Tiirk Mikrobiyol Cem Derg (2006) 36 (4) : 214-218
© 1993 Tiirk Mikrobiyoloji Cemiyeti | Turkish Microbiological Society
ISSN 0258-2171

Turistik bolgelerden alinan su orneklerinde
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OZET

Legionella pneumophila legionellosis hastaligimin en sik etkenidir. L.pneumophila’min 15 serogrubu belirlenmigtir.
L.penumophila serogrup 1 klinik drneklerden en sik izole edilen serogruptur. L.pneumophila serogrup 2-14 nadir de olsa
hastaliga neden olmaktadir. Bu ¢alismada amag, L.pneumophila’nin sik goriildiigii turistik bolgelerde serogrup 2-14 varligin
arastirmaktir. Toplam 23 izolatin; %304 SG-3, %26,1'i SG-6, %7,7'si SG-8, %4,3"ii SG-10, %4,3"1i SG-11 ve %7,7'si SG-
13 seklinde serogruplandirilmistir. Legionella kiiltiirii, rutin klinik mikrobiyoloji hizmeti veren laboratuvarlarda
yapilamamaktadir. Bunun yerine idrarda antijen aranmaktadir. Idrarda belirlenen antijen L.pneumophila serogrup 1'i
yansittigi icin, diger serogruplarin meydana getirdigi hastaliklarin belirlenmesinde yetersizdir.

Anahtar Sozciik: Legionella pneumophila, serogrup

SUMMARY

Legionella pneumophila is the most frequently isolated species from legionellosis. There are 15 serogroups of L.pneumophila.
L.pneumophila serogroup 1 was most frequently isolated serogroup from the clinical cases. L.pneumophila serogroups 2-14
may rarely lead to legionellosis. The aim of this study was to investigate the L.pneumophila serogroups 2-14 in touristic
region where the incidence of legionellosis is to be high. Totally, 23 L.pneumophila serogroups 2-14 were isolated, of those
SG-3, SG-6, SG-8, SG-10, SG-11 and SG-13 was %304, %26.1, %7.7, %4.3, %4.3, and %7.7, respectively. Legionella
culture could not be performed by routine clinical laboratories. Instead, urinary antigen detection tests are preffered. Urinary
antigen test is not reliable to detect L.pneumophila serogourps other than 1.
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GIRIS ve olgularin %80-85'inden sorumlu oldugu bilin-

Legionella tiirleri dogada ve su kaynaklarinda bu- mektedir. L.pneumophila serogrup 1 (SG-1) diger

lunmaktadir (1). Su sistemlerinden insana aeroso- serogruplara gore daha fazla hastalik yapmakta-
lizasyon veya aspirasyon yolu ile bulagmakta ve dir (3). Ancak son yillarda yapilan caligmalar, 2-
pnémoniye neden olmaktadir (2). Dogada olduk- 14 aras1 serogruplarinda hastaliga neden olabile-
ca yaygin olarak bulunan, ancak laboratuarda iire- cegini. gdstermektedir.

tilmeleri igin Ozel sartlar gereken bu bakterinin
48 tirii tanimlanmig ve bu tiirlerin yaklasik 20
kadarinin insanlarda hastalik yapabilme yetenegin-
de oldugu kanitlanmistir (1). Ancak klinikte en

sik infeksiyona neden olan tiir L.pneumophila'dir
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Ulkemizde toplum kaynakli lejyoner hastaligi da-
ha ¢ok seyahat iligkili vakalar olarak ortaya ¢ik-
maktadir. Turizm sektoriinde, hastaligin yayilma-
smin engellenmesi i¢in bazi organizasyonlar ya-

pimaktadir (4, 5). Avrupa iilkeleri i¢in bir ha-
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berlesme agi kurulmus olup, ililkemiz de bu ag
icinde yer almaktadir (5). Turizmin 6nemli bir
kaynak oldugu Ege Bolgesinde oldukca fazla sa-
yida turistik tesis bulunmaktadir. Bolgemizdeki
tesisler Saglik Bakanligi adma il Saglik Miidiir-
liikleri ve Refik Saydam Hifzissihha Merkez Bas-
kahigi adina da Izmir Bolge Hifzissthha Enstitii-
sii Midiirliigti tarafindan Legionella kolonizasyo-
nu agisindan istege bagli olarak ya da vaka bil-
dirimleri olmast durumunda zorunlu olarak taran-
maktadirlar.

Yapilan bu calismada, Ege bolgesindeki turistik
tesislerin su sistemlerinden izole edilen Legionel-
la pneumophila serogrup 2-14 izolatlarmin direkt
floresan antikor (DFA) yontemiyle serogrup tayi-
ni yapilarak bolgesel bir serogrup dagilimi ¢ikar-
tilmas1 hedeflenmigtir

GEREC VE YONTEMLER

Ornekler. Bu ¢alismada Ege bolgesindeki gesitli
turistik tesislerin su sistemlerinden alinan su Or-
neklerinden izmir Refik Saydam Hifzissihha Ens-
titlisti'nde iiretilmis olan Legionella izolatlar1 ince-
lemeye almmistir. Bu L.pneumophila izolatlarin-
dan serogrubu lateks aglutinasyon yontemiyle 2-
14 olarak bulunan izolatlar ¢calismadaki 6rnek gru-
bumuzu tegkil etmigtir. Bu grupta dus bagliklar,
sicak ve soguksu musluklar1 ve sogutma kulele-
rinden {iretilmis toplam 23 izolat bulunmaktadir.

Besiyerleri. Su oOrneklerinin izole edilen ve %15
Gliserollii Triptik Soya Broth besiyerinde -80°C
de saklamaya alinan izolatlarin canlandirilmasi
icin BCYE (Buffered Charcoal Yeast Extract
agar) besiyerleri kullanilmigtir. Calismada kullani-
lan besiyerleri Refik Saydam Izmir Bolge Hifzi-
sithha Enstitiisii'nde hazirlanmistir.

Bir litre besiyeri i¢in 12,5 gr CYE agar baz1 450
ml distile suya konularak igerik coziiliinceye ka-
dar kaynatilmig ve 121°C de 15 dakika otoklav-
lanarak steril edilmistir. Otoklavdan c¢ikarildiktan
sonra 50-55°C'ye kadar sogutulan besiyerine ve
aseptik  sartlarda BCYE growth suplemant
(SR110A) ve selective suplement (SR118B)’eklenerek
karistirilmistir BCYE growth suplement (SR110A)

50 ml steril distile suda, selective suplemani
(SR118B) 10 ml steril distile suda ¢ozdiirii-
Imiigtiir. Hazirlanan besiyeri steril Petri kaplarina
dokiilerek donmaya birakilmustir.

Besiyerinde ACES buffer, pH degisikliklerine ¢ok
duyarli olan Legionella' lar igin besiyerini gerek-
li pH araliginda (6,95+0,02) tutmak amaciyla kul-
lanilmaktadir. Aktif komiir ise bakteri iiremesi ve
1518a maruz kalma sonucunda olugan toksik ok-
sijen radikallerinin notralize edilmesinde gorev
almaktadir.

L. pneumophila 2-14 suslarinin canlandirilmasi.
Ege bolgesinin degisik noktalarmdan alinmig su
orneklerinde Izmir Bolge Hifzissthha Enstitiisiin-
de iiretilmis ve polivalan L. pneumophila SG 2-
14 serumlarn ile test edilip serogrup 2-14 olarak
belirlendikten sonra -80°C de %15 gliserollii trip-
tik soya broth icerisinde saklamaya alinan suglar
dondurucudan cikarilarak c¢oziinmeleri beklendik-
ten sonra bir 6ze dolusu alinarak BCYE ' aga-
ra pasajlanmigtir. Nemli atmosferde 35°C de iire-
me durumlarina gore 24-48 saat inkube ediledi-
lerek canlandirilip ¢ogaltilmiglardir.

Lateks agliitinasyon testi (Oxo0id,UK). Bu test
icin BCYE & agarda ¢ogalan (24-48 saatlik) kiil-
tirler kullanilmigtir. Test yapilmadan oOnce testin
calisip calismadigi pozitif kontrol ve negatif kon-
trol siispansiyonlar1 ile denenmistir. Test kisaca
su sekilde yapilmustir; lateks test ayraglari oda si-
caklifina getirilir ve lateks siispansiyonlar1 ¢alka-
lama ile homojenize edilir; her lateks ayracindan
reaksiyon kartindaki dairelerin kenarlarina birer
damla konulur; her daireye birer damla siispan-
siyon tamponundan konulur. Lateks ayraci ve
siispansiyon tamponu birbirine karistirilmamalidir;
BCYE ¢ agarda cogalan kolonilerden bir oze
yardimt ile bir tanesi almarak tampon-
da dikkatlice emiilsifiye edilir; lateks ayiraci ve
bakteri siispansiyonu dikkatlice karistirilarak bii-
tiin reaksiyon alanina yayilir; reaksiyon karti yavas-
ca dairesel hareketlerle sallanir ve agliitinasyon olup
olmadigma bakilir. Agliitinasyon varligi ciplak goz-
le tayin edilir, herhangi bir biiyiitec kullanilmaz.
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Direkt fliioresan antikor (DFA) yontemi. Kiiltiirel
dogrulamalart yapilan ve Lateks agliitinasyon tes-
ti sonucu pozitif bulunan Legionella'lar Direkt
Floresan Antikor reaktifleri kullanilarak DFA
yontemi ile serogrup 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14 diizeyinde tiplendirme yapilmistir.
Test kisaca su sekilde yapilmistir: BCYE o agar-
da canlandirilip cogaltilan kiiltiirlerden alinan bir
0ze dolusu hiicre, icerisinde 5 ml distile su bu-
lunan tiiptin igine transfer edilir ve distile suda
iyice homojenize edilir; distile suda homojenize
edilen siispansiyondan teflon kapli lamlarin iize-
rindeki her bir ¢ukura mikropipet yardimiyla 0,1
(10 1) mililitre konur. (L. pneumophila serogrup
2-14 diizeyinde tiplendirme yapmak amaciyla 1
ornek icin 2 tane teflon kapli lam kullanilmak-
tadir. Birinci teflon kapli lamda 10 adet cukur,
ikinci teflon kapli lamda bir tanesi kontrol amag-
It kullanilmak {iizere 5 adet cukur bulunmakta-
dir.); teflon kapli lamlardaki her bir ¢ukura yer-
lestirilen ornek daha sonra oda sicakliginda i1s18a
maruz kalmadan kurumaya birakilir; Kuruduktan
sonra sonra 1siyla fikse edilir; Fiksasyonun ardin-
dan serogrup 2-14 ticari kitleri (M-Tech USA)
iyice vortekslendikten sonra numara sirasiyla her
biri teflon kapli lamlarin iizerindeki bir cukura
denk gelecek sekilde ilave edilir; Hazirlanan lam-
lar, nemli ortam saglanarak etiivde 30 dakika
bekletilir; etiivden c¢ikarildiktan sonra PBS ile ha-
fifce yikanir; 6rnekler PBS ile dolu kaplara dal-
dirtlir ve 10 dakika oda sicakliginda bekletilir;
Distile su ile yikanir ve havada kurumaya bira-
kilir; son islem olarak Mounting Medium kulla-
nilarak {izerine lameller kapatilarak fliioresan
mikroskobunda incelenir. Her bir daire 40x ob-
jektif ile biitlin yilizeyi incelenir. Legionella
hiicreleri kiiciik kokobasil formunda yesil (elma
yesili) floresans o©zelligi gosterir. Pozitif sonug,
bakteriler yogun yesil floresans ve Legionella icin
tipik morfoloji gosterirler. Hangi serogruba ait
gode de yogun floresans goriiliirse L.pneumop-
hila serogrubu buna goére saptanir. Negatif sonug-
ta ise, bakteriler yogun floresans gostermezler.
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BULGULAR

Bu calismada Ege bolgesindeki cesitli turistik otel-
lerin su sistemlerinden izole edilen L.pneumophila
SG 2-14 izolatlarinin DFA ile serogrup tayini ya-
pumigtir. Bolgemiz ¢esitli illerindeki tesislerin
degisik noktalarindan alinan su 6rneklerinden izole
edilen ve lateks aglutinasyon (polivalan) metodu
ile SG 2-14 olarak tespit edilen bu Legionella
pneumophila izolatlarindan toplam 23  Grnek
secilmigtir (Tablol).

Tablo 1. Incelenen turistik otellerde numunenin alindig1 yerin,
illere ve alinan Ornek sayilarina gore dagilimi

Say1 (%)

ALINAN YER | Izmir  Aydm  Mugla Bodrum
m (%) M (%)  (m)(%) ) (%)

[Lavabo 2/2 (100.0)
[Dus bashg: 6/7 (85.7) 1/7 (14.3)
[Termal sicak su | 2/4 (50.0) 2/4 (50.0)

Oda musluklar: | 2/5 (40.0) 1/5 2/5 (40.0)

Sogutma kulesi | 3/4 (75.0) [1/4 (25.0)

Jakuzi 1/1 (100.0)

TOPLAM 16/23(69.6)| 2/23 (8.7) |3/23(13.0)| 2/23 (8.7)

Toplam 23 izolatin, %8.,7'si lavabo, %304'i dus
bagligi, %1741 termal sicak su, %21,7'si oda
musluklari, %174t sogutma kulesi ve %4,3'i ja-
kuzi Orneginden iiretilmis Orneklerdir.

Tablo 2. Calismadan izole edilen L. pneumophila izolatlarinin se-
rogruplara ve illere gore dagilimi

Say1 (%)
Serogrup Tzmir Aydin  Mugla Bodrum
m (%) M (%) () (%) M) (%)

SG-3 7/7 (100.0) - - -
ISG-6 2/6 (33.3) 2/6 (33.3)| 2/6 (33.3)
SG-8 3/3 (100.0) 2/4 (50.0)
SG-10 1/1 (100.0)
SG-11 1/3 (33.3) | 2/3 (66.7)
SG-13 3/3 (100.0)
TOPLAM 16/23(69.6) | 2/23 (8.7) |3/23(13.0)| 2/23 (8.7)

Toplam 23 izolatin; %304'i SG-3, %?26,11 SG-
6, %7,7'si SG-8, %4,3'i SG-10, %43t SG-11 ve
%7,7'si  SG-13 seklinde serogruplandirilmigtir
(Tablo 2).
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TARTISMA

Kirk sekiz adet Legionella tiirii bulunmaktadir.
Yaklagik yarisi insanda hastalik meydana getirme
ozelligine sahiptir. Legionella tiirlerinden bir ta-
nesi olan L.pneumophila legionellosis olgularin
yaklagik %90'inda, meydana gelen hastaliklardan
sorumludur. L.pneumophila’nin 15 serogrubu bu-
lunmaktadir. Olgularin %79'undan serogrup 1 izo-
le edilmistir (1). Ancak biitlin L.pneumophila se-
rogruplarinin pnomoniye neden olduklar1 gosteril-
migtir (6). Nispeten serogrup 3, 4 ve 6'min se-
rogrup 1 haricinde diger serogruplardan daha faz-
la hastalik etkeni olarak izole edildigi bildirilmek-
tedir (1). Ornegin serogrup 13 oldukca nadirdir,
508 olgunun sadece 2'sinden (%0.4) izole edilmis-
tir (7). Nadir goriilen serogruplar &zellikle immiin
yetmezlii olan hastalarda sorun olusturmaktadir.

Legionella bakterileri nazli iireyen bakteriler ara-
sinda yer almaktadir. Rutin hizmet veren klinik
laboratuvarlarda L.pneumophila kiiltiirii genellikle
yapilmamamaktadir. Bu nedenle, kiiltiir sonucu,
“lireme olmadi” seklinde verilmektedir. Son yil-
larda, yaygin olarak legionellosis teshisi i¢in id-
rarda antijen aragtirllmaktadir. Bu nedenle L.pne-
umophila serogup 1'in neden oldugu hastalik
%0'dan %69-70 civarina yiikselmigtir (7). Diger
taraftan, serogrup 1 haricindekilerin teghisi ise
%38'den %4'de gerilemistir. Idrar antijen testi,
serogrup 1 haricinde ki L.pneumophila serogrup-
larinin belirlenmesinde yetersiz kalmigtir. Hastali-
gin teshisinde direkt floresan antikor testi giin
gectikce daha sik kullanilmaktadir.

Ulkemizde, klinik mikrobiyoloji hizmeti veren bir
cok laboratuvarda Legionella Kkiiltiirii yapilma-
maktadir. Genellikle idrarda antijen arama testi
tercih edilmistir. L.penumophil serogruplarinin 1
haricinde yaygmlig:r bilinmemektedir. Caligmamig
bu anlamda 6nem kazanmaktadir. Caligmamizda;
elimizde bulunan cesitli serogruplara ait L. pne-
umophila bakteri suglarindan gerceklestirdigimiz
DFA tiplendirme c¢aligmalar1 sonucunda; 3 tanesi
SG-13, 7 tanesi SG-3, 6 tanesi SG-6, 1 tanesi
SG-10, 3 tanesi SG-11, 3 tanesi SG-8 olarak

identifiye edilmistir. L. pneumophila serogrupla-
r'nin Ege bolgesindeki cesitli illere gore dagili-
mint inceledigimizde; SG-3'iin sadece [zmir'deki
otellerde, SG-6'nin Izmir, Mugla ve Bodrum'daki
otellerde, SG-8'in Izmir'deki otellerde, SG-11'in
[zmir ve Aydin'daki otellerde ve SG-13'iin sade-
ce Izmir'deki otellerde bulundugu goriilmektedir.
Turizme hizmet veren bu bolgelerde legionellosis
hastali§1 arastirilirken (5), serogrup 1 haricinde
diger L.penumophila serogruplarinin da yaygin
oldugunun bilinmesi 6nem tagimaktadir.

Su orneklerinden bakterinin izolasyon oranlari her
aragtirmada degisiklikler gosterir (8). Bunun se-
cilen binalarin o6zelligi, su sisteminin yapisi ve
suyun organik igeriginden cografi faktorlere ka-
dar pek ¢ok nedeni vardir (9). Oncelikle bina su
sistemlerinin hangi siklikta Legionella' lar ile ko-
lonize oldugu sorularina yanit vermek gerekirse
diinyanin farkli bolgelerinde yapilan arastirmalar-
da incelenen binalarda bu oranin %50-55 oldugu
goriilmektedir. Refik Saydam Hifsizsthha Merke-
zi Bagkanligi Ulusal Legionella Labaratuarinda
gerceklestirilen daha onceki benzer bir calismada
L. pneumophila’ ya rastlanma sikliginin % 61 ol-
dugu goz oOniine alindiginda (10); bina kolonizas-
yon oranlarinin mevsimsel kosullarda cografi bol-
gelere, incelemeye alinan binalarin fiziksel o6zel-
liklerinden kontrol Onlemlerinin  uygulanmakta
olup olmadigina kadar sayilabilecek pek cok fak-
torlin etkisinde degiskenlik gosterdigi bilinmektedir (11).

Infeksiyon hastaliklarmin labaratuar tanisinda et-
kenin izolasyonundaki giicliikler arastirmacilar
yeni tam1 metodlarmin geligtirilmesine yoneltmis-
tir. Uyguladigimiz DFA calismasi; birkac saatte
sonu¢ vermesi ve kolay kullanilabilmesi nedeniy-
le avantaj saglamugtir. Ancak dikkat gerektirmekte-
dir. Dikkat edilmezse 6zgiil olmayan sonuclarin yan-
lig degerlendirilmesi ile dezavantaj teskil etmektedir.
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