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OZET

Pinarbash, M. Eskisehir’de Klinik Orneklerde ve Sularda Legionella spp.
Arastinlmasi. Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Tipta Uzmanhk Tezi, Eskisehir, 2011.
Legionellozis, asemptomatik enfeksiyondan, hayati tehdit eden &limcul
hastaliklara varabilen onemli bir halk saghgi sorunudur ve hastanelerin su
sistemleri primer kaynaklardir. Su sistemlerinde kolonize olan bakteriler,
immunduskin ve risk faktorleri bulunan duyarli kigilerde enfeksiyona yol
acabilmekte iken etkenin eradikasyonu ile enfeksiyonlar dnlenebilmektedir.
Bu calismada hastanelerdeki su sistemleri ile pnomoni tanisiyla izlenen
hastalarda etken olarak Legionella arastirimasi amaglandi. Bu amagla
hastanelerdeki 100 musluktan toplam 200 su ve suruntd o6rnegi alinip,
dogrudan ve asitle muamele sonrasinda 400 ekim vyapildi. MWY
besiyerindeki koloni morfolojileri, mikroskobik gdrinumleri, kanli agarda
urememesi ve Legionella lateks aglutinasyon testi ile 23 (%23) musluktan
alinan 29 dérnekte Legionella spp. izole edildi. izolatlarin 23’G L.pneumophila
serogrup 2-14, 6’si serogrup 1 idi. izolatlarin 17’si immundiskin hastalarin
bulundugu Unitelerde Uredi. Strlintl érneklerinde Legionella daha fazla izole
edildi ve anlamh bulundu. Su O0rneklerinde direkt ekim ile sdruntu
orneklerinde ise asitle muamele sonrasi Legionella daha fazla izole edildi ve
anlamli bulundu. Ayrica pnémonili 50 hastada kulttirde Legionella aranirken,
idrarlarinda L.pneumophila antijeni ve serumlarinda L.pneumophila total
antikoru bakildi. Hastalarin higbirisinde kiltirde treme olmadi. 50 hastadan
1'inde idrar antijeni pozitif iken, bu hasta dahil 5 (%10) hastada
L.pneumophila serogrup 1-6’ya karsi seropozitiflik saptandi. Bu 5 hastada
lejyonellozis igin belirlenen risk faktorleri mevcuttu. Risk faktorlerinin
varhginda pnémoni etiyolojisinde Legionella mutlaka arastiriimalidir.
Legionella tur ve serogruplarinin dagilimina uygun, duyarhhd! ve 6zgullugu
daha ylksek tani testlerinin gelistirimesine ve daha fazla c¢alisma

yapillmasina gereksinim vardir.

Anahtar Kelimeler: Hastane, Legionella, pndmoni, su
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ABSTRACT

Pinarbashi, M. An Investigation of Legionella spp. in Clinical Samples
and Waters in Eskisehir. Eskisehir Osmangazi University Faculty of
Medicine, Medical Speciality Thesis in Department of Medical
Microbiology, Eskisehir, 2011. Legionellosis is a public health problem
ranging from asymptomatic to life-threatening infections and water
distribution systems of the hospitals are the primary reservoirs. The bacteria
colonizing in the water systems cause infection in immuncompromised or
susceptible persons who have risk factors. We can prevent the infections
with eradicating the causative agent. We aimed to investigate the presence
of Legionella in the etiology of pneumonia and in the water systems of
hospitals. 400 inoculations from 200 water and swab samples were done
directly and after acid treatment from 100 faucets of hospitals. Legionella
spp. were isolated in 29 samples taken from 23 (23%) faucets according to
colony morphology in MWY agar, appearance with microscopy, not growing
on blood agar and using Legionella latex agglutination method. Among
isolates, 23 were L.pneumophila serogroup 2-14 and 6 were serogroup 1. 17
of 29 isolates were from departments where the immuncompromised patients
are hospitalized. Legionella recovery rate in swab samples was higher and
statisticaly significant. Legionella was recovered more frequently when
inoculated directly in water samples and after acid treatment in swab
samples with statistical significance. In 50 patients with pneumonia, culture
was performed for Legionella and Legionella urinary antigen and total
antibody were studied. None of the samples were culture positive. Legionella
urinary antigen was positive in 1 of 50 patients and 5 (10%) patients including
that patient were seropositive for L.pneumophila. Risk factors for legionellosis
were detected in all of 5 patients. Legionella should be researched in the
etiology of pneumonia when risk factors are present. Further studies are
needed to develop more sensitive and specific tests appropriate for the

distribution of Legionella species and serogroups.

Key Words: Hospital, Legionella, pneumonia, water
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1.GIRIS

Legionella bakterileri solunum yolu enfeksiyonlari ile iliskili, aerob,
gram negatif basillerdir. ilk kez 1976 vyilinda Amerikan Lejyonerleri
toplantisinin yapildig1 Philadelphia’daki bir otelde ¢ikan pndémoni salgini
sonucu tanimlanmistir (1).

Legionella cinsi 50 tur ve 70 farkli serogruptan olusmaktadir. Bu
turlerin  yaklagik yarisi insan hastaliklariyla iligkili bulunmusgtur (1).
L.pneumophila en az 16 farkh serogrup icermektedir ve Lejyoner hastaligi
olgularinin %90’dan fazlasinda etkendir (2,3).

Legionella spp. dogal su cevrelerinde (akarsular, nehirler, goller,
goletler ve termal havuzlar), ve nemli topraklarda yaygin olarak
bulunmaktadir. Mikrorganizma nemli ortamlarda, 0-68°C sicaklikta ve
pH 5-8.5 araliginda uzun slre canliigini koruyabilmektedir. Klora tolerans
gOstermesi nedeniyle su kaynagi sistemlerine girebilir ve kaplica
cevrelerinde, sogutma kulelerinin havalandirma sistemlerinde, sicak su
sistemlerinde, dus basliklari, musluklar, jakuzilerde ve respiratuvar
ventilatorlerde Ureyebilir (4). Bu sistemlerdeki biyofiim tabakasinda
bulunabilmelerinin yanisira serbest yasayan protozoalarin hicre i¢i paraziti
olarak da yasarlar. Su dagitim sistemleri organizmanin yayiliminda primer
rezervuar olarak kabul edilmistir (5).

Legionella’nin insanlara bulagmasi aerosollesme, aspirasyon veya
entubasyon sirasinda direkt olarak pulmoner sisteme giris seklinde
olmaktadir. insandan insana bulas gdsterilememistir (6,7). Legionella,
pnomonili ategli hastalik (Lejyoner hastaligi), pnomonisiz ategli hastalik
(Pontiac atesi) ve asemptomatik enfeksiyonlara neden olmaktadir (8). Kan
dolasimi yoluyla mikroorganizmanin yayilimi, akciger disi enfeksiyonlara da
yol agabilmektedir.

Sigara igiciligi, kronik akciger hastaligi, kronik kalp hastaligi, ileri yas
ve immundugkunlik Lejyoner hastalidinin baglica risk faktorleridir. Asiri alkol
alimi, bébrek yetmezligi, hematolojik malignensiler, diyabet ve erkek cinsiyet

de hastaligin risk faktorleri arasinda sayilabilir (5).



Lejyoner hastaligina bagh toplum kaynakli pnédmoni orani %2-15
arasinda degismektedir. Nozokomiyal pnémoni vakalarinin da %1-40’inda
izole edilmektedir. Nozokomiyal pnomonilerde mortalite orani %15-50
arasinda degismektedir (8). Tanisinda; alt solunum yolu érneklerinin selektif
besiyerinde kultirt, DFA testi, idrar antijen testi, antikor saptama testleri ve
nikleik asit ¢ogaltma yontemleri kullaniimaktadir (7,5). Ayrica rezervuar
aranmasinda gevresel orneklerin (su ve suruntu) selektif besiyerinde kultura,
DFA testi, nukleik asit codaltma yontemleri de kullaniimaktadir.

Lejyoner hastaliginin tedavisinde yeni makrolidler ve florokinolonlar
tercih edilmektedir (5,6).

Hastaneler Lejyoner hastaliginin bulagsmasi icin ideal ortamlardir.
Hastanelerde riskli bireylerin ¢ok sayida olmasi, su tesisatinin siklikla eski ve
kompleks olmasi Lejyoner hastaliina zemin hazirlamaktadir. Hastanelerde
Legionella’nin kaynagi olarak, sicak su sistemleri, dus basliklari, musluklar,
respiratuvar ventilatorler, nazogastrik tupler, nemlendiriciler ve sogutma
kuleleri gosterilmektedir (4,7). Legionellozisin, bakterinin  belirlenmis
rezervuarlardan kontroli ve eliminasyonu yoluyla o6nlenebilir bir hastalik
oldugu dusundlmektedir (4). Legionella igin riskli hastalarin bulundugu
kurumlarda rutin gevre kulturlerinin yapilmasi, kontamine su sistemlerinin
dekontaminasyonu ve tesisatin bakim ¢aligsmalari ile Legionella salginlarinin
onlne gecilecegi dustunulmektedir (1).

Calismamizda faklltemiz hastanesi ile Eskisehir'deki bazi hastanelerin
cesitli bolumlerinden alinan su ve suruntu orneklerinde Legionella cinsi
bakterilerin bulunus sikligi ve kaynaklarinin belirlenmesi amaglanmistir.
Ayrica pnomoni tanili hastalardan 6rnek alinarak Legionella spp.’nin pnémoni
etyolojisindeki yeri de saptanmaya calisiimistir. Bu amagla hastanelerin 18
farkh bolimuinden su ve surtntu érnekleri alinarak selektif besiyerinde kalttrl
yapiimistir. Hastalardan alinan solunum yolu 6rneklerinin selektif besiyerinde
kaltura yapilmig, ayrica EIA yontemi ile idrar 6rneklerinde Legionella antijeni
ve serum orneklerinde L.pneumophila serogrup 1-6'ya karsi total antikor

(IgG/IgM/IgA) aranmistir.



2.GENEL BILGILER
2.1. Tanim ve Tarihge

1976 yiinda Amerikan Lejyonerleri  toplantisinin  yapildigi
Philadelphia’daki bir otelde bir pnémoni salgini ortaya ¢ikmistir (1,5). Toplam
221 kiside pndémoni gozlenmis ve bunlarin 34’0 6lumle sonuglanmistir (5).
Yaklasik 6 ay sonra, Centers for Disease Control and Prevention (CDC)'den
Joseph McDade ve Charles Shepard adli iki arastirmaci, bir muskulpesent
gram negatif basil olan etyolojik ajani kesfettiklerini duyurmuslardir (9). Bu
yeni kesfedilen bakteri Legionellaceae ailesi, Legionella cinsi ve pneumophila
(akcigerleri seven) turtine dahil edilmistir (10).

1974 wyihinda Philadelphia’daki ayni otelde yapilan Oddfellow
toplantisina katilan 11 dyenin de Lejyoner hastalijina yakalandigi ortaya
cikmigtir (5). Legionella pneumophila’nin kesfinden sonra bu salginin farkina
varilimistir.

Bilinen ilk Lejyoner hastaligi salgini 1965 yilinda Washington DC’deki
bir psikiyatri hastanesinde olmustur. 81 hastada solunum yolu enfeksiyonu
g6zlenmis ve bunlardan 15'i Olmastir. Hastalardan toplanan serum
orneklerinde12 yil sonra yapilan retrospektif serolojik ¢calismalarda hastalarin
%85’inde L.pneumophila antikor serokonversiyonu saptanmistir (5).

Atesli solunum yolu hastaligina yakalanmis bir hastanin kaninin
kobaya inokulasyonu yoluyla 1947 yilinda izole edilen bir bakterinin, 30 yil
sonra yapilan ¢alismalarla L.pneumophila oldugu kabul edilmistir (5).

Etiyolojisi aydinlatilamamig bir pnomonisiz atesli hastalik salgininin
da Legionella bakterisinin bulasmasi sonucu oldugu bulunmus ve bu
hastaliga meydana geldigi yer olan Pontiac’dan( Michigan) dolayi Pontiac
atesi adi verilmigtir (4).

L.pneumophila’nin tanimlanmasindan iki yil sonra ikinci bir Legionella
turd, L.micdadei kesfedilmigtir (11). Bunu izleyen yillarda Ureme ve
zenginlestirme besiyerlerinin kesfi ile klinik ve ¢evre ¢alismalari sonucu ¢gok
saylida Legionella tirl kesfedilmistir

Tobin ve arkadaglari 1980 yilinda hastane kaynakli Lejyoner

hastaligi gorulen bir hastanin odasinda bulunan dus bashgindan etkeni izole



etmeyi basarmiglardir. Bu tarihten sonra pek c¢ok hastanenin kullanim
suyunda Legionella bakterilerinin varhg arastinimis ve nozokomiyal

enfeksiyonlarla iligkisi ortaya konmustur (12).

2.2.Siniflandirma

DNA-DNA hibridizasyon caligmalari 1976 pndmoni salginina sebep
olan bakterinin yeni bir tir olarak siniflandiriimasina dikkat ¢ekmistir. 1979
yihinda Brenner, Steigerwalt ve McDade Philadelphia’daki Lejyoner hastaligi
etkeni olan L.pneumophila bakterisini Legionellaceae ailesi i¢ine dahil etmistir
(13).

Legionellaceae ailesi en ¢cok Coxiellaceae ailesi ile iligkilidir. Her iki
aile, Proteobacteria bolimiu ve Gammaproteobacteria sinifi altinda
“Legionellales” takimini olustururlar. Q atesi etkeni Coxiella burnetii,
L.pneumophila ile hicre ici parazitlik ve bazi virulans genlerinde birgok
benzer noktalar tasirlar (1,3,14).

Bazi aragtiricilar Legionellaceae ailesi i¢cinde Tatlockia ve Fluoribacter
adi altinda ek cins isimlerinin kullaniimasini énermiglerse de, yapilan 16S
rRNA calismalarinda Legionellaceae ailesinin tek cinsten olustugu kabul
edilmigtir (3). Ad1 gegen cins isimleri, hicbir zaman genis kabul gormemis ve
sadece tarihsel acidan ilgi uyandirmiglardir.

Yalnizca serbest yasayan amipler iginde Ureyebilen, rutin Legionella
besiyerlerinde Uretilemeyen bir grup Legionella-benzeri bakteri tanimlanmig
ve LLAP (Legionella-like amoebal pathogen) seklinde adlandiriimislardir.
LLAP’lerden L.lytica’nin insanlarda hastalik olusturdugu gosterilmis ve dort
adet LLAP susunun dort ayri Legionella tlrt oldugu kabul edilmistir (1,3).

Gunumuzde Legionellaceae ailesi, Legionella adi verilen tek bir cins,
bu cinse ait 50 tur ve 70 farklh serogruptan olusmaktadir (Tablo 2.1).
L.pneumophila en az 16 farkh serogrup icermektedir (2). Legionella turlerinin
yaklasik yarisi insan hastaliklariyla iligkili bulunmustur (1).

L.pneumophila, Lejyoner hastaligi olgularinin %90’dan fazlasinda

etkendir (3). insanda gozlenen enfeksiyonlarin gogundan L.pneumophila



serogrup 1, 4 ve 6 sorumludur (8). L.micdadei, L.bozemanii, L.dumoffi,

L.feeli, L.longbeachae ve diger tirler de ayni sekilde patojeniktir (7).

Tablo 2.1. Legionella Turleri ve Serogrup Sayilari

Legionella Tiiri Serogrup Sayisi g?(:;gﬁ: insandan izolasyon
L.cherrii 1 E

L.erythra 2 E H
L.jamestownensis 1 E H
L.shakespearei 1 E H
L.santicrucis 1 E H
L.rubrilucens 1 E H
L.geestiana 1 E H
L.nautarum 1 E H
L.londiniensis 1 E H
L.worsleiensis 1 E H
L.quateirensis 1 E H
L.moravica 1 E H
L.quiniivianii 2 E H
L.spiritensis 2 E H
L.gratiana 1 E H
L.steigerwaltii 1 E H
L.brunensis 1 E H
L.adelaidensis 1 E H
L.fairfieldensis 1 E H
L.pneumophila 16 E E
L.anisa 1 E E
L.oakridgensis 1 E E
L.maceachernii 1 E E
L.longbeachae 2 E E
L.sainthelensi 2 E E
L.micdadei 1 E E
L.jordanis 1 E E
L.israelensis 1 E H
L.gormanii 1 E E
L.dumoffii 1 E E
L.spiritensis 2 E H
L.bozemanii 2 E E
L.beliardensis 1 E H
L.birminghamensis 1 H E
L.busanensis 1 E H
L.cincinnatiensis 1 H E
L.feeleii 2 E E
L.lansingensis 1 H E




Tablo 2.1. Legionella Turleri ve Serogrup Sayilari (devami)

L.parisiensis 1 E H
L.tucsonensis 1 H E
L.wadsworthii 1 H E
L.hackeliae 2 H E

L.fallonii 1 E H

2.3. Mikrobiyolojik Ozellikleri

Legionellaceae ailesinin Uyeleri 0.3-0.9 ym eninde ve 2-20 pm
uzunlugunda gram negatif, aerop, sporsuz, kapsulsuz basillerdir. Dokuda ve
klinik orneklerde, mikroorganizma 1-2 ym boyunda kokobasil seklindedir.
Bazi besiyerlerinde uredikten sonra uzun filamantéz formlari goralebilir (5).
Polar veya lateral flajelleriyle hareketli basillerdir (1).

Mikroorganizmanin klinik érneklerde Gram boyama ile goérilmesi
zordur, bazik fuksin safraninden daha iyi boyama imkani saglar. Gimenez
boyasi ile mikroorganizma Gram boyama kadar hizli ve daha etkili bir sekilde
boyanir. Dieterle ve Warthin-Starry gibi gumuis boyalari parafinli doku
kesitlerinde Legionella’nin gorulmesine imkan tanir (5). L.micdadei dokularda
zayif olarak aside direnclidir ve modifiye Kinyoun yontemi ile en iyi boyanir
(8).

Mikroorganizma besin gereksinimi acisindan muagkulpesenttir ve
standart besiyerlerinde Uremez. Bu mikroorganizmanin izolasyonunda
kullanilan primer besiyeri pH 6.9°da tamponlanmis komur ve maya ekstreli
agar (BCYE) “buffered charcoal yeast extract” 'dir. L-sistein kadltlr igin
muhakkak gerekli bir igeriktir. Keto asitler ve demir iyonlari ikisi birlikte
uremeyi uyarir. Maya 6zindeki purin ve pirimidin deriveleri aktif maddeler
olup bunlar arasinda en 6nemlisi de guanindir (5). Aktif komur, yag asitlerini
ve oksijen radikallerini absorbe edip, toksik etkisini ortadan kaldirirken,
sisteinin de oksidasyonunu engeller. BCYE besiyerine a-ketoglutarik asit
ilavesi muhtemelen oksijen tutucu enzimlerin  Uretimini uyararak
Legionella’nin dremesini arttirmaktadir (5).

Bakteriyel uremeyi  saglamada  agarin pH’si onemlidir.

N-2- asetamino-2-aminoetansulfonik asit (ACES, N-2- acetamido-2-amino-



ethanesulfonic asid) ilave edilerek pH’sinin 6.9’a ayarlanmasi gerekir.
Legionella enerji kaynagi olarak proteinleri karbonhidratlara tercih eder.

Klinik olarak 6nemli Legionella tarleri en iyi 35°C’de BCYEa besiyerine
inokulasyon sonrasi 2-5 gun i¢inde Urer. Az rastlanilan Legionella turlerinin
izolasyonu igin nadiren inkibasyon suresinin 10 gune uzatilmasi gerekebilir
(4). Kati besiyerinde Uremesi, nem oraninin arttirimasiyla kolaylastirilir.
inkiibasyonun %2-5 COli ortamda gerceklestirimesi, bazi Legionella
turlerinin Uremesini kolaylastirsa da ¢ogu tur igin bu gegerli degildir (3). BCYE
besiyerinde Urediginde gri-beyaz veya mavi-yesil, konveks, yapiskan,
yaklagik 2-4 mm capinda koloniler olusturur. Koloni mikroskobunda
incelendiginde geng kolonilerin ortasi buzlu cam gérinumunde, parlak gri ve
granulerdir. Besiyerlerinin gunluk degerlendiriimesi gerekir c¢unku eskKi
koloniler karakteristik Ozelliklerini kaybedip, diger bakterilerle karistirilabilir
(8).

L.pneumophila ve Legionellaceae ailesinin diger uyelerinin katalaz ve
oksidaz reaksiyonu zayif pozitiftir. L.pneumophila asakkarolitik, Ureaz-
negatif, nitrat-negatif ve jelatinaz-pozitiftir. Ailenin diger Uyeleri de
nonfermentatif, Greaz ve nitrat negatiftir. L.pneumophila hippurati glgli bir
sekilde hidroliz eder (5). Klinik materyallerden izole edilen diger Legionella
turlerinin gogunda sodyum hippurat hidroliz testi negatiftir. Sodyum hippurat
hidroliz testi, L.pneumophila ve diger Legionella turlerinin birbirinden olasi
ayriminda faydali bir ydontemdir (13). L.micdadei, L.maceachaernii ve L.feeleii
digindaki gcogu tur B-laktamaz Uretir (5).

L.pneumophila tirozin iceren besiyerinde dagilabilen melanin benzeri
kahverengi pigment uretir. Uzun-dalga UV lamba ile bakildiginda ise oldukca
acik sari-yesil renkte floresan verir. Legionella’nin bazi tirlerinde ise UV 1sik
altinda mavi-beyaz veya kirmizi otofloresan gozlenir (5).

ik izolasyonda cogu tirde tek, polar flajel ya da ¢ok sayida fimbria
bulunur. i¢ sitoplazmik membran, peptidoglikan tabaka ve dis sitoplazmik
membrandan olusan hlicre duvar yapisi diger gram-negatif basillerde oldugu
gibidir. Polisakkarit kapsul bulunabilir (5). L.pneumophila, 24-29 kDa

molekuler agirlhikta bir dis membran proteini igerir. Bu protein lipit



membranlarla temas halindeki iyon-gecirgen kanallari olusturur (5).
L.pneumophila serogrup 1’in lipopolisakkariti bu proteine sikica baglanmistir.
indirekt immiinfloresan yéntemi ile saptanan antikorlar primer olarak
lipopolisakkarite karsi olusur (5). Legionellaceae ailesi Uyelerinin hicre
duvarlari dallanmig yag asidi zincirleri ve bol miktarda ubikinon igerir. Bu
sayede gaz likit kromatografisi veya hicresel ubikinon analizleri ile 6n

identifikasyonlari yapilabilir (15).

2.4 Epidemiyoloji

2.4.1. Ekoloji

Legionella spp. cevrede yaygin olarak bulunmaktadir. Dogal su
cevrelerinde (akarsular, nehirler, goller, goletler ve termal havuzlar), nemli
topraklarda ve balgikta bulunabilirler. Mikroorganizma nemli ortamlarda, O-
68°C sicaklikta ve pH 5-8.5 aralidinda uzun sure canlihdini koruyabilir (4).
Legionella spp. 2-8°C’de saklanmis su drneklerinde yillarca canli kalabilir (5).

Klora tolerans gostermesi nedeniyle su kaynagi sistemlerine girebilir,
kaplica cevrelerinde, sogutma kulelerinin havalandirma sistemlerinde, sicak
su sistemlerinde, dus basliklari, musluklar, jakuzilerde ve respiratuvar
ventilatorlerde Ureyebilir. Mikroorganizma bu sistemlerin yuzeyindeki, klor ve
biyositlerin etkilerine uzak kalmalarini saglayan biyofiim tabakasinda
bulunabilirler (4). Binalarin su sistemlerindeki biyofilm tabakasinda canlihgini
surdurebilmesi nedeniyle Legionella’nin su yerine surtnti érneklerinde daha
kolay saptanabildigi dusunulmektedir (1,16). Dogal su c¢evrelerinde
Legionella az sayida bulunmaktadir. insan yapimi su sistemlerine girerken de
az sayidadir ancak uygun su sicakligi, fiziksel korunma ve besin maddeleri
sayesinde ¢ogalirlar (5).

Legionella’nin optimal Uremesi, iginde yasayip ¢ogalabildigi serbest
yasayan amipler ile birlikte yasayip, besin maddelerini sagladigi bazi su
bakterileri gibi mikroorganizmalar yardimiyla olmaktadir. Legionella su ve
nemli toprak cevrelerinde serbest yasayan Acanthamoeba, Naegleria vb.
protozoalarin hdcre igi paraziti olarak yasar (4). Isisi degisen su gevreleri

protozoa ve bakteri arasindaki dengeyi Legionella’nin hizla ¢ogalmasi



yonunde degistirebilmektedir ve sonrasinda konak ruptura ile bakterinin dis
ortama salindigi dusunulmektedir. Bir su ¢evresindeki bakterinin varligi, ihk
su sicakligi ve bakterinin gcogalmasina imkan saglayan besin faktorlerinin
varligina bagli olarak Lejyoner hastaligi riskini arttirmaktadir.

Diger potansiyel patojen bakteri ve mantarlar gibi Legionella da, su
dagitim sistemlerinin yaygin bir kolonizan bakterisidir. Cogu Legionella tiru
su dagitim sistemlerinde kolonize olmakla birlikte sadece birka¢ spesifik tar
ve tip suya maruz kalan kigilerde hastalik olusturabilir. Legionellozisin,
bakterinin kesin rezervuarlarindan eliminasyonu ve kontroli yoluyla
Onlenebilir bir hastalik oldugu dusunulmektedir. Bu nedenle binalarin su
sistemlerinden kaynaklanabilecek Legionellozis riskini en aza indirmek igin

kontrol stratejileri ve rehberler gelistiriimigtir (4).

2.4.2.Enfeksiyon Kaynagi

Sogutma kuleleri ve evaporatif klima sistemleri direkt su ile temas
yoluyla isly1 atmosfer havasina transfer etmektedir. Sogutma kuleleri ve
klimalardan ortaya c¢ikan hava akimi aerosol formundadir. Kontamine
aerosollerin duyarl kisilere mikroorganizmayi bulastirdigi tahmin edilmektedir
(5).

Pontiac atesi, evaporatif klima sistemleri, sogutma kuleleri, klimalar ve
jakuzilerde bulunan etkenin aerosollesmesine baglanmistir (5). Sogutma
kulelerinin Lejyoner hastaliginin bulag kaynagi olmasiyla ilgili pek c¢ok
epidemiyolojik arastirma yapilmigtir. Birgok salginda sogutma kuleleri
dezenfekte edildikten sonra da Lejyoner hastaligi olgularinin devam ettigi
bilinmektedir Bu arastirmalar sirasinda mikroorganizmanin su dagitim
sistemlerinde de varoldugu gosterilmistir (5).

L.pneumophila’nin  su dagitim sistemlerini kolonize etmesinin
kesfinden sonra su dagitim sistemleri mikroorganizmanin yayiliminda primer
rezervuar olarak kabul edilmistir (5). Yapilan gesitli ¢calismalarda kontamine
hastane su dagditim sistemleri ile nozokomiyal enfeksiyon olgulari arasinda

epidemiyolojik baglanti kurulmustur.
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Molekuler parmakizi “fingerprinting” yontemleri ile L.pneumophila’nin
alttiplemesi yapilarak gcesme suyu kaynaklarinin mikroorganizmanin kaynagi
oldugu ortaya cikmistir (5). Enfeksiyon kaynaginin saptanmasinda ayrica
monoklonal antikor panelleri, plazmid analizleri, elektroforetik alloenzim
tiplendirme, pulse field gel electrophoresis (PFGE) ve polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR, Polymerase chain reaction) ile molekiler serogruplama

yontemleri kullaniimaktadir.

2.4.3. Bulas Yollari

Legionella’nin insanlara bulasmasi aerosolizasyon, aspirasyon veya
entlbasyon sirasinda dogrudan pulmoner sisteme girisi seklinde olabilir (6).
insandan insana bulagi destekleyen kanit bulunamamistir (7).

CDC’den arastiricilar Memphis’deki hastane salgininda hazirladiklari
raporla aerosolizasyon teorisini destekleyen ilk kaniti sunmustur (5).
Aerosolizasyonu destekleyen en buyuk kanit ise, 1968 yilindaki evaporatif
klimadan yayilan aerosollerle kontamine merkezi havalandirma Unitesinin
bulundugu binadaki Pontiac atesi salginidir. Bu havaya maruz birakilan
kobaylarin akcigerinde izole edilmistir (5).

L.pneumophila’nin ilk g¢evresel izolasyonu dus bashgindan yapildigi
icin, dus aerosollerinin mikroorganizmanin yayilimindan sorumlu oldugu
disundlmustir (5,13). Yapilan calismalarda Legionella’nin duglardan az
saylda ve kisa mesafede aerosollestigi gosterilmistir (5,17). Nebulizator,
nemlendiriciler ve mekanik ventilator tupleri gibi musluk suyu doldurulan
solunum yolu ekipmanlarinin da mikroorganizmay! aerosollestirebildigi
bilinmektedir (17). Bu ekipmanlarin temizliklerinin kontamine su ile yapiimasi
da nozokomiyal Lejyoner hastalidi ile iligkili bulunmustur (13).

Yapilan gesitli calismalarda ¢esme suyu sistemlerinde L.pneumophila
varligi ile Lejyonellozis arasinda baglanti oldugu gosterilmistir. Lejyoner
hastaligi salginlarinin cogunun gesme suyu sistemlerinin
kontaminasyonundan kaynaklandidi disunilmektedir (8). Kontamine sularin
ve kolonize orofaringeal sekresyonlarin aspirasyonu ile de bulasma

olabilmektedir (18). Bas-boyun cerrahisi yapilan kanser hastalarinda, sekel
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aspirasyon nedeniyle nozokomiyal Lejyoner hastaligi insidansi yuksek
bulunmustur (9). Yapilan iki prospektif calismada nazogastrik tlplerin
kontamine suyun mikroaspirasyonu yoluyla nozokomiyal Lejyoner hastaligina
yol actigi gosterilmistir. Yara enfeksiyonlari ise yaranin kontamine suyu
emmesi sonucu olugsmaktadir (19). Birka¢ calismada topragin kazilmasi

yoluyla aerosolizasyondan bahsedilmis ancak bu hipotez dogrulanmamistir

().

2.4.4.Prevalans

Lejyoner hastaliginin prevalansi su kaynaklarinin bu bakteri ile
kontaminasyon derecesine, suyla temas eden Kkigilerin duyarliligina ve
temasin yogunluguna baglidir. Bununla birlikte enfeksiyonun tanisi, 6zel
laboratuvar testlerinin enfekte hastalarda uygulanmasiyla mumkin
olmaktadir (5). Yapilan c¢alismalar bu testlerin rutin uygulamaya
konmasindan sonra suphelenilmemis olgularin da su yuzune c¢iktigini
belgelemistir. Hastaliktan suphelenilmemesi ve klinik bulgularinin diger
bakteriyel pndmonilerde gorulen bulgularla benzer olmasi hastaligin tanisinin
konulamamasinin 6nemli sebepleridir. Legionellozis dinyada birgok Ulkede
belgelenmekle birlikte, epidemilere ve sporadik olgulara bagli morbidite ve
mortalite halk saglig! istatistiklerinde kayit altina alinamamigtir. Lejyoner
hastaligi ve Pontiac atesi insidansini dogru bir sekilde saptamak igin daha iyi
surveyans programlarina ihtiya¢ duyulmaktadir (13).

Cesitli galismalar L.pneumophila’yl toplum kaynakli pndmonin en sik
gorulen dort mikrobiyal etkeni arasina koymaktadir (Streptococcus
pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Chlamydophila pneumoniae,
Legionella spp.) (8). Nozokomiyal pnémoninin insidansi, legionella
kolonizasyonunun derecesine, immundugkun konak sayisina ve hastanedeki
kaltur yontemlerinin kullanilabilirligine baghdir.

Sigara igiciligi, kronik akciger hastaligi, kronik kalp hastaligi, ileri yas
ve immunduskunlik baslica risk faktorleridir (8). Asiri alkol alimi ve bébrek

yetmezligi, hematolojik malignensiler, diyabet ve erkek cinsiyet de bazi
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calismalarda risk faktorleri arasinda gosterilmistir. Organ nakli alicilarindaki
nozokomiyal enfeksiyonlarda, cerrahi en énemli hazirlayici faktordur (5).

Nozokomiyal pediyatrik olgular; yenidoganlar, immunduskin ve altta
yatan pulmoner hastaligi olan c¢ocuklar olarak bildirilmistir. Legionella
enfeksiyonu AIDS’li hastalarda artan bir sekilde tanimlanmaktadir ve bu
hastalar ilerleyici enfeksiyonlara, akciger disi bulgulara, bakteriyemi ve
akciger abselerine meyillidir (5).

Genel olarak pndémoni olgularinin %1-5'inden azinda Legionella
spp.’nin etken oldugu tahmin edilmektedir. Lejyoner hastali§i salginlarinda,
yuksek riskli populasyonda atak oranlari %30’a yukselmektedir (13).
Hastaneye yatirilan olgularda yapilan etiyoloji ¢alismalarinda ise Lejyoner
hastaligina bagh toplum kaynakhh pnomoni orani %2-15 arasinda
degismektedir. CDC her yil ABD’de 10.000-20.000 arasinda degisen
Lejyoner hastalijina ait olgu tahmininde bulunmaktadir (20). Genel
populasyonda Pontiac ateginin insidansi bilinmemektedir (13).

Legionella enfeksiyonlarinin yaklagik %75’'inden L.pneumophila
serogrup 1 sorumlu iken, %20-30’u diger L.pneumophila serogruplari ile, %5-
10’u diger Legionella tirleri ile ortaya ¢ikmaktadir (21-24). Toplum kokenli ve
seyahat iligkili lejyonellozis olgularinda Mab 2 ve Mab 3-1 pozitif suglarin
prevalansi ylksek bulunmustur. Bu suslarin daha virulan olduguna
inaniimaktadir. Yapilan son ¢alismalarda olgularin gogundan Mab 3-1 pozitif
suglarin sorumlu oldugu ve diger serogruplarin suslarinin virulansinin daha
dusuk oldugu dusunulmektedir (25,26). Legionella tur ve serogruplarinin
dagilimi tani yontemlerinin duyarhligini ve dolayisiyla Legionellozis

prevalansini etkilemektedir.

2.5.Patogenez

Legionella spp. serbest yasayan amiplerin bazi tarlerinde, silial
protozoalarda ve biofilm iginde yasayip c¢ogalabilmektedir. Bu yetenedi
Legionella’nin gevrede yasamini strdirmesinde énemlidir.

L.pneumophila’nin Hela hiucrelerinde morfolojik olarak iki farkli formda

bulundugu tespit edilmigtir. Bu formlar oldukga enfektif, metabolik olarak
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dorman, antibiyotiklere ve deterjan lizisine direngli olan yiksek differansiye
kist-benzeri formu ile replikatif hiicre igi formudur. Bu kist-benzeri formunun
L.pneumophila’nin konakta uzun sire yasamini surdirmesi agisindan onemli
oldugu dugunulmektedir (27).

Mikroorganizmanin akcigere girisi orofaringeal kolonizasyon sonrasi
aspirasyonla, direkt inhalasyonla, ya da baska bir enfeksiyon odagindan
hematojen yayihimla olmaktadir. Mikroorganizma ilk olarak Ust solunum
yoluna girdiginde solunum yolu epitel hicrelerindeki siliyer engelle karsilasir.
Bu bariyer, mikroorganizmanin solunum yolu epitel hucrelerine pilileri ile
aderensi yoluyla asilir. Sigara icicileri, kronik akciger hastaligi olanlar ve
alkoliklerdeki bozulmus mukosiliyer temizleme mekanizmasi ile artmig
Lejyoner hastaligi riski arasinda baglanti kurulmustur (5). Bakteri alveollere
ulastiginda enfeksiyonun sonucu, mikroorganizmanin virulansina ve konagin
immunitesine baghdir. Konak savunmasindan sorumlu ana komponent
alveolar makrofajlardir. Ozgll opsonizan antikorlarin varhginda Legionella
alveolar makrofajlarca kolaylikla fagosite edilir (5).

L.pneumophila’da “macrofage infectivity potentiator” (mip) olarak
tanimlanmis 24 kDa’luk bir dig zar proteini bulunmaktadir. Bu protein
hacrelerin enfekte olmasini kolaylastirir. Mip-mutantlarinin, amipleri, siliali
protozoonlari ve akciger epitel hicrelerini enfekte etme yeteneklerini
kaybettikleri gdsterilmistir. Mip, L.pneumophila’ya 6zgu bir protein olarak
tanimlanmistir. Ancak diger Legionella turlerinin de mip’e benzeyen 24-30
kDa’luk proteinleri vardir (28). Fosfolipaz C, asit fosfataz, protein kinazlar ve
superoksit dismutaz gibi enzimleri bakterinin hicre iginde yasamasini
kolaylastirmaktadir. Bu bakterinin proteazlari akciger hasarina yol
acmaktadir.

L.pneumophila, makrofaj igine girdikten sonra fagozomla kaplanir
ancak mikroorganizmayi igine alan fagozom lizozomla birlesemez ve
mikroorganizmanin fagolizozomdaki mikrobisidal mekanizmalardan
kagmasina olanak saglanir. Mikroorganizma, hucre rupture olana kadar
cogalir ve sonunda makrofaji patlatarak yeni fagositer hicrelerde ayni

donguyu gerceklestirmek Uzere ortama yayilir (5).
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Notrofil I0kositlerin Legionella’ya karsi konak savunmasindaki roli net
degildir. Notropenik hastalarda Lejyoner hastaligina asiri bir egilim
gorulmemigtir. L.pneumophila oksijen-bagimli mikrobisidal sistemlere in vitro
duyarli olmakla birlikte, notrofil I6kositlerce dldurulmeye direnclidir (5).

Yapilan in vitro ¢alismalar, humoral immunitenin konak savunmasinda
sekonder  rol oynadigini dusundurmektedir. Olusan antikorlar
L.pneumophila’nin  komplemanla o&ldurilmesine oOnculuk etmez, sadece
fagositlerce oldurulmesini  kolaylastirir.  Ancak monositler ve alveolar
makrofajlar icinde bakterinin ¢ogalmasini inhibe edemez. Ote yandan
Lejyoner hastaligi olan kisilerin serumlarinda enfeksiyonun ilk birka¢ haftasi
icinde, serotipe-spesifik anti-Legionella antikorlari (6ncelikle IgM takiben 1gG)
Olculebilmektedir (5).

Diger hucre ici patojenlerde (Listeria, Mycobacterium ve Toxoplasma)
oldugu gibi, Legionella’ya karsi da hicresel immunitenin primer konak
savunmasinda onemli oldugu dusunulmektedir. Lejyoner hastaligi, transplant
hastalari, kortikosteroid alan hastalar ve AIDS hastalarinin da dahil oldugu
hicresel immunite bozukluklarinda daha sik ve ciddi olarak goériimektedir.
(5). Ayrica monosit disfonksiyonu ile giden sacli hiicreli I6semili hastalarda da
Lejyoner hastaligi onemli siklikta gorulmektedir (5,6). Hucresel immunite,
lenfosit proliferasyonu ve enfeksiyonun ilk iki haftasi i¢cinde L.pneumophila
antijenlerine karsi olusmus gecikmis tip cilt asiri duyarhligi seklinde ortaya
cikar.

Enfekte insan ve hayvanlarda L.pneumophila antijenlerine karsi
makrofaj yaniti; proliferasyon ve IFN-y, IL-1 ve TNF gibi makrofaj aktive edici
sitokinlerin  salinimi  seklindedir. IFN-y’'nin  aktive ettigi makrofajlar
mikroorganizmanin ihtiyac duydugu demir alimini sinirlayarak Legionella’nin
¢ogalmasini azaltmaktadir. NK-benzeri hicrelerin IL-2 tarafindan tetiklenerek

L.pneumophila ile enfekte makrofajlari 6ldurdugu gosterilmigtir (5).
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2.6.Klinik Belirtiler ve Bulgular

Legionella enfeksiyonlari, pnémonili atesli hastalik (Lejyoner hastaligi),
pnomonisiz atesli hastalik (Pontiac atesi) ve asemptomatik enfeksiyonlar
seklindedir. Bulag yolu ve inokulumdaki mikroorganizma sayisi klinik
tablonun ortaya c¢ikmasinda rol oynar. Ayrica immunduskunlik, kronik
akciger hastaligi, alkolizm, sigara iciciligi gibi konak faktorleri de Lejyoner

hastaligi i¢in hazirlayici faktordur (8).

2.6.1.Lejyoner Hastaligi

Lejyoner hastaliginda tipik olarak U¢ ana patern gozlenir; birincisi en
yaygin olan ve toplumda en sik gorulen sporadik olgular, ikincisi kisa sureli
ve dusuk atak hizi ile karakterize epidemik salginlar ve GglUnclisu immin
duskln hasta populasyonunda gorulen nozokomiyal salginlar seklindedir (8).

Lejyoner hastaliginin belirgin klinik bulgusu pnomonidir. Hastalik kuru
Oksuruk ve hafif atesten yaygin pulmoner infiltratlar ve g¢oklu organ
yetmezligine varan genis bir spektruma sahiptir.

inkiibasyon siiresi 2-10 giindir. Hastaligin baslangic déneminde
halsizlik, ates, istahsizlik, myalji ve basagrisi gibi 6zgul olmayan semptomlar
g6zlenir (6). Okslriik genellikle hafif ve nonprodiiktif olup, nadiren hemoptizi
gorulur. Bazi hastalarda gozlenen ploretik ya da ploretik olmayan gogus
agrist hemoptizi ile birlikte degerlendirildiginde pulmoner emboli tanisi
konmasina neden olabilir (5,6). Hastalarin %25-50’sinde sulu ishal, %10-
20’sinde ise bulanti, kusma ve karin agrisi gorulmektedir. Basagrisi ve
letarjiden ensefalopatiye degisen norolojik semptomlar goérulebilir. Mental
durum degisikligi en sik gorulen noérolojik anormalliktir (6).

Fizik muayenede erken donemde raller ve konsolidasyon bulgulari
mevcuttur. Ates hemen daima mevcut bir bulgudur. Pnomoninin ileri
safhalarinda Usume-titreme hastalarda siklikla gorGlur.  Legionella
pndmonisinin  klinik belirtileri, diger etkenlerin sebep oldugu pndémoni
belirtilerinden ayirt edilemez (5).

Karaciger fonksiyon testlerindeki bozukluklar, hipofosfatemi, hematuri

ve hematolojik anormallikler sik olmakla birlikte diger etkenlerin neden oldugu
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pndémonilerden farkl degildir. Ancak hiponatremi, lejyoner hastaliginda diger
etkenlere gore anlaml derecede sik goértulmektedir (5).

Klinik bulgular nonspesifik olmakla beraber, tani konulamamis
pnomonilerde bazi ipuglari Lejyoner hastaligi olasiligini disundirmektedir.
Bunlar; 1-Balgam yaymasinda bol pargali nétrofil goraltrken, mikroorganizma
gosterilememesi, 2-Hiponatremi (serum sodyum <130meq/l), 3-Onceden
verilen beta-laktam veya aminoglikozid antibiyotiklere yanitsizlik, 4-Hastanin
bulundugu hastane veya diger ortamlarin kullanma suyunun Legionella ile
kontamine oldugunun bilinmesidir (6).

Hastalarin ¢ogunun akciger radyolojisinde anormallik saptanir.
Genellikle hastaligin 3. gununde akciger bulgulari ortaya ¢ikar. Bulgularin
baglangici genellikle tek tarafli ve alt lobdadir. infitrasyonlar alveolar,
segmental-lobar ya da diffiiz veya yamali olabilir. infiltrasyonlar giinler icinde
yaygin konsolidasyonlara donusur. Plevral effizyonlar siktir. Kortikosteroid
alan immun duskunlerde kavitasyon ve abseler gorulebilir (29). Uygun
antibiyotik tedavisine ragmen infiltrasyon artisi siktir. Klinik iyilesmeye karsin
grafide infiltratlarin kaybolmasi 1-4 ay sire gerektirir.

Lejyoner hastaliginda mortalite %15-30’dur. Nozokomiyal pndmonili
hastalarda tani erken konulmazsa bu oran %50’ye ulasabilir. Olgularin
¢ogundan L.pneumophila serogrup 1 sorumludur. Serogrup 4, 6 ve
L.micdadei de klinik enfeksiyonlarda diger Legionella spp.’den daha sik

saptanmaktadir (8).

2.6.2.Pontiac Atesi

Legionella enfeksiyonunun pndmonisiz seklidir. ilk defa 1968'de
Pontiac’da ( Michigan) gorilen halk saghgr bolimindeki salgindan adini
almistir (7). Akut, kendini sinirlayan, grip benzeri hastalik seklinde seyreder.
inkiibasyon siiresi yaklasik 2 giindiir. Oncesinde saglikli olan kisilerde, 2-5
gln suren, ates, bas agrisi, halsizlik, nonproduktif 6ksuruk ve bulanti-kusma
ile seyredebilen, spontan olarak iyilesen bir hastaliktir. Akciger radyolojik

bulgusu yoktur ve sadece semptomatik tedavi gerektirir (5,8). Genel
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populasyondaki insidansi bilinmemektedir. Cogu olgudan L.pneumophila

sorumlu tutulmustur.

2.6.3.Akciger Dis1 Hastaliklar

Kan dolasimi yoluyla mikroorganizmanin yayihimi, pnémonili ya da
pnémonisiz akciger disi enfeksiyonlara yol acabilir. immiin diiskiin hastalarda
selllit, sinuzit, perirektal abse, perikardit, pyelonefrit, pankreatit ve
endokardite sebep olabilir. Yara enfeksiyonlari, yaranin Legionella ile
kontaminasyonuyla olmaktadir. Altta yatan hastaliga, ila¢ tedavilerinin yan
etkisine ve enfeksiyonun ciddiyetine bagli olarak prostetik kapak endokarditi,
dissemine intravaskuler koagulasyon (DIC, dissemine intravasculer
coagulation), trombositopeni, glomerulit, rabdomiyolizis, noéropatiler ve

karaciger yetmezligi klinik tabloya eklenebilir.

2.7. Mikrobiyolojik Tani

2.7.1.Klinik Orneklerden Legionella Cinsi Bakteri izolasyon
Yontemleri

Orneklerin Toplanmasi, Saklanmasi ve Taginmasi:

Kaltur icin tercih edilen ornekler; solunum yolu sekresyonlari (balgam,
bronsiyal ve trakeal aspirat, ve brongiyal yikamalar), bronkoalveolar lavaj
(BAL), steril vicut sivilari (plevral, perikardiyal, peritoneal), akciger dokusu,
diger dokular ve yara ornekleridir.

Legionella primer olarak alveollerdeki makrofajlarda gogalan hucre igi
patojeni olmasi nedeniyle diger hucre igi patojenlerde oldugu gibi her balgam
ornedinde olmayabilir ya da az sayida bulunabilir. Lejyonellozisli cogu hasta
balgam c¢ikaramadigindan, ¢ok sayida solunum yolu orneginin incelenmesi
faydalidir (30). Lejyoner hastaligi olgularinda purtlan balgam ve sekresyon
olusumu kisith oldugu icin balgam orneklerinin kultire uygunlugu igin
kullanilan mikroskobik skorlama kriterleri uygulanmamalidir. Bu kriterler
uygulandiginda, Legionella spp. icin kultlr pozitifligi saptanacak 6rneklerin

%80’inin laboratuvara kabul edilmedigi hesaplanmigtir (3).
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Balgam ve diger solunum yolu ornekleri, steril kaplara toplanarak oda
sicakhginda en gec iki saat icinde laboratuvara ulastiriimalidir. Ornek
ekilmeden 6nce birkag saat gegecegi dngoruliyorsa 2-5°C’de 48 saate kadar
saklanabilir. Orneklerin uzun sireli saklanmasi en iyi -70 °C'de
saglanmaktadir (13). Ancak baslangi¢ 6rneginde bakteri konsantrasyonu
dusuk ya da ornek sulu ise dondurma sonrasi bakteri konsantrasyonu
saptama siniri altina dusebilmektedir. Tekrarlayan dondurma, ¢dzme iglemi
bakteriye zarar verir.

Antijen testi igin idrar ornekleri steril kapakli bir kaba alinmal ve 24
saat icinde calisiimalidir. Test daha sonra c¢alisilacak ise, 6rnekler 2-8 “C’de
birkag gun, -20 ‘C’de ise uzun sure saklanabilir (8).

Serumda antikor saptanmasi icin akut donem kan ornekleri, standart
tiplere alinarak oda sicakhginda laboratuvara ulastirilir. Dondurma-gézme
islemleri antikor duzeyini azalttigindan, uzun sureli saklanmasi birkag tlupe
bollinmis sekilde -20 °C’de yapilmalidir. IFA (indirect Fluorescent Antibody)

testi igin 2-6 hafta sonra tekrar kan 6rnegdi alinarak titre artisina bakilmaldir.

Kultiir:

Legionella enfeksiyonunun tanisinda kullanilan en kesin yontem
mikroorganizmanin solunum yolu érneklerinden izolasyonudur (5). Legionella
turlerinin izolasyonu % 100 6zgullukte olup, tanida altin standart olarak kabul
edilmektedir (4). Lejyoner hastahdi tanisinda kaltarin duyarliligi, referans
laboratuvarlarda yapilan retrospektif calismalarla %11-65 olarak tahmin
edilmektedir (31-33). Rutin laboratuvarlarda prospektif yapilan ¢alismalarda,
pozitif kultir ylzdesi dustk bulunmustur (34,35). Solunum yolu 6érneklerinde
bakterinin canlihgini sirdirmesi zayif oldugu icin 6rneklerin bir an énce
kiltiriniin  yapilmasi gerekmektedir. Orneklerin gabuk bozulmasi ve
degerlendirmede deneyim gereksinimi Legionella kulturinun duyarhhigini
etkileyen énemli faktorlerdir (1,36). Kultlir sonuglari hastaligin siddeti ile de
baglantili bulunmustur; orta siddette pndmonide pozitif sonuglarin yizdesi
dusuk (%15-25) iken, ciddi pnomonide daha yuksek yuzdelere (>%90)
ulagiimistir (4).
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Legionella kultird icin standart olarak a-ketoglutarat ilave edilmis
BCYE  besiyeri (BCYEa) (antibiyotik ilaveli/ilavesiz) kullaniir  (4).
Legionella’nin Uremesini inhibe edebilecek diger mikroorganizmalarin ve
normal floranin asiri iremesini 6nlemek icin BCYEa besiyeri ile beraber bir
ya da daha fazla selektif besiyerinin kullanilmasi dnerilmektedir. Bu amagla
BCYEa besiyerine antibiyotikler ilave edilir (13). En yaygin kullanilan
antibiyotikler, gram negatiflere karsi polimiksin, mayalara karg! anizomisin ve
gram pozitiflere kargi sefamandol veya vankomisindir. L.pneumophila
disindaki tlrler s6z konusu oldugunda, sefamandolin beta-laktamaz
uretemeyen diger Legionella spp.’yi inhibe etmesi nedeniyle, vankomisin
tercih edilmelidir (4).

Siklikla kullanilan selektif besiyerleri; BCYEa besiyerine, sefamandol,
polimiksin B ve anizomisin ilavesiyle hazirlanan BMPAa (PAC) (BCYE agar
supplemented with cefamandol-polymyxin B-anisomycin) ile glisin,
vankomisin, polimiksin B ve anizomisin ilavesiyle hazirlanan MWY (Modified
Wadowsky-Yee) besiyerleridir (13). Legionella kultiru i¢in butin orneklerin
sinif Il biyoglvenlik kabininde igsleme alinmasi gerekmektedir.

Steril olmayan vicut bolgelerinden alinan érneklerin selektif besiyerine
kiltird yapiimahdir. Ornegin hidroklorik asitle muamale edilmesi kistik
fibrozisli hastalar disinda onerilmemektedir. Doku 6rneklerinin homojenize
edildikten sonra kualttrt yapilmali, steril vicut sivilari ise 4000xg’de 30 dakika
santrifij edildikten sonra sedimenti vortekslenerek ekilmelidir. BAL drnekleri
dilbe oldugu igin santrifugasyonla konsantre edildikten sonra kulturi
yapitimahdir (27).

inokiile edilen besiyerleri 35-37°C’de, nemli ortamda en az 7 gin
inkiibe edilmelidir. Legionella kolonileri genellikle 3-5 glin igcinde goérunar hale
gelir. Plaklar gunluk olarak incelenmelidir. BCYE besiyerinde urediginde, 2-4
mm c¢apinda, gri-beyaz ya da mavi-yesil, konveks, yapiskan koloniler
olusturur. Koloni mikroskobunda bakildiginda buzlu-cam goérinimunde
koloniler dikkat ceker (8).Gram boyama yapildiginda ince, gram negatif, zor
boyanan basiller goralur. Uzun-dalga UV lamba ile bakildiginda bazi

Legionella turleri otofloresan verir.



20

Legionella acisindan supheli koloniler BCYEa ve kanh agara
pasajlandiginda, sistein iceren BCYEa besiyerinde Urerken, kanlh agarda
ureyememesi On tanida kullanilmaktadir (13). Bu izolatlarin daha sonra DFA

ve lateks aglutinasyon testleri ile dogrulanmasi gerekmektedir.

idrar Antijen Testi:

Legionella antijendrisinin saptanmasi, Philadelphia salginindan kisa
sure sonra kullanima girmistir. Bu testle enfekte hastalarin idrarlarindan
atilan ¢o6zunlr haldeki Legionella serogrup 1’e spesifik lipopolisakkarit
antijenleri saptanmaktadir. idrarla atilan antijen yaklasik 10 kDa agirliginda,
Istya dayanikli ve enzimatik yikima direnglidir.

idrar antijen testleri hizli sonu¢ vermesine ilaveten kabul edilebilir
duyarlilik ve ylksek 6zgiilliige sahip testlerdir (37-39). idrar érneklerinin kolay
alinmasi ve tekrarlanabilir olmasi, antijenurinin erken dodnemde
saptanabilmesi ve Legionella enfeksiyonlari i¢in siklikla ilk kanit olmasi, idrar
antijen testlerinin diger onemli avantajlanidir. Pnémonisiz Pontiac atesi
olgularinda da pozitif idrar antijen sonuglari alinabilmektedir (40).

Codu idrar antijen testi L.pneumophila serogrup 1’in Pontiac (Mab 2+)
monoklonal antikor pozitif tipini saptamada oldukga duyarli (>%90) iken
L.pneumophila serogrup 1’'in diger monoklonal antikor tiplerini saptamada
duyarliigi daha dusuk (%60) bulunmustur. L.pneumophila’nin diger
serogruplari ile diger Legionella turlerinin saptanmasinda duyarliliklarinin gok
duguk (%5) olmasi bu testlerin en onemli dezavantajidir (41,42) ve negatif
sonuglar Legionella enfeksiyonunu ekarte ettirmez (37,43).

Bu testlerin duyarlihg L.pneumophila igin, yogunlastiriimis idrarda
nispeten yluksek bulunmustur (37,44,45). Ancak konsantrasyon basamaginin
uzun ve emek yogun olmasi nedeniyle sadece suUpheli pozitif sonuglar
alindiginda bu yonteme basvurulmasi onerilmektedir (46). Bir ¢ok ¢alismada
idrar antijen testlerinin duyarlihginin hastaligin siddeti ve altta yatan
hastaliklarin varhidi ile korele oldugu bildirilmistir (41,34,35). Antijen yukinin
ciddi olgularda daha yuksek bulunmasi ve antijenin iglenmesinin kisinin

immUn durumuna bagli olmasi bu durum igin agiklayici gérinmektedir
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(41,45). idrar antijen testlerin duyarliigi ile calismaya alinan altgruplar
arasindada baglanti kurulmustur. Yapilan bir calismada Mab 2-pozitif
suslarin baskin olarak neden oldugu seyahat iligkili enfeksiyonlar ile toplum
kokenli enfeksiyonlarda EIA testlerinin duyarliligi daha yiksek (sirasiyla %94
ve %86-87) iken nozokomiyal enfeksiyonlarda bu oran %44-46 olarak
saptanmistir (47). Bu oranlarin farkh altgruplarin farkli serotip dagilimindan
kaynaklandigi dusunulmektedir (4).

Legionella antijenUrisi, semptomlarin baglangicindan en erken bir gun
sonra saptanabilir ve gunlerce, haftalarca saptanmaya devam edebilir (4).
Hastalarin ¢ogunda antijenuri 10-14 gunde sona ermekle birlikte uygun
tedaviye ragmen yaklasik %50’sinde 1. ayda, %25’inde ise 2.ayda pozitiflik
devam etmektedir (37). AntijenUrinin devam etmesi tedavi basarisizligini
gOstermez ise de immunsupresif tedavi ile iliskili oldugu gosterilmistir (48,49).

Legionella antijentrisinin saptanmasinda, RIA (radioimmunoassay) ve
EIA (enzyme immunoassay) yillardir kullanilan ve benzer performansa sahip
yontemlerdir (1). Diger etkenlerin neden oldugu pndmoni veya idrar yolu
enfeksiyonu olan hastalarin idrar érnekleri test edilerek degerlendirildiginde,
mevcut Legionella idrar antijen EIA ydntemlerinin 6zgulligua >%99.9
bulunmustur (50,51). Aglutinasyon yontemleri ise yeterli duyarllik ve
Ozgullikte  olmadigr  igin  kabul  gérmemistir  (52).  Geligtirilen
immunokromatografik yontemler (53,54) de EIA ydntemine benzer duyarlilik

ve O0zgullige sahiptir ve kisa surede sonug¢ vermeleri avantaj saglamaktadir

(4).

Serumda Ozgiil Antikor Saptama Testleri:

Philadelphia salgininda hastalarda 6zgul antikor saptamak igin indirekt
immuanofloresan antikor yontemi (IFA, indirect fluorescent antibody)
kullaniimis ve o zamandan beri Legionella spp.’'ye karsi olusan o6zgul
antikorlari saptamada ¢esitli serolojik yontemler gelistiriimistir.

IFA ve EIA en sik kullanilan yontemlerdir. Antikor saptama yontemleri
arasinda standardize edilen sadece IFA yontemidir ancak EIA daha az

subjektif olmasi, daha hizli caligiimasi ve otomatize olmasi nedeniyle pek gok
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laboratuvarda tercih edilmektedir (32,56). EIA testlerinin 6zgulligli daha
dusuk bulunmustur ancak bu epidemik c¢alismalar icin kabul edilebilir
duzeydedir (55-57). Sporadik olgular arastirilirken ise bu testlerin daha
dikkatli kullanilmasi gerekmektedir.

IFA ile tani, antikor titresinde dort kat titre artisi ile konulmaktadir.
Codu olguda titre artisinin 3-4 haftada gorulmesi, bazi olgularda ise 10
haftay! bulabilmesi nedeniyle seroloji, epidemiyolojik ¢alismalar i¢in yardimci
iken, akut hastaligin tanisinin konulmasinda klinisyene daha az yardimci
olmaktadir (4)

Tek serumda 1:256 ve ustunde titre saptanmasinin, Lejyoner
hastaligi tanisi koydurdugu ifade edilse de, toplum kokenli pnomoni
nedeniyle yatirilan hastalarda yapilan son galismalarda, 1:256 ve Ustlindeki
tek titrenin diger etkenlere bagli pnémoniler ile Lejyoner hastali§i arasinda
farkhlik gostermedigi gézlenmistir. Yapilan bir calismada antikor titresinde
dort kat artis bulunan ya da kultirle dogrulanmis Lejyoner hastaligi olan 68
hastanin sadece %10’'unda, diger etkenlerin neden oldugu pndémonili 636
hastanin ise %6’sinda 1:256 ve Uzeri titreler saptanmistir (58). Yuksek titreler
uzun slUre devam edebildiginden aktif hastaligin belirlenmesinde tek basina
yuksek antikor titresi tani kriteri olarak kullanilamamaktadir (37). Ayrica IFA
ile yuksek anti-Legionella antikor titrelerinin normal populasyondaki sikliginin
% 1-36 arasinda degistiginin saptanmasi da (10), IFA ile tek serumda yuksek
titre bulunmasinin tanidaki degerinin sinirli oldugunu dagsundurmektedir.

Serolojinin  duyarhligi, enfeksiyonun seyri sirasinda olusan
saptanabilir antikor yanitinin suresine bagli olarak degisebilmektedir.
Hastalarin yaklasik olarak %25-40’inda hastaligin ilk haftasinda %10-15’inde
ise hastaligin baslangicindan 6-9 hafta kadar sonra serokonversiyon
saptanmaktadir. Hastalarin yaklasik %20-30’unda ise uzun sure sonra bile
antikor yaniti alinamayabilmektedir. Bu varyasyonlar nedeniyle serolojik
yontemlerin duyarlihd %70-80 olarak sinirlandiriimigtir (10). Ote yandan IFA
yonteminde L.pneumophila serogrup 1 antijeni kullanildiginda 6zgullik

yaklagik olarak %99 bulunmustur (4).
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Legionella enfeksiyonlarinin seyri sirasinda immuan yanit, farkl
siniflardan immanglobulinlerle olabildiginden, Legionella serolojisinde genel
olarak I1gG, IgM ve IgA antikorlarini saptayan polivalan konjugatlarin
kullanilmasi Onerilmektedir. IgM-spesifik IFA testlerinin 6zgullugu sinirli
oldugu igin kullaniimamaktadir (43).

Serolojinin gergek duyarlihdr ve 6zgulligu, L.pneumophila serogrup 1
antijeninin kullanildigi IFA testleri igin degerlendirilmistir. L.pneumophila’nin
diger serogruplari ve pneumophila-digi Legionella antijenleri kullanildiginda,
antikor saptama testlerinin  duyarlihgr ve 6zgulligu tam olarak
belirlenememigtir ve serogrup 1 i¢in oldugundan daha duguk degerler oldugu
tahmin edilmektedir (21). Birgok laboratuvarda, Legionella serolojisi igin farkh
antijenleri iceren havuzlar tarama amagl olarak siklikla kullaniimaktadir,
ancak havuz antijenleriyle ortaya ¢ikan 6zgul olmayan reaksiyonlar nedeniyle
pozitif reaksiyonlarin monovalan antijenlerle dogrulanmasi gerekmektedir.

IFA testlerinde, Legionella digi etkenlerin neden oldugu pnoémoniler
ile bakteriyemilerde, Legionella spp.’'ye kargi yalanci pozitif titreler
saptanmistir. Bacteroides fragilis, C.psittaci, Pseudomonas aeruginosa,
mikoplazmalar, mikobakteriler, Campylobacter spp. , Citrobacter freundii,
Pseudomonas pseudomallei, Haemophilus influenzae, Coxiella burnetti,
Rickettsia typhi ve Proteus vulgaris enfeksiyonlari yalanci pozitiflige neden
olabilmektedir. Carpraz reaksiyonlar L.pneumophila disi turlerle daha sik

olusmaktadir (1).

Nukleik Asit Cogaltma Yontemleri:

Nukleik  asit  saptanmasi, klinik ~ 6rneklerden Legionella
identifikasyonunda siklikla kullanilan bir yontemdir. Kullanilan primerlere
bagll olarak PCR yodntemi ya sadece L.pneumophila, ya da Legionella
turlerinin birkacini ya da timuand saptayabilmektedir (32). Konvansiyonel ve
real-time PCR yontemleri kullanilabilir. Legionella insan normal flora Gyesi
olmadidi igin kantitatif lcim yapilmadan, érnekte Legionella DNA varligi ya
da yoklugunun saptanmasinin vyeterli oldugu dusunulmektedir. Bununla

birlikte jel elektroforezi, hibridizasyon ve PCR Urunlerinin sekanslanmasi gibi
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PCR-sonrasi ¢alisma basamaklarina gereksinim olmamasi, real-time PCR’in
konvansiyonel PCR’a Ustunlukleridir. Real-time PCR’da, PCR Urunleri hizhi ve
O0zgul olarak saptanabilmekte ve urUnlerin galigilmasi sirasinda meydana
gelebilecek kontaminasyon riski kalkmaktadir.

PCR oldukga duyarli olup, solunum yolu sekresyonlarinda Legionella
turlerinin saptanmasinda duyarlihginin kultire esdeger ya da daha yuksek
oldugu dugsunulmektedir (31,32,49,59-62). Bazi arastirmacilar PCR’in balgam
cikarabilen hastalar igin secilebilecek bir test oldugunu dusunmektedirler.
Balgam g¢ikaramayan hastalarda ise idrar, serum gibi solunum yolu digindaki
orneklerde PCR kullaniimasi kismen faydali gérinmektedir (59).

idrar ©rneklerinde Legionella DNA saptanmasi amaciyla PCR
kullanilabilmekle birlikte duyarhihdinin idrar antijen testlerinden Ustin
olmadigi  dusUnulmektedir. Duyarlihgr c¢esitli c¢alismalarda %17-72
bulunmustur. Bununla birlikte serogrup duzeyinde o6zgulligun arttirildigi
primer sistemlerinin kullaniimasi tanida avantaj saglayabilmektedir (35,
63,64). Serum Orneklerinde de Legionella DNA saptanabilmektedir (4,35).
Lejyoner hastalarinin serum dérneklerinde Legionella DNA saptamada PCR’in
duyarliigi nispeten dusuk (%50-60) bulunmakla birlikte ciddi hastalikla
yukselebildigi (%70-90) dusunulmektedir (65,66).

Real-time PCR yonteminde 16S rRNA genleri, 23S-5S spacer bolge,
5S rDNA veya macrophage inhibitor potentiator (mip) gen gibi spesifik
bdlgeler hedeflenmigstir (61,67,68). Nukleik asit cogaltma ydntemleri her ne
kadar yaygin degilse de gelecekte tercih edilen bir yontem olacagi
dusunulmektedir.

Solunum sekresyonlarinda bulunan inhibitérler, yalanci negatif
sonuglara neden olabildiklerinden tum orneklerin yine de kultirt yapiimalidir
(37). Ayrica yalanci pozitif sonuglar da rapor edilebilmektedir (1,60). Yalanci
pozitif sonuglarin varliginda referans yontemin basarisiz olabildiginin de g6z
onlne alinmasinin gerekliligi disunulmektedir. Az gorulen Legionella turleri
geleneksel yontemlerle saptanilamayabilmektedir. Etiyolojisi bilinmeyen
pnomonili hastalarda Legionella PCR’in gergcek duyarlihdi ve o6zgullugunu

belirleyen vyeterli galisma bulunmamaktadir (4). Laboratuvarlarin kalite
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kontrol ¢alismalarini surdirmesi ve nukleik asit amplifikasyon (NAA, Nucleic

acid amplification) testlerinin standardize edilmesi gerekmektedir.

2.7.2.Cevresel Orneklerde Legionella Cinsi Bakteri izolasyon
Yontemleri

Kultiir

Su Orneklerinin Toplanmasi ve Dekontaminasyonu:

Cevre drneklerinden Legionella spp.’nin izolasyonu ile ilgili yontemler
henlz standardize edilmemistir. Farkli kuruluslar 6rneklerin toplanmasi,
yogunlastiriimasi, asitle muamelesi ve besiyeri se¢imi konularinda farkh
yontemler uygulamaktadir. Asagida bu yontemlere 6rnekler verilmigtir.

Centers for Disease Control and Prevention (CDC) ; su ve suruntu
orneklerinin birlikte alinmasini 6nermektedir. Musluk ve dus basliklarindan
suruntu ornegi alindiktan sonra su orneginin alinmasi ve 15 dakika asitle
muamele edildikten sonra orneklerin BCYE, GPAV (Glycine- polymyxin B-
anisomycin-vancomycin) ve PAV ( Polymyxin B-anisomycin-vancomycin)
besiyerlerine ekilmesi gerekmektedir.

Hijyen Enstitisi’nin (The Hygiene Institute) yonteminde, sadece su
ornegi alinmasi Oneriimektedir. Ornekler 15 dakika asit ile muamele
edildikten sonra BCYE ve GVPC (Glycine-vancomycin-polymyxin B-
cycloheximide) besiyerlerine ekilir. Her iki protokolde de &rneklerin
konsantrasyonu igin filtrasyon yontemi kullanilir.

Veterans Affairs Medical Center'in (VAMC) uygulamasinda, tek bagina
surantt Orneginin alinmasi yeterli bulunmaktadir. Su 6rnegi alindiginda
santrifligasyonla konsantrasyon énerilmektedir. Ornekler 3 dakika asit islemi
ile dekontamine edilip, BCYE ve DGVP (Dye-Glycine-Vancomycin-Polymyxin
B) besiyerlerine ekilmektedir (69).

The International Standart Method’a gore orneklerin asit veya 1si
muamelesi ile dekontaminasyonu ve sonrasinda BCYE ve GVPC
besiyerlerine ekilmesi istenmektedir.

Yapilan galigmalar sonucunda Legionella spp.’nin izolasyonunda, su

orneklerinin filtrasyonla konsantrasyonunun, santrifigasyon yontemine gore
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daha basarili oldugu gosterilmistir. Ayrica mikrobiyal floranin azaltiimasinda
3 dakika asitle muamelenin en etkili oldugu ve glisin iceren selektif
besiyerlerinden biri kullanilarak ¢esme suyu sistemlerindeki Legionella disi
mikroorganizmalarin inhibe edildigi gosterilmistir (69).

Yapilan calismalarda Legionella spp.’nin izolasyonunda VAMC’in
suruntu ornekleme yonteminin, su ornekleme yontemlerinden daha basarili

oldugu da gosterilmistir (70).

Legionella Besiyerleri:

L.pneumophila’nin izolasyonunda kullanilan ilk besiyeri %1 IsoVitalex
ve %1 hemoglobinle zenginlestirimis Mueller-Hinton agardir. izolatlar
cukulatamsi agarda da ¢ok yavas ureyebilirler(1,13).

Feeley ve arkadaslar tarafindan gelistirilen Charcoal Yeast Extract
(CYE) agar; L-sistein, ferrik pirofosfat, maya 6zuti ve aktive edilmis kémur
icermektedir (1).

Pascullo ve arkadaglari, CYE agara ACES ilave ederek BCYE agari
tarif etmislerdir. Bu besiyerinde Legionella turlerinin Gremesi i¢in agar pH’si
6.9’a ayarlanmistir.

BCYEa besiyeri, en iyi ve hizli identifikasyonu saglayan besiyeridir ve
BCYE besiyerine a-ketoglutarat eklenerek hazirlanmistir. BCYE besiyerine
bromtimol mavisi, bromkrezol moru gibi boyalarin katiimasiyla indikatorll
BCYE besiyeri hazirlanmaktadir. Bu besiyerinde bazi Legionella tirlerinin
renkli koloniler olugturarak taninmasi kolaylastirilmigtir (3).

Ayrica BCYEa besiyerine antibiyotik ilavesi ile selektif besiyerleri
hazirlanmaktadir. Bunlardan BMPA besiyeri; BCYEa'ya sefamandol,
polimiksin ve anizomisin ilavesiyle, MWY besiyeri; vankomisin, polimiksin B,
anizomisin ve glisin ilavesiyle, PAV besiyeri; vankomisin, polimiksin B, ve
anizomisin ilavesiyle, GVPC besiyeri ise vankomisin, glisin, siklohekzimid,

polimiksin B ilavesiyle hazirlanmaktadir (3).



27

Kultur Sonuglarinin Degerlendirilmesi:

Su ve suriuntt 6rnekleri BCYEa ve selektif besiyerine ekildikten sonra
nemli ortamda 35°C’de 10 giin inkiibasyona birakilir. inkiibasyon icin  %2-5
CO7'li etuv kullanilabilir. Plaklar 24 saatlik inkibasyon sonrasi koloni
mikroskobu yardimiyla gunltk olarak degerlendirilmelidir.

Koloni mikroskobunda gri-beyaz, buzlu cam gorunumunde koloniler
aranir. Supheli her bir koloniden BCYE ve kanli agara pasaj yapilir ve 48
saat inklbe edilir. Pasajlarda, Legionella tdrlerinin sistein iceren BCYE
agarda Uuredigi, kanl agarda Uremedidi gorulir. Ancak bazi Legionella
tarlerinin ilk izolasyonda sisteine gereksinim gosterirken, sonradan kanli
agarda Uremeye adapte olabildigi de g6z ardi edilmemelidir (3).

Yavas Uureyen (3-5 gun) koloniler, makroskobik olarak 1-4 mm
¢apinda, gri-beyaz, yapiskan ve konveksdirler. L.pneumophila digindaki bazi
tirler parlak mavi-beyaz ya da parlak kirmizi otofloresan verebilirler (3).
Safranin yerine bazik fuksin kullanilarak yapilan Gram boyamada, kuguk,
ince gram negatif, 0.5um eninde, 1-2 ym boyunda, bazen pleomorfik ve 20
um’ye erigebilen basiller goralur.

Legionella agisindan supheli koloniler dogrulama yontemleri ile
dogrulanmalhdir (30). Tur duzeyinde tanimlamada kullanilan DFA (Direct
Fluorescent Antibody), IFA (indirect Fluorescent Antibody) ve lateks
aglutinasyon  testlerinin  yoklugunda, biyokimyasal testlerle  6n

identifikasyondan sonra izolatlar bir referans laboratuvarina géonderilmelidir.

Nukleik Asit Cogaltma Yontemleri:

PCR c¢evresel su o&rneklerindeki Legionella spp.’nin saptanmasi
amaciyla epidemiyolojik calismalarda kullaniimaktadir (13). Legionella cinsi
icin 5S ve 16S rRNA gen bolgeleri, L.pneumophila turu iginse mip geni hedef
alinmaktadir.

Bu yontem yavas ve zor Ureyen diger bakteriler gibi Legionella igin de
kiltdre iyi bir alternatif olmaktadir. PCR yuksek duyarlilik ve 6zgullige sahip

olmakla birlikte yalanci-pozitif reaksiyonlar gorulebilmektedir (1).
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2.8. Legionella Cinsi Bakterilerin Tur Tanisi ve Serogruplandiriimasi
Legionella cinsi bakterilerin tir dizeyinde tanimlanmasinda,
biyokimyasal, morfolojik ve enzimatik testler faydali olsa da degerleri
sinirhdir. Cins duzeyindeki identifikasyona kiyasla, tur tayini sorunludur ve
genellikle referans laboratuvarlar tarafindan yapilmaktadir. Kdaltlrde Utreyen
supheli kolonilerin dogrulanmasi ve tir tanisinin yapilmasinda DFA ve/veya

lateks aglutinasyon testleri kullaniimaktadir (70).

2.8.1.Lateks Agliitinasyon Yontemi
Legionella hiicre duvari antijenlerine kargi tavsandan elde edilen 6zgul
antikorlarla ayni serogruptan olan Legionella bakterilerinin aglitinasyon

vermesi esasina dayanmaktadir.

2.8.2.Direkt Floresan Antikor Yontemi

DFA yontemi, CDC’den Cherry ve arkadaslari tarafindan geligtirilmistir
(13). Alt solunum yolu oOrneklerinde en sik goérilen Legionella turlerinin
saptanmasinda kullanilan hizli bir yéntemdir (8,13,43). Bu yontemde
Legionella tir ve serogruplarina karsi hazirlanan monoklonal tavsan
antikorlari, fluorescein isothiocyanate (FITC) ile konjuge edilerek
kullanilmaktadir. Antikorlar, Legionella turlerinin hicre duvar antijenleri ile
baglandiginda, antijen-antikor kompleksleri UV isik altinda gdézle gorulebilir
hale gelirler. Floresan mikroskopla bakildiginda bakteri, parlak sari-yesil
floresan veren kokobasil veya kisa basiller olarak goérular (8).

DFA  yOntemi, kalturde ureyen Legionella izolatlarinin
identifikasyonunda siklikla kullanilir. DFA ayni zamanda klinik érneklerdeki
Legionella’yl da saptamada kullanilabilir ancak bu islemin duyarlihdi, érnegin
tipine, kullanilan teknik malzeme ile laboratuvar personelinin deneyimi ve
becerisine bagl olarak degigsebilmektedir (30,43).

Kaltr ile karsilastinldiginda direkt 6érneklerde DFA’nin duyarliligi
disUk bulunmustur (%25-70). Bu nedenle DFA negatif sonuglar Legionella
enfeksiyonunu ekarte ettirmez. Pozitif sonuglar, ornekte c¢ok sayida

mikroorganizmanin varligina baghdir. Bununla birlikte deneyimli bir
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mikrobiyolog tarafindan, iyi bir floresan mikroskopla ¢alisildiginda 6zgullagu
%95'’in Ustlne ¢ikabilmektedir (13).

Stafilokoklar (stafilokokal protein A nedeniyle), pndomokoklar ve
streptokoklarin bazi turleri, konjugattaki dogal antikorlar nedeniyle ya da
hicre duvar yapilarina kargi spesifik olmayan Ig G reaksiyonu nedeniyle
floresan verebilmektedir (13). Pseudomonas, Bacteriodes,
Corynebacterium’un bazi turleri ve diger bakteriler polivalan konjugatlarla
carpraz reaksiyon verebilmektedir (8). Ancak yalanci pozitiflikler daha ¢ok
laboratuvar teknigine ve reagentlerin kontaminasyonuna bagli olarak
gorulmektedir. Yeni monoklonal reagentler, poliklonal reagentlerden daha
ustindur ve uygulamasi kolaydir. Duyarliliklari benzer olmakla beraber,

monoklonal testlerin pahali olmasi dezavantajdir (5).

2.8.3.izolatlarin Tiplendirilmesinde Kullanilan Testler

Lejyoner hastaligi olgularinin ¢evresel kaynaklarinin tanimlanmasi igin
L.pneumophila’nin genotiplendiriimesinin gerektigi dusunilmektedir (1,4).
L.pneumophila serogrup 1’'in  g¢evrede vyaygin bulunmasi nedeniyle
epidemiyolojik c¢alismalar igin kaynak arastirlmasinda DFA reagentleriyle
serogruplamanin yarari sinirhdir. Bu nedenle arastirmacilar
L.pneumophila’nin farkl suslarinin tiplendirilmesi igin yontemler geligtirmigtir.

Monoklonal antikorlarla (Mab) L.pneumophila suslarinin
alttiplendirilmesi epidemiyolojik arastirmalarda kullanilan ilk yontemdir.
Teknik olarak basit ve hizlh olmasi en O6nemli avantajlaridir. Mab
tiplendirmenin en o6nemli dezavantajlari ise pahali olmasi ve antijen
dagilimlarinin veya alt tip sayisinin sinirli olmasidir. Mab alttiplendirmesi ile
L.pneumophila serogrup 1’in 12 alt tipi birbirinden ayrilabilmektedir ( 22).
Altgrup spesifik antikorlarin kullanilmasi ile L.pneumophila serogrup 2-15
suslarinin alttiplendirilmesi de yapilabilmektedir. Butin Mab alt tipleri referans
suslara gore isimlendirilmigtir. Klinik izolatin Mab tipi ile ¢evresel suslarinki
uyusmadiginda bu rezervuarlarin  enfeksiyonun kaynadi olmadigi
dugunulmektedir (43).
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Pulsed field gel electrophoresis yontemi ile makrorestriksiyon
analizinin  (MRA, macrorestriction analysis bye pulsed field gel
electrophoresis) L.pneumophila suslarinin tiplendiriimesinde 15 yili askin
suredir altin standart oldugu dusunulmektedir ( 71).

Elektroforetik alloenzim tiplendirme (electrophoretic alloenzyme
typing=multilocus enzyme typing), L.pneumophila’yi 40’dan fazla alttipe
ayirabilmektedir. Bu yontem ayrica L.pneumophila serogrup 1’in Philadelphia
1 monoklonal altgrubunun 5 elektroforetik tipe ayrilmasinda kullaniimaktadir
(1).

Plazmid analizleri ile farkli kaynaklardan, farkli izolatlarin plazmid
icerikleri saptanabilmektedir ancak bu yontemin kullaniminin sinirh oldugu
dugunulmektedir (1).

Amplified fragment lenght polymorphism (AFLP) analizi ile
alttiplendirme Europian Group on Legionella Infection (EWGLI) tarafindan
standardize edilen ilk tiplendirme sistemidir (72,73). Bu yontem PCR ile
amplifikasyon ve endonukleaz ile DNA restriksiyonunun kombinasyonundan
olusmaktadir (43).

DNA problari kullanilarak yapilan restriksiyon par¢a uzunluk
polimorfizmi (RFLP, Restriction Fragment Length Polymorphism) analizi en
son gelistirilen tekniklerdendir (13). 16S-23S spacer region gibi spesifik bir
gen bolgesinin PCR ile amplifikasyonu, takiben restriksiyon enzimi ile
digestion ve Urlnlerin agaroz jel elektroforezi ile ayrilmasi seklinde modifiye
edilmigtir (1).

L.pneumophila’nin sekans bazl tiplendirmesinde (SBT, Sequence-
based typing) alti gen sekansi kullaniimaktadir (flaA, pilE, asd, mip, mompsS,
proA) (43,74). Tiplendirmede 7. allel olarak neuA kullaniimasi indeksi
genigletmistir ~ (75). Bu  yontemlerin  epidemiyolojik  galigmalarda

kullaniimasinin faydalari arastiriimalidir (13).
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2.9.Tedavi

Kullanilan besiyerlerinde Ureme zorlugu nedeniyle Legionella igin
antibiyotik duyarlik testleri yapilamamaktadir. Ayrica in vitro duyarl gorulen
bazi antibiyotikler de tedavide etkisiz kalmaktadir. Bu noktada antibiyotigin,
Legionella’nin  saklandigi  ve ¢ogdaldigi  makrofajlara  giremediqi
dusunudlmektedir (37).

Lejyoner hastaligi ylksek mortaliteye sahiptir. Hastalik antibiyotik
tedavisi veriimeyen hastalarda ciddi seyretmektedir. Erken tani, erken
ampirik tedavi ve hizli tani testlerinin gelistiriimesi ile mortalite diismektedir.
Tedaviye gec¢ kalinmasi artmis mortalite ile iliskili bulunmustur (4). Bu
nedenle ciddi toplum kokenli pnomonilerde anti-Legionella antibiyotiklerin
ampirik tedaviye erken dahil edilmesi onerilmektedir (43). Bakterinin hicre igi
yerlesimi antimikrobiyal ilaglarin etkinligini belirlemektedir. Hucre ici
konsantrasyonu minimal inhibitér konsantrasyonundan (MIC, minimal
inhibitory concentration) yuksek olan ilaglar hicre icine gecisi zayif
olanlardan daha etkili bulunmustur (76).

Lejyoner hastaliginin tedavisinde klasik olarak kullanilan ilag
eritromisindir (6) ancak yeni makrolidler tedavide eritromisinin yerini almistir.
Klinik deneyimler yeni makrolidlerin (azitromisin, klaritromisin gibi) ve
florokinolonlarin  (siprofloksasin  ve levofloksasin  gibi) Legionella
enfeksiyonlarinin tedavisinde daha etkili oldugunu gdstermistir. Azitromisin
en etkili makrolid olup hicre ici L.pneumophila’'ya karsi etkinligi
eritromisinden daha yuksek bulunmustur (77,78). Lejyoner hastaligi
tedavisinde levofloksasin  ile  azitromisin  digindaki  makrolidlerin
kargilastinldigi G¢ galismada, orta siddette pndmonide gruplar arasinda fark
bulunmazken, ciddi pnémonide levofloksasinin daha etkili oldugu
bulunmustur (79,80).Yeni makrolidler ile kinolonlarin yan etkilerinin de
eritromisinden daha az oldugu dusunulmektedir (4).

Beta-laktam antibiyotikler pek ¢ok izolatin beta-laktamaz Gretmesi ve
bu antibiyotiklerin makrofajlara girememeleri nedeniyle tedavide etkisizdir

(37). Doksisilin ve trimetoprim-sulfometaksazol tedavide kullanilabilecek
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diger alternatif ilaglardir (8). Kinolon tedavisine rifampisin eklenmesinin
tedaviye ek fayda saglamadigi ve yan etkileri arttirdig1 disunulmektedir (43)

Lejyoner hastaliginda 7-14 gunluk tedavi gogu hastada yeterli olmakla
birlikte, akciger absesi, ampiyem, endokardit veya toraks disi enfeksiyonlari
olan hastalarda tedavi sUresinin daha uzun tutulmasi gerektigi
disundlmektedir (4). Tedavinin immun duskin hastalarda ¢ hafta olmasi
gerektigi belirtimektedir (6).

2.10. Nozokomiyal Salginlar, Korunma ve Kontrol

Lejyoner hastaligi, halen onemli bir halk saghgi sorunudur. Hastaneler
Lejyoner hastaliginin bulagmasi icin ideal ortamlardir. Hastanelerde riskli
bireylerin ¢ok sayida olmasi, su tesisatinin siklikla eski ve kompleks olmasi,
olusabilecek yaniklari 6nlemek Uzere tesisattaki suyun sicakliginin dugsuk
tutulmasi Lejyoner hastaligina uygun bir zemin olusturmaktadir.

Saglik kurumlarinda Lejyoner hastaliginin bulasma riskini en aza
indirmek i¢in CDC; su sistemlerinin bakimi, nozokomiyal pnémonili hastalarin
test edilmesi ve bulasin gosterildigi durumlarda yapilacaklarla ilgili gesitli
stratejiler gelistirmistir (1).

CDC ve diger otoriteler, mikroorganizmanin su gevrelerinde yaygin
bulunmasi nedeniyle sadece Lejyoner hastaligi olgulari goruldigiunde
cevresel kaynaklardan kultir yapimasinda hemfikirdirler.  Ancak
Pittsburgh’dan arastiricilar hastane ve bakim evi gibi Legionella icin riskli
hastalarin bulundugu kurumlarda c¢evre kulturlerinin yapilmasi gerektigini
disunmektedir (5).

CDC’nin raporuna gore; nozokomiyal Lejyoner hastaligindan korunma
ve kontrol icin alinacak oOnlemler birincil ve ikincil onlemler olarak ikiye
ayrilmaktadir:

Birincil dnlemler; personel egitimi, enfeksiyon ve gevre surveyansi ile
tibbi ara¢ ve gereclerin kullanimi ile ilgilidir. Klinisyenlerin Lejyoner hastaligi
supheli olgularda, uygun tani yontemlerini kullanimi konusunda egitilmesi,
Legionellozisin onlenmesi ve kontrolu konusunda yardimci personelin egitimi,

transplantasyon Unitelerinde Legionella i¢in su dérneklerinin rutin ktltGrandn
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yapilmasi, riskli hastalarin bulunmadigi diger Unitelerde rutin su kulturinun
yapilmamasi gibi éneriler bulunmaktadir (81).

Ayrica nebulizator ve diger yari-kritik respiratuvar ekipmanlarin
temizlenmesinde steril su kullanimi ve nebulizatorlerin rezervuarina sadece
steril su doldurulmasi énerilmektedir. Genis hacimli hava nemlendiricilerinin
kullaniimamasi ya da gunluk sterilizasyon veya yuksek dizey dezenfeksiyon
yapilarak kullaniimasi gerekmektedir (81).

Ozellikle ylksek risk grubundaki hastalarin bulundugu birimlerin
kullanim suyu c¢ikiglarinin =2 51°C ya da < 20°C olmasi gerekmektedir.
Kullanim suyu = 51°C ise yanmayi 6nlemek icin termostatik karistirici valvler
kullanilmasi onerilir. Suyun klor dioksit, agir metal iyonlari, ozon ve UV ile
muamelesi onerilmemektedir. Hastanelerde Legionella’nin kontrolinde
monokloramin ile muamele edilmis suyun kullanimi basarili bulunmustur (81).

Bir transplant Gnitesindeki kullanim suyunda Legionella saptandiginda
su kaynaginin dekontamine edilmesi, immun duskin hastalarin dus
almasinin engellenmesi, dis firgalama, igme suyu vb. igin steril su
kullaniimasi 6nerilmektedir (81).

ikincil ®nlemler, saglik birimi ile iligkili dogrulanmis Lejyonellozis
olgusu varliginda uygulanmaktadir.

CDC bir transplant Unitesinde laboratuvarca dogrulanmis olgu
varhdinda (yatisinin 10. glinlnden sonra), ya da 6 ay arayla 2 veya daha
fazla dogrulanmis olgu varliginda, yerel saglik kurulusu ya da kendisiyle
baglantiya gecilmesini istemektedir.

Legionella spp.’nin kaynaginin bulunmasi igin kombine epidemiyolojik
ve gevresel arastirmalar yapilmali ve kaynak tespit edildiginde dekontamine
edilmelidir. Onceki olgularin  tanimlanmasi igin retrospektif olarak
mikrobiyolojik, serolojik ve postmortem veriler toplanarak epidemiyolojik
arastirmalar yapilmali ve ayrica yeni Lejyoner hastaligi olgularinin prospektif
surveyansina devam edilmelidir (81) .

Nozokomiyal bulasin devam etmedigine dair kanit olsa bile
surveyansin basladigi tarihten itibaren 2 ay daha prospektif galismalara

devam edilmelidir. Bulasin devam ettigi kanitlanirsa Legionella spp.’nin
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kaynagini bulmak icin ¢evre arastirmasi yapilir ve cevre ve hastadan
soyutlanan Legionella spp.’nin alttiplendirmesi yapilmalidir.

Kaynak bulunamazsa, 2 aydan uzun sure yeni olgularin surveyansina
devam edilir. Salginin kapsamina gore ya hastanede 6zellikle salginin oldugu
Ozel bdlgelerde su dagitim sisteminin dekontaminasyonuna ya da kaynak
ortaya ¢ikana kadar dekontaminasyonun ertelenmesine karar verilebilir (81).

Sicak su sisteminde bulas varsa, super Isitma ya da hiperklorlama
yapilarak sicak su sistemi dekontamine edilir. Super i1sitmada sicak su
sicakligi 71-77°C’ye cikarilir ve sistemdeki butln ¢ikiglardan en az 5 dakika
akitilir. Yaniklari onlemek igcin hastalara, personele ve ziyaretgilere uyarida
bulunmak gereklidir.

Termal sok uygulamasinin yapilamadigi sistemlerde alternatif olarak
hiperklorlama yapilabilir. Serbest klor kalintisi 22 mg/I olacak sekilde sisteme
klor eklenir. Sicak su tanklari ve su isiticilarindaki  kalintilar
uzaklastirlmalidir. Sogutma kulerinde bulag varsa dekontamine edilmelidir
(81).

3 ay boyunca iki hafta aralarla 6rnek toplanir. Bu slre iginde
Legionella spp. kiltirde saptanmazsa sonraki 3 ay, ayda bir kultar yapilir. Bir
ya da daha fazla kiltirde Legionella spp. saptanirsa kontrol olgutleri tekrar
gbzden gegirilir, modifiye edilir ve dekontaminasyon tekrar edilir. Ayni
teknigin daha yogun kullanilmasi ya da super isitma ve hiperklorlama

kombinasyonu uygulanabilir (81).

2.11.Su Dagitim Sistemlerinin Dezenfeksiyonu

2.11.1.Termal Yontem

Su sicakliginin 65°C’nin Ustuine c¢ikarilmasi ve batin ¢ikislardan birkag
dakika akitilmasi (superheat-and-flush) kisa sureligine Legionella miktarinin
azaltiimasinda etkilidir.

Bu ydntem duzenli olarak uygulanmazsa bakteri birka¢ hafta icinde
tekrar Ureyecektir. Bu yontem zaman alicidir ve su isiticilarinin kapasitesi ile
sinirhdir. Uzun dénem etkinlik i¢in sicak su sicakligi surekli 50-60°C’nin

ustunde tutulmalidir.
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Bu yontemin dezavantaji yanik riskidir. Ayrica sicak su sicakliginin
arttirlmasi, iki sistem arasindaki i1si aligverisinden dolay! soguk su tarafini

ihklastirabilir. Sonugta soguk su iligkili Legionella bulas riski artabilir (82).

2.11.2.Ultraviyole Isinlar

Hucresel DNA hasarina yol acarak Legionella’y! oldirir. Bu sistemler
lokalize dezenfeksiyonda etkili bulunmustur. Ultraviyole 1sinlar kalinti
birakmadigi i¢in distal bdlgeler stper i1sitma ve akitma yontemiyle dezenfekte
edilmelidir. Gumus-bakir iyonizasyonu ve klorlama ile beraber etkin oldugu
gOsterilmistir. Ultraviyole 1sik kaynaginda tortu birikimini engellemek igin

onfiltrasyon gereklidir (5).

2.11.3.Serbest Klor

icme suyu sistemlerine standart serbest klor (<0.5 mg/l) ilavesi
biyofilm iligkili Legionella ve Legionella-benzeri mikroorganizmalarin
oldurtlmesinde etkili degildir. Standart duzeydeki klor, biyofilm tabakasina,
periferal bolgelere ve su tesisatindaki duragan bdlgelere ulasamaz. Serbest
klor konsantrasyonu arttirilirsa, dagitim sistemindeki butiun bolgelere
ulagsarak etkinligi saglanabilir. CDC’nin  Onerisiyle  serbest klor
konsantrasyonu en az 1mg/l olmalidir. Ayrica serbest klor yliksek pH’da daha
az etkili olmaktadir. Yuksek klor konsantrasyonunun en énemli dezavantaji
su tesisatinda korozyona yol agmasidir. Serbest klorla dezenfeksiyon sonucu

ortaya ¢ikan urunlerin potansiyel karsinojenik etkisi halen tartigmalidir (82).

2.11.4.Bakir-Giimiis lyonizasyonu

Bakir—gumus iyonizasyon uniteleri, metalik iyonlari ortaya c¢ikaran
elektrotlar kullanilarak bakteri hicre duvarina hasar veren, hucre lizisi ve
O0lumune yol acan sistemlerdir. Bu uniteler su dagitim sistemlerinde kalint
birakarak  koruyuculuk saglar. Legionella spp. Oldardldagi igin
rekolonizasyon ihtimali minimaldir. Yapilan caligmalarda bu sistemin

L.pneumophila eradikasyonunda yuksek etkinlige sahip oldugu gosterilmistir.
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Ultraviyole 1sik ve klorla birlikte kullanilabilir. Ancak emek-yogun ve pahali bir

yontemdir (5).

2.11.5.Monokloramin

Amonyak ve serbest klorun suda dogru oranda (Clo/NH3=3-5)
karistiriimasi ile olusturulmustur. Biyofilm tabakasina serbest klordan daha iyi
penetre olur ve Pseudomonas gibi biyofilm icindeki bakterilerin
oldurtlmesinde daha iyidir.

icme suyu dezenfeksiyonunda 1916’dan beri kullaniimaktadir. icme
sularinin  dezenfeksiyonunda; baslangic dezenfeksiyonu ve dagitim
sistemindeki biyosidal aktivitenin devamini saglayan rezidlel dezenfeksiyon
olmak uzere iki asama bulunmaktadir (82).

Monokloraminin baslangi¢ dezenfeksiyonu serbest klordan daha
yavastir ancak dagitim sisteminin uzak mesafelerine kadar dezenfeksiyon
kalintisini goturebilir. Dezenfeksiyon urunleri, serbest klordan daha az
karsinojeniktir. Diger bir avantaji da daha az tat ve koku problemine yol
acmasidir.

Dezavantajlari ise bazi baliklar i¢in toksik olmasi ve diyaliz suyunda
kullanildiginda febril reaksiyona yol agmasidir. Korozyona yol agmaz.
Granuler aktive karbon filtreleri ile sudan uzaklastirilabilir ya da askorbik asit
ve tiyosulfat ile ndétralize edilebilir (82). 1.5-2.5 mg/l arasinda degdisen
konsantrasyonlarda dezenfektan olarak kullanilir. 4 ppm monokloraminin

Legionella’nin ortadan kaldiriimasinda gok etkili oldugu gosterilmistir.
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3.GEREG VE YONTEM

Calismamiz icin Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakultesi Etik
Kurulu’nun 4/12/2008 tarih ve 04 sayil karar ile onay alindi. Calisma Etik
kurul ve ilgili bolumler tarafindan belirtilen oneriler dogrultusunda duzenlendi.

Calismamizda Nisan 2010 — Aralik 2010 tarihleri arasinda Eskisehir
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi ve Eskisehirdeki bazi
hastanelerin gesitli bolimlerinde bulunan 100 adet musluktan hem su ve hem
de surlntu olmak uzere toplam 200 adet 6rnek alinip, Legionella cinsi bakteri
varhigi ydénunden incelendi.

Ayrica Kasim 2009 - Kasim 2010 tarihleri arasinda Eskisehir
Osmangazi Universitesi Tip Fakiltesi Gogls Hastaliklar poliklinigine ve
sehrimizdeki bazi hastanelerin Gogus Hastaliklari ve Enfeksiyon Hastaliklari
poliklinigine ya da Acil Servise basvurup, pnémoni tanisi ile izlenen 50 hasta
da calismaya alindi. Hastalarin herbirine ait kisisel bilgiler, klinik bulgular,
akciger radyolojik bulgulari, risk faktorleri ve alinan mikrobiyolojik 6rnekler ve
sonuglarini igeren birer form dolduruldu (Bkz. Ek 1).

Calismaya alinan her hastadan akut donem kan 6rnekleri, alt solunum
yolu ornekleri ve idrar érnekleri alindi. Vacutainer (Becton Dickinson) jelli
tuplere alinan kan ornekleri 3000 rpm’de 5 dakika santrifuj edildi. Elde edilen
serum Ornekleri ile idrar ve balgam ornekleri de daha sonra galisiimak Uzere
2 mllik eppendorf tlplerine konarak -20°C’de saklandi. Su ve sirinti

ornekleri, alindiktan sonra ayni gun iginde besiyerlerine inokule edildi.

3.1.Geregler
3.1.1.Cam ve Plastik Malzemeler
1) Steril cam tupler
2) Steril ekvyon gubuklari
3) Steril plastik 6zeler (10pl dlgull)
4) Steril plastik petri kutulari (90 mm)
5) Steril enjektor (5 ve 10 ml)
6) 500 ve 1000 ml’lik steril cam balonlar
)

7) Eppendorf tupleri ( 1.5 ve 2 ml)
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8) Steril idrar kabi

9) Plastik su sisesi (250 ml)

10) Falkon tupleri (15 ve 50 ml)
11) Jelli kan tupleri

12) Steril mikropipet uglari

13) Mikropleyt

14) Vidali kapakli tupler (2 ml)
15) Membran filtre (enjektor tipi)
16)

Steril cam balon

3.1.2.Cihazlar
1) Vorteks (karistirici)
2) Etav
3) pH metre
4) Mikropipet
5) Otomatik yikayici
6) Otomatik EIA fotometrik okuma cihazi
7) Laboratuvar saati ( dijital zaman alarmli)
8) Buzdolabi
9) Derin dondurucu (-20, -70°C)
10) Manyetik karigtirici
11) Otoklav
12) Su banyosu
13)

Biyoguvenlik kabini (sinif 2)



39

3.1.3.Besiyerleri

BCYE Besiyeri:

Legionella CYE agar ve ureme katki maddelerinin birlesiminden
olusmaktadir.

CYE agarin (Oxoid, CM 655, ingiltere) icerigi:

Aktif kémdar 204l
Agar 13.0 g/l
Maya ekstrakti 10.0 g/l

Legionella BCYE Greme katki maddeleri:

Alfa-ketoglutarik asit 1.0 g/l

ACES tamponu 10.0 g/l

L-sistein HCI 0.40 g/l

Ferrik pirofosfat 0.25 g/l

KOH 2.4 g/l (55ml 1N KOH)

1L BCYE besiyeri hazirlamak igin 1L’lik steril cam balona 700 ml
deiyonize su konuldu, bir manyetik balik atildi ve 50°C’ye ayarli manyetik
karigtirici Uzerine oturtuldu. ACES tamponu tartildi ve balondaki suya ilave
edilip, karnigtirlldi ve tamamen eriyene kadar beklenildi. CYE agardan
( Oxoid, CM 655) 29 g tartildi, alfa-ketoglutarik asit tartildi ve balona ilave
edilip, karistirildi. Yavas, yavas 55 ml 1N KOH ilave edilip, iyice karismasi
saglandi. Sonra pH Odlg¢uldu; 6.9-6.97 arahginin altinda ise yavas yavas 1N
KOH eklenerek ayarlandi. Ulasilan toplam volim hesaplanarak, 986 ml'ye
tamamlamak Uzere deiyonize su ilave edildi. Balonun agzi kapatilip otoklava
konuldu ve 121°C’de 20 dakika steril edildi. Besiyeri otoklavlanirken, 2 adet
steril falkon tupune 10’ar ml deiyonize su ile iclerine L-sistein ve ferrik
pirofosfat tartilarak konuldu ve oda isisinda 1 saat erimeye birakildi. Sonra
her biri membran filtreden (enjektor tipi) gegcirilerek steril tlplere aktarildi.
Otoklavdan c¢ikarilan besiyeri 55°C’ye isitiimis su banyosuna konuldu ve
sogumasi beklenildi. igine kabarcik olusturulmadan 4ml L-sisteinden ve 10 ml

ferrik pirofosfat soliusyonundan eklendi. Tekrar pH kontroll yapildiktan sonra
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bek alevinin yaninda besiyeri steril petri kaplarina dokuldl. Besiyerleri
dokuldikten sonra oda isisinda nemin fazlasi uzaklasana kadar bekletildi ve

sonra buzdolabinda 4 haftaya kadar muhafaza edildi (83).

MWY Besiyeri (Selektif Legionella Besiyeri):
500 ml besiyeri hazirlamak igin gerekli MWY (Oxoid, SR 118B)

supplement igerigi:

Glisin 159
Vankomisin 0.5mg
Polimiksin B 25.000 1U

Bromtimol mavisi 5 mg
Bromkrezol moru 5 mg
MWY besiyeri i¢cin bu antibiyotik supplementin 1 viyali 10 ml distile

suda ¢6zuldi ve otoklav sonrasi 500 ml BCYE besiyerine ilave edildi.

Legionella Uremesinin (besiyerinin) Kontrolii:

Taze kultirden L.pneumophila serogrup 1 pozitif kontrol susunun
(ATCC 43111) steril distile suda, 0.5 McFarland yogunlukta standart bakteri
suspansiyonu hazirlandi ve steril fosfat tamponlu su ile 1:100 oraninda dilte
edildi. Dilie suspansiyon 10ul’lik dlgull 6ze ile her plaga 103-10* CFU bakteri
olacak sekilde inokille edildi. Plaklar 35°C’de inklibe edildi. Kullanilan
besiyerleri Legionella cinsi bakterilerin tGremesi icin uygunsa koloniler 2-3

gunde gorunur hale geldi (84).

Kanl Agar:

Legionella besiyerinde Ureyen slpheli kolonilerin kontrolinde
kullanildi. Supheli kolonilerden kanli agar ve BCYE besiyerine pasaj yapildi.
BCYE’'de ureyip, kanli agarda Uremeyen bakteriler olasi Legionella spp.
olarak dusunaldu.

Kanli agar toz besiyerinin (Oxoid CM0055) igerigi:

‘Lab-Lemco’ Powder 10 g/l
Pepton 10 g/l
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Sodyum klorid 5 g/l

Agar 15 g/l
37 gr kanh agar toz besiyeri 1L distile suda c¢ozulerek 121°C’de 15
dakika otoklavda steril edildi. 50°C’ye sogutuldu ve sonra Uzerine 50 ml

defibrine kan ilave edilerek steril petrilere dagitildi.

STGG Besiyeri:
izole edilen Legionella cinsi bakterilerin saklanabiimesi amaciyla
hazirlandi.

Besiyerinin igerigi:

Skim milk powder 20g
Tripton soya buyyon 3.0¢g
Glukoz 05g¢g
Gliserol 10 ml

Bu icerik 100 ml distile suda ¢6zuldu. 2 ml'lik vida kapakli tuplere 1-1.5
ml dagitilarak 121°C’de 20 dakika otoklavda steril edildi. Soguduktan sonra
+4°C’de 6 ay saklandi.

3.1.4.Cozeltiler

Asit Tampon Cozeltisi:

Aside duyarli diger bakterilerin Uremesini baskilayarak, Legionella
spp.’nin izolasyonu amaciyla kullanilan bir ¢ozeltidir. Asit ile muamele
yonteminde Legionella spp.’nin aside direnglilik 6zelliginden yararlanildi (84).

0.2 M HCI ¢ozeltisi: 1 M HCI'nin 2 ml’si 8 ml distile suya eklendi

0.2 M KCI gozeltisi: 1.5 g KCI 100 ml distile suda ¢ozuldu.

0.2 M HCI c¢oézeltisinin 3.9 ml’'sine, 0.2 M KCI ¢o6zeltisinden 25 ml
eklenerek, pH 2.2+0.1°e ayarlanarak asit tampon ¢ozeltisi olusturuldu (84).
Aseptik sartlarda 2 ml’lik eppendorflara 0.9’ar ml ve 15 ml’lik falkon tlplerine

2’ser ml dagitilarak oda isisinda saklandi.
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3.2.YOontemler

3.2.1. Su ve Siriintii Orneklerinin Alinmasi ve Ekim Oncesi

islemler

Su ve Siiriintii Orneklerinin Alinmasi:

Musluktan birka¢ damla su akitiimasi suretiyle musluk basi islatildi.
Daha sonra, iki adet steril ekivyon musluk agzindan igeri sokuldu ve
kuvvetlice birka¢ kez dondurilerek suruntu ornekleri alindi. Daha sonra vana
hafifce agilarak 2-10 ml su tup igine akitildi, eklvyonlar tipUn igine daldirildi
ve tlpun kapadi kapatildi. Surunti 6rnedi alindiktan sonra sicak su vanasi
acilarak 100 ml su steril plastik su siselerine alindi. Sisenin ve tupln Ustline
alindigi yer kaydedildi (83).

Su Orneklerinin Santrifiigasyonu:

Su orneklerinin 50 ml’si steril falkon tipine (50 ml’lik) alindi ve 6000
g'de 10 dakika slireyle 25°C sicaklikta santrifilj edildi. Ust faz aseptik olarak
uzaklastirildi. Santrifij tupudndeki tortu, distile suda tekrar slspanse hale

getirildi (85). Suyun kalan 50 ml’si sahit numune olarak saklandi.

Su ve Siiriintii Orneklerinin Dekontaminasyonu:

Santriftj edilip resispanse edilen su 6rneklerinin 0.1ml’si, 0.9ml asit
tampon ¢ézeltisi bulunan falkon tiipiine alindi. iyice vortekslendikten sonra 3
dakika asit ile muamele edildi. Stirenin sonunda tlp tekrar vortekslendi ve
0.1’er ml 6rnek BCYE ve MWY besiyerlerine ekildi.

Surantd  orneklerinin  dekontaminasyonu; ekuvyonlar 6rnek alma
tipunden cikarilarak 2ml HCI-KCI asit tampon ¢ozeltisi iceren falkon tuplne
daldinidi. Pamuklu ucu kuvvetlice tup igcindeki asitle karistirildi. Ekavyonlar
tipun kenarindan suzdurdlerek ¢ikarildi. Tup vortekslenerek, 3 dakika asit ile
muamele edildi. Stre doldugunda tup tekrar vortekslendi ve iginden 0.1ml
ornek alinarak BCYE ve MWY besiyerlerine ekildi.

Su ve suruntl 6rnekleri, ayrica asit ile dekontamine edilmeden de
direkt olarak BCYE ve MWY besiyerlerine ekildi
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3.2.2.8u ve Siiriintii Orneklerinin Kiiltiiri ve Sonuglarinin
Degerlendirilmesi

Ekim yapilan plaklar kapaklari Uste gelecek sekilde ters gevrilerek
35°C’'de %5 COy'li etlivde 14 glin sureyle inkiibe edildi. Kiltlrler 72 saatlik
inkiibasyonun ardindan gunlik olarak incelendi. Koloni morfolojisi Legionella
spp. ile uyumlu kolonilerden Gram boyama yapildi. Gram-boyamada safranin
yerine karbol fuksin kullanildi. Preparatta kuguk, ince, soluk boyanan gram
negatif basillerin gorlilmesi Legionella spp.'yi duslindurdli (83,84).
Mikroskobik gérinimleri de uyumlu olan her bir koloniden kanl agara ve es
zamanli BCYE besiyerine pasaj yapildi. 24-48 saat inklibasyon sonrasi,
BCYE'de dureyip, kanli agarda uremeyen bakteriler yuksek olasilikla
Legionella spp. olarak degerlendirildi, olasi Legionella kolonileri sayilarak
kaydedildi ve tir ve serogrup dizeyinde tanimlanmasi igin lateks
aglutinasyon testi uygulandi. Plaktaki diger mikroorganizmalara ait koloniler
ise Legionella-disi bakteri olarak kaydedildi ve kabaca koloni sayilari yazildi
(83).

3.2.3.Legionella Cinsi Bakterilerin Tur ve Serogrup Diizeyinde
Tanimlanmasi

Lateks Agliitinasyon Testi:

Legionella Lateks Aglitinasyon Testi (Oxoid, DRO0800, ingiltere)
cevresel kaynaklardan veya Lejyonellozis supheli hastalardan alinan
orneklerin kultirinde Uretilmis baskin Legionella turlerinin identifikasyonunda
kullanilan bir testtir. Bu test Legionella pneumophila serogrup 1 ve serogrup
2-14’Un identifikasyonuna, ayrica insan hastaliklarindan sorumlu tutulan diger
7 Legionella tirinun de saptanmasina olanak saglamaktadir.

Legionella Lateks Aglutinasyon Testi, spesifik Legionella hicre duvar
antijenleri varliginda aglutinasyon olusturan, mavi lateks partikulleri ile
kaplanmig antikorlar icermektedir. Gézle gorulebilir aglitinasyon sayesinde,
baskin patojenik Legionella tir ve serotiplerinin basit ve hizli bir sekilde

saptanmasina olanak saglar.



44

Legionella Lateks Aglitinasyon Kitinin igerigi;

1°-Legionella pneumophila serogrup 1 test reagent: Legionella
pneumophila serogroup 1 antijeni ile reaktif, mavi lateks partikulleri ile
kapli spesifik tavsan antikoru.

2°-Legionella pneumophila serogrup 2-14 test reagent:
Legionella pneumophila serogrup 2-14 antijeni ile reaktif, , mavi lateks
partikulleri ile kapli spesifik tavsan antikoru.

3°-Legionella spp. test reagent :L.longbeachae serogrup 1 ve 2,

L.bozemanii serogrup 1 ve 2, L.dumoffii, L.gormanii, L.jordanis,

L.micdadei, L.anisa ile reaktif, mavi lateks partikilleri ile kaph spesifik

tavsan antikoru.

4°-Pozitif kontrol suUspansiyonu: Buffer icinde Legionella
hicrelerinin polivalan suspansiyonu.

5°-Negatif kontrol sispansiyonu: Buffer iginde test reagentleri
ile reaktif olmayan Legionella spiritensis hicrelerinin suspansiyonu.

6°-Kontrol lateks: mavi lateks partikllleri ile kapli reaktif
olmayan tavsan globulini.

7°-Suspansiyon tamponu: Fosfat tampon sollisyonu

8°-Reaksiyon kartlari: 50 adet tek kullanimlhk kart

Testin yapiligi;

Reaksiyon karti Uzerindeki 6 bdlmenin her birine Legionella
pneumophila serogrup 1, Legionella pneumophila serogrup 2-14 ve
Legionella spp. test reagentlerinden, pozitif, negatif kontrollerden ve kontrol
lateks slispansiyonundan birer damla damlatilir. ilk dért bélmenin diger
yanina damlalarla karismayacak sekilde suspansiyon tampondan birer damla
damlatilir. Oncelikle test edilecek bakteriden birka¢ koloni alinarak
suspansiyon tamponu ile homojen bir sekilde karigtirilir ve daha sonra bu
suspansiyon test reagentleri ile karistirilir. Bir dakika i¢cinde mavi renkte
aglutinasyon olusumu deg@erlendirilir. Bakteri hangi tir ve serogruptan ise o
tlr ve serogrubun reagenti ile aglitinasyon verir. Pozitif sonug¢ alinan bakteri,
suspansiyon tamponu ve daha sonra kontrol lateks ile Kkaristirilir.

Aglutinasyon olmamasi yalanci pozitifligi ekarte ettirir. Bu testin icerdigi
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reagentlerden herhangi biri ile aglutinasyon vermeyen bir bakterinin kitte

bulunmayan bir Legionella tird olmasi mimkuanddar.

3.2.4.izolatlarin Saklanmasi

Olasi Legionella bakterisi Ureyen plaklardan BCYE besiyerine yogun
ekimler yapildi. Etlivde 24-48 saat bekletildi. Ureme saglaninca steril 6ze
yardimiyla, plaktaki bakteriden yogun bir sekilde STGG besiyerine

aktarilarak, vortekslendi ve -70 °C’de saklandi.

3.2.5.Klinik Orneklerin incelenmesinde Kullanilan Yéntemler

Klinik Orneklerin Alinmasi ve Saklanmasi:

Calisma kapsamina alinan hastalardan akut donem alt solunum yolu
ornekleri (balgam, BAL ve transtrakeal aspirat ornekleri), idrar ve kan
ornekleri alindi. Balgam, BAL, transtrakeal aspirat ve idrar ornekleri steril
kapakli kaplara alindi. Balgam ornekleri g¢alismaya alinirken, kultlr igin
uygunlugunda kullanilan mikroskobik degerlendirme kriterleri goz ardi edildi
(3). Kan ornekleri hazir jelli tiplere alindiktan sonra 3000 devirde santrifi;
edildi ve serumlari ayrildi. Alt solunum yolu ornekleri, idrar ve serum ornekleri

daha sonra galisiimak Uzere 2ml’lik eppendorflar iginde -20°C’de sakland.

Alt Solunum Yolu Orneklerinin Kiiltiirii:

Calismaya alinan hastalarin balgam, BAL ve transtrakeal aspirat
orneklerinde kultur yontemi ile Legionella cinsi bakteriler arastirildi. Balgam
ornekleri direkt olarak ve asitle dekontaminasyon isleminden sonra BCYE ve
MWY besiyerlerine ekildi. BAL 6rnekleri santriflj edildikten sonra 0.1 ml
olarak BCYE ve MWY besiyerlerine ekildi (84). Transtrakeal aspirat érnekleri
de 0.1ml olarak BCYE ve MWY besiyerlerine ekildi. Alt solunum yolu
orneklerinin %5 kanli agar, cikolatamsi agar ve EMB agar besiyerlerine de
kaltura yapildi. Besiyerleri %5 CO_’li ortamda 14 gune kadar inkibe edildi.
Kaltira yapilan alt solunum yolu 6rneklerinin es zamanl olarak Gram
boyamalari yapilarak mikroskopta degerlendirildi. Legionella kulturleri gunlak

olarak degerlendirildi, supheli kolonilerden Gram boyama yapildi. Gram



46

boyamada kucguk, ince, soluk boyanan gram negatif basiller gértldiginde,
supheli kolonilerden kanli agar ve BCYE besiyerlerine pasaj yapildi. Kanl
agarda ureme olmayip, BCYE besiyerinde Ureme olmasi durumunda supheli

kolonilere lateks aglutinasyon testi uygulandi.

Legionella idrar Antijen Testi:
Calismaya alinan hastalarin idrarinda Legionella pneumophila
antijeninin kalitatif olarak saptanmasi amaciyla Legionella urinary antigen EIA

kiti (Diagnostic Automation, Inc) kullanild1.

Legionella urinary antigen EIA Kitinin igerigi;

Test stripleri: Saflastiriimig tavsan Legionella pneumophila
IgG antikorlari igeren mikrokuyucuklar.

Enzim konjugati: kirmizi boya ve timerosalli HRP (peroksidaz)
ile konjuge edilmis saflastiriimis tavsan Legionella pneumophila I1gG
antikorlari.

Pozitif kontrol: Timerosalli tampon sollisyonunda, dilie edilmis
Legionella pneumophila antijeni.

Negatif kontrol: Timerosalli dilisyon tamponu

Kromojen: Tetrametilbenzidin (TMB) ve peroksit

Yikama solusyonu: Konsantre buffer ve surfaktan

Durdurma soliisyonu: 1M fosforik asit

Testin yapihsi;

1) Distile su ile 20x yikama solisyonu hazirlandi. lyice
karistirildi.

2) Hasta sayisi ve kontrollere yetecek kadar kuyucuk
mikropleyte yerlestirildi

3) Kuyucuk 1’e 100ul negatif kontrol konuldu.

4) Kuyucuk 2’ye 100yl pozitif kontrol konuldu.

5) Kuyucuklara hastalara ait idrar 6rneklerinden 100ul konuldu.
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6) Oda isisinda (15-25°C) 30 dakika inkube edildi ve sonra
yikama islemi uygulandi.

7) Kuyucuklar 300 pl yikama solusyonu ile 3 kez yikandi. Bu
islem icin otomatik yikayici kullanildi.

8) Her kuyucuga 2 damla konjugat eklendi.

9) 10 dakika inklbe edildi ve ardindan tekrar yilkama yapildi

10) Her kuyucuga 2 damla kromojen ilave edildi.

11) 5 dakika inkube edildi. Bu asamadan sonra yikama
yapilmadi.

12) Her kuyucuga 2 damla durdurma solusyonu ilave edildi.

13) Testin sonunda sonuglar otomatik EIA okuma cihazi ile 450

nm dalga boyunda fotometrik olarak okundu.

Sonuglarin degerlendiriimesi;
Absorbans degeri = 0.15 OD (optik dansite) ise pozitif,
Absorbans degeri < 0.15 OD ise negatif

olarak degerlendirildi.

Antikor Arama Testi:
Hasta serumunda Legionella pneumophila serogrup 1-6’ya karsi
total antikor (IgG/IgM/IgA) saptanmasi amaciyla Legionella 1gG/IgA/IgM EIA

kiti (Diagnostic Automation, Inc) kullanildi.

Legionella IgG/IgA/IgM EIA Kitinin igerigi;

Konjugat: konjuge (horseradish peroksidaz) kegi anti-insan
IgG/IgA/IgM

Pozitif kontrol (Maymun serumu)

Kalibrator (Maymun serumu)

Negatif kontrol (insan serumu)

Ornek seyreltici: Tween-20 si§ir serum albumini ve
tamponlanmis fosfat tuzu

TMB: 3,3’,5,5'-tetrametil benzidin
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Durdurma soliisyonu: 1M H,SOy4, 0.7M HCI
Yikama soliisyonu konsantrati: 10x konsantre fosfat tampon

tuzu ve Tween-2 solusyonu

Testin yapihigi;

1) Serum oOrnekleri -20°C’deki saklandigi yerden ¢ikarilarak oda
Isisina getirildi.

2) Hasta sayisi, kullanilacak kontroller, kor reagen ve
kalibratoriin  sayisi hesaplanarak vyeterli sayida mikrokuyucuk
mikropleyte yerlestirildi

3) Tum hasta serumlari, pozitif ve negatif kontroller ve
kalibratorden 1: 21 dilusyon hazirlandi. (10ul serum + 200ul 6rnek
dilienti)

4) Ornek, diltientle birlestiginde renk degisikligi goruldi

5) Dilie edilen kontrol, kalibrator ve hasta serumlarindan
kuyucuklara 100ul konuldu. 2 adet kalibrator kullanildi.

6) ilk kuyucuga reagent blank olarak 100ul sample diliient
konuldu.

7) Oda isisinda (20-25°C) 25 + 5 dakika inkibe edildi.

8) Kuyucuklar 300 pl yikama solusyonu ile 5 kez yikandi. Bu
islem igin otomatik yikayici kullanildi.

9) Reagent blank dahil her kuyucuga 100pul konjugat ilave edildi.

10) Oda 1sisinda (20-25°C) 25 * 5 dakika inktbe edildi.

11) Kuyucuklar 300 pl yikama solusyonu ile 5 kez yikandi. Bu
islem igin otomatik yikayici kullanildi.

12) Reagent blank dahil her kuyucuga 100ul TMB (3,3°,5,5'-
tetrametilbenzidin) ilave edildi.

13) Oda isisinda (20-25°C) 10-15 dakika inklibe edildi.

14) Reagent blank dahil her kuyucuga 50ul durdurma

solusyonu ilave edilerek reaksiyon durduruldu.
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15) Testin sonunda sonuglar otomatik EIA okuma cihazi ile 450
nm dalga boyunda fotometrik olarak okundu. Her kuyucugun kor
reagene kargi optik dansitesi dlguldu.

Sonuglarin degerlendiriimesi;

Sinir (Cut off) deg@erini saptamak icin kalibratorlerin ortalamasi alindi
ve dizeltme faktort ile garpildi. Ornedin optik dansitesinin, cut off
(sinir) degerine bolinmesiyle indeks degeri veya optik dansite orani
saptandi. Buna gore;

indeks degeri < 0.90 ise  negatif,

indeks degeri 0.91-1.09 ise  supheli pozitif,

indeks degeri  21.10 ise  pozitif

olarak degerlendirildi.
indeks degeri 0.91-1.09 olan érnekler tekrar test edildi.

3.3. istatiksel Degerlendirme

Calismanin verileri “SPSS for Windows, Version 15.0” paket programi
kullanilarak analiz edildi. Calismanin verileri, ortalama deger, sayi, standart
sapma ve yuzde degerler ile verildi. Gruplar arasinda frekanslarin
kargilastirimasinda Ki-kare testi ve Fisher's Exact Test kullanildi.
Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk normallik testleri sonucunda yas
gruplarinin karsilastiriimasi i¢in nonparametrik testlerden Mann Whitney U
testi uygulandi. istatistiki degerlendirmede elde edilen p degerinin 0.05
degeri'nden kiglk olmasi durumunda “fark var”, 0.01 degerinden kuguk
olmasi durumunda “6nemli fark var’, 0.001 degeri’nden kuglk olmasi

durumunda “ileri dizeyde fark var”, kabul edildi.



4 BULGULAR

4.1. Su Kaynakh Bulgular

Calismamizda Nisan 2010 — Aralik 2010 tarihleri arasinda Eskisehir
Osmangazi Universitesi Tip Fakultesi Hastanesi ile Eskisehirdeki bazi
hastanelerin ¢esitli bolumlerindeki toplam 100 adet musluktan hem su ve

hem de surunti ornegdi olmak Uzere toplam 200 adet 6rnek alindi ve

Legionella cinsi bakteri varligi yonunden incelendi.

Su ve suruntd érneklerinin alindi§i hastane birimlerinin dagilimi Tablo

4-1’de gosterilmigtir.

Tablo 4.1. Musluklardan alinan su ve suruntu ornekleri ve alindigi hastane

birimleri

Hastane Dus Su ve Musluk Su ve

Birim Siiriintii Ornek Siiriintii Ornek

Sayisi Ornegin Alindig: Yer Sayisi Sayisi
1 Onkoloji Servisi 24 -
2 Hematoloji Servisi 3
3 Go6gus Hastaliklari Servisi 6
4 Dahiliye Servisleri 16
5 Go6gus Kalp-Damar Cerrahisi Servisi - 5
6 Pediatri St Cocugu Servisi - 8
7 Pediatri Blyuk Cocuk Servisi 6 2
8 Dahiliye Yogun Bakim - 2
9 Anestezi Yogun Bakim - 1
10 Genel Cerrahi Yogun Bakim --- 1
11 Gogus Cerrahi Yogun Bakim --- 1
12 Pediatri Yogun Bakim - 1
13 Gogus Hastaliklar Yogun Bakim - 1
14 Mikrobiyoloji Laboratuvar - 4
15 Enfeksiyon Hastaliklari Servisi - 1
16 Kardiyoloji Yogun Bakim -—- 1
17 Ameliyathane - 2
18 Yanik Birimi (tank) - 1

Toplam | 18 Farkl Bolim 44 56
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ESOGU Tip Fakiltesi Hastanesi ile sehrimizde bulunan bazi
hastanelerdeki, Dahiliye Yodun Bakim Uniteleri, Anestezi Yodun Bakim
Unitesi, Onkoloji Servisi, Dahiliye Hematoloji Servisi, Genel Cerrahi Yogun
Bakim Unitesi, G6glis Cerrahisi Yogun Bakim Unitesi, Pediatri Yogun Bakim
Unitesi, G6glis Hastaliklari Yogun Bakim Unitesi, G6glis Hastaliklari Servisi,
Dabhiliye Servisleri, Gogus-Kalp Damar Cerrahisi Servisi, Pediatri Sit Cogugu
ve Buylk Cocuk Servislerinden ve Mikrobiyoloji Laboratuvarlarindan 100
adet musluga ait hem su ve hem de suruntu ornekleri olmak Uzere toplam
200 6rnek alindi.

Legionella cinsi bakterilerin izole edildigi 6rnekler ve alindid1 hastane birimleri

Tablo 4-2'de gdsterilmistir.

Tablo 4.2. Legionella cinsi bakterilerin izole edildigi ornekler ve alindigi

hastane birimleri

Sus No izole Edildigi Birim Ornek Tiirii
1 Onkoloji Servisi Dus muslugu surinti
2ve 3 Onkoloji Servisi Dus muslugu su / Dus muslugu sirintu
4 Onkoloji Servisi Dus muslugu su
5ve 6 Onkoloji Servisi Dus muslugu su / Dus muslugu surintu
7 Onkoloji Servisi Dus muslugu su
8 Onkoloji Servisi Dus muslugu su
9 Hematoloji Servisi Dus muslugu su
10 Hematoloji Servisi Musluk sirinti
11 Hematoloji Servisi Musluk su
12ve 13 Pediatri Yogun Bakim Unitesi Musluk su / Musluk surinti
14 Dahiliye Yogun Bakim Unitesi Musluk sdrintd
15 ve16 Dabhiliye Yogun Bakim Unitesi Musluk su / Musluk strintu
17 Gogiis Hst.Yogun Bakim Unitesi Musluk surinti
18 Gogiis Hastaliklari Servisl Musluk strinti
19 Goégls Hastaliklar Servisl Musluk surintu
20 Gogus Hastaliklari Servisi Musluk surinti
21 Gogus Hastaliklari Servisi Musluk Su
22 Dahiliye Servisi Musluk surintt
23 Dahiliye Servisi Musluk sirinti
24 Pediatri Stit Cocugu Servisi Musluk sirinti
25 Pediatri Blyuk Cocuk Servisi Dus muslugu surinti
26 ve 27 Mikrobiyoloji Laboratuvari Musluk su / Musluk suriinti
28 ve 29 Enfeksiyon Hastaliklari Servisi Musluk su / Musluk surintt
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Alinan su ve suruntu ornekleri asitle muamele edildi ancak hem asitle
muamele oncesi ve hem de asitle muamele sonrasi olmak Uzere 200
ornekten MWY besiyerine toplamda 400 adet ekim yapilmis oldu. 48-72
saatlik inkibasyon sonrasit MWY besiyerindeki morfolojileri Legionella spp.’ye
benzeyen koloniler saptanarak Gram boyama yapildi. Gram boyamada,
soluk boyanan, gram negatif ince basiller goéruldigunde olasi Legionella spp.
olarak disunuldi (Sekil 4.3). Supheli kolonilerden BCYE ve kanli agara pasaj
yapildi (Sekil 4.1 ve 4.2). Kanli agarda uremeyip, BCYE besiyerinde Ureyen
kolonilere Legionella lateks aglitinasyon testi uygulanarak serogrup tayini
yapildi (Sekil 4.4).

Asagida Legionella pneumophila izole edilen hastane birimleri ayri ayri
ele alinmigtir.

ESOGU Tip Fakiiltesi Hastanesi Onkoloji Servisindeki 24 dus
muslugundan toplam 48 adet su ve suruntl 6rnegi alindi. Bunlardan 2’si su
ve surlntl o6rneginde, 1’i sadece surlntl o6rneginde ve 3’0 sadece su
Oorneginde olmak Uzere 6 musluktan alinan 8 adet su ve/veya suruntu
orneginde L.pneumophila Uretildi ve serogrup 2-14 oldugu saptandi.

ESOGU Tip Fakiiltesi Hastanesi Hematoloji Servisinden 7 dus
muslugu ve 3 oda i¢i musluk olmak Uzere 10 adet musluga ait toplam 20 adet
su ve suruntt ornegi alindi. Bunlardan 1 dus suyu, 1 musluk suyu ve 1
musluk suruntistinden olmak Uzere toplam 3 musluktan alinan 3 adet su ve
suruntt érneginde L.pneumophila uretildi ve serogrup 2-14 oldugu saptandi.

Pediatri Yogun Bakim ve Gogus Hastaliklari Yogun Bakim
Unitelerindeki birer musluktan alinan su ve sirinti érnegdi ile Dahiliye Yogun
Bakim Unitelerindeki 2 musluktan alinan su ve surlinti érnegi olmak lzere
toplam 4 musluktan 8 adet su ve suruntu 6rnegi alindi. Pediatri Yogun Bakim
Unitesindeki 1 adet musluktan alinan hem su ve hem de siiriinti érneginde
L.pneumophila uretildi ve serogrup 2-14 oldugu saptandi.

Dahiliye Yodun Bakim Unitelerindeki musluklarin bir tanesinden
alinan sdruntd o6rneginde L.pneumophila Uretilip serogrup 2-14 olarak
saptanirken, diger bir musluktan alinan hem su ve hem de sUrunti 6rneginde

L.pneumophila serogrup 1 Uretildi.



53

Go6gls Hastaliklari Yogun Bakim Unitesindeki 1 adet musluktan
alinan suruntu orneginde de L.pneumophila Uretildi ve serogrup 1 olarak
saptandi.

Go6gus Hastaliklari servisindeki 4 adet dus muslugu ve 6 adet oda igi
musluktan hem su ve hem de suruntlu olmak Uzere toplam 20 drnek alindi.
Bunlardan 3 adet muslugun sirinti 6rneginde ve 1 adet muslugun su
orneginde olmak Uzere toplam 4 musluktan izole edilen sipheli koloniler
L.pneumophila olarak tanimlandi ve serogrup 2-14 olarak belirlendi.

Dahiliye Servislerindeki 16 adet oda igi musluk ve 3 adet dus
muslugundan hem su ve hem de suruntd olmak Uzere toplam 38 6rnek
alindi. Bunlardan 2 adet muslugun sirinti o6rneginde Legionella
pneumophila Uretildi ve serogrup 2-14 oldugu saptandi.

Pediatri Sut Cocugu ve Bluyuk Cocuk Servislerinden 10 adet oda igi
musluk ve 6 adet dus muslugundan hem su ve hem de suruntu 6érnegdi olmak
Uzere toplam 32 6rnek alinmis olup, her iki servisten alinan birer adet oda igi
muslugun suruntld orneginde ve 1 adet dus muslugunun suruntu 6rneginde
olmak Uzere toplam 3 ornekte L.pneumophila Uretildi ve serogrup 2-14
oldugu saptandi.

Mikrobiyoloji Laboratuvarlarinda bulunan 4 adet musluktan hem su ve
hem de suruntu ornegi olmak Uzere toplam 8 drnek alindi. Bunlardan 1 adet
muslugun hem su ve hem de suruntl orneginde L.pneumophila Uretildi ve
serogrup 1 oldugu saptandi.

Enfeksiyon Hastaliklari Servisinden alinan 1 adet musluga ait hem su
ve hem de suruntu orneklerinde de L.pneumophila Uretildi ve serogrup 2-14
oldugu saptandi.

Anestezi Yogun Bakim, Genel Cerrahi Yogun Bakim, Kardiyoloji
Yogun Bakim, Gogus Cerrahisi Yogun Bakim ve Yanik Birimindeki (tank)
toplam 5 musluktan alinan hem su ve hem de suruntu 6rnekleri olmak Uzere
10 adet ornek ile Gogus-Kalp Damar Cerrahisi Servisindeki 5 adet ve
Ameliyathanedeki 2 adet musluktan alinan hem su ve hem de suruntu

ornekleri olmak Uzere toplam 14 6rnekte Legionella spp. Uremedi.
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Sonug olarak 44’0 dus muslugu ve 56’s1 oda i¢i musluk olan toplam
100 adet musluktan hem su ve hem de surintl olmak Uzere toplam 200
ornek alinarak Legionella spp. varhgi yoninden incelendi. Bu 100 musluktan
11’inden alinan suruntt orneginde, 6’sindan alinan su 6rneginde ve 6’sindan
alinan su ve suruntu 6rneklerinde olmak Uzere toplam 23 (%23) musluga ait
29 ornekte Legionella izole edildi. izolatlarin hepsi BCYE ve MWY

besiyerlerine ekim sonrasi 3.gunde izole edildiler.

L.pneumophila Uretilen musluklar ve oOrnek cinsi Tablo 4.3'de

gOsterilmistir.

Tablo 4.3. L.pneumophila uretilen musluklar ve 6rnek cinsi

L.pneumophila Uretilen drnek sayisi
Su Surdntd Su ve Surintd Toplam
Dus muslugu
¥ g 4 2 2 8
n=44
Oda ici musluk
2 9 4 15
n=56
Toplam 6 11 6 23

Legionella Uretilen érneklerin 12’si su, 17’si siriintli érnediydi. Ornek
cinsine goére L.pneumophila izolasyonu degerlendirildiginde; sdruntu
orneklerinde Legionella daha fazla Uredi ve istatiksel olarak da énemli fark
bulundu (p<0.01).

Bu 29 Legionella izolatinin 17(%58.6)'si immunduskin hastalarin
bulundugu Onkoloji, Hematoloji, Dahiliye Yodun Bakim, Pediatri Yogdun
Bakim ve Go6gus Hastaliklari Yogun Bakim gibi birimlerden alinan
orneklerden uretildi (Bkz. Tablo 4.2).

Tablo 4.4’de su kaynakh izole edilen Legionella turlerinin serogrup
dagihmi gosterilmistir. Su ve sdruntd 6rneklerinden izole edilen
L.pneumophila bakterisinin Legionella lateks aglutinasyon yontemi ile yapilan
serogrup tayininde 29 Legionella izolatinin 23’Unun L.pneumophila serogrup

2-14, 6’sinin L.pneumophila serogrup 1 oldugu saptandi. Legionella Uretilen
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12 su Orneginin 9 (%75.0)unda L.pneumophila serogrup 2-14, 3
(%25.0)’Unde L.pneumophila serogrup 1 izole edilirken, Legionella Uretilen 17
surantd 6rneginin 14 (%82.4)'GUnde L.pneumophila serogrup 2-14 ve 3

(%17.6)'Unde L.pneumophila serogrup 1 izole edildi.

Tablo 4.4. Su kaynakl izole edilen Legionella turlerinin serogrup dagilimi

L.pneumophila (+)

Ornek cinsi ve sayisi

L.pneuomophila
serogrup 1 n (%)

L.pneumophila

serogrup 2-14 n (%)

Su S 12 3 (25.0) 9 (75.0)
Surinti : 17 3(17.6) 14 (82.4)
Toplam : 29 6 (20.7) 23 (79.3)

izole edilen Legionella tiirlerinin serogrup dagilimi degerlendirildiginde,
L.pneumophila serogrup 1 ile L.pneumophila serogrup 2-14 Uremesi arasinda
istatiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p>0.05).

L.pneumophila izole edilen 12 su 6rneginin 6’sinda asitle muamele
edilmeden direkt ekimde, 3’Unde asit uygulanmasi sonrasi, ve 3’Unde ise
hem asitle muamele oncesi direkt ekimde ve hem de asitle muamele sonrasi
izolasyon saglandi. Su Orneklerinde direkt ekimle Legionella daha fazla
uremis olup, direkt ekimle asitle muamele sonrasi ekim arasinda istatiksel
olarak da énemli fark bulundu (p<0.01).

L.pneumophila izole edilen 17 slrintl o6rneginin 12’sinde asitle
muamele sonrasi, 4’Unde asitle muamele dncesi ve sonrasi, 1’inde ise asitle
muamele yapilmadan direkt ekimde izolasyon saglandi. Suruntu 6rneklerinde
asitle muamele islemi sonrasi Legionella daha fazla Uremis olup, asitle
muamele sonrasi ekim ile direkt ekim arasinda istatiksel olarak da 6nemli
fark bulundu (p<0.01).



Tablo 4.5. Orneklerin asitle muamele islemine gére Legionella tretilme
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durumlari
Legionella pneumophila izole edilen sug sayisi (n)
Ornek cinsi : : :
Direkt ekimle Asitle Hem direkt ekim
iireven muamele ile hem de asitle Toplam
n{‘y ) Ureyen muamele ile P
° n(%) ireyen n (%)
Su

n=100 6 (50.0) 3(25.0) 3(25.0) 12
Suruntd
n=100 1(5.9) 12 (70.6) 4 (23.5) 17
Toplam 7(24.1) 15 (51.8) 7(24.1) 29
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Sekil 4.1. BCYE besiyerinde Ureyen Legionella cinsi bakterilerin kolonileri

Sekil 4.2. BCYE besiyerinde Ureyen Legionella cinsi bakterilerin kolonileri
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Sekil 4.3. Gram negatif gomaklar seklindeki Legionella cinsi bakteriler

Sekil 4.4. Su drneklerinde Ureyen Legionella cinsi bakterilere uygulanan

Lateks Aglutinasyon testinin negatif ve pozitif sonuglari
*(1) Negatif kontrol; (2) Pozitif kontrol; (3) L.pneumophila serogrup 1 reageni ile negatif
reaksiyon; (4) L.pneumophila serogrup 2-14 reageni ile pozitif reaksiyon; (5) Legionella spp.
reageni ile negatif reaksiyon; (6) Kontrol lateks
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4.2. Hasta Bulgulari

Calismamizda ayrica, Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Go6gus Hastaliklar poliklinigine ve sehrimizdeki bazi hastanelerin Gégus
Hastaliklari ve Enfeksiyon Hastaliklari poliklinigine ya da Acil Servise
bagvurup, pndmoni tanisi ile izlenen 50 hastaya ait alt solunum vyolu

ornekleri, idrar ve kan ornekleri alinarak Legionella agisindan incelendi.

Calismaya alinan hastalarin 36’si erkek, 14’4 kadin idi. Hastalarin en
kigugu 20, en buyugu 85 yasinda idi. Hastalarin yas ortalamasi 53.04 olarak
saptandi.

Calismaya alinan hastalarin 41’inden balgam, 6’sindan BAL 6rnegi ve
3’Unden transtrakeal aspirat 6rnegi alinarak, BCYE ve MWY besiyerlerinde
kaltura yapildi. Besiyerleri 14 gun boyunca Legionella kolonileri agisindan
degderlendirildi ve suphelenilen kolonilerden kanli agara kontrol pasaj yapildi.
Hastalardan alinan orneklerden yapilan kultirlerde Legionella spp. Uremesi
saptanmadi.

Hastalarin hepsinden akut donem kan ornekleri alinarak, EIA
yontemi ile Legionella pneumophila serogrup 1-6'ya karsi total antikor
(IgG/IgM/IgA) arandi. Toplam 50 hastanin 5’inde Legionella pneumophila
serogrup 1-6’ya karsi total antikor (IgG/IgM/IgA) pozitif bulundu. 2 hastada
supheli pozitif bulundu. Test tekrar edildi ve ayni sonuca varildi. Toplamda 5
(%10) hastada seropozitiflik saptandi.

Hastalardan ayrica akut donem idrar 6rnekleri alinarak EIA yontemi ile
Legionella idrar antijeni arastirildi. Legionella idrar antijeni, 50 hastanin
1’inde pozitif bulundu. Bu hastada es zamanli alinan serum 6rneginde total
antikor da pozitif idi.

Pndmoni tanili hastalarin demografik o6zellikleri ve laboratuvar

bulgulari Tablo 4.6’da gdsterilmistir.



Tablo 4.6. Pnomoni tanili hastalarin demografik 6zellikleri ve laboratuvar
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bulgulari
Olgu | Cinsiyet Yas idrar Antijen Total Antikor Arama Legionella

Testi Testi Kiltiiri

1 E 47 Negatif Negatif Negatif
2 E 72 Pozitif Pozitif Negatif
3 E 53 Negatif Supheli Pozitif Negatif
4 K 30 Negatif Negatif Negatif
5 K 66 Negatif Pozitif Negatif
6 K 84 Negatif Pozitif Negatif
7 K 39 Negatif Negatif Negatif
8 E 53 Negatif Negatif Negatif
9 E 67 Negatif Negatif Negatif
10 E 64 Negatif Negatif Negatif
11 K 35 Negatif Negatif Negatif
12 K 52 Negatif Negatif Negatif
13 E 66 Negatif Negatif Negatif
14 K 78 Negatif Negatif Negatif
15 E 56 Negatif Negatif Negatif
16 E 68 Negatif Negatif Negatif
17 E 46 Negatif Negatif Negatif
18 K 53 Negatif Pozitif Negatif
19 E 55 Negatif Negatif Negatif
20 E 55 Negatif Negatif Negatif
21 E 74 Negatif Negatif Negatif
22 E 75 Negatif Negatif Negatif
23 E 79 Negatif Negatif Negatif
24 K 22 Negatif Negatif Negatif
25 K 67 Negatif Negatif Negatif
26 E 75 Negatif Negatif Negatif
27 E 80 Negatif Negatif Negatif
28 E 55 Negatif Negatif Negatif
29 E 64 Negatif Negatif Negatif
30 E 64 Negatif Negatif Negatif
31 E 85 Negatif Negatif Negatif
32 K 37 Negatif Negatif Negatif
33 K 57 Negatif Negatif Negatif
34 E 20 Negatif Negatif Negatif
35 E 20 Negatif Negatif Negatif
36 E 20 Negatif Negatif Negatif
37 E 20 Negatif Negatif Negatif
38 E 21 Negatif Negatif Negatif
39 E 24 Negatif Negatif Negatif
40 E 21 Negatif Negatif Negatif
41 E 21 Negatif Negatif Negatif
42 E 76 Negatif Negatif Negatif
43 E 84 Negatif Negatif Negatif
44 E 34 Negatif Negatif Negatif
45 E 73 Negatif Pozitif Negatif
46 E 42 Negatif Supheli pozitif Negatif
47 K 67 Negatif Negatif Negatif
48 E 32 Negatif Negatif Negatif
49 E 21 Negatif Negatif Negatif
50 K 83 Negatif Negatif Negatif
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Seropozitiflik saptanan 5 hastanin balgam Orneklerinden yapilan
killtirde Legionella Gremesi saptanmadi. idrar antijeni ve Legionella total
antikoru pozitif olan 1 numarali hastanin balgam 6rneginden yapilan Gram
boyamada orta miktarda yassi epitel, yogun gram pozitif zincir yapmis kok,
az miktar gram pozitif diplokok, orta miktar gram negatif kok ve az miktar
soluk boyanan gram negatif kisa basil ve pleomorfik basiller gortildii. Ornek
kaliteli balgam niteliginde degildi ancak balgam degerlendirme kriterleri g6z
ardi edilerek, Legionella kultiru yapildi ve ureme gorulmedi. Rutin balgam
kultirinde ise patojen bakteri Gremesi olmadi. Klinik bulgulari arasinda ates,
Oksuruk ve dispne mevcuttu. Bir haftadir devam eden gikayetleri nedeniyle
1.kusak sefalosporin grubu antibiyotik kullanmis ancak tedaviye yanit
alinamamisti. Ozgecmisinde KKH (kronik kalp hastali§i) mevcuttu.

Seropozitiflik saptanan 2 numarali hastanin yatigindan 5 gun sonra
alinan balgam 6rneginden yapilan Gram boyamada, az miktar PMNL ve az
miktar gram pozitif kok goruldi. Rutin kiltiriinde patojen bakteri Gremedi. Bu
hastanin klinik bulgulari arasinda ates, dispne, oksuruk, bas agrisi, myalji,
kusma ve ishal mevcuttu. Ozgegmisinde aktif sigara igiciligi ve KOAH (kronik
obstruktif akciger hastaligi) mevcuttu.

Seropozitiflik saptanan 3 numarali hastanin hastaneye yatisinin 2.
gununde alinan balgam érneginden yapilan Gram boyamada az miktar gram
pozitif zincir yapmis kok ve diplokok goruldu, ornek kaliteli balgam niteliginde
degildi. Yapilan rutin balgam kuilturinde patojen bakteri Uremedi. Legionella
kiltirinde de tremesi olmadi. Oykisiinde ates, dispne, 6ksiirik, myalji ve
ishal mevcuttu. Ozgegmisinde aktif sigara iciciligi ve KOAH vardi. KOAH
nedeniyle inhaler steroid kullanimi mevcuttu.

Seropozitiflik saptanan 4 numarali hastanin balgam 6rneginden
yapilan Gram boyamada, orta miktarda PMNL goéruldi, mikroorganizma
goérulmedi. Nonspesifik balgam kultirinde patojen bakteri Uremedi ve
Legionella kiltiriinde de Gremesi olmadi. Oyklsiinde ates, dispne, miyalji ve
kusma mevcuttu.

Seropozitiflik saptanan 5 numarali hastanin balgam &6rnedinden

yapilan Gram boyamada, orta miktarda PMNL ve orta miktar gram negatif
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basil goruldu. Yapilan rutin balgam kultirinde yogun P.aeruginosa ve az
miktarda Klebsiella spp. uredi. Legionella kultirinde Ureme olmadi. Bu
hastanin klinik bulgulari arasinda ates, dispne, Oksuruk, miyalji ve ishal
mevcuttu. Ozgecmisinde KOAH ve inhaler kortikosteroid kullanimi vardi.

Legionella seropozitifligine gore risk faktorlerinin karsilagtiriimasi
Tablo 4.7°de gosterilmigtir.

Tablo 4.7. Legionella seropozitifligine gore risk faktorlerinin karsilastiriimasi

Legione_ll:';\ Legionellrfl Toplam
Degiskenler seropozitif seronegatif =48 Karsilagtirma
n=5 n=43
Yag ortalamasi 165%6606 ¢531.é3775 15;'12 gs p=0.105
Cinsiyet
Erkek 2 (40) 32 (74.4) 34 (70.8) p=0.140
Kadin 3 (60) 11 (25.6) 14 (29.2)
DM
Var 0 4(9.3) 4(8.3) p=1.000
Yok 5 (100) 39 (90.7) 44 (91.7)
Kronik kalp hastaligi
Var 1 (20.0) 5(11.6) 6 (12.5) p=0.503
Yok 4 (80.0) 38 (88.4) 42 (87.5)
Kronik akciger hastaligi
Var 3 (60.0) 14 (32.6) 17 (35.4) p=0.331
Yok 2 (40.0) 29 (67.4) 31 (64.6)
Hematolojik malignensi
Var 0 0 0 -
Yok 5 43 48
Kortikosteroid
kullanimi(sistemik
V;r ) 0 2 (4.7) 2 (4.2) p=1.000
Yok 5 (100) 41 (95.3) 46 (95.8)
Organ Transplantasyonu
Var 0 0 0 -
Yok 5 43 48
Sigara oykiisi
Var 2 (40.0) 20 (46.5) 22 (45.8) p=1.000
Yok 3 (60.0) 23 (53.5) 26 (54.2)
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Legionella total antikor testi pozitif olan 5 hastanin 3’'U kadin, 2’si erkek
idi ve yas ortalamalari 69.6 bulundu. Legionella total antikor testi negatif olan
43 hastanin ise 32’si erkek, 11’i kadindi ve yas ortalamalari 51.5 bulundu.
Legionella antikor testi pozitif olan 5 hastanin 3'iinde KOAH ve 1’inde de
kronik kalp hastaligi mevcuttu (Bkz Tablo 4.9). Hastalarin 2’sinde sigara
kullanma Oykusu vardi. Legionella antikoru negatif olan hastalarin 4’Gnde
DM, 5’inde KKH, 14’inde KOAH saptandi. Bu 43 hastanin 20’sinde sigara
kullanma oykusu vardi. Hastalarin 2’'sinde sistemik steroid kullanma oykusu
vardi. Legionella seropozitifligine gore risk faktorleri karsilastirildiginda,
Legionella seropozitif hastalar ile seronegatif hastalar arasinda istatiksel
olarak degerlendirilen risk faktorleri acgisindan anlamh fark bulunmadi
(p>0.05).

Legionella total antikoru pozitif olan 5 hastanin 3’Unde pndmoni
bulgularina ishal eslik etmekteydi. Hastalarin 2’sinde kusma, 4’inde myalji ve
1’inde basagrisi mevcuttu. Legionella seropozitif hastalarla, seronegatif
hastalar arasinda klinik bulgular agisindan istatiksel olarak anlaml fark
bulunmadi (p>0.05).

Legionella seropozitif hastalarin klinik bulgularinin dagihmi Tablo

4.8’de gosterilmistir.

Tablo 4.8. Legionella seropozitif hastalarin klinik bulgularinin dagilimi

Klinik Bulgular
Hasta . Bas -
No Ates | Dispne | Oksiiriik | Myalji | Kusma | Ishal agrisi deg;;i':(%iéi
1 + + + - -
2 + + + + + +
3 + + + + +
4 + + + + -
5 + + + + +
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L.pneumophila testlerinde pozitiflik saptanan hastalarin test sonuglari ile risk

faktorlerinin dagilimi Tablo 4.9'da gdsterilmistir.

Tablo 4.9. L.pneumophila testlerinde pozitiflik saptanan hastalarin test

sonuglari ile risk faktorlerinin dagilimi

Kiiltir ;
Hasta L il idrar | LOGAnEI | faktori
-- .pneumophila i

No Ornek iiremesi antijen antikor
1 Balgam - + + fKK.H("')
lleri yas
*KOAH(+)
2 Balgam - - + Sigara(+)
lleri yas
KOAH(+)
3 Balgam - - + Sigara(+)
lleri yas
4 Balgam - - + ileri yas
5 Balgam - - + I'-(OI:\H(*')
lleri yas

*KKH (kronik kalp hastaligi), **KOAH (kronik obstriiktif akciger hastaligi)
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5.TARTISMA

Legionella bakterileri, tabiatta yaygin sekilde bulunan, insan yapimi
su sistemlerine yerlesip, kontamine sularla insanlara bulasan ve agir
pndmoniye yol acabilen etkenlerdir. L.pneumophila’nin su dagitim
sistemlerini kolonize etmesinin kesfinden sonra su dagitim sistemleri
mikroorganizmanin yayihminda primer kaynak olarak kabul edilmistir (5).
Legionella toplum kokenli pndémonin en sik goérulen doért etkeninden
(Streptococcus pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Chlamydophila
pneumoniae, Legionella spp.) biridir (8). Nozokomiyal pnémoni olgularinin
da %1-40'inda gorulebilmektedir. Nozokomiyal pndmoninin insidansi
Legionella kolonizasyonunun derecesine, immunduskin konak sayisina ve
hastanedeki tani ydntemlerinin kullanilabilirligine baghdir. Sigara igiciligi,
kronik akciger hastahgi, kronik kalp hastaligi, ileri yas ve immunduskunlik
baslica risk faktorleridir. Agiri alkol alimi ve renal yetmezlik, hematolojik
malignensiler, diyabet ve erkek cinsiyet de bazi ¢alismalarda risk faktorleri
arasinda kaydedilmistir (5). Yapilan cesitli calismalarda kontamine hastane
su dagitim sistemleri ile nozokomiyal enfeksiyon olgulari arasinda
epidemiyolojik baglanti kurulmustur (5). Hastanede yatan hastalarda
Legionella’nin kaynadi cogunlukla dus basliklari ve banyolarin sicak su
sistemleri ve sogutma kuleleri olmaktadir. Ayrica nazogastrik tupler,
nemlendiriciler ve solunum yolu tedavi ekipmanlari da daha az gorulen diger
kaynaklardir (13).

Su kaynaklarindan bakterinin izolasyon oranlari her c¢alismada
degisiklik gostermektedir. Secilen binalarin 6zelligi, su sisteminin yapisi,
cografi faktorler, mevsimsel faktorler, kontrol Onlemlerinin kullanimi ve
secilen kaltur yontemlerinin farklihdr gibi bircok faktor izolasyon oranlarinda
farklihk yaratmaktadir (86).

Cevresel orneklerde Legionella spp. izolasyonunda standart bir
yontem bulunmamaktadir. Literatirde Legionella spp. kulttriinde, izolasyon
icin  maksimum duyarlihda sahip yontemin tesbiti amaciyla yapilmis

calismalar bulunmaktadir.
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Centers for Disease Control and Prevention (CDC) ; Musluk ve dus
bagliklarindan hem su hem de suruntl &rneklerinin birlikte alinmasini
dnermektedir. Oncelikle de siriinti érnedinin alinmasini sonra su érneginin
alinarak 15 dakika asitle muamele edildikten sonra 6rneklerin BCYE, GPAV
ve PAV besiyerlerine ekilmesini tavsiye etmektedir (69).

The Hygiene Institute ise, sadece su Ornegdi alinmasini ve orneklerin
15 dakika asit ile muamele edildikten sonra BCYE ve GVPC besiyerlerine
ekilmesini 6nermektedir. CDC ve HIP'un her ikisinin protokollerinde de
orneklerin konsantrasyonu igin filtrasyon yéntemi kullaniimaktadir (69).

Veterans Affairs Medical Center (VAMC) ise, tek basina suruntu
ornedinin alinmasini yeterli bulmakta ancak su 6rne@i de alinacak olursa
santrifligasyonla konsantrasyon énermektedir. Ornekler 3 dakika asit islemi
ile dekontamine edilip, BCYE ve DGVP besiyerlerine ekilmektedir (69).

Halk sagligi agisindan en guvenilir 3 kurulugun yontemlerinin de
farklihk gosterdigi gortuimektedir.

Ulkemizde yapilan calismalarda Nakipoglu ve ark. (87) istanbul Tip
Fakultesi Hastanesindeki 20 farkli bélimden 70’i dus bashdi surintisi ve su
ornegdi, 30'u depo suyu olmak Uzere 100 adet su ve surunta ornegi alip,
Koksal ve ark. (88) ise istanbul'da 3 egitim hastanesindeki 13 depo ve 48
musluktan toplam 61 su 6rnegi alip Legionella cinsi bakteri varlhigi yonunden
arastirmistir. Erdogan ve ark.(89) Alanyada’ki 52 otelden 491 adet su ve
surintl  6rnegi alip, o6rneklerde Legionella cinsi bakteri varligini
arastirmiglardir. Ta ve ark.(69) vyaptigi calismada Pittsburgh’daki 7
hastanedeki 33 musluktan su ve sdrunti ornekleri alinmig, Reinthaler ve
ark.’nin (90) yaptigi ¢alismada da 21 hastanenin musluklarindan 210 su
ornegi alinarak Legionella pneumophila yoninden incelenmistir. Leoni ve ark.
(91) 32’si hastane, 59’u 6zel binalar ve 46’s1 otellerden olmak Uzere 137
sicak su orneginde Legionella spp. prevalansini arastirmiglardir. Borella ve
ark. (92) yaptiklari cok merkezli ¢calismada 146 su 6rneginde, Zacheus ve
ark. (93) ise Finlandiya’daki 67 apartman binasinin dus ve musluklarindan
aldiklari sicak su orneklerinde Legionella varligini incelemiglerdir. Yong ve

ark. (94) yaptigi1 calismada ise 11 sogutma kulesinden 20 su 6rnegi alinarak
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Legionella kultird yapilmistir.  Calismamizda Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakdiltesi Hastanesi ile Eskisehir'deki bazi hastanelerin gesitli
bolimlerinde bulunan 100 adet musluktan hem su ve hem de suruntu 6rnegi
alinip, Legionella cinsi bakteri varligi yontinden incelenmigtir. Calismamizda
Legionella izolasyonu igin inceledigimiz érnek sayisi yeterli olup, yurt igi ve
yurt diginda yapilan Legionella prevalans galismalarindaki drnek sayilari ile
uyumludur. Yapilan ¢alismalarin gogunda musluklardan su ve/veya surunti
ornedi alinarak Legionella spp. arastinimistir. Calismamizda inceledigimiz
orneklerin kaynagi ve tipi de literaturdeki galismalarla uyumlu bulunmusgtur.

Literatirde su ve suruntu orneklerinden Legionella spp. kaltirinde
farkli konsantrasyon ve dekontaminasyon yontemleri ile selektif besiyerlerinin
kullanildigi galismalar bulunmaktadir.

Ulkemizde yapilan ¢alismalarda; Nakipoglu ve ark. (87) su ve surinti
orneklerini filtrasyonla konsantre edip, asitle muamele etmeden direkt olarak
ve asitle muamele sonrasi BCYE, GVPC, BMPA ve MWY besiyerlerine
ekmis ve asitle dekontaminasyon igleminin uygulanmasini ve besiyeri olarak
da BCYE ile birlikte MWY besiyerinin kullaniimasini dnermislerdir. Koksal ve
ark.(88) 61 su ornegini filtrasyon yontemi ile konsantre edip, asitle muamele
etmeden ve asitle muamele sonrasi BCYE, MWY ve BMPA besiyerlerine
ekmiglerdir. Erdogan ve ark.’nin (89) otel sularinda Legionella prevalansini
arastirdiklari ¢alismada, su Ornekleri filtrasyon yontemi ile konsantre edilip,
Isi ile muamele yoluyla dekontamine edildikten sonra BCYE ve GVPC
besiyerlerine ekilmistir. Yurt diginda Ta ve ark.(69) suruntu orneklerini direkt
ve 3 ile 15 dakika asitle muamele ederek, su drneklerini ise islem yapiimadan
direkt, filtrasyon ya da santrifigasyon sonrasi direkt ve konsantrasyon
sonrasi 3 ile 15 dk asitle muamele ederek ekmis ve su Orneklerinden
filtrasyonla konsantrasyonun, santrifigasyon yontemine gore daha basaril
oldugunu, su ve suruntu orneklerinin 3 dakika asitle muamelesinin Legionella
spp.’nin izolasyonunu arttirdigini ve glisin iceren selektif besiyerlerinden
birinin  kullaniimasinin Legionella disi  mikroorganizmalarin  Gremesini

minimale indirdigini gostermiglerdir.
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Reinthaler ve ark.’nin (90) yaptigi calismada da su O&rnekleri
filtrasyonla konsantrasyondan sonra direkt olarak, i1si ile ve asit ile muamele
edilip, MWY, BMPAa ve bir kismi ayrica GVPC besiyerine ekilmis olup
izolasyonda kullanilan besiyerleri arasinda anlamh fark bulunmamis ancak
konsantre edilen 6rneklerin asitle muamele edilmesinin ve GVPC besiyerinin
kullanilmasinin mikrobiyal florayi azaltmada en etkili oldugu gosterilmigtir.

Caligmamizda alinan su ornekleri, santrifigasyon yontemiyle
yogunlastiriimig, asitle muamele edilmeden direkt olarak ve 3 dakika asit ile
muamele edildikten sonra BCYE ve MWY besiyerlerine ekilmistir. Strinti
ornekleri de asitle muamele edilmeden direkt olarak ve 3 dakika asitle
muamele edildikten sonra BCYE ve MWY besiyerlerine ekilmigtir. Legionella
turleri izole edilen 17 surintl ornedinin 12’sinde direkt ekimde Legionella
izole edilememis olup, asitle muamele sonrasi izolasyon saglanmistir.
Suruntu orneklerinde direkt ekimde yogun mikroflora bulunmasi nedeniyle
izolasyon saglanamadigi dusunualmuagtur. Calismamiz sonucunda asitle
muamelenin, surtntl érneklerinde Legionella izolasyonunu arttirdigi istatiksel
olarak da anlamli bulunmustur (p<0.01).

Su orneklerinde ise direkt ekimle izolasyon sansimizin daha yuksek
oldugu saptanmis ve istatiksel olarak da anlaml bulunmustur (p<0.01). Direkt
ekimle Legionella spp. izole edilen 12 su 6rneginin 6’sinda asitle muamele
sonrasi izolasyon saglanamamis olup, asitle dekontaminasyon islemi
sirasinda suda az sayida varolan bakteri sayisinin azaldigi ve besiyerinde
uremedigi dusunulmustar. Bu galismada ayrica su Orneklerinde Legionella
izolasyonunda santrifigasyonla konsantrasyon yontemi yerine filtrasyon
yonteminin kullaniimasinin da basari sansini arttirabilecegi dusuniimustar.
Calismamizda MWY besiyeri Legionella izolasyonunda yeterli bulunmus
olmakla birlikte, izolasyon basarisinin degerlendiriimesinde diger selektif
besiyerlerinin kullanildigi karsilastirmali ¢alismalarin yapilmasinin gerekli
oldugu disunulmustar.

Literatirde Ta ve ark.’nin (69) yaptigi c¢alismada Legionella spp.
kultirinde, suruntl orneklemesinin su Orneklemesinden daha iyi sonug

verdigi gosterilmistir. Bartie ve ark.’nin (70) yaptidi calismada da Legionella
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spp.’nin izolasyonunda VAMC’in slranti o6rnekleme yonteminin, su
ornekleme yontemlerinden daha basarili oldugu gosterilmigtir. Calismamizda
suruntl Orneklemesinin Legionella izolasyonunda su oOrneklemesine gore
daha basarili oldugu saptanmig ve istatiksel olarak da anlaml bulunmugtur
(p<0.01). Legionella izolasyonunda surinti o6rneklemesinin basarisinin,
biyofilm tabakasina adhere olan Legionella sayisinin suda bulundugundan
daha fazla olmasi nedeniyle olabilecegi dusunulmustar.

Yurt i¢ci ve yurt disinda yapilan caligmalarda su sistemlerinden
Legionella spp. izolasyon oranlari %6-100 arasinda degismektedir.
Ulkemizde Nakipoglu ve ark.’nin (87) istanbul Tip Fakiiltesi Hastanesinde
yaptiklari calismada alinan 100 6rnegin 5’inde, Koksal ve ark.’nin (88) yaptigi
calismada toplam 61 su Orneginin 4’Unde, Erdogan ve ark.’nin (89)
Alanya’daki otel su dagitim sistemlerindeki Legionella spp. prevalansini
arastirdiklari ¢alismada alinan 491 ornegin 93’Unde (%18.9) Legionella spp.
saptanmigtir. Ta ve ark.’nin (69) yaptigi calismada 33 o6rnegin tUumunde
(%100) Legionella izole edilmistir. Reinthaler ve ark.’nin (90) yaptigi
calismada 210 su érneginin 72’sinde (%34), Borella ve ark.’nin (92), sicak su
sistemlerinde Legionella ve Pseudomonas kontaminasyonunu arasgtirdiklari
calismada 146 su Orneginin 56’sinda (%38.4), Zacheus ve ark.’nin (93)
yaptiklari caligmada sicak su sistemlerinin %30’unda Legionella pneumophila
izole edilirken, Leoni ve ark.nin (91) bina su sistemlerinde yaptiklari
calismada ise izolasyon oranlari %40 bulunmustur. Rivera ve ark.’nin (95)
yaptiklari ¢alismada, 2341 su Orneginin 373 (%15.9)'Unde Legionella spp.
izole edilmisgtir.

Calismamizda 6rnek aldigimiz 100 musluktan hem su ve hem de
suruntu ornekleri alinmis olup, 100 su 6rnegininin 12’sinde ve 100 suruntd
orneginin 17’sinde olmak Uzere toplam 23 musluktan 29 Legionella cinsi
bakteri izole edilmistir. Legionella izolasyon oranimiz %23 bulunmustur.

izole edilen Legionella spp.’nin tir ve serogrup dagihimina
bakildiginda; Ulkemizde Nakipoglu ve ark. (87) dus bashi§i surintisu ve
dustan alinan su oOrneklerinin 3’'Unde dort ayri Legionella tiru (L.jordanis,

L.feeleii, L.micdadei, Legionella spp.) ve su depolarindan alinan orneklerin
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ikisinde de L.jordanis ve Legionella spp. izole etmistir. Kdksal ve ark.’nin (88)
yaptigi galismada izole edilen 4 susun 3'Unun Legionella pneumophila, 1’inin
Legionella spp. oldugu bildirilmistir. Erdogan ve ark.’nin (89) yaptigi
calismada izole edilen turlerin %63.5’i Legionella pneumophila serogrup 6 ve
%21.5'i serogrup 1 olarak bulunmustur. Zacheus ve ark.’nin (93) 67 binanin
sicak su sistemlerinde Legionella varhgini arastirdiklari ¢alismada; bu
sistemlerin %30’unda Legionella pneumophila izole edilmigtir. Yong ve
ark.’nin (94) Malezya’da su sogutma kulelerindeki Legionella spp.’nin
dagilimini arastirdiklari ¢alismada 28 Legionella izolatinin  %35.7’si
L.pneumophila serogrup 1, %39u L.pneumophila serogrup 2-14
bulunmustur. Rivera ve ark.’nin (95) hastane su sistemlerinde Legionella spp.
varh@ini arastirdigi ¢calismada izolatlarin 384’Unun Legionella spp. ; 317’si
(%82.5) L.pneumophila (169’u serogrup 1 ve 148 diger serogruplar),
67’sinin diger Legionella turleri oldugu saptanmigtir.

Calismamizda 100 muslugun 23’Unde toplam 29 L.pneumophila izole
edilmistir. L.pneumophila serogrup 1 izolasyonu ile serogrup 2-14 izolasyonu
arasinda istatiksel olarak anlamli fark bulunmamis (p>0.05) olmakla birlikte
toplam 23 muslugun 20’sinde L.pneumophila serogrup 2-14, 3’Unde
L.pneumophila serogrup 1 izole edilmistir. L.pneumophila serogrup 2-14
izolat sayisinin fazla olmasinin géz ardi edilmemesi ve Lejyoner hastaligi
olgularinin varliginda o&zellikle L.pneumophila serogrup 2-14 izole edilen
birimlerde tani testlerinin kombine kullaniimasinin gerekliligi dusunulmustur.

Tar ve serogrup diuzeyinde identifikasyonda; Nakipoglu ve ark. (87)
lateks aglutinasyon yontemi ve fenotipik Ozellikleri degerlendirerek
identifikasyon yapmistir. Koksal ve ark.’nin (88) yaptigi calismada
identifikasyonda lam aglitinasyon ve DFA yontemleri kullaniimigtir. Erdogan
ve ark.’nin (89) caligmasinda da lateks aglutinasyon testi uygulanarak
identifikasyon yapilmigtir.  Yurt disindan Rivera ve ark.’nin (95) yaptigi
calismada da supheli koloniler lateks aglitinasyon yontemi ile identifiye
edilmistir. Yong ve ark. (94) yaptiklari calismada lateks aglttinasyon ve PCR

yontemlerini kullanarak Legionella izolatlarini identifiye etmiglerdir.
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Calismamizda yurt ici ve yurt disinda yapilan calismalara benzer
sekilde supheli kolonilere lateks aglutinasyon testi uygulanmis ve tur ve
serogrup duzeyinde identifikasyon yapilmistir.

Calismamizda ayrica, pndmoni tanisi ile izlenen 50 hastada, pnémoni
etiyolojisinde Legionella varligi arastirilmistir. Hastalara ait alt solunum yolu
orneklerinden Legionella cinsi bakteriler agisindan kultur yapilmisg, idrarda
antijen testi ile L.pneumophila antijeni arastinimis ve serumlarinda
L.pneumophila serogrup 1-6’ya karsi total antikor (IgG/IgM/IgA) bakiimistir.

Hastalarimizin higbirinde alt solunum yolu orneklerinin kultarinde
Legionella Uretilememistir. idrarda L.pneumophila antijen testi, 50 hastadan 1
tanesinde pozitif bulunmustur. Bu hasta dahil 5 (%10) hastanin serumunda
L.pneumophila serogrup 1-6'ya karsi 6zgul antikor varligi gosterilmistir.
idrarinda  L.pneumophila antijeni varligi gdsterilen ve ayni zamanda
serumunda total antikoru pozitif olan hastamizin; gerek klinik Ozellikleri
gerekse alt solunum 6rneginin direkt mikroskopik inceleme bulgularinin da
uyumlu olmasi nedeniyle, Lejyoner Hastaligi olgusu oldugu kabul edilmistir.

Legionella enfeksiyonlarinin tanisinda kulttr pozitifligi altin standart
olarak kabul edilmekle birlikte literatirdeki pek ¢ok cgalismada, Legionella
izolasyonunun zor ve zahmetli oldugu ve rutin laboratuvarlarda pozitif kaltar
yuzdesinin ¢ok dusuk oldugu bilinmektedir (34,35). Referans laboratuvarlarda
yapilan retrospektif ¢alismalarda bile, Lejyoner hastaligi tanisinda kuiltarin
duyarliigi %11-65 olarak hesaplanmigtir (31). Ayrica klltir sonuglarinin
hastaligin siddeti ile de iligkili oldugu ve orta siddette pndmonide pozitif kultur
sonuglarinin orani duasuk iken (%15-25), ciddi pndomonilerde bu oranin
anlamli yuksek oldugu (>%90) gosterilmistir (4). Calismamizda su kaynakl
Oorneklerden ¢ok sayida Legionella izole etmis olmamiza karsin, pnémoni
tanisiyla izlenen 50 hastamizin higbirinde kultar pozitifliginin elde edilememis
olmasli, bu bakterinin klltirde dretiime zorlugunun yansimasi olmustur.
Ayrica bakterinin mugkulpesent olmasinin yani sira, 6rnek Kkalitesinin
istenilen dizeyde alinamamis olmasi (veya hastanin verememis olmasi),

tekrar 6rnek alma sansinin olmamasi, 6rnegin transportunda yasanabilecek
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olumsuzluklar, hastalarin bazilarinin antimikrobik tedavi almis olmasi gibi
durumlarin izolasyon sansimizi etkiledigi soylenebilir.

Ulkemizde Babaoglu ve ark.’nin (96) atipik pndmonili 83 olguda
yaptigl calismada Lejyonelloz saptanan 11 (%13.2) hastanin Qunda kuiltur
yontemi kullaniimig ve bunlardan sadece 1’inde alt solunum yolu kulturinde
Legionella saptanmistir. Javed ve ark.’nin (97), toplum kdkenli pndmonilerde
Legionella spp. varligini arastirdigi c¢alismada toplam 113 hastanin 371’i
(27.43) seropozitif bulunurken, hastalarin higbirinde solunum vyolu
orneklerinin kiltarinde Greme saptanmamistir. Nazarian ve ark.’nin (98) 64
alt solunum yolu 6rneginde yaptiklari ¢calismada, PCR ile Legionella pozitif
bulunan 15 drnegin sadece 2’sinde kultlir yontemi ile pozitiflik saptanmistir.

Yapilan c¢aligmalarda, mevcut idrar antijen testlerinin ¢ogunun,
L.pneumophila serogrup 1’in Pontiac (Mab 2+) monoklonal antikor tipini
saptamada oldukga duyarh (>%90) iken L.pneumophila serogrup 1’in diger
monoklonal antikor tiplerini saptamada duyarhliginin daha dusuk (%60)
oldugu bulunmustur. Ayni idrar antijen testlerinin, L.pneumophila’nin diger
serogruplari ile diger Legionella tirlerinin saptanmasinda da duyarliliklarinin
cok dusuk (%5) oldugu gosterilmistir (41,42). Bu nedenle idrar antjien
testlerindeki  negatif sonuglarin  Legionella  enfeksiyonunu ekarte
ettirmeyecegi kabul edilmektedir (37,43).

Calismamizda Legionella seropozitifligi saptanan 5 pnémoni
olgusundan sadece birinde idrarda Legionella antijeninin pozitif bulunmasi ve
diger 4 tanesinde idrar antijeninin negatif bulunmasinin nedeni testin bu
Ozelliginden kaynaklaniyor olabilir ve bu nedenle de bu 4 hasta igin
Legionella enfeksiyonunu ekarte ettirmedigi dusunudlmustir. Literatlrde
Babaoglu ve ark.’nin (96) yaptigi calismada da lejyonelloz saptanan 11
hastanin sadece birinde Legionella idrar antijeni pozitif bulunmustur. Javed
ve ark.’nin (97) yaptigi calismada toplam 113 pnomonili hastanin 31’
seropozitif bulunurken, %17.69’'unda antijenuri saptanmigtir. Antijendri
saptanan 2 hastada anti-Legionella IgM antikoruda pozitif bulundugu icin

dogrulanmis Legionella enfeksiyonu olarak degerlendirilmigtir.
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Yapilan galismalarda, sigara igiciligi, kronik akciger hastalgi, kronik
kalp hastaligi, ileri yas ve immunduskunluk Lejyoner hastaligi icin baslica risk
faktorleri arasinda sayilmaktadir (8). Asiri alkol alimi ve renal yetmezlik,
hematolojik malignensiler, diyabet ve erkek cinsiyet de bazi ¢aligsmalarda risk
faktorleri arasinda kaydedilmistir. Organ nakli alicilarindaki nosokomiyal
enfeksiyonlarda, cerrahi en Onemli hazirlayici faktordur (5). Yurt icinde
Babaoglu ve ark.’nin (96) yaptigi ¢calismada lejyonelloz saptanan 11 hastanin
6’sinda bdbrek transplantasyonu, 1’inde kronik bodbrek yetmezligi, 1’inde
tiberkuloz, 1’'inde kortikosteroid kullanimi ve 1’inde de sigara kullanma
Oykusu olmak uzere 10’unda risk faktorleri saptanmistir. Bizim ¢alismamizda
da Legionella seropozitif olan 5 hastanin 5’inde de Lejyoner hastaliginin risk
faktorleri mevcut idi. Hastalarin 3’'inde KOAH, 1’inde kronik kalp hastaligi ve
2’'sinde de sigara kullanma 6ykust bulunmustur ancak Lejyonella seropozitif
hastalar ile seronegatif hastalar arasinda risk faktorleri agisindan anlamli fark
bulunmamistir (p>0.05). Hastalarin yas ortalamasi 69.6 olup bu sonucun
Lejyoner hastaliginin risk faktorleri arasinda sayilan ileri yas acgisindan
anlamli olabildigi dusinilmids ancak Lejyonella seropozitif hastalarla,
seronegatif hastalar arasinda yas acisindan anlamli fark bulunmamistir
(p>0.05).

Literatirde arastirmacilar organ transplant alicilari ve immun dagkdn
hastalarda cevresel kaynaklarin Legionella enfeksiyonu salginlarina neden
olabilecegi konusunda dikkatli olunmasi gerektigini belirtmiglerdir.

Sabria ve ark.’nin (99) Catalonia’da (ispanya) yaptiklari 5 yillik
prospektif calismada, toplam 20 hastaneden 196 su 6rnegi alinmis, 73’Unde
(%37.2) Legionella izole edilmigtir. Bu calismada ayrica nozokomiyal
Lejyoner hastaligi olgularinin da izlemi yapilmis ve su kultirinin pozitif
oldugu 11 hastanede idrar antijen testi ile nozokomiyal lejyonelloz olgulari
saptanmigtir.  Su  kdltdrinin negatif oldugu hastanelerde ise olgu
gorulmemigtir.

Engelhart ve ark. (100) 75 yasindaki malign melanom ameliyati
gegirmis bir hastada hastane kokenli Lejyonella enfeksiyonu saptamislardir.

Bu hastada kultir yontemi ile BAL sivisinda L.pneumophila serogrup 1 izole
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edilmistir. Hastanin kronik sigara igicisi oldugu belirlenmistir. Sogutma kulesi
su orneklemesinde saptanan 3 izolat monoklonal antikor ve genotipleme
yontemleriyle tiplendirilmis ve bunlardan birisi hastanin izolatiyla uyumlu
bulunmustur.

Knirsch ve ark.’nin (101) yapti§gi calismada ise pnémoni tanisi ile
izlenen 38 renal transplant ve kardiak transplant hastasindan 12’sinde kultur
veya serolojik testlerle Legionella micdadei  saptanmigtir. Sicak su
kaynagindan izole edilen L. micdadei izolatlari ile kiltur pozitif 3 hasta ve 16
ay sonra gorllen 2 hastanin izolatlarinin DNA bant paterni, PFGE yéntemi ile
benzer bulunmustur.

Calismamizda su ve suruntu ornekleri alinan 23 musluktan 20’sinde
L.pneumophila serogrup 2-14, 3’Unde ise L.pneumophila serogrup 1 izole
edilmigtir. Literatlrde kultur yontemi ile ya da idrar antijjen testi ile
dogrulanmis olgularin  %79undan L.pneumophila’nin sorumlu oldugu
gosterilmekle birlikte Legionella turlerinin yaklasik yarisi insan hastaliklari ile
iligkili bulunmustur. L.pneumophila serogrup 1, 4 ve 6 hastalik etkeni olarak
daha sik izole edilmektedir (5,8). Daha az yaygin Legionella suslarinin sebep
oldugu enfeksiyonlar ise tanidaki eksiklikler ve nadir gorulmeleri nedeniyle
daha az rapor edilmektedir ancak bu suglarin immundugkin hastalarda sorun
oldugu dusunulmektedir (1). Calismamizda izole edilen 29 Legionella
izolatinin 17’si immundugkin hastalarin bulundugu Onkoloji, Hematoloji,
Dahiliye Yodun Bakim, Pediatri Yogun Bakim, Go6gus Hastaliklari Yogun
Bakim Unitelerinden izole edilmistir. Bu bdlimlerde yatan hastalarin bu
izolatlari aerosol yoluyla alma ve Lejyoner hastaligi bulasma olasihgl goéz
ardi edilmemelidir.

Sonug olarak, Legionella enfeksiyonlarinin, tahmin edilenden daha sik
gorulen ancak tanisi siklikla atlanan enfeksiyonlar oldugu soylenebilir. Tani
ve tedavide ge¢ kalinmasi prognozu etkileyen en énemli faktorlerdir. Lejyoner
hastaligi tanisinda tek bir tani yontemi kullaniimasinin yeterli olmayacag,
yontemlerin duyarlihdi ya da 6zgulligindeki sorunlar nedeniyle birden fazla
yontem —test baterisi- kullanilarak hastalik kesin tanisinin yakalanabilecegi

dusunulmektedir. Ayrica Legionella tur ve serogruplarinin dagilimina uygun,
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duyarlihgi ve 6zgullugu daha yuksek tani testlerinin gelistiriimesine ve daha

fazla galisma yapilmasina gereksinim vardir.
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6.SONUGC VE ONERILER

6.1. Su Kaynakl Sonuglar

Calismamizda; Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakdltesi
Hastanesi ile Eskisehir'deki bazi hastanelerin 18 farkl biriminde bulunan 44°G
dus muslugu ve 56’s1 oda i¢i musluk olmak tzere toplam 100 adet musluktan
hem su ve hem de surlintl 6rnedi olmak Uzere toplam 200 6rnek alinmis ve
bu 6rneklerde Legionella cinsi bakteri varligi arastirilmistir. 200 6rnekten
direkt ve asitle muamele sonrasi olmak uzere 400 inokulasyon yapilmigtir.

1°. Calismamizda hem su ve hem de surunti 6rnedi alinan 100 adet
musluktan 23’Unde (%23) 29 Legionella spp. izolati Gretilmigtir.

2°. Alinan 100 su 6rneginin 12’sinde ve 100 surintl 6rneginin 17’sinde
Legionella spp. izole edilmistir. Surantu orneklerinde Legionella daha fazla
uremis olup, istatiksel olarak da dnemli fark bulunmustur (p<0.01).

3°. L.pneumophila izole edilen 12 su érneginin 6’sinda asitle muamele
edilmeden direkt ekimde, 3’Unde asit uygulanmasi sonrasi, ve 3’Unde ise
hem asitle muamele 6ncesi direkt ekimde ve hem de asitle muamele sonrasi
izolasyon saglandi. Ozetle 12 su 6rnegdinden 9'unda direkt ekimle Legionella
uremis olup, direkt ekimle asitle muamele sonrasi ekim arasinda istatiksel
olarak da énemli fark bulunmustur (p<0.01).

4°, L.pneumophila izole edilen 17 sdruntd orneginin 1’'inde asitle
muamele yapilmadan direkt ekimde, 12’sinde asitle muamele sonrasi, 4’Unde
ise hem asitle muamele dncesi ve hem de asitle muamele sonrasi izolasyon
saglandi. Ozetle 17 siruntli drneginden 16’sinda asitle muamele islemi
sonrasi Legionella dremis olup, asitle muamele sonrasi ekim ile direkt ekim
arasinda istatiksel olarak da 6nemli fark bulunmustur (p<0.01).

5°. Su ve sduruntd O&rneklerinden izole edilen L.pneumophila
bakterisinin Legionella lateks aglitinasyon yontemi ile yapilan serogrup
tayininde 29 Legionella izolatinin 23’GUndn L.pneumophila serogrup 2-14,
6’sinin L.pneumophila serogrup 1 oldugu saptanmigtir.

6°. Legionella uretilen 12 su 6rneginin 9 (%75.0)'unda L.pneumophila
serogrup 2-14, 3 (%25.0)'Unde L.pneumophila serogrup 1 izole edilirken,

Legionella dretilen 17 sirintt 6rneginin 14 (%82.4)Unde L.pneumophila
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serogrup 2-14 ve 3 (%17.6)'unde L.pneumophila serogrup 1 izole edilmistir.
L.pneumophila serogrup 1 ile L.pneumophila serogrup 2-14 Gremesi arasinda

istatiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0.05).

7°. Toplam 29 izolatin 17 (%58.6)’si Lejyoner hastaligi i¢in riskli immun

duskun hastalarin yattigi servis ve yogun bakim unitelerinden izole edilmigtir.

6.2. Hasta Sonuglari

Calismamizda ayrica pnémoni tanisi ile izlenen 50 hastada, pnémoni
etiyolojisinde Legionella varligi arastirilmistir. Hastalara ait alt solunum yolu
orneklerinden Legionella cinsi bakteriler agisindan kultir yapilmis, idrarda
antijen testi ile L.pneumophila antijeni arastinimis ve serumlarinda
L.pneumophila serogrup 1-6’ya karsi total antikor (IgG/IgM/IgA) bakilmistir.

1°. Hastalarimizin higbirinde alt solunum yolu drneklerinin kultirande
Legionella Uretilememistir.

2°. idrarda L.pneumophila antijen testi, 50 hastadan 1 tanesinde pozitif
bulunmustur. Bu hasta dahil 5 (%10) hastanin serumunda L.pneumophila
serogrup 1-6’ya kargi 6zgul antikor varligi gosterilmistir.

3°. idrarinda L.pneumopbhila antijeni varligi gosterilen ve ayni zamanda
serumunda total antikoru pozitif olan hastamizin; gerek klinik Ozellikleri
gerekse alt solunum 6rneginin direkt mikroskopik inceleme bulgularinin da
uyumlu olmasi nedeniyle, Lejyoner Hastaligi olgusu oldugu kabul edilmistir.

4°. Legionella seropozitif olan 5 hastanin tuminde Lejyoner
hastaliginin risk faktorleri saptanmistir. Hastalarin 3’unde KOAH, 71’inde
kronik kalp hastaligi ve 2’sinde de sigara kullanma dykisu bulunmustur. Bu 5
hastanin yas ortalamasi 69.6 olup, Lejyoner hastaliginin risk faktorleri
arasinda bulunan ileri yas ile uyumlu bulunmustur.

5°. Legionella seropozitif hastalar ile seronegatif hastalar arasinda
degerlendirilen risk faktorleri agisindan anlamli fark bulunmamistir (p>0.05).

6°. Legionella seropozitif hastalarla, seronegatif hastalar arasinda
klinik bulgular agisindan da istatiksel olarak anlamli fark bulunmamistir
(p>0.05).
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6.3. Oneriler

Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi ile
Eskisehirdeki bazi hastanelerin c¢esitli bolumlerinde bulunan 100 adet
musluktan alinan 200 adet su ve suruntu ornegi ile pnomoni tanisiyla izlenen
50 hastaya ait alt solunum yolu Ornekleri, idrar ve serum oOrneklerinin
incelenmesi ile bulunan sonuglar dogrultusundaki &nerilerimiz asagida

maddeler halinde yer almaktadir.

1°.Legionella icin su &rneklerinin rutin  kdltdrinin  yapilmasi
immiindiiskiin hastalarin bulundugu Uniteler icin dnerilmektedir ancak diger
unitelerde olgu olmadikga dnerilmez.

2°. immiindiiskiin hastalarin bulundugu bélimlerde kullanim suyunda
Legionella saptandiginda su  kaynaginin  dekontamine  edilmesi
gerekmektedir.

3°.Su kaynagi dekontamine edilene kadar, guvenilir su kaynadigi
olmadik¢ca immundUskin hastalarin steril su kullanmasi 6nerilmektedir.

4° Hastanelerde Legionella igin su o6rneklemesi yapilirken,
musluklardan suruntu orneklerinin de alinmasi izolasyon sansini arttiracaktir.

5°.Su  oOrneklerinde  Legionella  izolasyonu ig¢in filtrasyonla
konsantrasyon ve sonrasinda asitle muamele edilmeden dogrudan ekim
yapilmasi izolasyon oranini arttirmada faydali olacaktir. Strlntl érneklerinde
ise su Orneklerinin tersine asitle muamele islemi, Legionella izolasyonunu
arttiran iyi bir yontemdir ve kullaniimasi onerilir.

6°.Legionella, sanildiginin aksine pndémoni etiyolojisinde 6nemli
oranda etkendir. Bu nedenle 6zellikle risk faktorlerinin varliginda pnémoni
etiyolojisinde Legionella mutlaka arastirilmalidir.

7°. Lejyoner hastaligi tanisinda halen mevcut tani testlerinin duyarliligi
ya da ozgullugundeki sorunlar nedeniyle tek bir yontem yerine, birden fazla
yontemin birlikte kullanilmasi tani sansini arttiracaktir.

8°. Legionella tur ve serogruplarinin dagilimina uygun, duyarlihgi ve
Ozgullugu daha yuksek tani testlerinin gelistiriimesine ve daha fazla ¢alisma

yapilmasina gereksinim vardir.
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