeksiyonlari
acisindan risk etmenleri olarak ifade edilmektedir [67]. Bu nedenle Legionella cinsi
bakterilerin varliginin tespit edilmesi ¢cok dnemlidir. Bu amacla bu tez caligmasinda farkli su
numunelerinde Legionella cinsi bakterinin tespitinde kiiltlir ve real-time PCR yontemleri

kullanilmistir.

Legionella enfeksiyonlarinin teshis amaciyla kullanilan yontemler ig¢erisinde kiiltiir yontemi
altin standart olarak kabul gdérmiistiir [16]. Referans laboratuvarlarda gerceklestirilen
gegmise yoOnelik incelemelerde dahi, lejyoner hastaligi teshisinde kiiltiir yOnteminin
duyarliligt %11-65 araliginda ortaya ¢ikmaktadir. Bununla beraber secici besiyeri
gereksinimi, besiyeri plagi icin uygun kosullarin olusturulmasi zorunlulugu ve bunlar
disinda Legionella’y1 izole etmek icin kullanilan birgok cihaz (koloni mikroskobu, su

filtrasyon cihaz1 vb.) ihtiyaci kiiltiir yonteminin baslica zorluklarindandir [68].

ABD Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezi (Centers for Disease Control and Prevention-
CDC); su numuneleri alinirken musluk ve dus basliklarindan hem su hem de siiriintii
numunelerinin beraber alinmasini tavsiye etmektedir. Aym1 zamanda en basta siiriintii
numunesinin elde edilmesi ardindan su numunesinin alinmasini ve su numunesinin 15
dakika boyunca asitle muamele edilmesini tavsiye olarak sunmaktadir. Hijyen enstitiisii
(Hygiene Institut-HI) ise, yalnizca su numunesinin elde edilmesini ve numunelerin 15 dakika
boyunca asit ile muamele yapildiktan sonra BCYE ve GVPC besiyerleri plaklarina ekilmesini
tavsiye etmektedir. CDC ve HI'in her ikisinin de protokolleri numunelerin igerisinde
mikroorganizmay1 yogun bir sekilde elde etmek amaciyla filtrasyon iglemini uygulamaktadir
[69]. Hijyen enstitiisii’niin 6nerdigi tavsiyeye uyarak, bu tez calismasinda BCYE ve GVPC

besiyerleri ayni1 anda kullanilmistir. Bunun disinda CDC ve HI'mn tavsiyeleri dikkate
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alinarak su numunelerine filtrasyon islemi uygulanmistir. Boylelikle bakteriyi daha yogun

bir sekilde besiyeri plaginda gézlemlemek amacglanmistir.

Gazi Olaylar1 Saglik Merkezi (Veterans Affair Medical Center-VAMC) ise, siiriintii ile alinan
numunenin tek basma alimmasini kafi gormekte fakat su numunesi de alinacaksa eger
santrifiij islemiyle bakteri yogunlugunun artirilmasi tavsiye edilmektedir. Numuneler 3
dakika boyunca asit ile muamele edilerek, diger ¢evresel biotanin elemine edilmesiyle,
BCYE ve DGVP besiyerleri plaklarina ekim yapilmasi gerektigi bildirilmektedir [69]. Bu
tez caligmasinda su numunelerinin asit ile muamelesi isleminde VAMC’in bu tavsiyesi
dikkate alinmistir. Tez ¢alismasinda, kiiltiir yontemi ile Legionella varliginin tespit edilmeye
calisildig1 64 numuneden 23 tanesinde Legionella tespit edilmistir. Legionella varligi tespit
edilen numunelerde %52 oraninda Legionella spp., %35 oraninda L. pneumophila sero-grup

2-14 ve %13 oraninda L. pneumophila sero-grup 1 gdzlenmistir.

Reinthaler ve digerlerinin (1993) gerceklestirdigi arastirmalarda su numunelerinin
icerisindeki bakteri miktarini filtrasyon sonucu daha yogun bir sekilde elde etmisler ve direkt
olarak, 1s1 ve asit ile muameleye birakilan numuneler, Modifiye wadosky yee (MWY),
BMPAa ve bir kismi1 ayrica GVPC besiyerine ekilmistir. Bunun sonucunda tercih edilen bu
besiyerleri arasinda anlamli bir fark ortaya ¢ikmamus fakat filtrasyon ile konsantre islemi
uygulanan numunelerin asitle muamelesi sonucunda, GVPC besiyerinin tercih edilmesinin
suda bulunan diger mikroorganizmalar1 ortadan kaldirmada daha fazla yarar sagladigi

belirtilmistir [70].

Literatiirde su kaynakl Legionella enfeksiyonlar1 daha sik yer almistir. Tiiretgen ve digerleri
(2009) Istanbul ilinde 41 dis biriminde kullanilmakta olan el aletleri, siringalar ve su
kaynaklarindan alinan toplamda 123 numuneyi inceleme altina almiglar ve 41 dis biriminin
5 tanesinde L. pneumophila serogrup 2-14 varligi tespit edilmistir [71]. Nakipoglu ve Giirler
(2000) arastirmalarin da Istanbul Tip Fakiiltesinin 20 farkli alanindan 70’i dus bashg1 ve
30’u dustan alinan su numunesiyle beraber toplamda 100 numuneyi inceleme altina almiglar
ve Legionella tiirli mikroorganizmalar varligi bakimindan arastirmislardir. Dus bagligindan
alinan siiriintii ve dus muslugundan akan suyun olusturdugu numunelerin tigtinde dort farkli
Legionella (L. jordanis, L. feeleii, L. micdadei ve Legionella spp.) ve su depolarindan elde
edilen numunelerin ikisinde iki farkli Legionella (L. jordanis ve Legionella spp.) tiiriiyle

beraber toplam olarak birbirinden farkli alt: sus tespit edilmistir. Incelenen 100 numunede
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Legionella tiirlinden bakterilerin koloni olusturma orani %5 ve Legionella izolasyon orani
%06 olarak belirlenmistir [72]. Bu tez calismasinda Legionella izolasyon orani ise yaklasik
olarak %36 olarak ortaya ¢cikmistir. Calismamizda incelenen sularin igerisinde depo, kule ve
su tanki1 gibi duragan su noktalarinin olmasi Legionella izolasyon oranini artiran bir faktor

olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Kuzey Hindistan’da bulunan organ nakli ve kanser tedavi linitelerini igeren bir ii¢lincii
basamak saglik kurulusunun su yapilarinda L. pneumophila serogroup 1 varliginin
arastirlldigt  bir c¢alismada, 79 su numunesine CDC’nin Onerileri dogrultusunda
konsantrasyon ve dekontaminasyon islemleri yapilmistir. Calisma sonunda kiiltiir yontemi
ile 79 su 6rneginin 12'sinde (%15,2) bu patojenik serogrup izolasyonu saglanmistir [73].
Bizim ¢alismamizda ise kiiltiir yontemiyle 64 numunenin 3’iinde (%4,68) L. pneumophila
serogroup 1 oldugu belirlenmistir. italya Palermo’da gerceklestirilen bir diger calismada 93
su numunesini kiiltlir yontemiyle incelemisler ve 93 su numunesinden 49'u (%52,7) L.
pneumophila mevcudiyeti agisindan negatif, 44"t (%47,3) pozitif ¢ikmistir [74]. Bizim
calismamizda ise 64 su numunesinden 41’1 (%64,07) L. pneumophila varligi agisindan

negatifken 23 (%35,93) numunede L. pneumophila varlig: tespit edilmistir.

Ignak (2007) arastirmasinda Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesine ait su
yapilarinda Legionella tiirii mikroorganizmalarin varligini, ne siklikla bulunduklarini ve su
sistemine nereden ve nasil gegtiklerini kiiltiir ydntemiyle incelemistir. Istanbul Tip Fakiiltesi
Hastanesi’nin 15 ayr1 yerinden ve idare birimlerinden 92 adet dus baslig1 ve musluk suyu, 8
depo suyu numunesini alarak 100 su numunesi elde etmis ve Legionella varligi
bakimindan inceleme altina almis ve yedi drnekte Legionella spp. varligi tespit etmistir
[75]. Eranda¢ ve Elaldi (2001) ise Cumhuriyet Universitesi Arastirma ve Uygulama
Hastanesinde farkli alanlarda musluk ve dus sularindan numune almislar ve bu su
numunelerini Legionella varhg bakimindan kiiltiir yontemiyle incelemislerdir. Inceleme
icin 93 adet su numunesi alinmis ve numunelerde Legionella varlig1 tespit edilememistir
[76]. Katalonya’da (Ispanya) Sabria ve digerlerinin (2004) gerceklestirdikleri ve 5 yil siiren
ileriye doniik aragtirmalarinda, 20 hastaneden 196 su numunesi elde edilmis ve 73’linde
(%37,2) Legionella varligim ortaya c¢ikarilmistir [77]. Bu tez ¢alismada ise hastanelerden

alinan 18 adet su numunesinin 3’linde (%16,67) Legionella varlig1 tespit edilmistir.
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Alanya igerisinde yer alan otellerin su sistemlerinde Legionella tiirlerinin yayginligi Erdogan
ve Aslan (2007) tarafindan arastirmustir. Inceleme altina alman 491 adet su ve siiriintii
numunesinin 93’iinde (%18,9) Legionella tiirii tespit edilmis ve tespit edilen tiirler arasinda
da %92,5’inin L. pneumophila oldugu bildirilmistir [78]. Bu tez ¢alismasinda ise farkli bina
su sistemlerinin farkli noktalarindan alinan su numunlerinde Legionella varligi tespit edilmis
ve farkli tiirler izole edilmistir. 64 adet su numunesine uygulanan kiiltiir yontemi sonucu 3
numunede L. pneumophila SG1, 8 numunede L. pneumophila SG 2-14, 12 numunede

Legionella spp. bakterileri izole edilmistir.

Tiretgen ve digerleri (2005) gergeklestirdigi kiiltiir yontemine dayali ¢alismalarda,
mevsimin etkisini ve L. pneumophila ekolojisini agiklamak amaciyla Istanbul igerisinde
bulunan 50 sogutma kulesinden 103 adet su numunesi alarak bes yil boyunca
aragtirmiglardir. Elde edilen bakteriler i¢inde L. pneumophila serogrup 1’in bulunma
ylzdesinin %44 oldugunu rapor etmislerdir [79]. Bu tez ¢alismasinda incelenen sogutma
kulelerinde ise L. pneumophila serogrup 1 varligi tespit edilmezken, incelenen sogutma

kulelerine ait 18 numunenin 8’inde (%44,44) Legionella spp. varlig1 tespit edilmistir.

Ulkemizde klimanin basrol oynadigi Legionella enfeksiyonlari da incelenmis, farkli
yerlerden bulas etkeni teshis edilmistir. Polat ve digerleri (2007) meslegi geregi klima ve
onun neden oldugu hava akimina dogrudan ve siirekli maruz kalan 79 kiside (63 otobiis
s0forii ve 16 $6for yardimcist) L. pneumophila seropozitifligini incelemisler ve olgularin
%15,2’sinde etkeni teshis etmiglerdir [80]. Su sistemleri klimalardan daha fazla Legionella
mikroorganzimasin1 igerse bile klimalar Legionella mikroorganzimalarinin hizla

yayilmasina neden olmaktadir.

2002 y1linda Alim ve digerleri i¢ Anadolu Bolgesi sinirlari igerisinde yer alan 36 kaplica ve
69 termal havuzdan 209 su numunesini toplamislar ve bu numunelerde Legionella etkenini
arastirmiglardir. Toplanan 209 su numunesinin 24’tinde (%15,5) L. pneumophila varligim
tespit etmislerdir. Ayrica kaplicalardan alinan 36 6rneginin 8’inde (%22,2) ve termal su
havuzlarindan alinan 69 su 6rneginin %14,5’inde L. pneumophila varligini tespit etmislerdir.
Arastirmalarinda L. pneumophila’nin koloni olusumunun termal su havuzlarinda,
kaplicalarda ve sucul alanlarda endemik bir sekilde yer aldigmni belirtmislerdir [81]. izmir
iline bagh 6 ilgede bulunan farkli 24 otelden alinan 168 sicak su numunesinin incelemeye

alindig1 ¢aligmada, bu otellerden alinan su numunelerinin 22°sinde L. pneumophila varlig
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rapor etmislerdir [82]. Bu tez ¢alismasinda ise 5 numurali su numunesi sicak su tankina ait
bir numunedir. Bu numuneden Legionella varlig1 tespit edilememistir. Bunun nedeni su
numunesinin sicakliginin Legionella bakterilerinin yagami i¢in gerekli olan sicakliktan daha
yiiksek bir degere sahip olmasi olabilir. Yahut bu numunede Legioenella varligi hig

bulunmamaktadir.

Afacan ve digerleri (2006) yaptiklar1 ¢alismalarda Ege bolgesinde yer alan turizm ile alakali
bina yapilarinin su tesisatlarindan elde edilen L. pneumophila serogrup 1 ve L. pneumophila
2- 14 izolatlarinin kiiltiir yontemiyle sero-gruplandirmasini ortaya koyarak lokal bir serogrup
dagilimi elde etmislerdir. Bu serogrup dagilimina gore L. pneumophila serogrup 1 oranin
%79, L. pneumophila 2-14 oran1 ise %4,53 oldugu bildirilmistir [83]. Bu tezgalismasinda ise
L. pneumophila serogrup 1 oram1 %4,68 iken L. pneumophila serogrup 2-14 orani %12,5
olarak belirlenmistir. Ayrica Legionella spp. oran1 %18,75 olarak ortaya ¢ikmustir. Insanlarda
goriilen enfeksiyonlarin ¢ogunda L.prneumophila SG 1 sorumludur. Bu tez caligmasinda
uygulanan kiiltiir yonteminin sonuglarina gore, L. pneumophila SG 1 oraminin diisiik

¢tkmasinin enfeksiyon olusturma olasiligini diigiiren bir etmen olarak degerlendirilmistir.

Collins ve digerlerinin (2018) yaptiklar1 ¢aligmalarda sogutma kuleleri, sicak ve soguk su
tanklari, spa havuzlari ve gemi sularindan elde ettikleri 2002 adet numuneyi inceleme altina
almiglardir. Bu numunelere kiiltiir yOntemiyle beraber real-time PCR ydntemi
uygulamiglar ve Legionella spp. ile L. pnuemophila varligini tespit etmeyi amaglamiglardir.
Calismalart sonucu 2002 su numunesinin kiiltiiriinde 282 tanesinde Legionella spp. ile
izole etmisler, real-time PCR yonteminde ise 1464 adet numunede Legionella spp.
pozitifligi elde edilmistir. Aym calismada kiiltiir yontemiyle 186 adet numunede L.
pnuemophila izolasyonu saglanmig, real-time PCR yontemi ile 564 adet numunede L.
pnuemophila  pozitifligi elde edilmistir [84]. Calismalarinin  sonucu  veriler
degerlendirildiginde real-time PCR yonteminin kiiltiir yonteminden daha fazla Legionella
etkeninin varhi@in1 ortaya koydugu goriilmiistiir. Bu tez c¢alismasinda ise 64 su
numunesine uygulanan kiiltiir yontemi sonucu 12 adet su numunesinde Legionella spp.
izole edilmis, 11 adet su numunesinden de L. prnuemophila izolasyonu saglanmistir. Yine
bu calismamizda uygulanan diger bir yontem olan real-time PCR yontemi ile 8 adet
numunede Legionella spp. pozitifligi elde edilmis, 17 adet numunede ise L. pnuemophila
pozitifligi elde edilmistir. Bu tez calismasinda da ortaya ¢ikan veriler real-time PCR’in

kiiltir yontemine gore daha ¢ok Legionella etkeninin varligini ortaya koydugunu
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gostermistir. Ayrica bu tez ¢aligmasinda tercih edilen kiiltiir yontemi ve real-time PCR
yontemlerinin beraber kullanimi {ilkemiz genelinde gerceklestirilen calismalarin ilk

orneklerdendir.

Zeybek ve digerleri 2009 yilinda gerceklestirdikleri aragtirmalarinda rastgele g¢ogaltilmig
polimorfik DNA (RAPD) ydntemiyle Istanbul’da bulunan degisik binalarda tespit edilmis
sekiz L. pneumophila serogroup 1 ve serogroup 2-14 suslarinin fenotipik yapilarim
incelemiglerdir. Bunun sonucunda birbirlerine bulunduklar1 konum itibariyle yakin olan
(yaklasik 500 m) binalardan elde edilen sekiz L. pneumophila susunun RAPD yoOntemiyle

elde edilmis sonuglarinin benzer oldugunu belirtmislerdir [85].

115 su numunesine real-time PCR ydnteminin uygulandig1 ve L. pneumophila varligimin
arastirildigl bir ¢alismada, drneklerin %80°ninde pozitif sonuglar elde edilmistir. Pozitif
olarak bulunan su numunelerinin %87’sini ise L. pneumophila SG 1 olusturdugu rapor
edilmistir [86]. Bu tez ¢alismasinda ise 64 su numunesine uygulanan real-time PCR yontemi
sonucu 64 numunenin %39,06’s1 pozitif ¢ikmistir. Pozitif sonuglarin ise sadece %601 L.

pneumophila SG 1 bulunmustur.

Bircok arastirmada kiiltiir yontemi ile real-time PCR yoOnteminin beraber kullanildig:
goriilmektedir. 64 adet alt solunum yolundan elde edilen numunelerle Nazarian ve
digerlerinin 2008 yilinda gergeklestirdikleri arastirmada, real-time PCR yontemiyle
Legionella pozitif sonug verilen 15 numunenin yalnizca ikisinde kiiltiir yontemi ile etken
mikroorganizma tespit edilmistir. Yine ayni ¢aligmada, igerisinde L. pneumophila varlig
bilinen 140 adet ¢evresel su numunesi incelenmistir. Bu 140 adet numunenin 138 (%98,6)
adedi real-time PCR calismasinda pozitif ¢ikmistir. Kiiltiir yontemi sonucu 140 adet
numunenin 99 (%70,7) adedinden L. pneumophila izole edilmistir. 140 adet numunenin
97’sinde (%69,3) hem kiiltlir hem de real-time PCR sonuglar1 pozitif ¢ikmustir. 41 6rnekte
(%29,3) real- time PCR sonuglar1 pozitif ¢ikarken, kiiltiir yonteminde sonuglar negatif olarak
rapor edilmistir. 2 numunede (%1,4) real-time PCR sonug¢lar1 negatif, kiiltiir caligmalarinda
ise L. pneumophila olduklar bildirilmistir [87]. Tez ¢alismasinda 64 adet numunenin 25’1
(%39,06) real-time PCR ¢alismasinda pozitif ¢ikmuig, kiiltiir yonteminde ise omeklerin
%35,94’linde (23 adet) L. pneumophila varligi tespit edilmistir. 64 adet 6rnegin %29,69 unda
(19 adet) hem kiiltiir hem dereal- time PCR da Legionella varligi gbzlenmistir. Numunelerin

%9,38’1 (6 adet) real-time PCR da pozitif sonug verirken, kiiltiir yontemi negatif sonug
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vermistir. Gergeklestirilen bu ¢caligsmada real-time PCR yonteminin, kiiltiir yonteminin tespit
edemedigi etkenleri tespit ettigi anlasilmistir. Kiiltlir yontemi ile tespit edilen etkenin real-
time PCR yontemi ile tespit edilemedigi 6rnekler varsa da yiizdesel olarak kiiciik (%6,25)
bir orandadir. Bu tez ¢aligmasinda ortaya ¢ikan sonuglara gore real-time PCR yonteminin
duyarlilig1 kiiltiir yontemine gore daha yiiksek bir orana sahiptir. Yapilan bir ¢calismada PCR

yonteminin kiiltiir yonteminden daha duyarli oldugu ortaya konulmustur [88].

Bu ¢aligmada, Halk Sagligi Genel Miidiirliigii Ulusal Solunum Yolu Patojenleri Referans
Laboratuvari’na rutin ¢evresel slirveyans kapsaminda gonderilen su numunelerinin 64’1 L.
pneumophila varhi@ yoniinden kiltir ve real-time PCR yontemleri ile inceleme altina
alinmistir. Soguk su deposu, lavabo muslugu ve dus baslig1 gibi farkli noktalardan alinan su
numunelerine hem filtrasyon hem de direkt ekim yontemi uygulanmig, takiben selektif
besiyerlerine ekim yapilmistir. inkiibasyonun ardindan siipheli Legionella kolonileri, lateks
agliitinasyon testi ile sero-gruplandirilmistir. Kiiltiir yontemi sonucu, 64 adet su
numunesinin lgiinde L. pneumophila SG1, sekizinde L. pneumophila SG 2-14, onikisinde
Legionella spp. tespit edilmigtir. Diger 41 su numunesinin kiiltlirlerinde Legionella
izolasyonu yapilamamistir. Real-time PCR yontemi ile yapilan ¢alisma sonucunda ortaya
cikan sonuglar ise 15 numunede L. pneumophila SG1 pozitifligi, iki numunede L.
pneumophila SG 2-14 pozitifligi, sekiz numunede L. pneumophila pozitifligi belirlenirken 39

numunede PCR’1n negatif sonug verdigi tespit edilmistir.

Bu ¢alismada kullanilan yontemler kiiltiir ve real-time PCR yontemleridir. Kullanilan bu iki
yontemin verileri karsilastirildiginda %64,06 oraninda uyumlu olsa da baz1 uyumsuzluklar

gorlilmektedir. Bunlar;

Hem kiiltiir yontemi hem de real-time PCR yonteminde 10, 15, 25, 33, 41 ve 52 numarali

numuneler ayni sonucu vermistir.

Kiiltiir yonteminde Legioenella varligi ortaya konulamamig fakat real-time PCR
calismasinda pozitiflik yakalanmig numuneler olmustur (numune no: 1, 34, 45, 59, 60 ve
63). Bu durum, su igerisinde canli Legionella bakterisi olmamakla beraber DNA’sinin
numunede varligi bu ¢alismada PCR’1n pozitif sonu¢ vermesine neden olmus olabilecegi
veya su igerisinde yer alan ¢evresel bioatanin ¢ok yogun olmasi ve Legionella bakterilerini

baskilamis olabilecegi seklinde yorumlanmastir.
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Kiiltiir yontemi ile yapilan ¢alismalarda elde edilen sonuglarda L. pneumophila SG 2-14
bulunan numuneler, real-time PCR sonucunda L. pneumophila SG 1 (numune no: 12, 13,
14, 16 ve 17) olarak tespit edilmistir. 11 nolu numunede Legionella varligi, kiiltiir
yonteminde L. pneumophila SG 2-14 bulunurken, real-time PCR sonucunda Legionella
spp. olarak tespit edilmistir. 20 numaral1 6rnekte kiiltiir yontemi ile L. pneumophila SG 1
olarak tanimlama yapilirken, real-time PCR sonucunda ornekte Legionella spp. oldugu
belirlenmistir. Numune numarasi 24, 31, 36, 38, 39 olan su 6rneklerinde liiltiir yonteminde
Legionella spp. olarak tespit edilen bakteriler real-time PCR yonteminde L. pneumophila
SG 1 olarak tespit edilmistir. Son olarak, 44 nolu su numunesinde ise kiiltiir yonteminde
bakteri Legionella spp. olarak adlandirilirken real-time PCR yonteminde L. preumophila
SG 2-14 olarak adlandirilmistir. Kiiltiirde baska Legionella tiirii ve serogrubu teshis
edilirken real-time PCR yonteminde farkli bir tiir ve serogrup pozitifliginin nedenleri, real-
time PCR caligmasindan kaynakli capraz reaksiyon olma ihtimali olabilecegi veya iki tiir

veya serogrubun beraber bulunma ihtimalinin olabilecegi seklinde yorumlanmustir.

Calismada, kiiltiir yonteminde Legioenella iiremesi gergeklesen ama PCR ¢alismasi sonucu
negatif olan numunelerde (46, 47 ve 64 numarali su numuneleri) gorilmustiir. Kiiltiirde
Legionella tiremesi gerceklesip, real-time PCR yontemiyle pozitiflik vermeyen sular
icerisinde inhibitdr madde varligindan siiphelenilmistir. Bu inhibitér madde real-time PCR
calismasini inhibe ederek sonucun negatif ¢ikmasina yol agmis olabilir. Diger bir ihtimal
ise su iceriginde Legionella bakterisinin ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bulunmasindan
dolay1 yeterli DNA miktarinin elde edilememesi nedeniyle real-time PCR sonucu negatif

¢ikmis olabilir.

Legionella tiirleri dogada yaygin bulunabilen ve su sistemlerine geg¢isi miimkiin olabilenbir
mikroorganizma grubudur. Ekstrem kosullarda canliligin1 devam ettirebilmesi sebep oldugu
hastaliklarin goriilme sikligini artirmaktadir. Bu ylizden su sistemlerinin dezenfeksiyonunun
stirekli ve stirdiiriilebilir olmasi, iistiinde durulmasi gereken bir konudur. Bunlarin diginda
Legionella kaynakli hastaliklarin erken tanisi ve tedavisi cok 6nemlidir. Bilinenden daha ¢ok
Legionella vakasinin oldugu diistiniilmekte, fakat tanida yasanan problemlerden dolay1
teshis konulamamaktadir. Bu sebeple Legionella siipheli olgularda birden ¢ok yontemin

kullanilmast dogru ve hizli sonu¢ almamizda etkin bir rol oynayacaktir.
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Bu tez ¢alismasinda altin standart olarak kabul goren kiiltiir yontemi ve yapilan ¢aligmalarda
duyarliligi en yiiksek oranda sonuglar vermis real-time PCR yontemi tercih edilmis,
bdylelikle hizli ve kesin tan1 vermek miimkiin olabilmistir. Kiiltlir yonteminin uzun siirede
sonuglanmasi, mesakkatli olmast ve yetkin personel gerektirmesi bu yOntemin
dezavantajlarindandir. PCR yonteminin hizli ve kolay uygulanabilir olmasi ise real-time

PCR yonteminin avantajlari olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Su numunelerinden Legionella analizi amaciyla yapilan arastirmalarda genellikle kiiltiir
yontemi tercih edilmisse de son yillarda molekiiler yontemler de daha sik kullanilmaya
baslanmistir. Bununla beraber Legionella tiir ve serogruplarinin tanis1 bakimindan,
duyarlilig1 ve 6zgiilliigii daha yiiksek ve hizli tan1 koyabilen testlerin gelistirilmesine ve daha

cok arastirma yapilmasina ihtiyac oldugu diisiiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismamizda Halk Sagligi Genel Miidiirliigii Ulusal Solunum Yolu Patojenleri Referans
Laboratuvari’na 2017 Mayis — 2019 Subat tarihleri arasinda rutin gevresel siirveyans
kapsaminda ulasan su numunelerinin 64’ Legionella pneumophila varligir yoniinden iki
farkli yontem (kiiltiir yontemi ve PCR yontemi) ile arastirilmistir. Kiiltiir yontemi sonucu
64 adet su numunesi inceleme altina alinmistir. Bu numuneler BCYE ve DGVP besiyerlerine
ekilmis, bu ekim sonucu siipheli koloniler koyun kanli agar ve BCYE agara alinmistir.
Koyun kanli agarda tiremeyip, BCYE agarda iireyen koloniler ile tanimlamaya devam
edilmistir. Bu su numunelerinden 23’iinde Legionella varligi tespit edilmis, ileri
identifikasyonu lateks agliitinasyon testi ile yapilmustir. Geriye kalan 41 adet su

numunesinde ise Legionella varhd: tespit edilememistir. ileri identifikasyon sonucu;

e 3 numunede, L. pneumophila SG1,
e 8 numunede, L. pneumophila SG 2-14,

e 12 numunede, Legionella spp. tespit edilmistir.
Yiizdesel olarak hesapladigimizda;

o % 4,68 L. pneumophila SG1,

o 9% 12,5 L. pneumophila SG 2-14,

o % 18,75 Legionella spp. varligi tespit edilirken
o 9% 64,07 Legionella varlig1 tespit edilememistir.

Izole edilen Legionella tiirlerinin kendi aralarindaki dagilimi yiizdesel olarak

hesapladigimizda;

o 9% 13,04 L. pneumophila SG1,
e % 34,78 L. pneumophila SG 2-14,

o % 52,17 Legionella spp. oraninda oldugu belirlenmistir.

Yapilan ¢alismalarda en sik goriilen Legionella etkeni L. pneumophila SG1 olmasina karsin
bizim ¢aligmalarimizin sonucunda inceleme altina aldigimiz su numunelerinden en ¢ok

Legionella spp. izole edilmis olmakla beraber onu L. pneumophila SG 2-14 izlemektedir.
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En diisiik oranda izole ettigimiz etken L. pneumophila SG1 olarak karsimiza ¢ikmustir.
Bunun sebebinin rastgele se¢ilim yontemi sonucu elimizdeki numunelerin farklh
konumlardan gelmis olmast ve dar bir spektrum igerisinden secilmis olmalar1 olarak

yorumlanmustir.

Inceleme altina aldigimiz su numunelerine uyguladigimiz diger metot ise Real-time PCR

yontemidir. Real-time PCR calismasi gergeklestirilen su numunelerinde pozitif sonuglar;

. 15 numunede, L. pneumophila SG1 pozitifligi,
o 2 numunede, L. pneumophila SG 2-14 pozitifligi,
. 8 numunede, Legionella spp. pozitifligi seklindedir.

. 39 numunenin PCR sonucu ise negatif sonu¢lanmustir.

Yiizdesel olarak hesapladigimizda;

. % 23,43 L. pneumophila SG1,
o % 3,13 L. pneumophila SG 2-14,
. % 12,5 Legionella spp. varligi tespit edilirken,

. % 60,94 Legionella varlig1 tespit edilememistir.

Real-time PCR calismasinda pozitif sonu¢ veren Legionella tiirlerinin kendi aralarindaki

dagilimi yiizdesel olarak hesaplandiginda;

o % 60 L. pneumophila SG1,
. % 8 L. pneumophila SG 2-14,

. % 32 Legionella spp. oran1 ortaya ¢ikmaktadir.

Calisilan bu iki yontem karsilastirildiginda PCR yonteminin kiiltlir yonteminden biraz daha
fazla Legionella varlig1 tespit ettigi ortaya ¢ikmistir. Fakat serogruplandirma asamalarinda

kiiltiir yonteminin daha basarili sonuglar verdigi goriilmiistiir.

Bu ¢aligmada kiiltiir ve PCR olmak iizere iki farkli tan1 yontemi kullanilmistir. Birebir ayni
sonuglar dogurmasa da her iki ¢calisma sonucunda birbirlerine yakin veriler elde edilmistir.

Kiiltir ve PCR yontemlerinin sonuglari karsilagtirildiginda uyumlu sonuglarin yiizdesi
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%64,06 olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Tercih ettigimiz Real-time PCR yoOnteminde
duyarlilik kiiltiire gore biraz daha fazla olsa da tiir ve serogrup tayinin de daha fazla
gelistirilmeye ihtiyac oldugu diistiniilmektedir. Kiiltlir yontemiyle serogrup tayini i¢in daha
net sonuglar elde edilmistir. Bu sebeple PCR yontemi ile birlikte kiiltiir ydonteminde mutlaka

calisilmasi gerektigi sonucuna varilmistir.

Ulkemizde “Lejyoner Hastaligi Kontrol Programi” kapsaminda takip edilen lejyoner
hastalig1; bildirimi zorunlu bir hastaliktir. Hastane kaynakli ve seyahat iligkili formlarinin en
kisa silirede saptanmast; vaka ihbar1 agisindan 6nem tagimaktadir. Vaka bildirilen konaklama
birimlerinde patojen odagin belirlenmesinde ¢evresel siirveyans yapilmasi gereklidir. Bu
noktada duyarlhiligi, 6zgiilliigii, tanisal dogrulugu yiiksek yontemler 6nem kazanmaktadir.
Kiiltlir yontemi altin standart olmakla birlikte kesin sonug i¢in en az bir hafta gerekmesi
nedeniyle daha kisa siirede sonu¢ verecek molekiiler yoOntemlerin uygulanmasi
giindemdedir. Lejyoner hastaliginin, ¢evresel siirveyansi ve gecerli tan1 yontemleri hakkinda
farkindaligin artirilmasi ve su numunelerinin molekiiler ¢alismalar i¢eresinde daha fazla yer

almasi gerektigini diistinmekteyiz.

Gergeklestirdigimiz bu ¢aligmalar sonucu bir takim oneriler sunmaktayiz. Bunlar; Bir¢ok
hastane, okul, bina gibi bir¢ok yerin su sistemleri diizenli bir sekilde kontrol edilmeli ve
belli araliklarla buralardan alinan numuneler Legionella varligi agisindan incelenmelidir,
ozellikle hastane, kres ve okul gibi bagisiklik sistemi zayif bireyleri igeren yapilarin su
sistemlerinin kontrolii daha Onemli bir hal almaktadir. S6z konusu yapilarin su
sistemlerinde Legioenella varlig1 tespit edilirse, bir an 6nce su sisteminin dekontamisyonu
saglanmalidir. Legionella varlig1 tespit edilen su sistemlerine bagl havalandirma ve klima
benzeri cihazlarin etken mikroorganizmanin hizli bir sekilde yayilmasina sebep

olabileceginden bu cihazlarin bakimi1 ve temizligi bir an evvel yapilmalidir.

Legionella varligr tespit edilen bina su sistemlerinde etken mikroorganizmani
dezenfeksiyonun kullanilabilecek en etkili yontemlerden birisi  bakir-glimiis
iyonizasyonudur. Bu yontemim insan saglig iizerinde olumsuz bir etki birakmamasi, bu

yontemi daha ¢ok tercih edilebilir kilmaktadir.

Legionella’nin etken oldugu hastaliklardan Legionella’dan siiphelenilmemesi bu hastaligin

insidansini diisiik géstermektedir. Bundan dolay1 bu hastaligin belirtileri daha iyi bilinmeli,
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Oon tam testleri daha fazla uygulanmali ve bu etken iizerine calisilan testlerin daha
gelistirilmesi gerekmektedir. Bunla birlikte ek tani testlerinin beraber calisilmasi tanida

kesinlik ve zaman kazandiran bir unsur olacaktir.

Su numuneleri icerisinde yasamini siirdiiren Legionella bakterilerini daha yogun bir
sekilde kiiltiirde iiretmek i¢in filtrasyonla konsantrasyon islemi uygulanmalidir. Kiiltiir
yonteminde Legionella liremesini artirmanin diger bir yolu ise ¢evre biyotayr baskilayan

asitle muamele igleminin uygulanmasi oldugu sonucuna varilmstir.

Sigara i¢iciligi, alkol tiiketimi, yaslilik ve immiin sistemi baskilanmis bireyler Legioenella
acisindan riskli grupta yer almaktadirlar. Bu riski tasiyan bireylerin etkenin kaynagindan

miimkiin oldukc¢a uzak durmalar1 ve bu etkene karsi dikkatli davranmalar1 6nerilmektedir.

Hizli ve dogru tan1 sonucunda hastaligin teshisi ile dogru antibiyotik kullanimi hastaligin
seyrini olumlu yonde etkileyen bir unsur olmaktadir. Bu amagla hastaligin tedavi siireci

dogru yonetilmelidir.
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