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Derleme

Hastane Su Sistemlerinde Legionella Arastirimasinda Temel

Prensipler

Efsun AKBAS

Serbest Uzman-Proje Danismani

OZET

Hastaneler Lejyoner hastaligt icin onemli risk cevreleridir.
Hastaligin onlenmesi, sistematik bir program yiiriitiilmesi-
ni ve hastanede risk degerlendirilmesi ile birlikte aktif olgu
stirveyanst yapilmasini gerektirmektedir. Su sisteminde
Legionella varliginin aranmast hastanelerde risk degerlen-
dirmesinin bir bilegeni olarak kabul edilir. Legionella
incelemesinden anlamli bir sonug¢ elde edilebilmesi su
orneklerinin tesisati iyi temsil edecek sekilde alinmasi ile
baslayan bir siirectir. Laboratuvarda orneklerin incelen-
mesinde kullanilan prosediirler ise bakterinin basarili bir
sekilde izolasyonuna izin vermelidir. Bu makalede, hastane
kaynakli Lejyoner hastaligumin kontrolii temelinde, su sis-
temlerinde Legionella incelemesinin belli basl prensipleri
ozetlenmistir.

Anahtar kelimeler: Lejyoner hastaligi, nozokomiyal enfek-
siyon, su mikrobiyolojisi

SUMMARY

Basic Principles in Investigation of Legionella in Hospital
Water Systems

Hospitals are major risk environments for Legionnaires’
disease. Prevention of the disease requires implementation
of a systematic program involving active case surveillance
in conjunction with the risk assessment in the hospital.
Searching the presence of Legionella in the hospital water
system is considered as one of the risk assessments in the
hospitals. To obtain significant results from the Legionella
search process, it is of crucial importance to take samples
which best represent the plumbing system. The procedure
used for the laboratory analysis of samples also should
allow successful isolation of the culprit bacteria. In this
article, basic principles of Legionella investigation in the
plumbing systems are summarized so as to keep the
hospital-associated Legionnaires’ disease under control.

Key words: Legionnaires’ disease, nosocomial infection,
water microbiology

GIRIS

Lejyoner hastalig1 ¢esitli aragtirmalara gore, toplum-
dan kazanilmig bakteriyel pnomonilerde ilk bes eti-
yoloji arasinda yer almaktadir . Lejyoner hastaligi,
hastane-kaynakli olarak da gortilebilir. Farkli seriler-
de nozokomiyal pndmoniler arasinda hastaligin insi-
danst %1-40 arasinda degismekte, siklikla ikinci
sirada yer almaktadir ¢,

Giindelik pratik i¢inde ise, Lejyoner hastaliginin
hekimlerin kargisina oldukca ender ¢ikan bir hastalik
gibi algilandig1 ve ¢ogu durumda atlandigr gozlen-
mektedir. Klinik ve radyolojik ozellikleri ile diger
pnomonilerden ayurt edilemediginden, tani ancak
hastaligin akla getirilmesini takiben yapilan mikrobi-
yolojik inceleme ile konabilmektedir ©. Spesifik tani
dogru hasta yonetimi agisindan bir iistiinliik sagladig:

gibi, hastalifin epidemik potansiyeli (bir kaynaktan
yayilarak ayni1 anda cok sayida bireyi etkileme olasi-
11g1) nedeniyle de kritik dneme sahiptir; ¢linkii kay-
nak su sisteminin belirlenmesi, onlemlerin alinmasi
ve boylece yeni olgularin 6nlenmesi siipheli olgunun
tanisina dayanmaktadir.

LEJYONER HASTALIGI KONTROLUNUN
ESASLARI

Kontrol mekanizmalarinin harekete gecirilebilmesi
icin kesin taninin konmasini takiben olgunun ilgili
birimlere (Halk Saglig1 Miidiirlii§iine ve eger hastane
kaynakli olgu s6z konusu ise ayni zamanda hastane
enfeksiyon kontrol komitesine) bildirimi esastir.
Lejyoner hastaligi, Saghik Bakanligmin ilk olarak
1996’da yayimladig genelge ile iilkemizde bildirimi
zorunlu hastaliklar arasina girmigtir. O tarihten bu
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yana, hastaligin kontrolii ile ilgili bir program da
yiirtitiilmektedir. Program 2001 yilinda yayinlanan
yeni bir genelge ile giincellenirken, Saglik Bakanlig:
da Avrupa Legionella Enfeksiyonlar1 Caligma
Grubuna (EWGLI) girmistir 7®. Bu gelismeyi taki-
ben, veri akiginin artmasina paralel olarak iilkemiz
kaynakli seyahat iligkili Lejyoner hastaligi sorunu-
nun boyutlar1 daha iyi goriiniir hale gelmistir.
Dolayisiyla, bir yandan hastaligin kontrolii ile ilgili
onemli ilerlemeler kaydedilirken, diger taraftan bu
siire¢, programin eksik yonlerini agiga cikarmasi
bakimindan da islev gérmiistiir. Farkindalik diizeyi-
nin diisiikliigii ya da laboratuvar altyapisinin yeter-
sizligi gibi nedenlere bagli olarak, olgularin %90’dan
fazlasinin iilkesine dondiikten sonra tanimlanabilme-
si ya da program kapsaminda olmadiklarindan hasta-
ne kaynakli Lejyoner hastalig1 sorununun boyutlari-
nin bilinememesi s6z konusu eksiklikler arasinda
degerlendirilmektedir. Bakanlik yakin zaman once
programi yeniden giincellemek iizere calismalar bag-
latmig olup, kapsamini hastane kaynakli Lejyoner
hastaligin1 da icerecek sekilde genisletmeyi hedefle-
mektedir (kigisel iletisime dayal1 bilgi).

Lejyoner hastaliginin ortaya cikisi, ¢evresel bir rezer-
vuarin varlig1 ve etkenin uygun bir yoldan (aerosol
inhalasyonu, aspirasyon) alinmas: kadar, konagin
duyarlilig1 ile de yakindan iligkilidir. Hastaligin orta-
ya ¢ikmasinda bazi risk faktorlerinin (>50 yas; erkek
olma; sigara-alkol bagimliligi; kalp yetmezligi, kro-
nik akciger hastalig1 ve diabetes mellitus gibi altta
yatan nedenlerin varligi; transplantasyon, kemotera-
pi, kortikosteroid tedavi gibi immiin sistemi baskila-
yan durumlar) rolii iyi bilinmektedir ©. Cerrahi giri-
sim yapilmis olgularin da (6zellikle bag-boyun cerra-
hisi) yiiksek riskli bir grup olduguna dikkat cekilmis-
tir. Riskin kaynaginin genel anestezi veya endotrake-
al entiibasyon uygulamalari oldugu tahmin edilmek-
tedir "'V, Lejyoner hastalig1 son yillarda artan siklik-
ta cocuk yag grubundan ve yenidogan yogun bakim
tinitelerinden de bildirilmektedir /19,

Hastaneler risk grubu bireylerin genel popiilasyona
gore daha yogun bulundugu yerler olarak 6nem kaza-
nir ve Lejyoner hastaligr icin bagli bagma bir risk
cevresidir. Hastalik bu ¢evrede siklikla agir seyirli ve
yliksek mortaliteye sahip olup, yatis siiresinin uzama-
st ve artan maliyetler yiiziinden ek hastalik yiikii
yaratmasi nedeniyle 6nem kazanir. Dolayist ile hasta-
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nelerde etkin kontrol programlari yiiriitiilmesi yaygin
bir sekilde zorunluluk haline gelmisgtir 419,

Bir hastane kaynakli Lejyoner hastalig1 kontrol prog-
raminin iki temel bileseni su sistemi yonetimi ve aktif
olgu siirveyansidir 1517,

Su sistemi yOnetimi; basitce bina su sisteminin
Legionella yerlesimine izin veren sartlar (risk) baki-
mindan degerlendirilmesi ve tesisatta diizenli olarak
(rutin) koruyucu oOnlemlerin uygulanmasi ile ilgili
siirecler seklinde tanimlanabilir. Koruyucu énlemler;
Legionella’larmm iiremesini engellemek icin su siste-
minin igletilmesi ve bakimu ile ilgili baglica iki esasa
dayanan faaliyetlerdir. Birincisi, tesisat i¢i suyun
sicakligini 20-50°C araliginin diginda tutmak, digeri
de kalker, sediment ve biyofilmi sistemden uzaklas-
tirmaktir. Koruyucu Onlemlerin, Legionella tiirleri
saptanmamis hastanelerde de rutin olarak uygulan-
masi Onerilir >, Bu makalenin konusu olmadigi
icin burada koruyucu 6nlemlerin ayrintisina girilme-
yecektir. Ancak, mevcut genelgede konaklama tesis-
leri i¢in tanimlanmis yoOntemlerin (ayni ilkelere
dayanmasi nedeniyle), hastanelerde de uygulanabile-
cegini belirtmekte yarar goriilmektedir . Belli bash
uygulamalar i¢in bir kontrol listesi ve zaman c¢izelge-
si de Tablo 1°de verilmektedir.

Aktif olgu slirveyansi ise; hastanede yatan hastalari,
semptomlarin goriiliisii yoniinden takip etmek ve
nozokomiyal pnomoni goriiliir goriilmez Legionella
antijenini veya kendisini aramaya yonelik tani testle-
rinin uygulanmasini saglamak olarak Ozetlenebilir.
Ozellikle cerrahi, transplantasyon, onkoloji, yogun
bakim gibi birimlerde yatan yiiksek riskli bireyler
aktif olgu siirveyansinin hedef grubudur 7.

Hastane kaynakli Lejyoner hastaligi kontrol progra-
mi, hastanelerde Oncelikle yonetimin deste8ini ve
ilgili biitiin birimlerin (enfeksiyon kontrol komitesi,
mali islerden sorumlu birim, teknik isler servisi,
enfeksiyon hastaliklart klinigi ve laboratuvarin) kati-
Iimin1 gerektirir. Pratik olarak ise, hem aktif olgu
siirveyansinin hem de su sistemi yOnetiminin her
hastanede enfeksiyon kontrol komitesi etkinliklerine
entegre edilmesi onerilmektedir (31819,

Hastane kaynakli Lejyoner hastalifi kontrol prog-
ramlari, seyahat iligkili Lejyoner hastaligi kontrolii
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Tablo 1. Lejyoner hastalig: kontrolii icin rutin koruyucu énlemler kapsaminda bir hastane su sisteminin kritik kontrol noktalari ve bu

noktalarda diizenli yiiriitiilecek uygulamalarin sikhigi.

KRITIK KONTROL NOKTASI UYGULAMA* SIKLIK
SICAK SU TANKI 1. Tankin temizligi (sedimentin uzaklastirilmasi, dezenfeksiyon) 3-6 ayda bir
2. TBS (laboratuvarda veya dip-slide test ile) 3 ayda bir
3. Tahliye muslugundan suyun sicakliginin kontrol 6l¢timii Haftada bir
SOGUK SU TANKI 1. Tankin temizligi (sedimentin uzaklastirilmasi, dezenfeksiyon) 3-6 ayda bir
2. Suyun mikrobiyolojik incelemesi (hijyenik standartlara uygunluk/icilebilirlik 3 ayda bir
ozelligi bakimindan; fekal kontaminasyon ve TBS)
3. Serbest klor diizeyi 6l¢timii Her giin
HASTA ODALARI 1. Musluk ve dug bagliklarinin kirecten arindirilmasi Ayda bir
2. Musluk ve dug basliklarinin dezenfeksiyonu Haftada bir
3. Dus ve musluklardan suyun en az 3 dakika akitilmasi Bos kaldigi her giin
4. Serbest klor diizeyi l¢iimii (Rastgele se¢ilmis birkag odadan) Her giin
5. Sicak su 1sismnin dlgiilmesi (Rastgele se¢ilmis birka¢ odadan) Her giin
SU DAGITIM TESISATI 1. Fiziksel kontrol (tesisatin durumunu incelemek) Ayda bir
2. Suyun mikrobiyolojik incelemesi (hijyenik standartlara uygunluk/igilebilirlik 3 ayda bir
ozelligi bakimindan; fekal kontaminasyon ve TBS)
3. Dezenfeksiyon Yilda bir
SOGUTMA KULELERI 1. Kulelerin mekanik temizligi ve kimyasal dezenfeksiyon 3-6 ayda bir
2. Sistemin tamamen bosaltilip temizlenmesi, doldurulmasi 3-6 ayda bir
3. TBS (laboratuvarda veya dip-slide test ile) Ayda bir
4. Kulelerin durumunu incelemek Haftada bir

TBS: Total bakteri sayimi

*Lejyoner hastaligt kontrolii kapsaminda su sistemi yonetimi ile ilgili uygulama kayitlart diizenli olarak tutuluyor olmalidir. Bu kayitlar baslica
risk degerlendirme raporlari, giinliik/haftalik olgiim kayit tablolari, dezenfeksiyon-tesisat bakim kayitlar, su inceleme raporlari vb. seklinde

swralanabilir.

programlarindan farkli bazi uygulamalar1 da Onerir.
Bunlardan biri; olgu ¢itkmamis olsa bile hastane bina-
lar1 su sistemlerinin diizenli araliklarla (6rnegin,
yilda bir kez) Legionella kolonizasyonu agisindan
incelenmesi olup, amaci koruyucu 6nlem programi-
nin diizgiin ¢alistigina dair (validasyon i¢in) kanit
saglamaktir 719, Bir turistik tesis su sisteminin ise,
olgu goriilmedigi siirece, Legionella varlig1 acisindan
rutin izlenmesi onerilmemektedir; buna karsin ilgili
diizenlemeler, tesisin su sisteminde koruyucu 6nlem-
lerin rutin uygulanmasint zorunlu kilar @9,

RiSK DEGERLENDIRMESI

Hastane kaynakli Lejyoner hastalig1 kontrolii progra-
mint ilk kez uygulamaya koyacak hastaneler icin
baslangi¢ noktasi bir risk degerlendirmesi yapmaktir.
Hastanede potansiyel risk icin degerlendirme yapilir-
ken, Freije ve Barbaree 7 su alti kritik sorunun
yonlendirilmesini onerir.

a. Hastalarmzin ne kadar1 immiin baskilanmis
bireylerdir? Bir hastanenin hasta profili icinde
immiin baskilanmig bireyler ne kadar cok ise riskin o
kadar yiiksek oldugu kabul edilmektedir. Bununla

birlikte immiin baskilanmis olgu olmamasi riskin
olmadig1 anlamia gelmez 7.

b. Daha once hastanenizde hi¢ Lejyoner hastahg:
olgusu saptadiniz mi? Bir hastanede daha 6nce olgu
¢cikmig olmasi riskin devam ediyor olabilecegine dair
onemli bir gostergedir. Ozellikle binada koruyucu
onlemlerin alinmadig1 ve dezenfeksiyon uygulanma-
di1g1 durumda ya da olgunun ¢iktig1 dénemde 6nlem
almmig iken, sonradan terk edilmis olmas: halinde
risk hayli yiiksektir. Ote yandan, bir hastanede nce-
den olgu ¢ikmamig olmasi, olgu ¢ikmayacagi anlami-
na gelmez. Cogu durumda, olgular, ya bugiine dek
aranmadiklar i¢in ya da yeterince duyarli teknikler
kullanilmadig1 i¢in saptanamamig olabilir @7,

c. Bina su sisteminizde Legionella kolonizasyonu-
nu onleyici tedbirler uygulaniyor mu? Bina tesisa-
t1 teknik bakim ve isletmesi Legionella kolonizasyo-
nunu onleyici tedbirleri icerdigi oranda, riskin azaldi-
&1 bilinmektedir. Hem teknik servisin hem de enfek-
siyon kontrol komitesinin géz Oniine almas: gereken
onemli bir konu su kesintilerinin etkisidir. Sebeke
suyunun herhangi bir nedenle kesildigi ve yine siste-
me su verildigi hallerde risk ciddi oranda artmaktadir.

3



Kesinti ile meydana gelen basin¢ farki ve suyun
verilmesiyle olusan tesisat ici tiirbiilans sedimentin
hareketlenmesine ve sediment icerigindeki Legio-
nella’larmm dolagima girmesine yol agabilmektedir.
Bir deneysel ¢alismada tesisat i¢i basing degisikligi-
nin sudaki mikroorganizma sayisini 30 kat artirdig1
gosterilmigtir 2.

d. Hastaneniz ne kadar biiyiik? Binalarin biiyiiklii-
gii ile tesisat icinde Legionella kolonizasyonu olasili-
&1 neredeyse dogru orantilidir. Bunun, bina biiyiidiik-
ce karmasgik hale gelen tesisat yapisinda sediment ve
biyofilm olusumu, kalker katmanlarinin geligimi, son
kullanma noktasina ulagana dek sicak suyun soguma-
st, 0lii dallanmalarin ¢ogalmasi gibi Legionella kolo-
nizasyonunu tesvik eden faktorlerin kiiciik bina su
sistemlerine nazaran daha ¢ok ve cesitli olmasina
bagli oldugu tahmin edilmektedir. Sogutma kuleleri
icin ise, biiyiik olanlarin kii¢iik kulelerden daha
giivenli olabilecegi diisiiniilmektedir 7.

e. Hastaneniz ne kadar yash? Hastanenin (su tesisa-
tinin) yast da 6nemli bir risk parametresidir. Tesisat ne
kadar yasl ise (tanklar ve borularda biyofilm ve koroz-
yon o kadar ileri diizeyde olacagi icin) Legionella
kolonizasyon riskinin de o denli yiiksek oldugu kabul
edilmektedir. Ancak, bu bilgi yeni binalarda risk olma-
dig1 anlaminda yorumlanmamalidir; yeni olmasina
ragmen, yiksek diizeyde Legionella kolonizasyonu
saptanmig ¢ok sayida ornek vardir (7.

f. Su sisteminizde Legionella tiirleri saptandi mi?
Hastane kaynakli Lejyoner hastalii s6z konusu
oldugunda risk degerlendirmesinin dnemli adimlarin-
dan biri tesisatin degisik noktalarindan alinan 6rnek-
lerin Legionella varligi yoniinden incelenmesidir.
Tipik bir hastane tesisati oldukc¢a karmasik bir sis-
temdir. Boyle karmagik bir sistemde, yukarida sira-
lanmus ve Legionella tiremesi ag¢isindan 6nemli olabi-
lecek biitiin faktorlerin bir arada etkisinin nasil sonug
doguracagi hesaplanamayabilir. Bu nedenle su 6rnek-
lerinde Legionella varliginin aragtirilmasi (pozitif
veya negatif bir sonug elde edilebildigi icin) riskin
degerlendirilmesinde somut veri saglayan kullanish
bir yontem olarak kabul edilir. Bugiine kadar sudaki
Legionella miktar1 ile hastalifin goriiliisii arasinda
dogrusal bir iligki kurulamadig1 biliniyor olsa da test
edilen orneklerden ne kadar cogu Legionella pozitif
ve koloni sayimi1 ne kadar yiiksek ise hastalik riskinin
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o denli yiiksek oldugu genel kabul goren bir yakla-
simdir. Bazi sayisal olgiitler gelistirmis olup, tesisat
ici su orneklerinde 10CFU/ml’yi, eyleme geg¢mek
icin yeter diizey olarak kabul eden cevreler de mev-
cuttur. Yine de riskin yalmzca sudaki Legionella
diizeyine dayali olarak belirlenmesinin yeterli olma-
yacagl onemle vurgulanmaktadir . Su 6rneklerin-
den Legionella izole edilmesi esasen; o hastanede
rastlanan nozokomiyal pnomonilerin Lejyoner hasta-
181 olabilecegini akla getirecek bir gosterge olarak
onem kazanmaktadir. Oyle ki; hastane su sisteminde
ozellikle L. pneumophila serogrup 1 izole edilmis ise,
nozokomiyal pnomoni gelisen her olguya iiriner anti-
jen testi uygulanmasi bir standart olarak onerilmekte-
dir (14,15).

Suda total bakteri sayim1 (TBS) testleri de risk deger-
lendirmesine katki saglayabilir. Sogutma kuleleri ve
tanklarda, daha az siklikla da son kullanma noktalari-
na ait su orneklerinde organizma yogunlugunu gor-
mek i¢in TBS yapilmasi onerilir (Tablo 1). TBS, ilin
halk sagligi laboratuvarinda yaptirilabilecegi gibi,
dip-slide adi1 verilen pratik Kkitler ile teknik servis
tarafindan da uygulanabilir. Bu noktada belirtilmeli-
dir ki, TBS sonucu yalnizca suyun kirlilik diizeyi icin
bir gosterge niteligindedir; kesinlikle Legionella var-
Iigin1 gostermez ya da TBS diizeyi ve Legionella
varligi arasinda bir dogrusal iliski kurulamaz 9.
Yine de TBS yiiksek ise bu; suyun organik iceriginin
zengin oldugunu, beslenme kaynaginin bulundugunu
ve dolayisi ile kosullarin Legionella ¢cogalmasini tes-
vik edici olabilecegini hatirlatmasi bakimindan
onemlidir. Ote yandan TBS’nin ¢ok diisiik oldugu
durumlarda da suda yiiksek diizeyde Legionella bulu-
nabildigine dair gézlemler mevcuttur ve diisiik TBS
diizeyinin giivenli bir duruma igaret ettigi anlaminda

yorumlanmamasi gerektigi nemle vurgulanmaktadir
(17,19)

Risk degerlendirmesi yilda en az bir kez rutin ¢evre-
sel siirveyansa paralel tekrarlanmalidir. Bu siiregte
biitiin gozlem notlarinin, 6l¢lim sonuclarinin ve
uygulamalarin kayitlara gegirilmesi ve tiim kayitlarin
sonug¢ raporlart ile birlikte arsivlenmesi onem arz
eder !5'9. Hastane zaman iginde bu dokiimanlara
dayali olarak kendini degerlendirebilir. Yapilanlara
ragmen, olgu ¢ikmasi halinde sorunun kaynagini ya
da eksik brrakilmis kismini, bu kayitlarr gozden geci-
rerek tespit etmek miimkiin olabilir.
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SUDA LEGIONELLA INCELEMESI iCIN
ORNEK ALMA ESASLARI

Su orneklerinin Legionella varlig1 yoniinden incelen-
mesinde dogru ve giivenilir sonuc¢ elde edilmesi,
dogru ornekleme ile yakindan ilgilidir. Anlamli bir
sonug elde edilebilmesi icin, incelenecek su 6rnegi
sayisi da onemlidir. Bu nedenlerle, bina su sistemini
iyi temsil edecek sekilde ve yeterli sayida ornek alin-
malidir. Yeter (optimum) 6rnek sayisina su hesapla-
ma yaklagimi ile karar verilebilir: (i) hastane <500
yatakli ise; servislerde son kullanma noktalarindan
(musluk ve dus bagliklar1) en az 10 su 6rnegi ve su
tanklari/depolari, varsa artezyen kuyusu ile sogutma

kulelerinden; (ii) hastane >500 yatakli ise; servislerde
son kullanma noktalarindan her 100 yatak icin en az
iki su ornegi olacak sekilde ve su tanklari/depolart ile
varsa sogutma kulelerinden o6rnek alinir 71319,
Legionella incelemeleri i¢in su orneklerinin alinmasi
ve naklinde izlenecek prosediir Tablo 2°de verilmistir.

Ornek almak icin son kullanma noktalar1 secilirken
bir oncelik belirleme yaklagimi kullanmakta yarar
vardir. Yiiksek risk grubu bireylerin yatti1 servislere
oncelik verilmesi; varsa yogun bakim lavabo mus-
luklar1, nemlendiriciler, ventilator ve nebulizorler ile
dekoratif su selalesi ve buz makinelerinden de 6rnek
alinmasi Onerilir. Personel odalari, idari birimler,

Tablo 2. Legionella incelemeleri icin su 6rneklerinin alinmasi ve gonderilmesinde izlenecek prosediir.

Orneklerin almmasi

Musluk/dus bashigindan Musluk hafif¢e agilir, birka¢ damla su akitilir ve musluk agzi/dug baghigmimn 1slanmasi saglanir. Cift ekiivyon birlikte

ekiivyon ornegi alma

tutulur; dug bagligi 6rnegi alintyorsa pamuklu uglar bashigimn tiim yiizeyine hafif kuvvet uygulayarak ve cevrilerek

siirtiiliir; ardindan hafifce akitilarak tiipiin icine 1-2 ml su konur, ekiivyonlar bu tiipe daldirilir ve kapagi kapatilir.
Islem bitince su tazyikli bir sekilde acilir; ~1 dk akmas: saglandiktan sonra suyun sicaklik ve klor diizeyi olgiiliir,
ornek formuna kaydedilir. Musluk 6rnegi alintyorsa ekiivyonlar musluk agzindan igeri olabildigince sokulur; igeride
dort kez ve hafif kuvvet uygulayarak cevrilir; islem yukarida dug baghigi i¢in anlatildig: gibi tamamlanur.

NOT: Legionella’larin saptanmasinda musluk/dug bagliklarindan ekiivyon 6rneklerinin incelenmesi, su drneklerinin
incelenmesine nazaran daha verimli bir yontemdir. Ancak, sahada ekiivyonlu tiip temini sorun olabilmektedir. Ayrica
bu sekilde almmug 6rnekler laboratuvarda bir defada incelenip tiiketildigi i¢in, sahit numune kalmamasi bir dezavan-

taj olugturabilmektedir.

Musluk/dug baghigidan Musluk hafif acilir ve su beklemeden musluk/dug bashgindan kaba doldurulur. Islem bitince su tazyikli bir sekilde

su ornegi alma

acilir; ~1 dk akmasi saglandiktan sonra suyun sicaklik ve klor diizeyi 6lgiiliir, 5rnek formuna kaydedilir.

NOT: Bir noktadan hem ekiivyon ile hem de su 6rnegi almak isteniyorsa, su 6rnegi, ekiivyon drneginden 6nce alin-
malidir. Ekiivyon drneginin ve su drneginin laboratuvarda birlestirilmeksizin, ayr1 ayr1 incelenmesi gerekir.

Tank/depo 6rnegi alma Ideali tabana yakin bir tahliye muslugu bulunmasidir. Tahliye muslugu mevcutsa tanktan iki 6rnek alinmalidir. Bi-
rinci siseye musluk acilir agilmaz su doldurulur ve etikete tankin adi ile birlikte “1. 6rnek™ ibaresi yazilir. Ardindan
suyun tazyikli olarak ~1dk akmasi saglanir (dip sedimentinin hareketlenmesini saglamak i¢in) ve ikinci siseye de su
doldurulur, iizerine “2. rnek” yazilir. Olgiilen sicaklik ve klor diizeyi 6rnek kayit formuna kaydedilir. Tahliye muslu-
§u olmayan tank/depodan daldirma yontemiyle tek su 6rnegi alinir; bu durum kayit formuna da not edilmelidir.
NOT: ilk yil yapilan testlerde tank/depo sularinda Legionella negatif bulunmus ise; takip eden yillarda rutin gevresel
siirveyans kapsamindan ikinci 6rneklerin incelenmesi ¢ikarilabilir.

Havalandirma sistemi ~ Bina teknik servis elemanimin yardimini gerektirir. Islem sirasinda (6zellikle sogutma kulesi fanlari ¢aligtyorken

sogutma kulesinden

ornek alinmak isteniyorsa) maske (miimkiinse HEPA filtreli) takilmalidur.

ornek alma Sogutma Kulesinin igine sigenin daldirilmasi yoluyla drnek alinir. Birden fazla sogutma kulesi olan binalarda her
kuleden ayri 6rnek alinmali ve kulelerin adlari veya numaralari siselerin tizerindeki etiketlere kaydedilmelidir. Or-
neklerin 6l¢iilen sicaklik ve klor diizeyleri de su 6rnekleri formuna kaydedilmelidir.

Orneklerin Biitiin ornekler bir liste halinde, alindiklar1 6rnekleme noktasini en iyi tarif eden adlandirma ile kaydedilmelidir.

kaydedilmesi Her bir 6rnek i¢in olciilen sicaklik ve klor diizeyleri de forma yazilmalidir. Forma 6rneklerin alindig tarih ve saat
mutlaka not edilmelidir. Hastanenin yatak kapasitesi, agik adresi ve iletisimden sorumlu kisinin iletisim bilgileri de
formda yazili olmalidir.

Orneklerin laboratuvara

gonderilmesi

Hastanenin kendi

Ozel bir 6nlem gerekmez. Ornekler uygun bir tagima kabina diizgiince yerlestirilmeli, kirilma-dokiilme dnlemleri

laboratuvarma génderme alinmalidir. Orneklerin kaydedildigi form da mutlaka orneklerle birlikte laboratuvara iletilir.

Uzak laboratuvara
gonderme

Su 6rnekleri uzak bir laboratuvara kargo veya kurye ile génderilebilir. Ornekler uygun bir tasima kabmna diizgiince
yerlestirilmeli, kirilma-dokiilme onlemleri almmalidir. Su 6rnekleri 48 saat i¢inde laboratuvara ulastirilabilecekse

soguk zincir gerekli degildir. Yine de drneklerin miimkiin olan en kisa siirede laboratuvara ulagmasi saglanmalidir.
Orneklerin kaydedildigi form mutlaka 6rneklerle birlikte gonderilmelidir.




yemekhane, camasirhane ve tuvaletler gibi yerlerden
ornek alinmasina gerek yoktur. Olabiliyorsa bina
teknik servisi su dafitim sisteminin bir krokisini
temin etmeli; alinacak orneklerin dagilimi bu kroki-
den yararlanilarak belirlenmelidir @7

Bir oncelik belirleme yapilacak ise, sicak su sistemi
de ilk sirada gelmelidir. Binalarin merkezi sicak su
sistemleri Legionella’larin iiremesi i¢in ideal sartlara
sahiptir. Uygulamada, kullanici konforu a¢isindan ve
ekonomik nedenlerle, suyun sicakliginin yaygin bir
sekilde 40-50°C dolayinda (tanklarda ~50°C, son
kullanma noktalarinda 40-45°C) tutuldugu goz 6niine
alinirsa, tireme 1s1 araligi 20-50°C olan bu mikroorga-
nizmalar i¢in sicak su tesisatlari primer ¢ekim alani-
dirlar. Ozellikle sicak su tanklarinin tabani hem
suyun en 1lik oldugu, hem de sediment ve biyofilmin
en fazla biriktigi yer olarak organizmanin iiremesi
icin kusursuz bir ortam saglar. Sicak su borulart da
kolonizasyon igin tercih edilen ortamlardir. Vana,
musluk ve baglanti pargalarinin contalari ile boru
ceperlerinde meydana gelen kalker ve biyofilm kat-
manlari1, Legionella’larin yalnizca yerlesip iiremesini
degil, ayn1 zamanda yiiksek 1siya ve uygulanan kim-
yasal dezenfektanlara maruziyetini de Onleyen bir
koruyucu ortii gibi davranir. Ayrica, daha az siklikla
olsa da, Legionella’lar soguk su sisteminde de ¢oZa-
labilir; 6zellikle bina i¢inde sicak su tesisatina paralel
giden soguk su borularinda suyun sicakligi koloni-
zasyona cok elverisli diizeylere gelebilmektedir 71,
Bu nedenle o6rnekleme yaparken, gerekiyorsa bazi
soguk su orneklerinin risk degerlendirmesine paralel
olarak toplanmasi da onerilir.

Suda Legionella incelemesi i¢in bir 6rnekleme nokta-
sindan 100-150 ml su alinmasi yeterlidir. Idrar 6rnegi
almak i¢in kullanilan 6rnek kaplari (steril, burgu
kapakli, plastik) bu amacgla da kullanilabilir. Ancak,
orneklerin gonderilecegi laboratuvarin inceleme pro-
sediirii daha biiyiik miktarda (6rn. 1 litre) su 6rnegi
gerektiriyor olabileceginden ilgili laboratuvar ile
istenen Ornek miktarini 6grenmek amaciyla iletigim
kurulmalidir. Ayrica, yakin zaman once klorlama
yapilmis bir su sisteminden ornek aliniyorsa, dezen-
fektan kalintisini nétralize etmek amactyla su 6rnek-
lerinin konacag: kaplara 6nceden (ya da 6rnekleme
sirasinda) 100 ml su i¢in 0.05 ml olacak sekilde 0.1N
sodyum tiyosiilfat eklenmesi gerekir.
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Eger laboratuvar ekiivyon ile alinan 6rneklerden de
inceleme yapabiliyorsa, icine ¢ift ekiivyon konarak
hazirlanmig steril burgu kapakli tiipler kullanilir.
Biitiin kaplarin/tiiplerin iizerine onceden etiket yapis-
tirtlmis olmalidir. Laboratuvara farkli yerlerden
ornekler gelmig olabilecegi ve yalnizca numara veri-
lirse karisiklik yasanabilecegi igin; kaplarin iizerine
ornek alinan noktanin adinin da yazilmasi unutulma-
malidir. Suyun alindigr andaki 1s1 derecesi ve klor
diizeyi bilgisi 6nemli oldugundan, bir dijital su ter-
mometresi ve klor 6l¢iim cihazinin 6rnekleme setin-
de kesinlikle bulunmasi gerekir. Biitiin 6rneklerin
sicaklik ve klor degerleri alindiklart yerin adi ile bir-
likte ornek kayit formuna da kaydedilir. Bu form
orneklerle birlikte laboratuvara gonderilecektir.

Ornekler, hastanenin kendi laboratuvarinda incelene-
bilecegi gibi bir dis laboratuvara da gonderilebilir.
Uzak bir laboratuvara su 6rnegi gonderilirken her
zaman ideal olan soguk zincir kullanmaktir. Ancak,
ornek hacminin biiyiik oldugu durumlarda soguk
zincir gartlarinin saglanmasi bazen 6nemli bir sorun
haline gelmekte veya maliyetleri onemli oranda yiik-
seltmektedir. Bu nedenle soguk zincir kullanimina
laboratuvara varis siiresine gore karar verilmesi pra-
tik bir yaklasim olmustur. Legionella incelemesi icin
alinan su ornekleri laboratuvara en fazla 48 saat i¢in-
de varmasi kosulu ile oda 1s1sinda (<25°C) gonderile-
bilir. Bu siire icinde Orneklerin daha yiiksek 1siya
maruz kalmamas: saglanmalidir. Eger nakil daha
uzun slirecekse Orneklerin alindigindan itibaren
2-8°C’de tutulmasi ve gonderilmesi sarttir.

SULARDAN LEGIONELLA TURLERININ
1ZOLASYONUNDA TEMEL PRENSIPLER

Oncelikle, laboratuvarda suyun incelenmesinde kul-
lanilan prosediir Legionella’larin basarilt bir sekilde
izolasyonuna izin verirken kontaminant floray1 ola-
bildigince engellemelidir. Bu amagla, ornekleme
noktasinin oOzelligi de dikkate alinarak su, kiiltiir
plaklarina “direkt” ve/veya “asitle islem sonras1” ve/
veya “filtre edildikten ve asitle iglem yapildiktan
sonra” ekilir. Giivenilir bir sonug i¢in direkt veya
islemden ge¢mis her bir 6rnek, biri inhibitdr icerme-
yen buffered charcoal yeast extract (BCYE) agar
olmak iizere en az iki besiyeri plagina ekilmektedir
@122 Bu pratik olarak her su 6rnegi i¢in iki ile alti
plak besiyeri gerektigi anlamina gelir. Kiiltiir teknigi-
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nin belli bagli adimlart ve iireme sartlar1 Sekil 1’°de
ozetlenmektedir.

Inhibitér icermeyen BCYE, eger suda baskilayici bir
flora mevcut degilse Legionella tiirlerinin izolasyonu
(ozellikle zor iireyen tiirler) i¢in ideal bir ortam saglar.
Ancak, suda ¢ogu kez bir flora bulundugunu hesaba
katmak gerektiginden, her su 6rneginin inhibitor (gli-
sin, antimikrobiyal vb.) iceren BCYE bazli bir besiye-
rine daha ekilmesi kuraldir @22, Glisin, laboratuvarda
Legionella tiirlerinin sulardan izolasyonu ile ilgili
caligmalarin baslangicindan bu yana ¢evresel floranin
tiremesini engelleyen en ideal maddelerden birisi ola-
rak kabul edilmigtir ®*2%., Bu nedenle su ornekleri
oncelikle glisinli bir besiyerine ekilir. Yaygin kabul
gormiis protokollere gore glisin igeren besiyerleri ola-
rak Modified Wadowsky-Yee (MWY; Oksoid) ya da
dye-glycine-vancomycin-polymyxin B (DGVP;
Remel, Becton Dickinson) tercih edilebilir V.

Sogutma kulesi sularmin kiiltiirti s6z konusu oldu-
gunda ise; dig atmosfere a¢ik olan kuleler kiif konta-
minasyonuna maruz kaldiklari i¢in ekim setine siklo-
heksimid (kiif mantarlarinin liremesini onleyen bir
antifungal) igeren bir besiyerinin de ilave edilmesi
onerilir (Sekil 1). Sogutma kuleleri, su sabit bir sis-
temde devrediyor oldugu i¢in yogun bir mikroflora
icerigine de sahiptir. Bu nedenle sogutma kulesi sula-
rinin, herhangi bir konsantrasyon yontemi uygulan-
maksizin asitle iglendikten sonra (ve hatta bazen
1/10, 1/100 diliisyonlar elde edilerek) ekim yapilmasi
idealdir. Sikloheksimid iceren besiyerleri olarak
glycine-vancomycin-polymyxin B-cycloheximide
(GVPC; Oksoid) ya da cycloheximid-colistin-
vancomycin-cephalothin (CCVC; Becton Dickinson)
kullanilabilir @Y.

Anlasilacagi iizere, suyun kirlilik derecesi (sudaki
kompetitif mikroflora iceriginin diizeyi), drneklerin
islenme seklini ve ekim yapilacak besiyerlerini belir-
leyen bir faktordiir. Temel prensip sOyle formiile
edilebilir: Kompetitif mikroflora orani diisiik (az
kirli) su ornekleri bir konsantrasyon iglemini takiben
antimikrobiyal etkisi gorece hafif olan besiyerlerine
ekilir; kompetitif mikroflora orani yiiksek (kirli)
oldugu tahmin edilen su drneklerine ise herhangi bir
konsantrasyon islemi uygulanmadig1 gibi daha potent
antimikrobiyalleri iceren besiyerlerinin kullanilmasi
tercih edilir @V.

Legionella izolasyonunda bagari i¢in besiyeri pH’1 da
kritik 6neme sahiptir ve ister ticari olarak hazir, ister
laboratuvarda yapilmis besiyerleri olsun, pH’m
6.9+0.05 oldugu kontrol edilmelidir. Bunun i¢in
kalibre edilmis dijital pH metreler kullanilmalidir.
Besiyerinin laboratuvarda yapilmasi, pH’1n istenildi-
gi gibi ayarlanmasma olanak verdiginden dolay1
avantaj saglar.

Yeri gelmigken belirtilmelidir ki; sudan Legionella
izolasyonunda kullanilan besiyeri ve tekniklerin kli-
nik ornekler icin de kullanilabilecegi diislincesi yay-
gin yanilgilardan biridir. Benzerlikler varsa da, fark-
liliklar her iki durumda da organizmanin izolasyo-
nunda basar1 icin belirleyici oneme sahiptir @Y.
Ornegin, glisin ¢evresel 6rneklerde bulunan kontami-
nant bakterilerin inhibisyonu i¢in elzem iken, klinik
orneklerde de maya mantarlarinin bulunma olasiligi-
n1 goz Oniine alan bir bilesime gereksinim vardir. Bu
nedenle klinik 6rneklerin kiiltiirlerinde kontaminant
maya mantarlarin baskilamak amaciyla anisomycin
iceren bir besiyeri kullanmak esastir. BCYE bazli
anisomycin iceren besiyerleri olarak, polymyxin
B-anisomycin-vancomycin (PAV; Remel, Becton
Dickinson) ve polymyxin B-anisomycin-cefamandole
(PAC; Remel, Becton Dickinson) ya da PAV’mn ben-
zeri BMPA (Oxoid) Onerilebilir ?!%9,

Legionella tiirleri genellikle 2-7 giinde goriiniir kolo-
niler meydana getirirler. Plaklarin iiciincii giinden
sonra okunmasi tercih edilir. {1k identifikasyon basa-
magi makroskopik degerlendirmedir; bu amagla
plaklar koloni mikroskobunda (stereomikroskop;X10
biiyiitmede) oblik-1s1k altinda incelenirler. Legionella
tiirleri ile uyumlu koloniler 1-3 mm capinda, yiizey-
leri diizgiin, hafif bombeli, merkezleri gri-beyaz ve
kenarlart yesil, mavi, mor, veya pembe buzlu cama
benzer tipik bir goriiniime sahiptirler. Bir su 6rnegin-
de birden fazla farkli serogrup veya tiir Legionella
bulunmasi olasidir ve bunlar iireme plaginda koloni
goriintimiindeki farkliliklar ile (6rn. biiyiik ve kiigiik
koloniler gibi) ayurt edilebilirler. Bazi Legionella
tiirleri de (L. anisa, L. gormanii, L. bozemanii, L.
dumoffii) UV 1sik ile mavi-beyaz floresan veren kolo-
niler yaparlar. Genellikle daha yavas iireyen ve
oldukc¢a kiiciik (toplu igne tepesi kadar) koloniler
yapan bu tiirlerin primer identifikasyonu i¢in plakla-
rin ayrica 362 nm UV 151k (Wood lambasi) altinda da
incelenmesi Onerilir.
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Sogutma kulesi su Sicak/soguk Musluk/dus baghg: | | Musluk/dus bashg:
ornegi su tanklari SU ornekleri ekiivyon ornekleri
(konsantre edilmez) | -
|
; . | .. |
0.1%er ml Asit ile islem® 0.1er ml Suyu filtre et ® Asit ile islem®
direkt ekim yap®  (2ml su + 2ml asit) direkt ekim yap® (konsantrasyon iglemi) (Ekiivyonlar + 2ml asit)
3 dk beklet’ Filtreyi 5 ml orijir}al Kuvvetle karigtir
* suya (tiipte) koy *
0.1’er ml ek® 30 sn. vorteksle 3 dk beklet®

'

‘ Asit ile islem® \
(2ml su + 2ml asit) 0.1’er ml ek
3 dk beklet®

\

0.1’er ml ek®

Sl

Sekil 1. Farkh érnekleme noktalarindan alinmis 6rneklerin laboratuvarda Kkiiltiir icin hazirlanmalar1 ve primer Kkiiltiir besiyerlerine
ekimleri icin akis semasi.

EY

Sema ile dzetlenen kiiltiir prosediirii, 1999’dan itibaren Refik Saydam Hifzissthha Merkezi Baskanligt (yeni adi: Tiirkiye Halk Sagligr Kuru-
mu), Ulusal Legionella Referans Laboratuvar: tarafindan uyarlanmp standardize edilmistir.

Ekim yapmadan once her su ornegi icin gereken sayida plak besiyeri buzdolabindan cikarilmis, oda isisina getirilmis olmalidir. Biitiin
plaklar iizerine etiket yapistirilmalidir. Komiir icerigi nedeniyle koyu renk olduklart icin cam kalemi ile yazilmasi tercih edilmez; numaralar
goriilemeyecegi icin ekimler sirasinda karisiklik meydana gelebilir. Etiketlerin iizerine suyun protokol numarast ile birlikte suyun ekilme
sekli (D; direkt, AU; asit uygulama, FA; filtre-asit gibi) yazilmalidir. Etiketleme baslangicta yapumadig takdirde ekimler sirasinda (ozel-
likle ¢ok sayida su incelemesini ayni anda yapan laboratuvarlarda) karigiklik yasanmast kaginilmazdir. Biitiin ekimler icin tam plak yiizeyi
kullanmilmalidir. Suyun (direkt veya islenmig) 0.1ml’si plak besiyerinin iizerine konduktan sonra su, plak yiizeyine steril cam veya disposable
plastik “L baget” ile yayilir. Plagin agzi yukari gelecek sekilde kapagi kapatilir. Oda sicakliginda yiizeyin tamamen kurumast beklendikten
sonra plaklar kapag alta gelecek sekilde ters cevrilir ve 37°C’de, Legionella iiremesi icin ideal %95 rolatif nemli, normal atmosferde in-
kiibatore kaldirilir. Mumlu kavanoz veya %5 CO, atmosfer gerekli degildir. Inkiibator tabanina genis bir tepsi ile distile su konmast gerekli
nem oramnt saglar; kuru kalmasina izin verilmemeli, tepsi diizenli aralarla kontrol edilerek eksilen su tamamlanmalidir. Yiizeyi kurumadan
inkiibe edilen plaklarda yayilarak iireme olacagindan koloni sayimi yapilamaz. Bu nedenle yiizeyin tamamen kurudugundan emin olunmali-
dir. Legionella tiirleri i¢in iireme siiresi 2-7 giin olup plaklar ideal olarak 4. giinden itibaren okunabilir. Bazi tiirler daha geg iireyebilecegi
icin, iireme goriilmeyen plaklarin inkiibasyon siiresi 14. giine kadar uzatilabilir.

. BCYE: Buffered charcoal yeast extract agar; Legionella izolasyonu icin temel besiyeridir.

. MWY: Modified Wadowsky-Yee medium. Tesisat i¢ci su Ornekleri icin onerilir. Bu besiyerinin yerine DGVP (dye-glycine-vancomycin-
polymyxin B) besiyeri de kullanilabilir.

d. GVPC: Glycine-vancomycin-polymyxin B-cycloheximide medium. I¢erigindeki sikloheksimid kiif mantarlarin inhibiyonu icindir. Bu ne-

Y

denle GVPC daha ¢ok sogutma kuleleri gibi atmosfere agik olusu nedeniyle kiif mantart kolonizasyonu sik goriilen sularin kiiltiiriinde diger
(MWY) inhibitor besiyerini tamamlayict olarak kullanilir. GVPC yerine CCVC (cycloheximid-colistin-vancomycin-cephalothin) besiyeri de
kullanilabilir.

. Asit soliisyonu olarak pH’st 2.2 olan HCI-KCl soliisyonu kullanilir. Hazirlanisi: Once stok 0.2N HCl ve stok 0.2N KCI hazirlamr. 100 ml dis-
tile suya 5.3ml 0.2N HCl ve 25 ml 0.2N KCL eklenir. Filtrasyon ile veya otoklavlianarak steril edilir. Oda isisinda bir yil raf omrii vardur.

. Bu islem yapilirken laboratuvarct bir zamanlayici (timer) kullanmalidir. Asit ile muamele siiresi plaklara ekim dahil toplam bes dakikayt

gecmemelidir.

. Filtrasyon, Legionella’larin diisiik konsantrasyonda oldugu durumlarda izolasyon sansim artirmak igin, suyu konsantre etmek amactyla
kullamilmaktadur. Biitiin drnek tipleri filtrasyon gerektirmez; ozellikle sogutma kulesi sulart zengin mikroflora icerigine sahip olduklarindan
dolay filtre edilmemelidir; aksine sulandirilmalar: gerekebilir. Genellikle suda mikroorganizma iceriginin en az oldugu varsayilan musluk/
dus basligi sularumn filtre edilmesi onerilir.

. Filtrasyon icin 0.45 mikronluk filtreler kullamlabilirse de ideali 0.2 mikron gozenek ¢apli polikarbonat filtrelerdir. Suyun 50 ml’sinin filtre
edilmesi yeterlidir. Ancak, bazi su inceleme protokolleri daha fazla suyun filtrasyonunu gerektiriyor ve laboratuvar daha fazla su ile ¢alisi-
yor olabilir. Bu nedenle laboratuvara gonderilecek su miktart icin énceden o laboratuvar ile iletisim kurulmalidur.

. Buiglem icin genis agizl, burgu kapakli bir tiip (6rn. 50ml’lik Falcon tiip) tercih edilmelidir. Orijinal su yerine onceden steril edilmis distile

su da kullanilabilir.
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Ik ekim plag1
(BCYE, MWY veya GVPC)

Koloni
mikroskobunda
okuma™”

Segilen kolonilerin
paralel pasaji

Kanl agar®

BCYE*!

Kanli agarda BCYE’de
—» lireme iireme*

) )

—

BCYE’den
Lateks agliitinasyon"

b

Pozitif sonug:®
KESIN TANI

24 saat®
inkiibasyon

Sekil 2. Su 6rneginin primer Kiiltiiriinde koloni mikroskobu ile belirlenen siipheli kolonilerden kanh agar ve BCYE agar plaklaria

paralel pasaj yontemi ve sonraki identifikasyon basamaklari.

Q

. Plaklarin ilk degerlendirmeleri koloni mikroskobu altinda yapilir; diizgiin, hafif bombeli, buzlu-cama benzer tipik goriiniimde koloniler

secilir. [lk degerlendirmede plaklarin ayrica 362 nm dalga boyu UV 151k altinda floresan veren bazi Legionella tiirlerinin (L. anisa, L. boze-
manii, L. dumoffii ve L. gormanii) varligini belirlemek icin de incelenmesi gerekir. Bu tiirlere ait koloniler “mavi-beyaz koloniler” olarak da

adlandirimaktadr. UV 51k icin laboratuvar Wood lambast kullanabilir.

b. Suyun birim miktarindaki koloni sayisimin rapor edilmesi gerekmektedir. Bu nedenle okuma sirasinda benzer goriiniimlii koloniler sayilir ve
calisma formuna kaydedilir. Tan: kesinlestikten sonra yapilan sayimlar iizerinden suyun birim miktarindaki koloni sayist hesaplanir.

o

. Pasaj icin kullamilacak plaklar cam kalemi ile alti-sekize boliiniir. Orijinal plakta Legionella olabilecegi diisiiniilen ancak farkly goriiniim-

deki her koloni alfabetik olarak (a, b, c....) numaralandirilir. Plak no (suyun laboratuvar kayit no) ve koloni no pasaj yapilacak plagin bir
bélmesine yazilir. Koloniden bir 6ze dolusu alinarak once kanli agara, sonra BCYE’ye numarast yazilmus bolmelere zikzak ¢izerek yogun
pasaj yapilir. Sonra sirastyla secilmis diger koloniler de benzer sekilde pasajlanir.

B

Kanlida iireme goriilmedigi, ancak BCYE de iireme goriildiigii durum koloninin ¢ok yiiksek olasilikla Legionella tiirii oldugu anlamina

gelmektedir. Bu durumda BCYE pasajindaki tireme sonraki identifikasyon basamaginda kullanilacaktir.

Y

. Bazen (ozellikle mavi-beyaz koloniler igin) inkiibasyon siiresini uzatmak gerekebilir. Siire en fazla yedi giine kadar uzatilmalidir.

f. Bazi durumlarda polivalan/monovalan DFA reajenleri ile veya PCR ile teyit etmek gerekebilir.

g. Sekil 1’de verilen prosediir kullanildiginda, pozitif bulunan érnekler icin koloni sayilart uygulanan isleme gore (direkt ekim, filtre-asit, asit

uygulama) asagidaki gibi hesaplanir:

Iml suda Legionella sayist (cfu/ml) = Direkt ekim (D) icin plakta sayilan koloni X 10

Iml suda Legionella sayist (cfu/ml) = Filtre-Asit (FA) islemi icin plakta sayilan koloni X 2
Iml suda Legionella sayist (cfu/ml) = Asit uygulama (AU) i¢in plakta sayilan koloni X 20
Ekiivyon orneginde Legionella sayist (cfulekiivyon) = Plakta sayilan koloni X 20

Her farkly goriiniimdeki koloni tipi ayri ayrt sayimus olmali, identifikasyon basamaklart her birine ayri uygulanmalidir. Bir su ornegi icin
sonug raporu, pratik olarak-BCYE plagindan yapilan koloni sayim hesabina esdegerdir. Eger BCYE de iireme olmadiysa veya agirt iireyen
flora baskist altinda sayim yapilamadrysa diger (inhibitor iceren) besiyeri plaklarindan yapilan hesaplamalarin ortalamast sonug olarak

rapor edilir.

Laboratuvar, kullandig1 sulandirma oranlarini ¢arpan
seklinde hesaba katarak suyun birim miktarindaki
koloni sayisint da sonug raporunda verebiliyor olma-
Iidir. Mikroskop altinda incelemenin bir avantaj

koloni sayimi yapmanin miimkiin olmasidir. Bu
nedenle koloni mikroskobu ile inceleme agamasinda
Legionella siipheli biitiin koloniler sayilmali ve kay-
dedilmelidir.



Identifikasyonun ikinci basamagi siipheli kolonilerin
(ender bir-iki tiir hari¢) sistein icermeyen bir besiye-
rinde (6rn. %5 koyun kanli agar) iiremediginin goste-
rilmesidir. Bu amagla primer kiiltiirlerden secilen her
koloni “paralel ekim yontemi” ile bir kanl1 agar bir de
BCYE agar besiyerine pasajlanir. Ekonomik olmasi
bakimindan bir plak besiyeri altiya veya sekize bolii-
nerek kullanilabilir (Sekil 2). Yaklagik 24 saat inkii-
basyonun ardindan kanli agarda tiremeyip BCYE’de
lireme gosteren bir pasajin biiyiik olasilikla Legionella
tiirli oldugu diisiiniiliir ve bu pasajdan lateks agliiti-
nasyon testi yapilarak kesin taniya gidilir. Bir lateks
agliitinasyon test seti genellikle en sik serogrup veya
tiirlerin polivalan reajenlerini igermektedir; bunlar
L. pneumophila serogrup 1 antiserumu, L. pneumophila
serogrup 2-14 icin polivalan reajen ve sik rastlanan
non-pneumophila tiirler i¢in polivalan reajen seklin-
dedir. Agliitinasyon testi ile kesin karara varilamayan
bir durumda izolati polivalan/monovalan Direkt
Floresan Antikor (DFA) reajenleri ile veya Polimerase
Chain Reaction (PCR) ile teyit etmek gerekebilir.
Ozellikle hicbir antiserum ile agliitinasyon vermedigi
halde Legionella tiirii oldugu diisiiniilen izolatlarin
teyit edilmesinde, genus spesifik primerler ile PCR
uygulanmasi yararli olabilir.

Laboratuvar, olgu ihbar edilmis bir su sisteminin
orneklerini inceliyorsa, su orneklerinden elde edilen
izolatlar1 (gerektiginde olgunun izolatlari ile karsilas-
tirma yapilabilmesi i¢in) saklamaya da almalidir. En
yaygin tercih edilen yontem %16 gliserol iceren sivi
besiyerinde, <-20°C’de saklamadir.

SONUC

Lejyoner hastaligi, bir kaynaktan yayilarak salgin
yapma potansiyeli nedeniyle halk sagligi onemine
sahip ve kontrol programi kapsaminda izlenen bir
hastaliktir. Ozellikle hastane kaynakli Lejyoner has-
tali§1 onlenebilir bir enfeksiyon olarak kabul edil-
mekte; hastalifin Onlenmesi i¢in de hastanelerin
(belli bagli hedefleri hastanede risk degerlendirme,
rutin koruyucu 6nlemleri uygulamaya koyma ve aktif
olgu siirveyansi olan) bir program yiirtitmesi Oneril-
mektedir. Hastane su ornekleri de bu cercevede su
sistemine Legionella yerlesimini izlemek bakimin-
dan diizenli incelenir; ¢iinkii ozellikle, L. pneumophila
SG1’in varlig1 gosterildigi takdirde hastanede rastla-
nan nozokomiyal pnomonilerde iiriner antijen testi-
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nin rutin kullanimi1 bir zaruret olacaktir.

Anlagilacag iizere, sularda Legionella’larin aranma-
sina yonelik laboratuvar incelemeleri Lejyoner hasta-
Iigimin kontrolii esasina dayali program ve siireclere
entegre uygulamalardir. Laboratuvarda giivenilir ve
anlamli bir sonu¢ elde edilebilmesi ise Ornekleme
evresi de dahil olmak iizere tan1 i¢in yeter (optimum)
sartlarm saglanmasi ile dogrudan ilgilidir. Ornegin,
gereginden fazla 6rnek toplanmasi maliyeti yiikselte-
ceginden dolayr arzu edilmeyecegi gibi, maliyeti
diistirmek amaciyla ekim plagi sayisinin azaltilmasi
vb. de kabul edilemez.

Hastane kaynakli Lejyoner hastaliginin iilkemizde
kisa bir zaman i¢inde ulusal kontrol programi kapsa-
mina girecegi géz Oniine alinirsa, su orneklerinden
Legionella analizi talebi artacak ve yeni laboratuvar-
lara gereksinim duyulacaktir. Pek ¢ok laboratuvarin
bugiin yeterince agina olmadiklari bu bakterinin tani-
st ile ugrasmaya baslayacagini tahmin etmek zor
degildir. Bu tahminden hareketle bu makalede labo-
ratuvarlara dogru ve giivenilir tani i¢in bir temel
olugturulmast amaclanmistir. Ayrica hastanelerin
sorumlu ekiplerine, hastaligin kontroliinde onemli
olan konularla ilgili rasyonel bir ¢ercevenin verildigi
de umut edilmektedir.
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