
 

 

T.C. 

MUĞLA SITKI KOÇMAN ÜN İVERSİTESİ 

FEN BİLİMLER İ ENSTİTÜSÜ 

 

BİYOLOJ İ ANABİLİM DALI 

 

 

 

 
Legionella pneumophila ÜZERİNE BİYOFİLM 

ARAŞTIRMALARI VE ÇE ŞİTL İ DOĞAL ÜRÜNLER İN 

ANTİBAKTER İYEL VE ANT İBİYOFİLM 

ETK İLERİNİN DENENMESİ 

 

YÜKSEK L İSANS TEZİ 

 

 

BÜLENT TURASAY 

 

 

OCAK 2015 

MUĞLA 

  







 iv   
 

ÖZET 

Legionella pneumophila ÜZERİNE BİYOFİLM ARA ŞTIRMALARI VE 
ÇEŞİTL İ DOĞAL ÜRÜNLER İN ANTİBAKTER İYEL VE ANT İBİYOFİLM 

ETK İLERİNİN DENENMESİ 

 

Bülent TURASAY 

 

Yüksek Lisans Tezi 

 Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı 

Danışman: Yrd. Doç. Dr. Özgür CEYLAN 

Aralık 2014, 95 sayfa 

 

Çalışmada Muğla ilindeki çeşitli binalara ait su şebeke sistemlerinden alınan 
numunelerden izole edilmiş 11 adet L. pneumophila suşu kullanılmıştır. Bu suşların 
Buffered Yeast Extract (BYE) besiyeri ve steril musluk suyu ortamlarındaki biyofilm 
oluşturma kapasiteleri incelenmiş ve BYE’de oluşan biyofilmlere ait optik dansite 
değerlerinin steril musluk suyundaki değerlerin yaklaşık 2 katı olduğu tespit 
edilmiştir.  

L. pneumophila’nın biyofilm özellikleri bakımından, Pseudomonas aeruginosa, 
Pseudomonas flourescens, Pseudomonas putida, Klebsiella pneumoniae, 
Enterobacter aerogenes ve Enterococcus faecalis gibi sularda bulunabilen 
bakterilerle ilişkisi araştırılmıştır. L. pneumophila bakterisinin P.fluorescens, 
E.faecalis, P.putida ile birlikte anlamlı derecede fazla biyofilm oluşturduğu, 
P.aerugionosa ile birlikte ise biyofilm miktarında azalma olduğu görülmüştür. 
Bahsedilen bakterilere ait 24 saatlik biyofilmlerin olduğu ortama L. pneumophila 
eklendiğinde ise P.aerugionosa’ya ait biyofilm üzerinde tutunma oranı negatif 
kontrollere göre daha yüksek bulunmuştur. Tüm L. pneumophila suşları en fazla 
K.pneumoniae biyofilmleri üzerinde biyofilm oluşumu göstermiştir. Bu sonuçlar 
L.pneumophila’nın tutunma özelliklerinin farklı tür bakterilere ait planktonik 
hücreler veya biyofilm varlığında değişiklik gösterdiğini ortaya koymuştur. 

Çalışmada L. pneumophila suşlarının ölü bakteri hücreleri içeren steril musluk suyu 
ortamında biyofilm oluşturma kapasiteleri araştırılmış ve bu suşların ölü bakteri 
hücrelerini kullanarak oluşturdukları biyofilm oranlarının, steril musluk 
suyundakilerden ve negatif kontrollerden anlamlı derecede fazla olduğu görülmüştür. 
L. pneumophila hücrelerinin biyofilm oluşumu esnasında ölü bakteri hücrelerinden 
yararlanma miktarının BYE besiyeri seviyesine ulaşamadığı görülmüştür.  

Çalışmada ticari preparat olarak satın alınan Adaçayı, Defne, Kekik, Limon ve Nane 
yağlarının L. pneumophila suşları üzerinde antibakteriyel ve antibiyofilm etkileri 
araştırılmıştır. Antibakteriyel aktivite sonuçları çalışmada kullanılan tüm yağların 
antibakteriyel etki gösterdiğini ortaya koymuştur. Özellikle defne yağı ve limon yağı 
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yüksek antibakteriyel etki göstermiştir. Minimum inhibisyon (MİK) ve minimum 
bakterisidal (MBK) konsantrasyonlar sırasıyla, defne yağı için 0.044-0.100 ve 0.16-
0.31 µl/ml, limon yağı için 0.83-1.25 ve 1.25-3.75 µl/ml olarak tespit edilmiştir.  

Yağların antibiyofilm etkileri biyofilm oluşumunun inhibisyonu ve önceden oluşmuş 
biyofilmin giderimi şeklinde, MİK, MİK/2, MİK/4, MİK/8 ve MİK/16 
konsantrasyonlarında denenmiştir. Tespit edilen en yüksek biyofilm inhibisyonu ve 
giderimi değerleri: Defne yağı için %78 - %49.1, limon yağı için %63.3 - %34.2, 
nane yağı için %45.5 – 16.7, adaçayı yağı için %35.6 – 39.4 ve kekik yağı için 
%23 - 31.9 oranındadır. Defne yağı antibakteriyel etki yanısıra en yüksek 
antibiyofilm etkiye sahip yağ olarak da tespit edilmiştir. En düşük antibiyofilm etki 
oranları kekik yağında tespit edilmiştir. Tüm yağların biyofilm oluşumunu inhibe 
edici aktiviteleri, biyofilm giderici aktivitelerine göre daha fazla bulunmuştur.  

Çalışma sonuçları L. pneumophila’nın nekrotrofik ortamlarda biyofilm 
oluşturabildiğini ve farklı bakteri türleri ile biyofilm oluşumu yönünden etkileşim 
içinde olduğunu ortaya çıkarmıştır. Ayrıca çalışmada kullanılan yağların yüksek 
antibakteriyel ve antibiyofilm etkileri nedeniyle L. pneumophila’nın dezenfeksiyonu 
amacıyla kullanılabileceği sonucuna ulaşılmıştır.  

Anahtar Kelimeler: Legionella pneumohila, Lejyoner hastalığı, Biyofilm, 
Antibiyofilm aktivite, Antimikrobiyal aktivite, Esansiyel 
yağlar.  
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Eleven L. pneumophila strains were used in the study, which have been isolated from 
water samples of supply systems of various buildings in Muğla. Biofilm production 
capabilities of the strains in Buffered Yeast Extract (BYE) medium and sterile tap 
water (STW) were investigated, and it was founded that optical density values of 
BYE biofilms was approximately two-fold higher than of STW biofilms.   

Relationship of L. pneumophila was investigated with other bacteria that can be 
found in water such as Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida, 
Pseudomonas fluorescens, Enterobacter aerogenes, Enterococcus faecalis and 
Klebsiella pneumonia, in terms of biofilm features. It was observed that 
L. pneumophila formed significantly greater biofilms with P.fluorescens, E.faecalis 
and P.putida, but biofilms formed with P. aeruginosa were significantly lower. 
Contrarily, when L.pneumophila added to preformed 24h biofilms of other bacteria, 
attachment of L. pneumophila to P. aeruginosa biofilms was significantly higher 
than negative controls. L. pneumophila strains produced highest biofilms on 
K. pneumoniae biofilms. Results showed that biofilm production features of 
L. pneumophila might change in the presence of planktonic or attached cells of other 
bacterial species. 

In the study, biofilm formation of L. pneumophila in STW containing dead bacteria 
cells was investigated, and it was shown that necrotrophic biofilms of L. 
pneumophila has significantly higher values than negative controls and medium 
contain only STW. It was observed that the amount of the benefits of L.pneumophila 
from dead cells for the biofilm production did not reach the level of BYE medium. 

Antibacterial and antibiofilm activities of sage, laurel, thyme, lemon and peppermint 
essential oils supplied as commercially were investigated against L. pneumophila. 
Antibacterial activity results showed that all studied oils have antibacterial activities. 
Above all laurel oil and lemon oil was shown greatest antibacterial activities. 
Minimum inhibition and minimum bactericidal concentrations was determinated as 
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0.044-0.100 and 0.16-0.31 µl/ml for laurel oil, 0.83-1.25 and 1.25-3.75 for lemon oil, 
respectively.  

Antibiofilm activities of essential oils were studied as inhibition of biofilm formation 
and as eradication of preformed biofilms, at the concentrations of MIC, MIC/2, 
MIC/4, MIC/8 and MIC/16. Highest biofilm inhibition and eradication rates detected 
as: 78% - 49.1% for laurel oil, 63.3% - 34.2% for lemon oil, 45.5% - 16.7% for 
peppermint oil, 35.6% - 39.4% for sage oil and 23% - 31.9% for thyme oil. Laurel oil 
was detected to have most antibiofilm effects, as in antibacterial activity. Thyme oil 
was detected to have lowest antibiofilm activitiy. It was observed that the rates for 
inhibition of biofilm production activity were much higher than the rates for 
eradication of preformed biofilms, for all studied essential oils.   

Results of the study reveal the ability of L. pneumophila to form biofilm in 
necrotrophic media, and its interactions with different bacteria in terms of biofilm 
production. Furthermore, it was shown that the oils employed in the study could be 
used in disinfection of L. pneumophila, because of their high antibacterial and 
antibiofilm activities.      

 

Keywords: Legionella pneumohila, Legionnaires’ disease, Biofilm, Antibiofilm 
activity, Antimicrobial activity, Essential oils. 
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 1   
 

1. GİRİŞ 

1976 yılında Birleşik Devletler Philadelphia kentinde, Amerikan Legion Kongresi 

sonrasında, kongreye katılanlar arasında pnomoni benzeri, ateşli seyreden bir salgın 

başgösterir. Kongre 21-24 Temmuz tarihleri arasında gerçekleşmiştir. İlk ölüm 27 

Temmuz’da gerçekleşir ve 2 Ağustos’ta hastalıktan ölenlerin sayısı 18’i bulur. 

Salgının kaynağı olarak tek bir otel gözükmektedir: The Bellevue-Stratford Hotel. 

Salgın sona erdiğinde toplam 182 kişi hastalığa yakalanmış ve bunlardan 29’u 

ölmüştür (Fraser vd., 1977). Yapılan rutin laboratuvar taraması ve kültür 

çalışmalarına rağmen, hiçbir etken izole edilememiş ve salgının sebebi 

bulunamamıştır. Basında salgından “Philly killer”, “Killer fever” ve “Legion fever” 

gibi isimlerle bahsedilmektedir. Birleşik Devletler Bulaşıcı Hastalık Kontrol Merkezi 

(CDC) 1977 Ocak ayında etkenin izole edildiğini bildirir: Hastaların akciğer 

dokusunda bulunan, gram (-), müşkülpesent bir basil (Chandler vd., 1977; McDade 

vd., 1977). Salgının kaynağı ise otel havalandırma sistemi olarak tespit edilmiştir. 

Hastalığın ve etkeninin adları ilk salgının mağdurlarının isimleriyle anılacaktır: 

Lejyoner hastalığı ve Legionella pneumophila.  

Etkeni belirlenememiş eski salgınlara ait hasta numunelerinin araştırılması sonucu, 

saklanmış klinik örneklerde Legionella spp. tespit edilmiş ve eski salgınların nedeni 

ortaya çıkarılmıştır (Terranova vd., 1978, Imperato, 1981). Hatta lejyoner hastalığı 

salgınlarının 1947’ye dek uzandığı gösterilmiştir (McDade vd., 1979).  Çevresel su 

örneklerinin laboratuvar analizleri sonucunda ise, bakterinin doğada sucul ortamlarda 

yaygın olarak bulunduğu tespit edilmiştir (Morris vd., 1979; Fliermans vd., 1979; 

Fliermans vd., 1981).  
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1.1. Amaç ve Kapsam 

Doğada yaygın olarak bulunan Legionella türlerinin insanlara bulaşması sonucu 

hastalık oluşturması, şehirlerin ve su şebeke sistemlerinin giderek büyümesi 

neticesinde ilk olarak 20.yy’da ortaya çıkmıştır.  

Lejyoner hastalığı risk grubunda yüksek ölüm oranına sahiptir. 2011 yılında 

Avrupa’da hastalığa yakalandığı tespit edilebilen yaklaşık 4800 kişinin %10’u 

ölmüştür (Anonim, 2013). Günümüzde nüfusun ve şehirlerin hızla büyüdüğü göz 

önüne alınırsa, Legionella salgınlarının artması muhtemeldir. Hastalığın en sık 

görülen etkeni olan L. pneumophila’nın su sistemlerinde çoğalarak hastalık 

oluşturucu düzeye gelebilmesini sağlayan fenomenlerinin araştırılması, bu bakteri 

üzerine etkili doğal ürünlerin tespit edilerek su sistemlerinden eliminasyonunun 

sağlanması gelecek açısından önem arz etmektedir.   

L. pneumophila müşkülpesent bir bakteri olup, çoğalabilmek için özel bir ortama 

ihtiyaç duymaktadır. Doğada, özellikle de su sistemlerinde çoğalabilmesi ve hayatta 

kalabilmesini hücre içi parazitlik ve biyofilmler sayesinde olmaktadır.  

Hastalığın seyahat ilişkili olması turizmin yoğun olduğu bölgeler için ayrı bir 

hassasiyet noktası oluşturmaktadır. Bu nedenle Muğla ilindeki su şebeke 

sistemlerinden izole edilmiş yerel L. pneumophila suşlarının biyofilm oluşturma 

özelliklerinin açığa çıkarılması ve biyofilm oluşturmalarını önlemek üzere bitkisel 

yağların kullanımının araştırılması bu tez çalışmasının hedefi olarak belirlenmiştir.  
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2. KAYNAK ÖZETLER İ 

2.1. Legionella pneumophila   

L. pneumophila, Legionellaceae familyası üyesi, gram negatif, kokobasil formunda, 

bazı besiyerlerinde uzun filamentöz formda görülebilen, zorunlu aerob, 20-42°C 

arasında üreyebilen bir bakteridir (Diederen, 2008).  

Fry vd. (1991) 7 Legionella türü ile yaptıkları 16s ribozomal DNA analizi çalışması 

sonucunda, Legionellaceae familyasının Proteobacteria gama 2 subdivisionuna dahil 

olduğunu göstermişlerdir. 

Familya sadece Legionella genusundan oluşmakta ve 58 tür ile 3 alttür içermektedir 

(Euzeby, 1997; Ratcliff vd., 1998). En iyi bilinen tür olan L. pneumophila, 15 

serogruba sahiptir. Ayrı bir tür olarak tanımlanamamış ve protozoa konağı olmadan 

kültürde üretilemeyen Legionellae üyeleri, Legionella benzeri amoebal patojenler 

(LLAPs) olarak adlandırılmaktadırlar (Diederen, 2008).  

Legionella üyeleri doğada yaygın olarak bulunmalarına rağmen rastlantısal 

patojendirler ve insanlarda lejyoner hastalığına sebep olurlar.  

2.2. Lejyoner Hastalığı 

Lejyoner hastalığı %10–15 vaka/ölüm oranına sahip ciddi bir pnömoni formudur. 

Hastalık grip benzeri bir tablo ile başlayarak, devamında kuru öksürük ile zatürreye 

ilerler. Eğer tedavi edilmezse, semptomlar hızla kötüleşir ve solunum yetmezliği, 

şok, çoklu organ yetmezlikleri ve sonunda ölüm ile sonuçlanabilir (Anonim, 2007).  

Hastalık için risk faktörleri yaşlılık, sigara içmek, erkek cinsiyet, kronik akciğer 

hastalıkları, diyabet, akciğer kanseri ve bağışıklık sisteminin baskılandığı 

(immunosupresif tedavi, AIDS veya hematolojik maligniteler gibi) durumlardır 

(Guyard ve Low, 2011).  
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Diğer pnömonilerden ayrımını sağlayabilecek hiçbir özgül klinik belirtisi yoktur. 

Laboratuvar tanısında üriner antijen testi ile hızlı sonuç alınmaktadır, fakat bu test 

sadece L. pneumophila SG1’i tespit edebilmektedir (Domínguez vd., 1996). Balgam 

boyamasında bol nötrofil görülmesine rağmen bakteri görülemez. Kültürde 

bakterinin üretilmesi tanı için altın standarttır (Den Boer ve Yzerman, 2004).  

Bakterinin insanlara bulaşması kontamine aerosollerin solunum yolu ile alınması 

veya bakteri içeren suyun aspirasyonu yoluyladır (Guyard ve Low, 2011). İnsandan 

insana bulaş görülmemektedir. Bakteri içeren aerosol oluşumunun en sık sebepleri 

ise soğutma sistemleri, duş başlıkları, musluklar ve su fıskiyeleridir. L. pneumophila 

aerosol damlacıkları içinde 2 saate yakın süre hayatta kalabilmektedir (Hambleton 

vd., 1983). 

Legionella’nın insana bulaşması durumunda 3 farklı klinik tablo görülmektedir 

(Fields vd., 2002): 

1. Pontiac ateşi: Akut, grip benzeri ateş görülür. Hafif seyirlidir. 

2. Lejyoner hastalığı: Ağır seyirli bir Pnömoni formudur, ölümcül olabilir. 

3. Asemptomatik: Serolojik olarak dirençli kişilerde hiçbir semptom 

görülmeyebilir. 

Bu klinik tablolardan ilk ikisi lejyonelloz olarak adlandırılmaktadır. Epidemiyolojik 

çalışmalarda kullanılan vaka tanımları ve farklı lejyoner hastalığı türleri Çizelge 

2.1.’de belirtilmektedir.  

Hastalığın moleküler temelinde, bakterinin fagositoz yolu ile makrofaja girişi, 

komplementer sisteme direnci sayesinde fagozomda lizisten kaçışı, makrofajdaki 

olgunlaşmayı yeniden programlaması, çoğalarak konak hücrenin içinin tamamen 

bakteri ile dolması ve hücrenin parçalanması sonucu bakterinin yeni konaklar 

bulmak üzere ortama salınması süreçleri yer almaktadır (Hoffman, 1997; Steinert 

vd., 2002). L. pneumophila’nın konak hücreyi programlamasında, yaklaşık 200 farklı 

proteini kodlayan tip IV sekresyon sistemi (Newton vd., 2011) ve konak hücre Rab 

proteinlerinin adenilazyonu (Itzen ve Goody, 2011) rol oynamaktadır. 

Legionella türlerinden 20 tanesi insanlarda hastalık tablosu ile ilgilidir (Muder ve 

Yu, 2002). Bunlar arasında ise sadece L. pneumophila SG1 tüm hastalık tablosunun 

neredeyse tamamına yakınından sorumludur (Yu vd., 2002). 2011 yılı sürveyans 
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raporlarına göre Avrupa ülkelerinde görülen Lejyoner hastalığı vakalarının 

%96’sından L.pneumophila SG1 sorumludur (Anonim, 2013). Bu durumun tek 

istisnası olan Güney Avustralya’da ise L. pneumophila ili şkili vaka oranı %50 iken, 

%30’undan fazlasında L. longbeachae tespit edilmiştir (Yu vd., 2002). Klinik 

izolatlardaki L. pneumophila SG1 yüksekliğinin nedenleri, serotipler arası genetik ve 

fenotipik farklılıklar olması yanısıra (Samrakandi vd., 2002), klinik tanı 

yöntemlerinin L. pneumophila SG1 üzerine odaklanmış olmasıdır. 

Ayrıca bu durum bakterinin doğadaki yayılımı ile tam olarak örtüşmemektedir. 

Örneğin Fransa’da çevresel izolatların %28’inin, klinik izolatların ise % 95.4’ünün L. 

pneumophila SG1 olduğu bildirilmiştir (Doleans vd., 2004). 

Çizelge 2.1. Lejyoner hastalığı için kullanılan epidemiyolojik tanımlamalar (Anon im, 2007) 

Doğrulanmış 
Vaka 

Klinik ve radyolojik pnomoni belirtileri ile birlikte,  

solunum yolu numunelerinin kültüründe organizmanın tespiti veya serum 
L. pneumophila serogrup (sg) 1 antikor seviyesinde 4 kat yükselme veya 
idrarda L. pneumophila antijeni tespiti veya pozitif direk immunofloresan 
(DFA) test sonucu ile tanısı konmuş vaka. 

Şüpheli Vaka 

Klinik ve radyolojik pnomoni belirtileri ile birlikte, 

serum L. pneumophila serogroup (sg) 1 antikor seviyesinde tek bir yüksek 
sonuç veya L. pneumophila sg 1. harici diğer serogrup ve diğer Legionella 
türlerine karşı serokonversiyonun gösterilmesi. 

Nozokomiyal 
Vaka 

Hastalık başlangıcından önceki 10 gün boyunca hastanede yatmakta olan 
vakalar kesin hastane kaynaklı,  

Hastalık başlangıcından önceki 10 günün 1-9 gününü hastanede geçirmiş 
vakalar, olası hastane kaynaklı vaka olarak tanımlanır.  

Seyahat 
İlişkili Vaka 

Hastalık başlangıcından önceki 10 gün içerisinde, en az bir gece, yurt içi 
veya yurtdışı seyahat öyküsü olan vaka. 

Seyahat 
İlişkili Küme 

Aynı konaklama tesisinde kalma öyküsü olan, iki yıl içinde iki veya daha 
fazla seyahat ilişkili vaka görülmesi. 

Toplum 
Kaynaklı 
Kümeler 

Aynı ikamet, iş veya ziyaret mekanı ile ilişkili, iki veya daha fazla vaka 
görülmesi ve hastalık başlangıçlarının detaylı araştırma gerektirecek kadar 
yakın olması.  

Salgınlar 

Toplumsal küme vakaların ortak bir enfeksiyon kaynağı olduğuna dair, 
mikrobiyolojik tanı olsun veya olmasın,  güçlü epidemiyolojik kanıtlar 
bulunması ve yanıt olarak şüpheli enfeksiyon kaynaklarına kontrol 
önlemlerinin uygulanması. 

Evsel 
Kaynaklı 
Vakalar 

Tüm diğer temas kaynaklarının elimine edildiği ve inkübasyon periyodu 
süresince sadece evsel su sistemini kullandığı bilinen ve çevresel ve klinik 
örneklerde Legionella pozitif sonucuna sahip vakalardır. 
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Hastalığın nüfusa oranla görülme sıklığı Avrupa’da 9.7/106 (2011 yılı), Amerika’da 

ise 11.5/106 (2009 yılı) olarak hesaplanmıştır ve özellikle Temmuz, Ağustos, Eylül 

aylarında artışa geçmektedir (Anonim, 2011a; Anonim, 2013). Yoğun yağış 

dönemlerinin de sporadik lejyoner hastalığı için risk faktörü olabileceği ortaya 

konulmuştur (Garcia-Vidal vd., 2013). 

Lejyoner hastalığı vaka sayılarının gerçek değerlerinin çok altında olduğu, çoğu 

vakanın tanı koyulamadığı veya bildirilmediği düşünülmektedir. Bu durumun en 

muhtemel nedenleri şöyle sıralanabilir (Anonim, 2012a): 

• Pnomoni hastalarının ayırt edici tanıya gerek duyulmaksızın ampirik antibiyotik 

tedavisi ile iyileşmeleri,  

• Duyarlılığı düşük tanı metotları nedeniyle hatalı negatif sonuçlar alınması, 

• En çok kullanılan tanı testi olan üriner antijenin sadece L. pneumophila SG1’i 

tespit edebilmesi nedeniyle diğer serogrup veya türlere bağlı vakaların tespit 

edilememesi,  

• Lejyoner hastalığı ağır bir hastalık olarak bilindiğinden, hafif atlatılan vakalarda 

hastalığın akla gelmemesi, 

• Bazı ülkelerde, özellikle seyahat ilişkili vakaların tespit edilmesine rağmen gerekli 

makamlara bildirilmemesidir. 

Avrupa’da lejyoner hastalığı sürveyansı Avrupa Bulaşıcı Hastalık Kontrol Merkezi 

(ECDC) tarafından yürütülmektedir. Seyahat ilişkili olduğu tespit edilen vakalarda, 

konaklamanın gerçekleştiği ülkeye bildirim yapılarak, ilgili turistik tesiste gerekli 

önlemlerin ve incelemelerin yapılması istenmektedir. Alınan önlemlere ait raporların 

ECDC’ye gönderilmediği küme vaka durumlarında tesisin ismi ECDC internet 

sitesinde afişe edilmekte ve hatta tur operatörlerine bilgilendirme yapılmaktadır 

(Anonim, 2012a). 

2.3 Legionella Türlerinin Do ğada Yayılımı 

Legionella türleri doğada tüm sucul ekosistemlerde ve nemli ortamlarda yaygın 

olarak bulunurlar (Fliermans vd., 1981). Termal kaplıca suları (Alim vd., 2002; 
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Liguori vd., 2014) ve yeraltı suları (Costa vd., 2005) Legionella spp. izole edildiği 

bildirilmi ş ilginç örnekler arasındadır.   

L. pneumophila’nın sucul ortamlarda yaygın olarak bulunmasının sebebleri: farklı 

nişlerde hayatta kalma yeteneği (Hilbi vd., 2011); protozoaları enfekte ederek, hücre 

içi replikasyon yapabilmesi (Rowbotham, 1980) ve farklı mikroorganizmalar 

tarafından oluşturulmuş biyofilmlerde hayatta kalabilmesidir (Declerck, 2010). 

Bakteri doğada biyofilmler ve konak hücrelerde parazitlik haricinde, canlı fakat 

kültürde üremeyen (Viable but not culturable - VBNC) veya serbest planktonik 

formlarda da bulunabilmektedir (Mekkour vd., 2013).  

Doğal su ekosistemlerinin lejyoner hastalığı için kaynak oluşturmadıkları kabul 

edilir, çünkü çevresel koşullar Legionella türlerinin hastalık oluşturacak sayıda 

üremesine uygun değildir (Declerck, 2010). Hastalığın epidemiyolojik kaynağı içme 

kullanma su sistemleridir (Ruf vd., 1988). Japonya’daki bir kaplıca, lejyoner 

hastalığı sebebi olarak kayıtlara girmiş istisnai doğal su örneklerinden birisidir 

(Mashiba vd., 1993). L. pneumophila çevresel izolatları ile klinik izolatlarının 

kültürde gelişim özellikleri bakımından önemli farklılıkları olmadığı (Orrison vd., 

1981), fakat çevresel izolatların virulans özelliklerinin değişken olabildiği (Bollin 

vd., 1985) gösterilmiştir. 

Legionella türleri ekstrem koşullarda hayatta kalabilirler. Örneğin: algler tarafından 

oluşturulmuş pH 2.7 asidik biyofilm ortamında Legionella türleri izole edilmiştir 

(Sheehan vd., 2005).  

2.3.1. Paraziter yaşam döngüsü 

Protozoalar, Legionella türlerine hücre içinde çoğalabilecekleri ve çevresel şartlardan 

korunacakları bir ortam sağladıklarından, hayat döngülerinde önemli bir role 

sahiptirler (Kwaik vd., 1998; Molmeret vd., 2005). Sucul ekosistemlerde protozoalar 

çoğunlukla biyofilmlerde bulunan bakterilerle beslenirler ki, bu durum Legionella 

türlerine hücre içine geçme ve çoğalma şansı sunmaktadır (Valster vd., 2010; Valster 

vd., 2011). Amiplerin çevresel stres durumunda kist oluşturmaları ve Legionella’nın 

kist içinde hayatını devam ettirebilmesi, bakterinin besin kıtlığı ve dezenfektanlar 
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gibi olumsuz koşullarda hayatta kalma şansını büyük ölçüde arttırmaktadır (Richards 

vd., 2013).  

Amip hücrelerindeki parazitik yaşam döngüsü, Legionella’nın amiplere yapısal 

olarak benzeyen insan makrofajlarında tutunabilmesinde de anahtar rol oynamaktadır 

(Harb vd., 2000). L. pneumophila ve konak protozoalar arasındaki ilişki, genetik 

materyalin adaptasyonuna ve ökaryotlardakilere benzer pek çok proteininin, 

prokaryot genomuna dahil olmasına neden olmuştur (Jules ve Buchrieser, 2007). Bu 

genlerin bazıları yatay gen transferi veya nonvertikal kalıtım, bazıları ise konvergent 

evrim ile kazanılmıştır (Coscolla vd., 2011). Bu durum Legionella’ya hem amip 

hücrelerinde parazitlik konusunda, hem de benzer şekilde insan fagositik hücrelerine 

giriş ve çoğalmada kolaylık sağlamaktadır (Gomez-Valero vd., 2009). 

L. pneumophila 25-42°C arasında üreyebilme özelliğine sahiptir, fakat motilite ve 

konak hücrelere tutunma özellikleri 37°C’de optimum seviyededir (Richards vd., 

2013).    

 

Şekil 2.1. L. pneumophila’nın konak protozoa hücrelerindeki yaşam döngüsü.  

Fields vd. (2002) yararlanılarak hazırlanmıştır. 
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L. pneumophila hayat döngüsü boyunca birbirinden tamamen farklı iki fenotipik 

forma dönüşmektedir (Şekil 2.1.). Replikatif formdaki bakteriler avirulan, tuza 

dirençli ve flagellasız iken, transmisif formdakiler virulan, flagellalı ve 

hareketlidirler (Molofsky ve Swanson, 2004).  

Legionella spp. tarafından konak olarak kullanıldığı tespit edilmiş protozoa türleri 

şunlardır (Lau ve Ashbolt, 2009; Taylor vd., 2009):  

Amipler: Acanthamoeba castellani, A. culbertsoni, A. hatchetti, A. polyphaga, 

A. palestinensis, A. royreba, Amoeba proteus, Balamuthia mandrillaris, 

Comandonia operculata, Echinamoeba exudans, Filamoeba nolandi, 

Hartmanella cantabrigiensis, H. vermiformis, Naegleria fowleri, 

N. gruberi, N. jadini, N. lovaniensis, Paratetramitus jugosis, Vahlkampfia 

jugosa, V. ustiana. 

Siliatlar: Tetrahymena pyriformis,  T. thermophila, T. vorax. 

Cıvık Küf: Dictyostelium discoideum.   

Pek çok endoparazit bakteri türünün aksine, L. pneumophila zorunlu hücre içi parazit 

değildir (Taylor vd., 2009). Halbuki yakın zamanlarda keşfedilmiş 2 Legionella türü 

zorunlu hücreiçi parazitlerdir ve yapay kültür ortamında konak hücreleri olmaksızın 

çoğaltılamamışlardır: Legionella drancourtii (La Scola vd., 2004) ve Legionella 

jeonii (Park vd., 2004). 

Legionella türleri konak amip hücreleri içinde çoğaldığında, planktonik formlarından 

farklı özellikler kazanabilmektedirler. Örneğin biosidlere duyarlılıkları azalmakta 

(Barker vd., 1992) veya insan hücrelerindeki patojeniteleri artmaktadır (Cirillo vd., 

1999; Neumeister vd., 2000).  

2.3.2 İnsan yapımı su sistemlerinde Legionella 

Legionella türleri yapay su sistemlerinde çok yaygın olarak bulunabilirler (Borella 

vd., 2004; Hrubá, 2009). L. pneumophila şebeke sularında 25 - 37°C sıcaklıklarda, 

5.5 - 9.2 pH aralığında ve 6.0 – 6.7 mg/L çözünmüş oksijen aralıklarında 

çoğalabilmektedir (Yee ve Wadowsky, 1982; Wadowsky vd., 1985).  
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Wang vd. (2012) ABD Virginia’daki iki farklı su şebeke sisteminde, numune 

noktalarının %69’undan fazlasında Legionella tespit etmişlerdir. Polonya’daki 

benzer bir çalışmada kentsel şebekelerde %77.5, kırsalda ise %4 oranında Legionella 

tespit edilmiştir (Stojek ve Dutkiewicz, 2011). İtalya’daki Legionella tespit oranları 

ise %47.5 (Bargellini vd., 2011) ve %60 (Borella vd., 2005) olarak bildirilmiştir. 

Tayvan’daki kaplıca tesislerinde ise numune noktalarının %27.8’sinde Legionella 

cinsi bakteriler izole edilmiştir (Huang vd., 2010). İtalya’daki farklı binalardaki su 

sistemlerinde yapılan bir araştırmada ise numunelerin genelinde %40 Legionella 

tespiti yapılmışken, hastane sıcak su sistemlerine ait oran %93.7 olarak bulunmuştur 

(Leoni vd., 2005). 

Soğutma kulesi su tanklarında oluşan biyofilmler, L. pneumophila kolonizasyonuna 

uygun  komunitelerdir (Carvalho vd., 2007). Soğutma kulesi sularının periyodik 

incelenmesi, genel bakteriyel yapıda önemli bir farklılık olmamasına rağmen, 

Legionella populasyonunun değişiklikler gösterdiği, özellikle temmuz ayında 

L. pneumophila sayısında kayda değer bir artış olduğunu ortaya koymuştur (Wery 

vd., 2008). 

Ülkemizdeki su sistemlerinde Legionella varlığının araştırılmasına yönelik 

araştırmalarda ise, soğutma kulelerinde %26 (Türetgen vd., 2005), kaplıca sularında 

%11.5 (Alim vd., 2002), evsel su depolarında %6.6 (Akkaya ve Özbal, 2011), evsel 

sıcak su sistemlerinde %21 (Burak ve Zeybek, 2011) oranlarında, ayrıca diş ünitesi 

sularında (Türetgen vd., 2009) ve üniversite hastanesi su sistemlerinde (İğnak ve 

Gürler, 2012) Legionella spp. tespit edildiği bildirilmi ştir. Zeybek vd., (2009) ise 

İstanbul’dan izole edilmiş L. pneumophila suşlarının RAPD metodu ile DNA 

profillerini çıkartmışlardır. 

Lejyoner hastalığının seyahat veya hastane ilişkili olması, özellikle turistik tesisler ve 

hastanelerin su sistemlerindeki kontaminasyonun araştırılmasını daha ön plana 

çıkarmaktadır. Bina yaşı, tesisin sezonluk çalışması, oda sayısının fazlalığı, su ısıtma 

sisteminin yapısı, su deposu bulunması, bağımsız dezenfeksiyon sisteminin 

bulunmaması, su şebekesindeki total koloni sayımının limitlerin üstünde olması gibi 

değişkenler konaklama tesislerindeki Legionella kontaminasyonu ile yakın ilişkili 

görünmektedir (Mouchtouri vd., 2007). Legionella kolonizasyonunu destekleyen 
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faktörler ise su sıcaklığı, sıcak su tankının yapısı ve yaşı, suyun fiziko-kimyasal 

bileşenleri, tesisat malzemesi ve kommensal floradır (Lin vd., 1998).  

Wullings vd. (2011) tarafından yeraltı suyuna bağlı şebeke sistemlerinden alınan su 

ve biyofilm örneklerinde 104 hücre/L’ye varan oranlarda Legionella spp. tespit 

edilmiştir. Fakat şebekenin bağlı olduğu yeraltı suyunun direkt analizi sonucu 

Legionella içermediği gösterilmiştir. Bu durum Legionella kontaminasyonunun 

sadece suyun menşeinden değil, şebeke sistemi içindeki faktörlerden de 

kaynaklanabileceğini ortaya koymaktadır.  

L. pneumophila çok kısıtlı çevre koşullarında bile serbest organizma olarak uzun süre 

metabolik aktivitelerini sürdürme ve hayatta kalabilme potansiyeline sahiptir (Ohno 

vd., 2003). Biyofilm, konak hücreler, sıcaklık, besin miktarı gibi pek çok çevresel 

faktör bu potansiyele etkilidir (Guerrieri vd., 2005).     

2.3.2.1 Su örneklerinde Legionella tespiti ve izolasyonu 

Çevresel su örneklerinde Legionella türlerinin tespit edilmesi ve izolasyonu, 

bakterinin büyüme gereksinimleri, kültürde üremeyen VBNC formuna 

dönüşebilmesi, protozoa ile ilişki içinde oluşu ve biyofilmlerde bulunması nedeni ile 

zor ve uzun bir süreçtir (Atlas, 1999). Gelişen teknolojiyle birlikte PCR, DFA gibi 

pek çok metot ortaya çıksa da, altın standart “kültür” yöntemidir (Diederen, 2008).  

L. pneumophila müşkülpesent karakterde bir bakteridir ve standart besiyeri 

ortamlarında üreyemez. L-sistein, demir, glisin ve tampon madde ilavesi içeren 

Buffered Charcoal Yeast Extract (BCYE) besiyeri Legionella kültürü için yaygın 

olarak kullanılmaktadır (Feeley vd., 1979; Ristroph vd., 1980, Edelstein ve Edelstein, 

2010). Bu besiyerine çeşitli antibiyotiklerin ilavesi ile selektif besiyerleri elde 

edilmektedir, örneğin MWY ve GVPC (Bopp vd., 1981; Edelstein, 1981, Wadowsky 

ve Yee, 1981). Antibiyotik içeren seçici besiyerleri Legionella harici bakterilerin 

yoğun olduğu örneklerde kontaminasyonu önleyerek sayımı kolaylaştırırlar, fakat 

BCYE besiyeri daha yüksek koloni sayısı ve üreme oranı sağlamaktadır (Ditommaso 

vd., 2011). 

Uluslararası Standartlar Enstitüsü, su numunelerinden kültür metodu ile Legionella 

izolasyonu ve sayımını standartize etmiştir (Anonim, 1998). İngiltere Çevre 
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Bakanlığı da sulardan numune alma ve Legionella tespit metotlarını düzenleyen bir 

rehber yayımlamıştır (Anonim 2005). Ülkemizde çalışmalar Refik Saydam 

Hıfzısıhha Enstitüsü tarafından hazırlanan analiz prosedürü kapsamında, Halk 

Sağlığı Laboratuvarlarında yürütülmektedir.  

ISO standart metodunun, özellikle sıcaklık uygulaması ve seçici besiyerine ekimin 

(Leoni ve Legnani, 2001; Bartie vd., 2003) veya asitte bekletme sonrası BCYE 

besiyerine ekimin (Ta vd., 1995) diğer kültür metotlarına oranla daha başarılı olduğu 

gösterilmiştir. Ne var ki ISO standart kültür metoduna göre Legionella olarak 

tanımlanan bakterilerin, serolojik veya genetik testlerle doğrulanmaması durumunda 

hatalı sonuçlar alınabilmektedir (Borges vd., 2012). Ayrıca VBNC formunun 

kültürde ürememesi ve kültür yöntemlerinin genellikle L. pneumophila’ya optimize 

olması, sudaki Legionella konsantrasyonunun %10-60 arası eksik tespitine neden 

olabilmektedir (Buse vd., 2012).   

PCR gibi genetik materyalin tanımlanmasına yönelik yöntemler daha yüksek 

spesifiteye sahiptirler (Merault vd., 2011). Ancak dezenfeksiyon sonrası sistemde 

bulunan ölü bakterilere ait DNA’nın da pozitif olarak yorumlanabilmesi bu 

yöntemlerin duyarlılığını düşürmektedir. Epifluoresans mikroskobiye dayalı 

geliştirilmi ş bir yöntem ile kültür metoduna göre çok daha hızlı sonuç almak, ve 

canlı-ölü hücreleri ayırabilmek mümkün olmuştur (Delgado-Viscogliosi vd., 2005). 

Fakat bu tarz metotlar rutin analizler için pahalı ve karmaşıktırlar. 

2.3.2.2 Su sistemlerinden Legionella dezenfeksiyonu 

Lejyoner hastalığının insandan insana bulaştığı yönünde hiçbir kanıt yoktur. Bu 

nedenle tek epidemiyolojik kaynak olan insan yapımı su sistemlerindeki bakteri 

populasyonunun takip ve elimine edilebilmesi, hastalık insidansını kontrol altına 

almak açısından hayati önem taşımaktadır (Hilbi vd., 2010).  

Farhat vd. (2010, 2011, 2012) pilot sıcak su sisteminde yaptıkları çalışmalar ile 

önemli sonuçlar elde etmişler: Sıcaklık ile dezenfeksiyon (70°C sıcaklıkta 30 dk) ve 

biodispersant & biosit kombinasyonu ile yapılan kimyasal dezenfeksiyonlardan sonra 

alınan biyofilm numunelerinin analizleri, Legionella türleri ve konak ökaryotların 

tamamen yok edilemediğini göstermiştir. Kimyasal dezenfeksiyondan sonra 3 gün 
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boyunca biyofilm örneklerinde Legionella tespit edilemezken, 7. günde 

dezenfeksiyondan önceki konsantrasyona dönüş gözlenmiştir. Öte yandan Legionella 

hücrelerinin klorla dezenfeksiyon sonrası VBNC formuna dönüşerek, 4 ay boyunca 

hayatta kalabildikleri de bildirilmiştir (Alleron vd., 2008). 

Benzer şekilde, ısıl işlem ile dezenfekte edilmiş durgun şebeke suyunda, 

L. pneumophila eskisinden daha hızlı çoğalabilmektedir (Vervaeren vd., 2006). 

L. pneumophila konak amip hücreleri içinde çoğaldığında, biosidlere direnci 

planktonik formuna göre artmaktadır (Barker vd., 1992). Legionella türlerinin 

konaklarından birisi ve sularda serbest olarak bulunan bir amip olan Acanthamoebae 

kistleri, 10 dakikalık 100 mg/L serbest klor veya 80°C sıcaklık gibi hiper 

dezenfeksiyon uygulamalarında bile canlı kalabilmektedir (Storey vd., 2004b).   

Yao vd. (2011) hava filtrelerinde kullanılan titanyum dioksit kaplı kordiyerit köpük 

maddesinin, L. pneumophila üzerine bakteri öldürücü özellikleri olduğunu ortaya 

koymuşlardır. Bakır ve gümüş iyonları (Kusnetsov vd. 2001; Lin vd. 2002; Shih ve 

Lin 2010), klor ve 2,2dibromo3nitrilopropionamid (Skaliy vd., 1980), klor (Bodet 

vd., 2012), ve elektrokimyasal dezenfeksiyon (Delaedt vd., 2008) Legionella’nın su 

sistemlerinden dezenfeksiyonu araştırmalarına örnek olarak verilebilir.  

Hastane su sistemlerininden Legionella dezenfeksiyonu çok önem arz eden ve 

üzerinde durulan bir problemdir (Zhang vd., 2009; Lin vd., 2011). Bu sorunun 

çözümü için uzun yıllar boyu yapılan gözlemler sonucunda klor dioksit ve elektrikli 

boylerin beraber kullanımı önerilmektedir (Marchesi vd., 2011). Kim vd. (2002) 

yaptıkları literatür derlemesi ile su sistemlerinden Legionella dezenfeksiyonu 

konusunu ele almışlar ve okside edici ajanların (en başta klor), diğerlerinden daha 

etkili olduğunu belirtmişlerdir. 

ECDC ve EWGLI (Avrupa Lejyoner hastalığı çalışma grubu) tarafından özellikle 

turistik tesisler için Legionella ile mücadelede yol gösterici ve bilgilendirici bir 

teknik doküman yayımlanmıştır (Anonim, 2011b). 

2.3.3 L. pneumophila diğer bakteri türleri ile etkile şimleri 

Legionella türleri doğada çoğalma, tutunma ve hayatta kalma süreçlerinde, 

protozoalar ile olduğu kadar diğer bakteriyel türler ile de etkileşim içindedirler 
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(Wadowsky ve Yee, 1985). Fotosentetik siyanobakteriler, hetetrofik bakteriler, 

amipler ve siliatlar L. pneumophila’nın çoğalmasını destekleyen mikroorganizmalara 

örnek olarak verilebilir (Wadowsky vd., 1988).   

L. pneumophila’nın in vitro gelişimi için gerekli şartların bulunmadığı besiyerinde 

Flavobacterium breeve ile etkileşim içinde gelişebildiği gösterilmiştir (Wadowsky ve 

Yee, 1983). Bu durum diğer bakteri atıkları üzerinde gelişebildiğine işaret 

etmektedir. Temmerman vd. (2006) L. pneumophila hücrelerinin steril su ortamında 

ısıl işlemle öldürülmüş bakteri hücrelerini kullanarak nekrotrofik büyüme 

gösterdiğini tespit etmişlerdir. Ayrıca Gram-negatif bakterilerin çoğalması sonucu 

oluşan yan ürünlerin, bakteri hücreleri ortamdan filtrasyon ile uzaklaştırılsa bile, 

L. pneumophila büyümesini destekleyebileceği ortaya konulmuştur (El Zanfaly vd., 

2011).    

L. pneumophila benzer şekilde siyanobakteriler ile etkileşerek gelişim yeteneğine de 

sahiptir (Tison vd., 1980; Bohach ve Snyder, 1983). Bu durum ışığa maruz kalan su 

sistemlerinin alglere ve dolayısıyla Legionella kolonizasyonuna açık olacağı 

anlamına gelmektedir. Ayrıca Fischerella sp., L. pneumophila’nın aerosoller içindeki 

dayanıklılığı üzerinde de pozitif etkiye sahiptir (Berendt, 1981). 

Anti-legionella aktiviteye sahip olduğu bildirilen ilk bakterilerden birisi 

Staphylococcus warneri’dir (Héchard vd., 2005). Yapılan çalışmada, bu bakteri 

türünün sadece Legionella türleri üzerine etkili olduğu belirlenen, bacteriosin benzeri 

bir peptid salgıladığı tespit edilmiştir. İleri çalışmalar, S. warneri’nin salgıladığı 

anti-legionella peptid sayısının daha fazla olduğunu (Verdon vd., 2008) ve 12 farklı 

Staphylococcus türünün daha benzer etkilere sahip olduğunu göstermiştir (Marchand 

vd., 2011).   

Guerrieri vd., (2008) bakteriosin benzeri maddelerin (BLSs) üretimi yönünden 

inceledikleri, 11 farklı akuatik bakteri türüne ait 80 suştan, 53 tanesinin  Legionella 

türleri üzerinde antagonistik etkiye sahip olduğunu göstermişlerdir. Aynı çalışmada 

L. pneumophila ise, diğer bakteri türleri üzerine antagonistik etki göstermemiştir.     

Sucul ortamlarda bulunabilen bakteriler olan Acidovorax sp. ve Sphingomonas sp., 

L. pneumophila’nın VBNC forma dönüşmesine neden olurken, Mycobacterium 

chelonae tam tersi etki göstermektir (Giao vd., 2011).  
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Su sistemlerinde Legionella türleri ile birlikte bulunma sıklığı yönünden pozitif bir 

korelasyon tespit edilmiş bakteriler: Pseudomonas aeruginosa, Flavobacterium spp. 

ve Xanthomonas spp. gibi Enterobacteriaceae harici Gram-negatif  türlerdir (Stojek 

ve Dutkiewicz, 2011). Bunun yanısıra Legionella gelişimini inhibe ettiği bildirilmi ş 

bakteriler arasında P. aeruginosa (Kimura vd., 2009) ve Aeromonas spp.(Al-Sulami 

vd., 2013) bulunmaktadır. Çotuk vd. (2005) yaptıkları çalışmada, P. aeruginosa, 

Pseudomonas stutzeri ve Aeromonas spp. suşlarının, L. pneumophila gelişimi üzerine 

inhibitör etki gösterirken, Pseudomonas alcaligenes ve P. fluorescens’in stimüle 

ettiğini bildirmişlerdir.   

2.4 Biyofilm 

Biyofilm, basit olarak, bir yüzeye tutunmuş mikroorganizmalar topluluğu olarak 

tanımlanabilir (O’toole vd., 2000). Biyofilm oluşturan mikroorganizmalar kendi 

ürettikleri hücre dışı polimerik (EPS) bir matriks içindedirler. Bu sayede çevresel 

etmenlere daha dayanıklı hale gelebilirler (Hall-Stoodley ve Stoodley, 2005). 

Biyofilmler tek bir türe ait bir populasyon şeklinde olabileceği gibi, farklı mikrobiyal 

türlerden meydana gelmiş kommuniteler şeklinde de olabilir (Davey ve O’toole, 

2000).  

Biyofilm oluşumu birkaç basamakta gerçekleşmektedir (Şekil 2.2.): 1- tutunma, 2- 

geri dönüşsüz tutunma, 3- mikrokolonizasyon ve ilk olgunlaşma, 4- kompleks 

biyofilm yapısı ve 5- yayılma (Sauer, 2003). Biyofilm oluşumu esnasında 

hücrelerarası iletişim ve plantonik hücrelerinkinden farklı bir gen transkripsiyon 

profili gereklidir (Watnick ve Kolter, 2000). İlk basamak olan tutunma, tutunulacak 

yüzey, büyüme ortamı ve hücre yüzeyinin etkisi altında gerçekleşen bir süreçtir 

(Donlan, 2002). Tutunan hücreler bölünmeye başlayarak önce mikrokoloniler 

oluştururlar ve ardından EPS matriks salgılayarak biyofilm oluşumu tamamlanır 

(Donlan, 2001b). Olgun biyofilm yapısı mikroorganizmaya ve çevresel faktörlere 

bağlı olarak şekillenmektedir. Olgun biyofilm, homojen hücre tabakalarından oluşan 

ince bir yapı olabileceği gibi, besinlerin girişi ve atıkların çıkışını sağlayan kanallar 

ve destek sütunları içeren kompleks bir yapı da olabilir (Stanley ve Lazarra, 2004).  
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Şekil 2.2. Biyofilm oluşum aşamaları (Stoodley vd., 2002) 

Biyofilm oluşumunu etkileyen başlıca faktörler şu şekilde sıralanmaktadır (Kim vd., 

2012): 

• Yüzeysel özellikler: Yüzey düzgünlüğü, polaritesi, yüzeysel katyonlar, 

porosite, nanostructure, vs. 

• Hidrodinamik koşullar: Bekleme süresi, yüzey gerilimi, vs. 

• Quorum sensing sinyalleri 

• Sucul ortamın karakteristikleri: Besin kaynağı, besin kıtlığı, oksijen ve 

karbondioksit konsantrasyonları vs.  

Su şebeke borularında oluşan biyofilmler, pek çok patojen mikroorganizmanın 

tutunarak uzun süre hayatta kalabilmesini sağlamakta ve hatta kültür metodu ile bu 

mikroorganizmaların tespit edilebilmesini engellemektedirler (Wingender ve 

Flemming, 2011). Su şebeke sistemleri dışında, besin endüstrisi, atık su arıtımı, kağıt 

üretimi gibi endüstriyel alanlarda da biyofilmler çözümü zor problemlere neden 

olabilmektedirler (Bott, 2011). Biyoremediasyon, biyokorozyon kontrolü, biyolojik 

yakıt ve kimyasalların üretimi, ilaç denemeleri gibi uygulamalar ise endüstriyel 

olarak biyofilmlerden yararlanılan alanlara örnek olarak verilebilir (Wood vd., 2011).    

Biyofilmler direkt insan sağlığı üzerine de etkili olabilirler. Kistik fibrozis, doğal 

kapak endokarditi, otitis media, periodontit ve kronik prostat iltihabı gibi hastalıklar 

patojen mikroorganizmalar tarafından oluşturan biyofilmlerle ilişkilidirler (Donlan, 

2002). Kateterler, protezler ve tıbbi cihazlara bağlı enfeksiyonların sebebi de, bu tür 
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vücut içi cihazlarda oluşan biyofilmlerdir (Donlan, 2001a). Ayrıca biyofilm 

yapısındaki patojenler, antibiyotiklere ve vücudun doğal savunma mekanizmalarına 

karşı daha dirençlidirler ve bu nedenle biyofilm ilişkili hastalıklarda tedavi daha zor 

ve uzun sürmektedir (Olson vd., 2002; Hall-Stoodley vd., 2004). Revdiwala vd. 

(2012) bir yoğun bakım ünitesindeki cihazlardan izole edilmiş bakteriyel patojen 

suşların % 88’inin biyofilm oluşturabildiğini ve %85’inin çoklu ilaç direncine sahip 

olduğunu bildirmişlerdir.  

Biyofilm oluşumunun önlenmesi veya oluşmuş biyofilmlerin giderimi son yıllarda 

önem kazanan bir konudur. Antimikrobiyal ajanlar, bitkisel yağlar, biyofilm yapısını 

bozan enzimler, şelatlayıcı ajanlar, biyosürfaktanlar, tuzlar ve laktik asit, asetil 

sistein, ibuprofen gibi farklı amaçlı kimyasallar antibiyofilm etkileri bakımından 

denenmiş maddelerdir (Ceyhan, 2008; Taraszkiewicz vd., 2013). Bakterilerin hücre 

dışına salgıladıkları polisakkaritler hücreler arası ve hücre-yüzey etkileşimlerinde rol 

alarak biyofilm oluşumuna yardımcı oldukları gibi (Vu vd., 2009), bazı  bakteriyel 

polisakkaritler tersine antibiyofilm etkinlik göstermektedirler (Rendueles vd., 2013). 

Endüstriyel ölçekte ise elektriksel alanlar, katalize modifiye yüzeyler, ultrason, 

enzimler, amonyak ve formaldehit, deterjan maddeleri ve yüksek basınçlı temizleme 

sistemleri gibi yöntemlerle biyofilmlerin engellenmesine çalışılmaktadır (Gün ve 

Ekinci, 2009).  

Su dağıtım sistemlerinde biyofilmlerin engellenmesi amacıyla anti-mikrobiyal 

ajanların kullanımı kısıtlıdır, çünkü hem biyofilm içindeki hücrelerin bu ajanlara 

direnci artmış durumdadır, hem şebeke sistemlerine bu tarz kimyasalların rahatlıkla 

uygulanması mümkün değildir. Bitkisel doğal ürünlerle biyofilm oluşumunun 

önlenmesine yönelik çalışmalar bu nedenlerle artış göstermektedir (Çizelge 2.2.). 

Çalışmaların özellikle halk arasında tıbbi kullanımı olan bitkilerin esansiyel yağları 

üzerine yoğunlaştığı görülmektedir. Esansiyel yağlar, aromatik veya tıbbi bitkilerin 

sekonder metabolizmaları sonucu oluşan uçucu moleküllerin kompleks karışımlarıdır 

ve farklı bitki kısımlarının distilasyonu ile elde edilebilirler (Faleiro, 2011). 

Esansiyel yağlar geçmiş çağlardan beri halk arasında tıbbi veya kozmetik amaçlarla 

kullanılmaktadırlar ve sitotoksik, genotoksik, antimutajenik ve karsinojenik gibi pek 

çok biyolojik özellikleri olduğu yapılan çalışmalar sonucu ortaya çıkarılmıştır 

(Bakkali vd., 2008).   
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Çizelge 2.2. Bitkisel ürünlerin antibiyofilm aktivi telerinin tespiti çalışmalarına örnekler 

Antibiyofilm etkisi denenen  
bitki veya bitkisel ürün Mikroorganizmalar Referans 

Capparis spinosa 
S. marcescens,  
P. aeruginosa, 
E. coli ve P.mirabilis 

Abraham vd., 2011 

Salvia türleri MRSA Al-Bakri vd., 2010 

Couroupita guianensis P. aeruginosa Al-Dhabi vd., 2012 

Lonicera tatarica ve Viburnum opulus  
Staphylococcus 
suşları 

Bubulica vd., 2012 

Melaleuca alternifolia,  
Lavandula angustifolia  
Melissa officinalis 

S.aureus, E.coli Budzynska vd., 2011 

Origanum vulgare ssp. viride  

S.aureus, 
S.epidermidis 
P.aeruginosa,  
P.fluorescens, 
C.albicans 

Ceylan vd., 2014a 

Epimedium brevicornum, Malus 
pumila,  
Polygonum cuspidatum,  
Rhodiola crenulata, Dolichos lablab 

Propionibacterium 
acnes 

Coenye vd., 2012 

Dentol  
(Satureja khuzestanica) 

P.aeruginosa  
S. aureus 

Hosainzadegan ve 
Delfan (2007) 

Okaliptus yağı, Çay ağacı yağı ve 
thymol 

S.epidermidis Karpanen vd., 2008 

Cinnamomum aromaticum  
Myroxylon balsamum 
Thymus vulgaris 

P. aeruginosa 
S.aureus 

Kavanaugh ve Ribbeck, 
2012 

Eugenol ve cinnemaldehid C.albicans Khan ve Ahmad, 2012 

Syzygium aromaticum, 
Mentha spicata  

Listeria 
monocytogenes 

Leonard vd., 2010 

Boesenbergia pandurata,  
Eleutherine americana, 
Rhodomyrtus tomentosa 

Streptococcus 
pyogenes 

Limsuwan ve 
Voravuthikunchai, 2008 

Curcumin, (Curcuma longa) E. coli, S. aureus Moshe vd., 2011 

Andrographis paniculata P. aeruginosa Murugan vd., 2011 

Cinnamomum cassia, 
Cinnamomum zeylanicum 
Cymbopogon nardus 

E. coli Niu ve Gilbert, 2004 

Oregano, carvacrol ve thymol 
(Origanum vulgare) 

S. aureus, 
S.epidermidis 

Nostro vd., 2007 ve 
2009 
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Çizelge 2.2. (devam) 

Antibiyofilm etkisi denenen  
bitki veya bitkisel ürün Mikroorganizmalar Referans 

Lonicera alpigena, Castanea sativa,  
Juglans regia, Ballota nigra,  
Rosmarinus officinalis,  
Leopoldia comosa, Malva sylvestris, 
Cyclamen hederifolium, Rosa canina,  
Rubus ulmifolius 

MRSA Quave vd., 2008 

Rosmarinus officinalis, Mentha 
piperita  
Melaleuca alternifolia 

Listeria 
monocytogenes 

Sandasi vd., 2009 

Mentha piperita 
P. aeruginosa, 
Candida albicans 

Sandasi vd., 2011 

Zingiber officinale P. aeruginosa Yahya vd., 2013 

2.5 L. pneumophila ve Biyofilm Çalışmaları 

Biyofilmler mikroorganizmalar için, ekstrem çevre şartlarından korunacakları ve 

besin maddelerine nispeten kolay erişebilecekleri bir ortam sağlar. Sulak 

ekosistemlerde yaygın olarak bulunan L. pneumophila, özellikle su şebeke 

sistemlerinde çeşitli yüzeylere tutunarak biyofilm oluşturabilen ve biyofilm 

içerisinde gelişebilen bir bakteridir (Wright vd, 1989).  



 20   
 

 

Şekil 2.3. L. pneumophila’nın biyofilm olu şumunu ve kolonizasyonunu etkileyen faktörler ve 

çevre koşulları (Abdel-Nour vd., 2013). 

Biyofilm oluşumu, kolonizasyon ve protozoalarda replikasyonu etkileyen çevresel 

şartlar Şekil 3.3.’te özetlenmiştir. Şekilde L.pneumophila hücreleri turuncu renklerle 

gösterilmiştir. Ortamda protozoa hücrelerinin ve diğer mikroorganizmaların 

bulunması, Quorum sensing gibi faktörler hücre içi replikasyonu desteklerken, aşırı 

populasyon ve olumsuz çevre şartları biyofilm oluşumu ve kolonizasyonunu 

indüklemektedir. 

Nanopartiküller, bakır ve bazı bakteri türleri, örneğin P. aeruginosa, L. pneumophila 

kolonizasyonu üzerine olumsuz etkili iken, Klebsiella pneumoniae gibi bakteri türleri 

ve katyonlar L. pneumophila biyofilm kolonizasyonunu arttırıcı etki 

göstermektedirler (Abdel-Nour vd., 2013). Nanopartiküllere maruz bırakılan 
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L. pneumophila biyofilmlerinin morfolojik olarak bozulmaya uğradığı Stojak vd. 

(2011) tarafından gösterilmiştir.  

Biyofilm oluşturan L. pneumophila suşlarının bazı metabolik ve morfolojik 

değişimler geçirdiği (örn. patojenitelerinin arttığı) bilinmektedir. Biyofilmden izole 

edilmiş L. pneumophila hücrelerinin, kemirgen makrofajlarında planktonik olanlara 

nazaran daha fazla çoğaldığı gösterilmiştir (Khweek vd., 2013). Aynı çalışmada 

planktonik bakterilerin %72’sinin makrofajlarda lizozomların içinde hızlıca 

parçalandığı, ancak biyofilm kökenlilerin yarıya yakınının lizozomlarda 

parçalanmaktan kaçtıkları ortaya konulmuştur. 

Chaabna vd. (2013) ise sıcak kaynak suyundaki biyofilmlerden izole ettikleri 

L.pneumophila suşlarının A.castellanii’ye karşı daha yüksek sitotoksisite ve virulans 

gösterdiklerini bulgulamışlardır.   

2.5.1. L. pneumophila biyofilm oluşumunu etkileyen faktörler 

L. pneumophila’nın in vitro kültür ortamında gelişebilmesi için hücre içi koşulları 

taklit eden spesifik besiyeri ortamına ihtiyacı vardır. Bu nedenle besin içeriği düşük 

doğal su sistemlerinde tek başına biyofilm oluşturmak yerine, halihazırdaki 

biyofilmlerin yapısına katıldığı kabul edilmektedir (Declerck, 2010).  

Yapılan çalışmalar L. pneumophila’nın düşük besin içerikli ortamlarda, farklı 

mikroorganizma türlerine ait tek bir türden oluşan (Stewart vd., 2012) veya farklı 

türler içeren (Vervaeren vd., 2006; Declerck vd., 2009) biyofilmlere çok kısa sürede 

kolonize olabildiğini göstermiştir. Model şebeke suyu sisteminde P. aeruginosa, 

K. pneumoniae, Flavobacterium sp. ve Hartmanella vermiformis tarafından 

oluşturulmuş biyofilmlerdeki L. pneumophila konsantrasyonunun, ortama 

inokülasyonu yapıldıktan 2 gün sonra 103 cfu/yüzey seviyesine çıktığı bildirilmi ştir 

(Murga vd., 2001).  

2.5.1.1.Tutunma yüzeyi ve sıcaklık 

Şebeke su sistemlerinde L. pneumophila’nın biyofilm oluşturmak üzere 

tutunmasındaki en önemli faktörlerden birisi yüzey materyalidir (Rogers vd., 1994b). 



 22   
 

L. pneumophila’nın statik kültür ortamında, 42°C’ye kadar olan sıcaklıklarda, cam, 

PP ve PS yüzeylere tututanarak biyofilm oluşturabildiği gösterilmiştir (Piao vd., 

2006).  

L. pneumophila su tesisatlarında kullanılan pek çok plastik tipi üzerinde tutunarak 

kolonizasyon yapabilmekte, ancak bakır üzerinde tutunamamaktadır (Rogers vd., 

1994a). Ayrıca paslanmaz çelik ve PEX yüzeyler ile kıyaslandığında, bakır 

yüzeylerin Legionella biyofilm oluşumu ve çoğalmasını sınırladığı görülmektedir 

(Kooij vd., 2005, Tai vd., 2012). Buna rağmen, su sistemlerinde sık kullanılan PVC 

ve bakır yüzeylerin karşılaştırıldığı bir çalışmanın sonuçlarına göre, 

L. pneumophila’nın bakır yüzeyde daha uzun süre hayatta kalabildiği gösterilmiştir 

(Buse vd., 2014). 

2.5.1.2. Adhesinler 

Bakteri hücreleri adhesin adı verilen ve hücrenin çeşitli yüzeylere tutunabilmesinde 

rol oynayan maddeler salgılarlar. Adhesinlerin, konak hücre yapılarına tutunma 

esnasında rolleri olduğu gibi, biyofilm oluşumunda da rol oynarlar (Dunne Jr., 2002; 

Kline vd., 2009).  

Lcl (Legionella collagen-like) proteini konak hücrelere tutunma ve invazyonda rol 

almaktadır ve yapısındaki tekrarlayan birimlerin sayısı tutunma özelliklerini 

etkilemektedir (Vandersmissen vd., 2010). Duncan vd. (2011) Lcl’nin akciğer epitel 

hücreleri yanısıra, biyofilm matriksindeki GAG yapısına bağlanmada da rol 

oynadığını ve Lcl üretemeyen mutant suşun biyofilm oluşumunun azaldığını ortaya 

koymuşlardır. Aynı çalışmada L. pneumophila dışındaki Legionella türlerinde Lcl 

tespit edilemediği bildirilmi ştir. Piao vd. (2006) 38 farklı Legionella türü ile 

yaptıkları biyofilm çalışmasında L. pneumohila’nın, diğer türlere kıyasla dikkate 

değer ölçüde fazla biyofilm oluşturma kapasitesine sahip olduğunu göstermişlerdir. 

Bu bulgu Lcl hakkındaki bilgiler ile uyumlu görünmektedir. Lcl’nin biyofilm 

oluşumundaki rolü, ilk yüzeye tutunma evresi ile hücreler arası ve hücre-matriks 

arası etkileşimlerde yer almaktadır (Mallegol vd., 2012).  

Tip IV pilusların, L. pneumophila’nın akciğer dokusunda kolonizasyonu ve protozoa 

hücrelerine invazyonunda yardımcı rol oynadığı (Stone ve Kwaik, 1998), ancak 
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ortamda konak hücreler bulunuyorsa biyofilm oluşumu için şart olmadığı 

gösterilmiştir (Lucas vd., 2004).  

2.5.1.3. Quorum sensing 

Quorum sensing (QS), mikrobiyal hücre topluluklarının, çok hücreli bir birim gibi 

davranabilmesini sağlayan, hücreden hücreye moleküler düzeydeki iletişim türüdür 

(Whitehead vd., 2001). Gram (-) negatif bakteriler Autoinducer (AI), yani hücreler 

arası iletişim molekülü olarak genellikle açil homoserine laktonları (AHL) kullanırlar 

(Miller ve Bassler, 2001).  

Birden fazla tür içeren biyofilmlerin yapısına farklı türlerin tutunabilmesini sağlayan 

faktörlerden birisinin de, AI-2 (Auto Inducer 2) tipi türler arası hücre sinyalleri 

olduğu belirtilmiştir (Rickard vd., 2006). Ne var ki L. pneumophila, AI-2 de dahil 

olmak üzere, N-açil homoserine lakton tabanlı bir quorum sensing sistemine sahip 

değildir. Spirig vd. (2008) L. pneumophila hücrelerinin, α-hidroksiketon (AHK) 

sinyal molekülleri içeren farklı bir haberleşme yöntemi kullandığını açığa çıkarmış 

ve Legionella Auto Inducer-1 (LAI-1) olarak adlandırmışlardır. LAI-1 üretiminden 

sorumlu gen bölgesi (lqs), Vibrio cholerae cqsAS geni ile homolog yapıdadır (Tiaden 

vd., 2007) ve her iki bakteri de AHK sinyal molekülleri üretirler (Tiaden vd., 2010). 

Lqs gen bölgesi çıkarılmış mutant L. pneumophila hücrelerinin özellikle virulansla 

ilgili özelliklerini kaybettiği Tiaden vd. (2008) tarafından gösterilmiştir. Daha 

sonraki araştırmalar lqs gen bölgesinin kodladığı başlıca genlerin, bir LAI-1 

autoinducer sentaz, iki adet sensör kinaz LqsS ve LqsT, regülatör LqsR’den 

oluştuğunu ortaya koymuştur (Kessler vd., 2013). 

L. pneumophila bifazik hayat döngüsü boyunca çeşitli prosesleri koordine etmek için 

AHK sinyallerini kullanmaktadır: patojen-konak etkileşimleri, virulans faktörlerinin 

üretimi, biyofilm oluşumu, filament gelişimi ve genomik düzenlemeler (Tiaden ve 

Hilbi, 2012).  

2.5.1.4. Biyofilm yapısındaki diğer mikroorganizmalarla etkileşim 

Doğal ortamlarda bulunan biyofilmler genellikle farklı bakteri türlerini birarada 

içerirler (Rendueles ve Ghigo, 2012). Biyofilm içinde ve biyofilme yeni 



 24   
 

mikroorganizmaların tutunması esnasında tür içi ve türler arası etkileşimler olduğu 

bilinmektedir. Özellikle L. pneumophila çevresel ortamlarda tek başına biyofilm 

oluşturmak yerine hazır biyofilm yapısına katılmayı tercih eden bir türdür.  

L. pneumophila tarafından salgılanan TolC surfaktan proteini diğer Legionella türleri 

üzerinde antagonistik etkiye sahipken, farklı türler üzerinde bir etki göstermediği 

Stewart vd. (2011) tarafından ortaya konulmuştur.     

P. aeruginosa tarafından salgılanan quorum sensing molekülleri Legionella türleri 

üzerinde büyümeyi ve biyofilm oluşumunu baskılayıcı etki göstermektedir (Kimura 

vd., 2009). Ne var ki kompleks biyofilm yapısında (Declerck vd., 2007) ve konak 

amip hücrelerinin ortamda bulunduğu durumlarda (Declerck vd., 2005) P. 

aeruginosa ve L. pneumophila biyofilm yapısında beraber bulunabilmektedirler.    

Pseudomonas fluorescens, Klebsiella pneumoniae ve Flavobacterium sp. tarafından 

oluşturulmuş biyofilmlerde L. pneumophila’nın tutunarak hayatta kalabildiği 

gösterilmiştir (Stewart vd., 2012).   

2.5.1.5. Su akış hızı 

Yapay su sistemlerinde L. pneumophila’nın kolonizasyonunu kolaylaştıran 

etkenlerden birisi de sistemdeki durgunluktur (Ciesielski vd., 1984). Borulardaki ölü 

noktalar, kullanılmayan kısımlar veya uzun süre kullanılmayan bina tesisatı durgun 

su oluşumu için zemin hazırlar.  

Hareketli sıvı kültür biyofilmlerinde L. pneumophila hücrelerin gelişimi, statik sıvı 

kültürdekilere oranla daha az bulunmuştur (Konishi vd., 2011).  

Ne var ki Liu vd. (2006) yaptıkları çalışmada, bir su şebekesi modeli üzerinde 

türbulent akım, laminar akım ve durgun akıma sahip bölgeleri karşılaştırarak; en 

düşük Legionella konsantrasyonlarının durgun akımdaki biyofilmlerde, en yüksek 

konsantrasyonların ise türbulent akımdaki biyofilm örneklerinde olduğunu 

belirtmişlerdir. L. pneumophila’nın türbülent akımda direnç gösterebilmesinin 

sebebi, türbülanstan daha az etkilendiği sedimentte lokalize olması ile açıklanabilir 

(Stout vd., 1985; Storey vd., 2004a).        
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2.5.2. Biyofilm içinde beslenme ve gelişme 

 L. pneumophila farklı tür mikroorganizmalar tarafından oluşturulmuş biyofilmlere 

tutunabilmektedir. Bu tür biyofilmlerde L. pneumophila hücrelerinin konak protozoa 

varlığında çoğalabildikleri, tersine konak hücrelerin yokluğunda çoğalamadıkları 

farklı araştırmacılar tarafından ortaya konulmuştur (Murga vd., 2001; Kuiper vd., 

2004; Declerck vd., 2009). Bunun aksine Rogers ve Keevil (1992) konak 

protozoaların olmadığı multispecies biyofilm yapısında L. pneumophila hücrelerinin 

mikrokoloniler oluşturabildiklerini belirtmişlerdir.  

Mampel vd. (2006) BYE broth statik kültür ortamında L. pneumophila 

biyofilmlerindeki gelişimin, planktonik olarak gelişen hücrelerin biyofilm yüzeyinde 

birikmesine dayandığını göstermişlerdir. Planktonik hücreler uzaklaştırıldığında 

biyofilme tutunmuş hücreler kayda değer bir gelişim göstermemişlerdir.   

Diğer yandan, demir-sistein  supplementi (10-1BYE) ilave edilmiş biyofilm broth’da, 

L. pneumophila’nın plantonik olarak gelişememesine rağmen, biyofilm 

oluşturabildiği ve oluşan biyofilmlerin geliştiği ortaya konulmuştur (Pecastaings vd., 

2010).    

Konishi vd. (2011) hareketli sıvı ortamında oluşan L. pneumophila biyofilmlerinde, 

sıcaklık yükseldikçe mikrokoloni sayısının azaldığı, ancak koloni çaplarının arttığını 

tespit etmişlerdir. Sonuçların önceki bir çalışma (Konishi vd., 2006) ile kıyaslanması, 

bakteri hücre boylarının hareketli sıvı ortamda, agar plakları ve statik sıvı ortamına 

göre dikkate değer ölçüde küçük olduğu ve her 3 ortamda da sıcaklık artışı ile doğru 

orantılı arttığını açığa çıkarmıştır. Piao vd. (2006)’nin benzer sonuçlarına göre 

25°C’deki biyofilmler çubuk şekilli hücrelerden oluşurken, 37°C ve 42°C’de çok 

nukleuslu, septasız, misel benzeri hücre yapısı tespit edilmiştir. Aynı koşullardaki 

plantonik hücreler ise basil formunda olup bir değişim gözlenmemiştir. 

Çevresel ortamlardaki demir konsantrasyonları L. pneumophila çoğalması üzerine 

önemli etkilere sahiptir (Cianciotto, 2007). Örneğin besiyeri ortamındaki yüksek 

demir konsantrasyonları  L. pneumophila biyofilm oluşumunu ve gelişimini 

engelleyici etki göstermektedir (Hindre vd., 2008).  
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2.6. L.pneumophila Üzerine Antibakteriyel ve Antibiyofilm Etki Çalı şmaları 

Literatürde L.pneumophila üzerine yapılmış antibakteriyel etki çalışmalarının çoğu 

tedavide kullanılan antimikrobiyal ajanların denendiği çalışmalardır. L. pneumophila 

beta laktam grubu antibiyotiklere doğal olarak dirençlidir (Fu ve Neu, 1979). Bu 

nedenle Lejyoner hastalığı tedavisi kinolon ve makrolid grubu antibiyotikler üzerinde 

yoğunlaşmaktadır. 

ABT-773 ve azitromisin (Stout vd., 2005), kinolonlar ve rifampisin (Gomez-Lus vd., 

2001), antranilik asit (Sasaki vd., 2012), quinupristin/dalfopristin (Edelstein ve 

Edelstein, 2000), kinolonlar ve makrolidler (Pedro-Botet ve Yu, 2006), rifampisin ve 

siprofloksasin (Birteksöz vd., 2004), rifampisin ve makrolidler (Erdoğan vd., 2010) 

Legionella üzerinde etkinliği gösterilmiş antibiyotik gruplarına örnek olarak 

verilebilir.          

Antibiyotik ilaçlar dışında dezenfektanların Legionella üzerine etkinliklerini araştıran 

çalışmalarda mevcuttur. Bu çalışmalardan “2.3.2.2. Su sistemlerinden Legionella 

dezenfeksiyonu” bölümünde bahsedilmiştir. 

Doğal ürünlerin Legionella üzerinde antibakteriyel etkilerinin denendiği çalışmalar 

ise sınırlı sayıdadır. Chang vd. (2008b) Cinnamomum osmophloeum (Yalancı tarçın) 

ve Cryptomeria japonica (Japonya’ya endemik bir selvi türü) esansiyel yağlarının 

etkilerini denedikleri çalışmalarında C.osmophloeum yapraklarında bulunan 

sinamaldehidin anti L. pneumophila aktiviteye sahip olduğunu göstermişlerdir. 

Cinnamon yağının biyoaktivitesi, pH 8-10 arasında daha etkili bulunmuştur (Chang 

vd., 2008a). 

Japonya’ya özgü bir selvi türü olan Chamaecyparis obtusa uçucu yağının, Legionella 

anisa’nın plakta gelişimini inhibe ettiği Hong vd. (2004) tarafından gösterilmiştir.  

Avustralya çay ağacı yağının (Melaleuca alternifolia), bakterinin izolasyon yeri ve 

serogrubuna bağlı olarak değişmekle birlikte, L. pneumophila üzerine antibakteriyel 

etki gösterdiği rapor edilmiştir (Mondello vd., 2009).  

Deniz kabuklularından elde edilen bir ticari ürün olan chitosan solusyonunun 

L. pneumophila ve E.coli üzerinde bakterisidal aktivitesi Fujimoto vd. (2006) 

tarafından gösterilmiştir.  Suarez vd. (2003) ise, geleneksel olarak içme suyu 
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temizliğinde kullanılan Moringa oleifera (Tropik bir ağaç türü) tohumlarının, 

Stafilokoklar, Streptekoklar ve Legionella gibi suda bulunan pek çok patojen 

üzerinde bakterisidal etkileri olduğunu ortaya koymuşlardır. 

Koruyucu bir gıda katkısı olarak kullanılan greyfurt tohum ekstratı ticari 

preparatının, banyo küvetlerinden izole edilmiş L. pneumophila izolatları üzerinde 

denemeleri, bu preparatın başarılı bir doğal bakterisid olduğunu ortaya koymuştur 

(Furuhata vd., 2003).      

Furuhata vd., (2000) Japonya’da kullanılan 28 çeşit kurutulmuş bitkinin 

L. pneumophila üzerine antibakteriyel özelliklerini disk difüzyon metodu ile 

araştırmışlar ve 22 tanesinde inhibisyon zonu tespit etmişlerdir. Çalışmada 28 adet 

farklı L. pneumophila suşu kullanılmış olup; ahududu, adaçayı, melisa ve nane tüm 

şuşlarda, kekik 27, geyikotu 26, yaban gülü 23, frenk maydanozu ve okaliptus 20, 

tarhun otu 17, hibiscus ve japon nanesi 15 suş üzerinde anti-legionella etkiye sahip 

olduğu gösterilmiştir. Geyik otu (Satureja spp, ing.Savory) ve hibiscusun 16 kat 

dilusyonda bile aynı etkiyi göstermeye devam ettikleri rapor edilmiştir. Fakat elde 

edilen zon çapları, MİK veya MBK değerleri belirtilmemiştir.  

Çeşitli doğal parfüm bileşenleri anti-Legionella etkileri bakımından incelenmiş olup, 

meşe yosunu ve huş ağacı katran yağının en düşük MİK değerlerine sahip oldukları 

tespit edilmiştir (Shimizu vd., 2009). Meşe yosunu, Evernia prunastri (ing. oakmoss) 

parfümeride hammadde olarak kullanılan bir liken türüdür. Meşe yosunundan izole 

edilen maddelerin Legionella türleri üzerine antibakteriyel (Nomura vd., 2012) ve 

biyofilm giderici (Nomura vd., 2013) etkileri olduğu gösterilmiştir. 
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3. MALZEME VE YÖNTEM 

3.1 Kullanılan Mikroorganizmalar 

3.1.1. L. pneumophila suşları 

Çalışmada 11 adet L. pneumophila suşu kullanılmıştır (Çizelge 3.1.). Suşlar Muğla 

Halk Sağlığı Laboratuvarı Kültür Kolleksiyonundan alınmış olup, Seyahat İlişkili 

Lejyoner Hastalığı Kontrol Programı (Anonim, 2001) çerçevesinde analizi yapılan 

Muğla yöresine ait su numunelerinden izole edilmişlerdir. Su numuneleri Muğla 

ilindeki bazı bina ve tesislerin sıcak veya soğuk su sistemlerindeki musluklardan 

alınmıştır. Şuşların serogrupları lateks aglütinasyon kiti (Oxoid) ile belirlenmiştir.   

Çizelge 3.1. Çalışmada kullanılan L.pneumophila suşları 

Suş 
No 

MHSL Stok No Tür-Serogrup 
İzole 
Edildiği İlçe  

İzole Edildiği 
Sıcaklık 

L1 MHSL 2013-159 L. pneumophila SG 2-14 Fethiye 23.8°C 

L2 MHSL 2013-162 L. pneumophila SG 1 Fethiye 26.0°C 

L3 MHSL 2013-170 L. pneumophila SG 2-14 Bodrum 52.0°C 

L4 MHSL 2013-181 L. pneumophila SG 2-14 Bodrum 48.5°C 

L5 MHSL 2013-239 L. pneumophila SG 1 Fethiye 52.3°C 

L6 MHSL 2013-241 L. pneumophila SG 1 Fethiye 53.0°C 

L7 MHSL 2013-248 L. pneumophila SG 2-14 Bodrum 62.0°C 

L8 MHSL 2013-272 L. pneumophila SG 2-14 Milas 24.6°C 

L9 MHSL 2013-384 L. pneumophila SG 2-14 Menteşe 59.0°C 

L10 MHSL 2013-393 L. pneumophila SG 1 Menteşe 26.2°C 

L11 MHSL 2013-414 L. pneumophila SG 2-14 Fethiye 49.6°C 

 



 29   
 

Tüm suşlar -20°C’de, cryovial içerisinde saklanmaktadır. Çalışmada suşlar her test 

için dondurulmuş stoktan BCYE agara ekim yapılarak, 37°C’de 3-4 gün inkübasyon 

sonrası çoğaltılmıştır. 

3.1.2 Diğer mikroorganizmalar 

Çizelge 3.2. Çalışmada kullanılan L.pneumophila harici bakteri suşları 

Suş No Tür-Serogrup Kaynak 

MHSL02 Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 

MHSL10 Enterococcus faecalis ATCC 19433 

MHSL11 Enterobacter aerogenes RSKK  

MHSL20 Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 

MU171 Pseudomonas putida MUKK 

MU87 Pseudomonas flourescens MUKK 

 

Tüm suşlar -20°C’de, cryovial içerisinde saklanmıştır. Suşlar dondurulmuş stoktan 

Triptik Soy Agara (TSA) ekim yapılarak, 37°C’de 1 gün inkübasyon sonrası 

aktifleştirilmi ştir. 

3.2 Bitkisel Yağlar, Besiyerleri ve Çözeltiler 

3.2.1 Bitkisel yağlar 

Çalışmada kullanılan bitkisel yağlar ticari olarak temin edilmiştir (Çizelge 3.2.). 

Türkiye’de üretilmiş, herhangi bir katkı maddesi içermeyen saf yağlar tercih 

edilmiştir. 
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Çizelge 3. 3. Çalışmada kullanılan bitkisel yağlar 

3.2.2. Besiyerleri 

Buffered Charcoal Yeast Extract Agar (BCYE) (Oxoid) 

Maya ekstraktı 10 g/L 
Aktif kömür 2 g/L 
Agar 13 g/L 
 
Legionella BCYE Growth Supplement (Oxoid) 
ACES Buffer /potasyum hidroksit 5 g/500 ml 
Ferrik pirofosfat 0.125 g/500 ml 
L-sistein HCl 0.20 g/500 ml 
α-ketoglutarat 0.50 g/500 ml 
  

Toz besiyeri 900 ml distile suda çözüldükten sonra, 121°C’de 15 dk otoklavlanarak 

steril edilmiştir. 2 adet Growth Supplement 50’şer ml steril distile su ile çözülerek, 

sterilizasyondan sonra besiyerine ilave edilmiştir. Ardından steril potasyum hidroksit 

(KOH) ile pH 6.90 – 6.97 aralığına ayarlanmıştır.  

Bu besiyeri L.pneumophila suşlarının stoktan canlandırılmasında, çoğaltılmasında ve 

MBK tespiti için kullanılmıştır.  

 

 

Yağın Adı İçeriği Markası 
Üretim 
Tarihi 

Ambalajı 

Adaçayı Yağı 
Salvia yaprak yağı 
%100 

Biotama 08.2013 20 ml 

Defne Yağı 
Laurus nobilis yaprak 
yağı %100 

Biotama 03.2013 20 ml 

Kekik Yağı 
Thymus vulgaris yağı 
%100 

Biotama 05.2013 20 ml 

Limon Yağı 
Citrus Limon yağı 
%100 

Biotama 09.2013 20 ml 

Nane Yağı 
Mentha piperita yağı 
%100 

Mecitefendi 01.2013 20 ml 
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Buffered Yeast Extract Broth (BYE) 

Maya ekstraktı (MERCK) 10 g/L 
 
Legionella BCYE Growth Supplement (Oxoid) (BCYE ile aynı) 

Maya ektraktı 900 ml suda eritilerek, ardından 50’şer ml steril distile su ile çözülmüş 

2 adet growth supplement ilave edilmiştir. KOH ile pH 6.90 – 6.97 arasına 

ayarlanmıştır. Hazırlanan besiyeri 0.20 nm por çaplı filtreden (Sartourius) geçirilerek 

steril edilmiştir.  

Bu besiyeri L.pneumophila suşlarının biyofilm oluşturma denemelerinde ve MİK 

değerlerinin tespitinde kullanılmıştır. 

Triptik Soy Agar  (TSA) (Oxoid) 

Pancreatic digest of casein 15.0 g/L 
Enzymatic digest of soya bean 5.0 g/L 
NaCl 5.0 g/L 
Agar 15.0 g/L 

Besiyeri hazırlanarak pH 7.3 ± 0.2 ayarlanmıştır. Otoklavda 121 °C’de 15 dk steril 

edilmiştir. Bu besiyeri L. pneumophila harici bakterilerin stoktan alınarak 

çoğaltılmasında kullanılmıştır.   

Triptik Soy Broth  (TSB) 

Pepton from casein 20.0 g/L 
Glukoz 2.50 g/L 
NaCl 5.0 g/L 
K2HPO4 2.5 g/L 

Besiyeri hazırlanarak pH 7.3 ± 0.2 ayarlanmıştır. Hazırlanan besiyeri 0.20 nm por 

çaplı filtreden (Sartourius) geçirilerek steril edilmiştir. Bu besiyeri L. pneumophila   

ve diğer bakterilerin biyofilm oluşturma özelliklerinin denenmesinde sıvı ortam 

olarak kullanılmıştır. 

Kristal Viyole % 0.3  

Toz Kristal viyole  (MERCK) 3 g 
Distile su 1000 ml 

% 0.3 Kristal Viyole boya çözeltisi, cam tüplere tutunmuş bakteriyel biyofilmlerin 

boyanmasında kullanılmıştır.  
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Şekil 3.1. L. pneumophila kolonilerinin BCYE besiyerinde a) çıplak gözle ve  

b) koloni mikroskobi ile görünümü. 

a

b
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3.2.3. Steril musluk suyu 

Çalışmada, biyofilm oluşumu için ortam olarak kullanılan steril musluk suyu 

laboratuvarın şebeke sisteminden alınmıştır. Su, Sodyum Tiyosülfat (Na.ThioSO4) 

içeren şişelere alınmış ve klor içermediğinden emin olmak için ölçüm yapılmıştır. 

0.20 nm por çaplı filtreden geçirilerek steril edilmiştir. Suyun fiziko kimyasal 

özellikleri Muğla Halk Sağlığı Laboratuvarı Kimyasal Analizler Biriminde analiz 

edilerek aşağıdaki değerler bulunmuştur (Çizelge 3.4.). 

Çizelge 3.4. Çalışmada kullanılan musluk suyunun fiziko-kimyasal özellikleri 

pH: 7.55 İletkenlik: 623 µs/cm  

Fe: 22.8 µg/L Al: 8.33 µg/L Cu: TE Hg: TE 

Cr: 2.96 µg/L Zn: 1.22 mg/L Pb: 0.002 mg/L As: 0.4 µg/L 

Na: 8.86 mg/L K: 0.96 mg/L Ca: 93.43 mg/L Mg: 16.55 mg/L 

TE: Tespit edilemedi. 

3.3. Yöntemler 

L. pneumophila’nın biyogüvenlik düzeyi 2 (BG2)’dir. Bu nedenle L. pneumophila 

kullanıldığı tüm mikrobiyolojik ekim ve boyama çalışmaları BG2 düzeyi 

biyogüvenlik kabininde gerçekleştirilmi ştir.   

 

Şekil 3.2. Biyogüvenlik kabininde preparatların boyanması işlemi 
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3.3.1 Biyofilm oluşumu denemeleri 

Bakterilerin farklı ortam ve koşullarda biyofilm oluşturma kapasitelerinin tespiti için 

kristal viyole metodu (Christensen vd., 1985) kullanılmıştır. Metod, Mampel vd. 

(2006), Merritt vd. (2011) ve O’Toole (2011) tarafından kullanılan yöntemlerden 

yararlanılarak modifiye edilmiş ve 100x16 mm cam tüplerde biyofilm oluşumu 

gözlenmiştir.  

L.pneumophila suşları BCYE agarda 3 gün inkübasyonu takiben, besiyerinden öze 

ile toplanarak BYE broth veya steril musluk suyunda süspansiyon hazırlanmıştır. 

Diğer bakteri suşları ise TSA agarda 37°C’de bir gün inkübasyonu takiben, TSB 

Broth ile süspansiyon hazırlanmıştır. Spektrofotometri (Hach DR 6000) ile 

süspansiyonlar OD 0.2 (600nm) olacak şekilde ayarlanmıştır.  

3.3.1.1. Tek tür (Monospecies) biyofilm oluşumu 

Steril cam tüplere, yukarıda hazırlanışı anlatılan bakteri süspansiyonlarından 2’şer ml 

konularak 37°C’de, L. pneumophila 3 gün, diğer bakteri şuşları 1 gün inkübasyona 

bırakılmıştır.  

Her numune 3’er tekrar çalışılmıştır. Negatif kontrol olarak 3 adet 2’şer ml steril 

BYE ve/veya TSB içeren tüpler kullanılmıştır. 

3.3.1.2. Biyofilm boyanması ve absorbans ölçümü 

İnkübasyon sonunda tüpteki besiyeri ve planktonik hücreler steril pipetle nazikçe 

uzaklaştırılmıştır. Tutunmuş hücrelerin daha iyi tespiti için tüpler 80°C’de 10 dk 

bekletilmiştir. Her tüpe 2 ml % 0.3 Kristal viyole eklenerek, oda sıcaklığında 15 dk 

boyanmaya bırakılmıştır. Boyamanın ardından her tüp steril distile su ile 3’er kez 

yıkanmış ve kurutma kağıdı üzerinde ters çevrilerek oda sıcaklığında yaklaşık 3-4 s. 

kurumaya bırakılmıştır. Biyofilme tutunmuş kristal viyolenin çözünmesi amacıyla 

tüplere 2’er ml % 96 etanol ilave edilerek, oda sıcaklığında 15 dk inkübe edilmiştir. 

Boya içeren etanol numuneleri, 12x92 mm’lik PS tüplere alınarak 

Spektrofotometrede (Hach DR 6000) 570 nm’de OD ölçümü yapılmıştır.  
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Şekil 3.3. Spektrofotometre ile OD ölçümü 

3.3.1.3. L. pneumophila’nın farklı tür bakteriler ile birlikte biyofilm oluşturmasının 

tespit edilmesi 

Yukarıda anlatıldığı şekilde 0.2 OD olarak TSB besiyerinde hazırlanan bakteri 

süspansiyonlarından, her tüpe 1 ml L. pneumophila, 1 ml diğer bakteri 

süspansiyonlarından olacak şekilde toplam 2’şer ml dağıtılmıştır. Çalışmada 6 farklı 

bakteri suşu ve 4 L.pneumophila suşu kullanılmıştır.  

Her numune 3’er tekrar çalışılmıştır. Negatif kontrol olarak 3 adet 2’şer ml steril 

TSB içeren tüp, ayrıca çalışmadaki her suş ayrı ayrı (3 tüp x 2 ml) kontrol olarak 

kullanılmıştır.   

Tüm tüpler 37°C’de 3 gün inkübe edilmiştir. Biyofilm boyanması ve OD ölçümü 

3.3.1.2. bölümünde anlatıldığı şekilde gerçekleştirilmi ştir.  

3.3.1.4. L. pneumophila’nın farklı bakteri türleri tarafından oluşturulmuş biyofilm 

varlığında biyofilm oluşturmasının tespit edilmesi  

Önceden anlatıldığı şekilde TSB besiyerinde hazırlanmış L. pneumophila harici 

bakteri süspansiyonlarından, her suş için 24 adet cam tüpe 2’şer ml paylaştırılarak, 

37°C’de 24 s. inkübasyon ile biyofilm oluşumu sağlanmıştır. Kontrol olarak steril 

TSB içeren 18 adet tüp kullanılmıştır. 
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İnkübasyon sonunda, her suş için hazırlanan 24 tüpten, 3 tanesi 24 saatlik biyofilmin 

ölçümü için kullanılmıştır. Kalan 21 tüpteki plantonik hücreler ve sıvı ortam 

alınarak, 3 tanesine aynı suşa ait süspansiyon, 3 tanesine steril TSB besiyeri ve 

diğerlerine 2’şer ml L. pneumophila süspansiyonu ilave edilmiştir.  

Kontrol olarak sadece steril TSB içeren tüplerdeki besiyerleri ve sıvı ortam alınarak, 

3 tanesine tekrar steril TSB, diğerlerine L. pneumophila süspansiyonlarından 2’şer 

ml ilave edilmiştir.  Tüm tüpler 37°C’de 3 gün inkübasyona bırakılmıştır.  

İnkübasyon sonunda L. pneumophila’nın ortamda diğer türlere ait biyofilmler 

mevcutken, bu biyofilmlere tutunarak oluşturduğu biyofilmlerin boyanması ve 

ölçümü bölüm 3.3.1.2’de anlatıldığı şekilde yapılmıştır.  

3.3.1.5. Ölü bakteri hücrelerinin varlığında (nekrotrofik) biyofilm oluşumu 

TSA agarda çoğaltılan L. pneumophila harici bakteri suşlarından, steril musluk 

suyunda 600 nm’de OD 0.2 olacak şekilde süspansiyon hazırlanmıştır. 

Süspansiyonlar 70°C’de 45 dk bekletilerek, bakteri hücreleri öldürülmüştür. Ölü 

bakteri hücresi süspansiyonlarından 0.1’er ml TSA agara inoküle edilerek canlı hücre 

kalıp kalmadığı kontrol edilmiştir.  

Kullanılacak L. pneumophila suşları, BCYE agarda çoğaltmayı takiben, steril musluk 

suyunda 600 nm’de OD 0.2 olacak şekilde süspansiyon hazırlanmıştır. Cam deney 

tüplerine 1 ml L. pneumophila ve 1 ml ölü bakteri hücresi süspansiyonu olacak 

şekilde dağıtılarak 37°C’de 3 gün inkübasyona bırakılmıştır. Negatif kontrol olarak 

sadece ölü bakteri hücresi süspansiyonu içeren tüpler kullanılmıştır. Ayrıca 

karşılaştırma amacıyla, BYE+L. pneumophila ve Steril musluk suyu+L. pneumophila 

tüpleri ve bunların negatif kontrolü için, steril BYE ve musluk suyu içeren tüplerde 

biyofilm denemeleri eş zamanlı olarak gerçekleştirilmi ştir.   

3.3.1.6. Biyofilm ölçümünün değerlendirilmesi 

Biyofilm oluşumunun değerlendirilmesinde Stepanovic vd. (2000)’nin metodu 

kullanılmıştır. Buna göre her denemede steril besiyeri içeren negatif kontrol 

numunelerinin absorbans ölçüm sonuçlarının ortalaması bulunmuştur. Negatif 

kontrol ortalamasına +3 SD ilavesi ile cut-off değeri bulunmuştur. Numunelerin 
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ortalama OD değerleri, cut-off değerine bölünmüştür. Çıkan sonuçlara göre 

değerlendirme şu şekilde yapılmıştır:  

(Numune OD / Cut-off) ≤ 0.99 = Biyofilm oluşumu yok (-) 

1 ≤ (Numune OD / Cut-off) ≤ 1.99 = Zayıf Biyofilm oluşumu (+) 

2 ≤ (Numune OD / Cut-off) ≤ 3.99 = Orta Biyofilm oluşumu (++) 

(Numune OD / Cut-off) ≥ 4 = Kuvvetli Biyofilm oluşumu (+++)  

Biyofilm denemelerinde negatif kontrol grubu ile test grubu arasındaki farklılıkların 

istatiksel analizi amacıyla MS Excel programında T.Test fonksiyonu ile P değerleri 

hesaplanmıştır.   

3.3.2. Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MİK) tespiti 

MİK ve MBK değerlerinin belirlenmesi çalışmaları, EUCAST (Anonim, 2003) ve  

CLSI (Anonim, 2012b) prosedürleri temel alınarak gerçekleştirilmi ştir. 

L. pneumophila suşlarının 2x106 bakteri/ml olacak şekilde BYE broth’ta 

süspansiyonu hazırlanmıştır. Denemede kullanılacak bitkisel yağlar DMSO ile 1:5 

oranında çözülerek, steril BYE ilavesi ile istenen konsantrasyona ayarlanmıştır. 

16x100 mm’lik cam tüplere 1’er ml BYE+Bitkisel yağ+DMSO çözeltisi, 1’er ml 

L. pneumophila süspansiyonu ilave edilmiştir. Tüplerdeki son bakteri 

konsantrasyonu 1 x 106/ml olmuştur. Pozitif kontrol olarak sadece L.pneumophila 

süspansiyonu içeren tüpler, negatif kontrol olarak ise sadece bitkisel yağ+BYE ve 

steril BYE içeren tüpler kullanılmıştır. Her numune 3 tekrar hazırlanmıştır.  

Tüm tüpler  37°C’de 4 gün inkübasyonu takiben gözle ve OD ölçümü ile bulanıklık 

tespiti yapılarak, üremenin olmadığı en düşük yağ konsantrasyonu MİK olarak tespit 

edilmiştir.  

Pozitif kontrol olarak Eritromisin antibiyotiği kullanılmış ve L. pneumophila suşları 

için MİK değerleri agar difüzyon metodu (Anonim, 2000) ile tespit edilmiştir    
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3.3.3. Minimum bakterisidal konsantrasyon (MBK) tespiti 

MİK tespiti çalışmasında üreme olmayan tüplerden 0.1’er ml alınarak BCYE agar 

besiyerine ekim yapılmıştır. 37°C’de 3 gün inkübasyon sonucunda üremenin 

görülmediği konsantrasyon MBK olarak belirlenmiştir. Tüm ekimler 3’er tekrar 

olarak gerçekleştirilmi ştir.  

3.3.4 Antibiyofilm yöntemleri 

3.3.4.1 Biyofilm oluşumunu engelleyici etki  

Çalışmada kullanılan bitkisel yağların biyofilm oluşumunu engelleyici etkilerinin 

ortaya konulması amacıyla Nomura vd. (2013) kullandığı metod modifiye edilerek 

kullanılmıştır.  

L. pneumophila suşları BCYE agarda 37°C’de 3 gün inkübasyonu takiben, BYE 

broth ile 600 nm’de OD 0.2 olacak şekilde süspansiyon hazırlanmıştır. Denemeye 

alınan bitkisel yağlar DMSO ile 1:5 oranında çözüldükten sonra, çalışma 

konsantrasyonları BYE kullanılarak elde edilmiştir. 16 x 100 mm’lik cam tüplere 

1 ml L. pneumophila süspansiyonu ve 1 ml bitkisel yağ+DMSO+BYE karışımı, son 

konsantrasyonları MİK/2, MİK/4, MİK/8 ve MİK/16 olacak şekilde ilave edilmiştir. 

Pozitif kontrol olarak 1 ml BYE + 1 ml L. pneumophila süspansiyonu içeren tüpler, 

negatif kontrol olarak bakteri içermeyen, bitkisel yağ+DMSO+BYE içeren tüpler 

kullanılmıştır.  

Tüm tüpler 37°C’de 3 gün inkübasyonu takiben, 3.3.1.2.’de anlatıldığı şekilde, 

boyama, tespit, kurutma, etanolde çözünme ve 570 nm’de OD ölçüm işlemlerine tabi 

tutulmuştur.  

Biyofilm oluşumu (%) ve biyofilm inhibisyonu (%) oranları aşağıdaki formüllerle 

hesaplanmıştır:  

Biyofilm oluşumu (%) =
ODÖrnek�ODNegatif Kontrol

ODPozitif Kontrol�ODNegatif Kontrol
×100  (3.1) 

Biyofilm inhibisyonu (%) =
�ODPoz Kont�ODNeg Kont���ODÖrnek�ODNeg Kont�

ODPozitif Kontrol�ODNegatif Kontrol
	×100  (3.2) 
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3.3.4.2. Önceden oluşmuş biyofilmi giderici etki 

Bitkisel yağların önceden oluşmuş biyofilm üzerine etkileri Sandasi vd. (2010) ve 

Murugan vd. (2011) tarafından kullanılan metotların modifiye edilmesi sonucunda 

elde edilen metotla tespit edilmiştir.    

L. pneumophila suşları BCYE agarda 37°C’de 3 gün inkübasyonu takiben, BYE 

broth ile 600 nm’de OD 0.2 olacak şekilde süspansiyon hazırlanmıştır. Hazırlanan 

süspansiyon deney tüplerine 2 ml paylaştırılmıştır. Negatif kontrol olarak 2 ml steril 

BYE içeren tüpler kullanılmıştır.  3. gün tüplere, 0.1 ml BYE+DMSO+bitkisel yağ 

süspansiyonu ilave edilerek, tüplerdeki bitkisel yağ konsantrasyonları MİK, MİK/2, 

MİK/4 ve MİK/8 olacak şekilde ayarlanmıştır. Pozitif kontrol tüplerine sadece BYE, 

negatif kontrol tüplerine ise DMSO+Bitkisel yağ ilave edilmiştir. Bitkisel yağ 

ilavesinden sonra 24 s. 37°C’de inkübasyona devam edilmiştir.      

İnkübasyon süresi sonunda tüm tüpler, 3.3.1.2.’de anlatıldığı şekilde, boyama, tespit, 

kurutma, etanolde çözünme ve 570 nm’de OD ölçüm işlemlerine tabi tutulmuştur. 

Önceden oluşmuş biyofilmi inhibisyon etkisi aşağıdaki formül ile hesaplanmıştır: 

Biyofilm inhibisyonu (%) =
�ODPoz Kont�ODNeg Kont�-�ODÖrnek-ODNeg Kont�

ODPozitif Kontrol-ODNegatif Kontrol
	× 100  (3.3) 
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4. SONUÇLAR 

4.1. L. pneumophila Suşlarının Biyofilm Olu şturma Özellikleri 

4.1.1. Steril musluk suyu ve BYE besiyerinde biyofilm oluşumu 

Muğla ilindeki bazı binaların su sistemlerinden izole edilmiş 11 adet L. pneumophila 

suşunun 37°C’de 72 saatte biyofilm oluşturma kapasiteleri, filtrasyon ile steril 

edilmiş musluk suyu ve BYE sıvı besiyeri ortamında olmak üzere Çizelge 4.1.’de 

verilmiştir.  Steril musluk suyunda en fazla biyofilm oluşturan suşlar sırasıyla L7, L8 

ve L11 olarak tespit edilmiştir. L1 suşunda negatif kontrol değerlerine kıyasla 

biyofilm oluşumu tespit edilmezken, diğer tüm suşlarda zayıf (+) biyofilm oluşumu 

gözlenmiştir. BYE sıvı besiyerinde ise suşlardan 5 tanesinin zayıf (+), 6 tanesinin 

orta (++) seviye biyofilm oluşturabildiği bulunmuştur. OD değerleri 0.840 ile 1.354; 

OD/Cut off değerleri 1.72 ile 2.77 arasında değişmektedir. BYE besiyerinde en fazla 

biyofilm oluşturan suşlar ise sırasıyla L8, L10 ve L7 olarak tespit edilmiştir.  

Çizelge 4.1. L. pneumophila suşlarının 37°C’de 72s inkübasyon sonucunda biyofilm oluşturma 

kapasiteleri 

Suşlar 
Steril Musluk Suyu BYE Broth 

OD570nm OD/Cut off Değ. OD570nm OD/Cut off Değ. 

L1 0.404±0.040 0.96 - 0.840±0.097 1.72 + 
L2 0.534±0.062 1.26 + 0.905±0.058 1.85 + 
L3 0.532±0.027 1.26 + 1.072±0.037 2.19 ++ 
L4 0.565±0.065 1.34 + 1.095±0.064 2.24 ++ 
L5 0.557±0.089 1.32 + 1.053±0.049 2.15 ++ 
L6 0.485±0.083 1.15 + 0.971±0.037 1.98 + 
L7 0.614±0.057 1.45 + 1.106±0.043 2.26 ++ 
L8 0.611±0.038 1.44 + 1.354±0.074 2.77 ++ 
L9 0.537±0.088 1.27 + 0.951±0.057 1.94 + 
L10 0.575±.0.025 1.36 + 1.270±0.077 2.60 ++ 
L11 0.596±0.026 1.41 + 0.920±0.042 1.88 + 
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Şekil 4.1. L. pneumophila suşlarının 37°C’de 72s inkübasyon sonucunda biyofilm oluşturma 

kapasiteleri  

Suşların çoğu için BYE besiyerindeki biyofilm oluşturma değerlerinin, steril musluk 

suyundaki değerlerin 2 katına yaklaştığı Şekil 4.1.’deki grafikte daha iyi 

anlaşılmaktadır.  

Sonuçlara göre en iyi biyofilm oluşturma oranına sahip 6 suş sırasıyla L8, L10, L7, 

L4, L3 ve L5 olarak belirlenmiştir ve bu suşlar daha sonraki biyofilm oluşumu ve 

antibiyofilm denemelerinde kullanılmak üzere seçilmişlerdir.  

 

Şekil 4.2. Cam tüplerde, kristal viyole ile boyanmış L. pneumophila biyofilmleri (BYE) 
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4.1.2. L. pneumophila’nın  ölü bakteri hücresi içeren ortamlarda biyofilm 

oluşturma kapasitesi 

L.pneumophila suşlarının, besiyeri ortamı olarak ölü bakteri hücreleri ilave edilmiş 

steril musluk suyundaki biyofilm oluşturma kapasiteleri Çizelge 4.2.’de 

görülmektedir.  

Çizelge 4.2. L. pneumophila suşlarının ölü bakteri hücreleri içeren ortamda biyofi lm oluşturma 

kapasiteleri 

Suşlar L3 L4 L5 L7 L8 L10 

 E.faecalis ölü hücreleri 109 ml-1 

OD570nm 0.664±0.07 0.597±0.08 0.765±0.08 0.799±0.04 0.634±0.09 0.783±0.02 

OD/Cut off 1.23 1.11 1.42 1.48* 1.17 1.45** 

Değ. + + + + + + 

 E.aerogenes ölü hücreleri 109 ml-1 

OD570nm 0.561±0.05 0.542±0.09 0.532±0.03 0.657±0.09 0.833±0.07 0.556±0.04 

OD/Cut off 1.37 1.32 1.29 1.60 2.03** 1.35 

Değ. + + + + ++ + 

 K.pneumoniae ölü hücreleri 109 ml-1 

OD570nm 0.589±0.06 0.586±0.05 0.643±0.06 0.663±0.05 0.725±0.07 0.718±0.06 

OD/Cut off 1.30 1.30 1.42 1.47 1.60 1.59* 

Değ. + + + + + + 

 P.putida ölü hücreleri 109 ml-1 

OD570nm 0.519±0.02 0.585±0.02 0.796±0.06 0.851±0.09 0.620±0.02 0.777±0.10 

OD/Cut off 0.99 1.12 1.53* 1.63* 1.19 1.49* 

Değ. - + + + + + 

 P.fluorescens ölü hücreleri 109 ml-1 

OD570nm 0.601±0.08 0.657±0.05 0.776±0.06 0.683±0.07 0.791±0.03 0.765±0.10 

OD/Cut off 1.10 1.20 1.42* 1.25 1.45** 1.40* 

Değ. + + + + + + 

* P < 0.05;    **  P <0.01      
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Negatif kontrol değerine kıyasla biyofilm oluşumu görülmeyen (-) tek sonuç, L3 

suşunun P.putida ölü hücreleri içeren ortamdaki denemesidir. L8 suşu, E. aerogenes 

ölü hücre ortamında orta seviye biyofilm (++) oluşturmuştur. Diğer tüm deneme 

ortamlarında zayıf (+) biyofilm oluşumu gözlenmiştir. 

Ölü bakteri hücresi ortamlarındaki biyofilm değerlerinden L3 ve L5 suşları için 2, L8 

suşu için 3, L7 ve L10 suşları için 4 tanesinin steril musluk suyundaki değerlerinden 

yüksek olduğu tespit edilmiştir. Sonuçların steril musluk suyu değerlerine göre 

istatiksel olarak farklılıkları “P” değeri olarak hesaplanmış ve çizelgede belirtilmiştir.  

 

Şekil 4.3. L. pneumophila suşlarına ait nekrotrofik ortamdaki biyofilmlerin, ste ril musluk suyu 

ve BYE’de oluşan biyofilmler ile kıyaslanması 

L. pneumophila suşlarının nekrotrofik ortamda biyofilm oluşumu kapasitelerine göre 

sıralaması büyükten küçüğe doğru L7, L8, L10, L5, L4 ve L3 şeklindedir. Şekil 

4.3.’de görüldüğü gibi nekrotrofik ortamda oluşan ortalama biyofilm miktarları, steril 

musluk suyundan bir miktar fazla olmakla birlikte, BYE’de oluşan biyofilmlere ait 

değerlerin epey altındadır.  

Çalışmada kullanılan ölü bakteri hücresi ortamlarındaki ortalama OD değerlerinin, 

steril musluk suyu ve BYE’de oluşan biyofilmlere ait değerlerle karşılaştırılması 

Şekil 4.4.’teki grafikte görülmektedir. Tüm L.pneumophila suşlarının ortalama 
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değerlerinin, negatif kontroller (cut/off) ile kıyaslanmasına göre, en fazla biyofilm 

oluşumu E.aerogenes ölü hücrelerini içeren ortamda gözlenmiştir. E.faecalis ve 

P.putida ölü hücre ortamlarındaki biyofilm miktarları ise steril musluk 

suyundakinden daha düşük bulunmuştur. 

 

Şekil 4.4. Nekrotrofik ortamların biyofilm olu şumu yönünden steril musluk suyu ve BYE ile 

kıyaslanması. 

4.1.3. L. pneumophila’nın diğer bakteri türleri ile birlikte biyofilm olu şturması 

4.1.3.1. Farklı bakteri türlerine ait planktonik hücreler varlığında biyofilm oluşumu 

Dört L.pneumophila suşu ile altı farklı bakteri suşunun TSB ortamında 37°C’de, 72 

saat inkübasyonda biyofilm oluşturma özellikleri incelenmiştir. Oluşan çoklu 

biyofilmlerin tek türe ait biyofilmlerle karşılaştırılması Şekil 4.5.’te görülmektedir. 

L.pneumophila suşlarının P.aeruginosa ile birlikte oluşturduğu biyofilm miktarının, 

tek türe ait biyofilmlerden daha az olduğu, diğer biyofilmlerin ise, tek türe ait 

olanlardan fazla olduğu tespit edilmiştir. L.pneumophila’nın, P.fluorescens ve 

E.faecalis ile birlikte oluşturduğu biyofilmler negatif kontrol değerlerine kıyasla orta 

seviye (++) olarak hesaplanmıştır. Diğer türlerle birlikte oluşturduğu biyofilmlerin 

değerlendirilmesi ise zayıf (+) aralıkta bulunmuştur.      
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Şekil 4.5. L. pneumophila suşları ile diğer bakteri suşlarının birlikte olu şturdukları 72 saatlik 

biyofilmlerin, tek türe ait biyofilmlerle kıyaslanm ası. (*P<0.05; **P<0.01) 

Tez çalışmasında kullanılan tüm bakteri suşlarının TSB broth besiyerindeki 24 ve 

72s inkübasyon sonunda oluşturdukları biyofilm miktarları Çizelge 4.3.’te 

verilmiştir. 24s inkübasyon sonunda  E.aerogenes ve P.aeruginosa  çok iyi (+++) 

biyofilm üretimi gösterirken, E.faecalis ve K.pneumoniae (++) orta, P.fluorescens ve 

P.putida (+) zayıf biyofilm oluşturmuştur. 72s inkübasyon sonunda tüm suşlarda 

zayıf (+) biyofilm oluşumu tespit edilmiştir.  L.pneumophila’ya ait sonuçlar 4 suşun 

(L4, L7, L8, L10) ortalaması alınarak bulunmuştur ve 24s inkübasyon sonunda 

biyofilm oluşumu tespit edilememiştir. 

Çizelge 4.3. Çalışmada kullanılan türlerinin TSB sıvı ortamında biyofilm oluşturma kapasiteleri  

Suşlar 
24 h 72 h 

OD570nm OD/Cut off Değ. OD570nm OD/Cut off Değ. 

E.aerogenes 2.174±0.081 6.22 +++ 0.689±0.044 1.27 + 

P.aeruginosa 2.062±0.144 5.90 +++ 0.854±0.049 1.57 + 

E.faecalis 0.998±0.066 2.86 ++ 0.786±0.085 1.45 + 

K.pneumoniae 0.930±0.064 2.66 ++ 0.789±0.072 1.45 + 

P.fluorescens 0.601±0.036 1.72 + 0.558±0.045 1.03 + 

P.putida 0.579±0.038 1.66 + 0.648±0.054 1.19 + 

L.pneumophila NT NT NT 0.807±0.088 1.49 + 
NT: Tespit edilmedi. 
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4.1.3.2. Farklı bakteri türlerine ait tutunmuş hücreler varlığında biyofilm oluşumu 

L.pneumophila harici bakteri suşlarının 24s inkübasyon sonunda oluşan 

biyofilmlerini içeren tüplere, L.pneumophila ilavesi sonucu oluşan biyofilmler 

incelenmiştir. Dört L.pneumophila suşuna karşılık, altı adet farklı bakteri suşu 

kullanılmıştır. Sonuçlar Çizelge 4.4.’te verilmiştir. P.putida hariç tüm bakteri 

suşlarında, L.pneumophila ilavesi ile oluşan biyofilm miktarları, TSB veya aynı 

bakterinin ilave edilmesinden fazla bulunmuştur.  

Kontrol olarak 24 saatlik biyofilm içeren tüplere steril TSB ilavesi ve biyofilmin ait 

olduğu aynı bakteri suşunun ilavesi sonucu elde edilen değerler tespit edilmiştir. Bu 

kontrol değerleri genellikle birbirlerine yakın bulunmuş olup, sadece P.fluorescens’e 

ait değer TSB ilavesine göre yaklaşık %30 oranında düşük tespit edilmiştir. 

Çizelge 4.4. L. pneumophila suşlarının önceden oluşmuş biyofilm üzerinde biyofilm oluşturma 

kapasiteleri (OD 570 nm) 

P.aeruginosa 24h biyofilm + 

TSB P.aeruginosa L4 L7 L8 L10 

0.764±0.11 0.749±0.12 0.837±0.09 1.025±0.07* 1.055±0.10* 0.969±0.05* 

E.aerogenes 24h biyofilm + 

TSB E.aerogenes L4 L7 L8 L10 

1.457±0.18 1.407±0.19 1.878±0.16* 1.489±0.12 1.620±0.13 1.532±0.16 

K.pneumoniae 24h biyofilm + 

TSB K.pneumoniae L4 L7 L8 L10 

0.980±0.10 0.863±0.04 1.650±0.15** 1.669±0.11**  1.774±0.05** 1.502±0.16** 

P.putida 24h biyofilm + 

TSB P.putida L4 L7 L8 L10 

2.232±0.17 2.225±0.21 1.912±0.16 1.968±0.11 1.988±0.11 1.925±0.09 

P.fluorescens 24h biyofilm + 

TSB P.fluorescens L4 L7 L8 L10 

1.584±0.07 1.105±0.10 1.837±0.16 1.730±0.07 1.948±0.06** 1.324±0.09 

E.faecalis 24h biyofilm + 

TSB E.faecalis L4 L7 L8 L10 

0.520±0.05 0.542±0.08 0.715±0.01** 0.710±0.04** 0.687±0.08* 0.709±0.06* 

*  P <0.05 ** P<0.01    (Karşılaştırma TSB değerleri ile yapılmıştır) 
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Kontrol değerleri ile deney sonuçları arasında yapılan istatiksel karşılaştırma 

testlerine göre toplam 24 sonuçtan 6 tanesi P<0.05 ve 7 tanesi P<0.01 seviyesinde 

farklılık göstermektedir.   

K.pneumoniae 24s inkübasyon sonucu oluşan biyofilm üzerine L.pneumohila 

suşlarının ilave edilmesi sonucu elde edilen biyofilm verileri, TSB ilavesi ile elde 

edilen değerden ortalama %68 daha yüksek olduğu tespit edilmiştir (Şekil 4.6.). Bu 

değer E.faecalis için %36, P.aeroginosa için %27, E.aerogenes için %12 ve 

P.fluorescens için %8 olarak bulunmuştur. P.putida biyofilmi  üzerinde ise, TSB 

kontrol değerinden ortalama %13 daha düşük biyofilm oluştuğu ölçülmüştür. 

 

Şekil 4.6. 24 saatlik biyofilmler üzerine bakteri süspansiyonu ilavesi ile oluşan biyofilmlerin, 

TSB ilave edilen kontrollere göre % değişim oranları. 
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4.2. Bitkisel Yağların L. pneumophila Üzerinde Antibakteriyel ve Antibiyofilm 
Etkileri 

4.2.1. Antibakteriyel aktivite 

Çalışmada kullanılan 5 adet ticari bitkisel yağın, çalışmamızdaki 11 adet 

L. pneumophila suşu üzerine antibakteriyel etkilerinin tespiti amacıyla MİK 

(Minimum inhibe edici konsantrasyon) ve MBK (Minimum bakterisidal 

konsantrasyon) değerleri bulunmuştur. Kullanılan yağların hepsinin L. pneumophila 

üzerine antibakteriyel etkiye sahip olduğu tespit edilmiştir. Bulunan MİK değerleri 

Çizelge 4.5.’te, MBK değerleri ise Çizelge 4.6.’da verilmiştir.  

Çizelge 4.5. Bitkisel yağların ve Eritromisinin M İK (Minimum İnhibisyon Konsantrasyonu) 

değerleri 

Suşlar 
Bitkisel Yağlar 

Eritromisin  
Adaçayı Kekik Limon Defne Nane  

µl/ml mg/L 

L1 20.0 1.80 1.25 0.100 1.25 0.06 

L2 13.3 1.20 0.83 0.067 2.50 0.03 

L3 13.3 1.20 0.83 0.067 2.50 0.03 

L4 20.0 1.20 1.25 0.100 1.25 0.06 

L5 13.3 1.80 1.25 0.067 1.25 0.06 

L6 20.0 1.20 0.83 0.044 1.25 0.06 

L7 13.3 1.80 1.25 0.067 2.50 0.06 

L8 13.3 1.80 1.25 0.100 1.25 0.06 

L9 13.3 1.20 0.83 0.044 1.25 0.03 

L10 13.3 1.20 0.83 0.067 1.25 0.06 

L11 13.3 1.20 0.83 0.100 1.25 0.06 

Bitkisel yağlardan L. pneumophila üzerine en yüksek antibakteriyel etki defne 

yağında bulunmuştur (MİK: 0.067-0.1 µl/ml). Elde edilen MİK sonuçları Limon, 

Kekik ve Nane yağlarının benzer antibakteriyel etkiye sahip olduklarını göstermiştir; 

limon yağı 0.83-1.25 µl/ml, kekik yağı 1.20-1.80µl/ml ve nane yağı 1.25-2.5 µl/ml. 

Çalışmada kullanılan yağlar arasında en düşük anti-legionella aktivite ise 13.3-20 

µl/ml MİK değeri ile adaçayı yağında tespit edilmiştir. 
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L. pneumophila suşlarının yağların antibakteriyel etkilerine karşı duyarlılıkları 

incelendiğinde suşlar arasında anlamlı farklılıklar bulunmadığı görülmektedir.  

Eritromisin’e ait MİK değerleri ise 0.03 – 0.06 mg/L olarak tespit edilmiştir. BSAC 

tarafından yabanıl tip L. pneumophila için eritromisine duyarlılık aralığı 0.06-0.5 

mg/L olarak verilmiştir (Anonim, 2013b). Çalışmamızda bulunan MİK değerlerinden 

8 tanesi bu aralık içerisinde iken, 3 suş (L2, L3 ve L9) daha duyarlı bulunmuşlardır. 

Çizelge 4.6. Bitkisel yağların MBK (Minimum Bakterisidal Konsantrasyon) de ğerleri 

Suşlar 
Bitkisel Yağlar 

Adaçayı Kekik Limon Defne Nane  
µl/ml 

L1 >20.0 4.00 3.75 0.31 5.0 

L2 >20.0 2.70 2.50 0.31 5.0 

L3 >20.0 4.00 1.25 0.16 5.0 

L4 >20.0 2.70 1.25 0.31 5.0 

L5 >20.0 4.00 2.50 0.31 2.5 

L6 >20.0 4.00 2.50 0.16 2.5 

L7 >20.0 4.00 2.50 0.31 5.0 

L8 >20.0 4.00 2.50 0.31 5.0 

L9 20.0 2.70 1.25 0.16 5.0 

L10 >20.0 4.00 1.25 0.31 5.0 

L11 >20.0 4.00 1.25 0.31 2.5 

 

Minimum bakterisidal konsantrasyonlar (MBK)  defne yağı için 0.16-0.31 µl/ml, 

limon yağı için 1.25-3.75 µl/ml, kekik yağı için 2.7-4.0 µl/ml, nane yağı için 2.5-5.0 

µl/ml ve adaçayı için ≥20 µl/ml olarak bulunmuştur.  

 

Şekil 4.7. BCYE plaklarında MBK belirlenmesi 
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4.2.2. Biyofilm oluşumunun inhibisyonu 

Bitkisel yağların L. pneumophila’nın biyofilm oluşumu inhibe edici etkilerinin tespiti 

amacıyla, BYE ortamında en iyi biyofilm oluşturduğu tespit edilen altı suş 

kullanılmıştır. Çalışmada kullanılan bitkisel yağların farklı oranlarda biyofilm 

oluşumunu inhibe ettiği tespit edilmiştir (Çizelge 4.7.). 

Çizelge 4.7. Bitkisel yağların L. pneumophila biyofilm olu şumu inhibisyon oranları 

Suşlar L3 L4 L5 L7 L8 L10 

 Adaçayı yağı (% İnhibisyon) 

MİK/2 28.1±3.7 32.9±3.9* 24.3±5.5 30.8±5.5 35.6±3.2 31.1±7.2**  

MİK/4 21.3±4.1 26.4±3.9* 14.4±3.9 23.2±6.1 31.4±1.3 20.2±7.2**  

MİK/8 7.5±3.3 18.7±5.5  6.8±1.7 11.1±3.9 13.7±1.1 6.5±3.6   

MİK/16 TE 4.0±1.4 TE TE 8.3±2.4 TE 

 Kekik yağı (% İnhibisyon) 

MİK/2 17.9±2.2 22.6±5.2 16.8±2.1 19.9±3.3 23.0±8.7 20.2±6.4 

MİK/4 10.3±2.9 11.5±6.1 12.2±6.2 12.6±4.8 17.7±4.1 13.7±3.9 

MİK/8 5.1±2.9 7.0±4.0 10.5±3.5 9.3±6.7 8.3±4.0 12.0±5.8 

MİK/16 3.6±2.8 TE 5.1±2.0 4.7±1.9 TE TE 

 Nane yağı (% İnhibisyon) 

MİK/2 36.9±2.1* 45.5±4.2* 39.1±8.6* 41.2±6.1**  35.7±2.7* 33.1±6.8**  

MİK/4 32.3±3.3 29.9±4.8* 26.4±5.3 35.7±8.3**  24.9±3.6  23.1±8.7* 

MİK/8 22.9±3.3 22.6±4.6 19.2±5.2 19.6±3.3**  20.7±5.8  14.3±4.8  

MİK/16 6.9±3.8 8.1±2.0 9.8±2.4 3.0±2.4   8.4±2.7  8.8±4.7 

 Defne yağı (% İnhibisyon) 

MİK/2 74.5±7.4**  67.9±4.2**  75.5±5.6** 78.0±6.4* 74.6±6.3**  77.5±7.5* 

MİK/4 62.2±6.3**  62.4±7.5**  66.1±6.2* 71.5±7.5* 70.3±3.1**  75.3±7.9* 

MİK/8 57.6±3.8**  58.6±5.1**  60.8±5.5* 56.2±1.7* 54.1±1.1**  60.7±6.1* 

MİK/16 43.3±3.3**  43.3±3.3**  41.0±4.6* 41.3±6.0  38.7±2.3* 40.5±4.7  

 Limon yağı (% İnhibisyon) 

MİK/2 60.0±5.0* 59.5±9.8**  61.2±9.7* 63.3±4.8**  62.0±8.8**  62.7±6.7**  

MİK/4 54.7±2.2* 46.3±8.8**  57.5±7.8* 54.2±7.2**  58.4±6.1**  53.1±6.5**  

MİK/8 44.8±8.0* 40.2±4.9**  39.2±7.2  48.5±8.8* 51.4±9.3**  35.6±6.9**  

MİK/16 22.3±7.2  16.3±8.2   21.3±8.2  23.4±8.0  31.9±4.1* 12.6±3.7* 

* P <0.05;    **  P <0.01 TE: Tespit Edilemedi   
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En yüksek biyofilm inhibisyonu defne yağında tespit edilmiştir (%78.0±6.4). Defne, 

limon ve nane yağlarının, MİK altı konsantrasyonlarda tüm suşlar üzerinde biyofilm 

oluşumunu inhibe ettiği, kekik ve adaçayı yağlarının ise MİK/16 konsantrasyonda 

tüm suşlar üzerinde inhibisyon etkisi göstermediği bulunmuştur.  

Bulunan yüzde inhibisyon değerlerinin, pozitif kontrollerle karşılaştırılmaları sonucu 

elde edilen P değerleri (P<0.01 ve P<0.05) Çizelge 4.7.’de gösterilmiştir. 

 

Şekil 4.8. Bitkisel yağların L. pneumophila biyofilm olu şumunu önleyici etkileri. 

Biyofilm oluşumunun inhibisyonu çalışmasına alınan L. pneumophila suşlarına ait 

inhibisyon değerlerin ortalamasına göre en yüksek biyofilm oluşumu inhibisyonu 

defne yağında, sonra sırasıyla limon yağı, nane yağı, adaçayı yağı ve kekik yağında 

tespit edilmiştir (Şekil 4.8.). MİK/8 konsantrasyonlarda Adaçayı ve kekik, MİK/16 

konsantrasyonlarda ise adaçayı, kekik ve nane yağlarına ait ortalama inhibisyon 

yüzdeleri birbirlerine çok yakın bulunmuştur.  
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Şekil 4.9. Biyofilm oluşumunun inhibisyonu çalışması, tüplerde boyanmış biyofilmler. 

4.2.3. Önceden oluşmuş biyofilmin eradikasyonu 

72s. inkübasyon sonucu oluşmuş L. pneumophila biyofilmleri içeren ortamlara MİK 

ve MİK altı konsantrasyonlarda bitkisel yağların ilave edilmesi sonucu mevcut 

biyofilm oranındaki azalma tespit edilmeye çalışılmıştır.  

Sonuçlara göre tüm yağların MİK konsantrasyonlarında biyofilm giderimi etkileri 

tespit edilmiş, ancak MİK/8 konsantrasyonlarında biyofilm giderici etki 

göstermedikleri görülmüştür (Çizelge 4.8.). En yüksek biyofilm giderimi defne 

yağının MİK konsantrasyonunda, %49.1 ±2.7 oranında inhibisyon ile L10 suşu 

üzerinde tespit edilmiştir. 

  



 53   
 

Çizelge 4.8. Bitkisel yağların önceden oluşmuş L. pneumophila biyofilmini giderim oranları 

Suşlar L3 L4 L5 L7 L8 L10 

 Adaçayı yağı (% İnhibisyon) 

MİK 21.6±3.3* 17.6±2.9 39.4±6.5**  26.9±4.0* 20.3±2.2* 35.2±6.8* 

MİK/2 6.2±1.6  4.5±2.8 19.9±7.0* 12.9±3.5* 5.5±3.5  15.7±5.5  

MİK/4 TE TE 4.7±3.0 3.3±2.5  TE 6.6±2.3  

MİK/8 TE TE TE TE TE TE 

 Kekik yağı (% İnhibisyon) 

MİK 15.5±4.4 22.0±2.7 25.4±2.0* 31.9±2.4* 15.4±1.7 14.6±2.5 

MİK/2 13.5±4.1 10.8±3.1 15.4±3.1 8.8±1.2 6.2±2.3 3.3±1.5 

MİK/4 TE TE TE TE TE TE 

MİK/8 TE TE TE TE TE TE 

 Nane yağı (% İnhibisyon) 

MİK 16.6±2.5 9.6±2.6 11.5±3.9 8.6±2.9 10.0±4.0* 16.7±1.5**  

MİK/2 9.2±2.6 TE TE TE 5.5±2.5  TE 

MİK/4 TE TE TE TE TE TE 

MİK/8 TE TE TE TE TE TE 

 Defne yağı (% İnhibisyon) 

MİK 40.9±2.8* 13.6±3.6 22.4±7.0* 29.1±2.7* 20.7±5.7 49.1±2.7* 

MİK/2 15.5±5.0 4.8±2.2 TE 9.9±7.4 1.7±1.5 21.9±4.2 

MİK/4 TE TE TE TE TE TE 

MİK/8 TE TE TE TE TE TE 

 Limon yağı (% İnhibisyon) 

MİK 24.1±4.8* 11.8±3.6 19.9±6.2* 25.9±2.4* 24.4±6.0* 34.2±2.7* 

MİK/2 16.7±4.3* 4.2±2.2 TE 8.8±4.6 15.1±3.4 12.9±3.6 

MİK/4 15.3±1.4 TE TE TE 4.9±2.1 TE 

MİK/8 TE TE TE TE TE TE 

* P < 0.05;     **  P <0.01 TE: Tespit Edilemedi   
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Şekil 4.10. Bitkisel yağların L. pneumophila biyofilm giderici etkileri. 

L. pneumophila suşlarının ortalama değerlerine göre yağların biyofilm giderim 

oranları birbirlerine çok yakın seviyelerde bulunmuştur (Şekil 4.10.). MİK 

konsantrasyonlarında en yüksek giderim defne yağına ait iken, diğerleri adaçayı yağı, 

limon yağı, kekik yağı ve nane yağı şeklinde sıralanmaktadır. MİK/2 

konsantrasyonlarında nane yağı hariç tüm yağlar birbirlerine çok yakın değerlerde 

biyofilm giderimine sahipken, MİK/4 konsantrasyonlarında tüm değerlerin sıfıra 

yaklaştığı görülmüştür. 
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5. TARTI ŞMA VE YORUM 

5.1. L.pneumophila Suşlarının Biyofilm Olu şturma Özellikleri  

L. pneumophila müşkülpesent üreme özelliklerine sahip bir bakteridir. Doğada 

aquatik ortamlarda protozoa hücreleri veya biyofilm içerisinde olmadığı taktirde 

çoğalamadığı kabul edilmektedir. Bir mikroorganizmanın çoğalamadığı bir ortamda, 

yüzeye tutunarak biyofilm oluşturması da oldukça zor bir süreçtir. Elde ettğimiz 

biyofilm oluşumu sonuçlarına göre L. pneumophila suşları, çoğalamadıkları steril 

musluk suyu ortamında, zayıf da olsa biyofilm oluşturmaktadırlar. OD sonuçları 

570nm’de 0.404 - 0.614 ve biyofilm (OD/cutoff) değerleri 0.96 – 1.45 arasında 

bulunmuştur. Steril musluk suyu elde edilirken, besin olarak kullanılabilecek ölü 

bakteri hücrelerine engel olmak amacıyla, musluk suyu 0.20 nm por çaplı membran 

filtre ile steril edilmiştir.  

Çalışmamızda kullanılan L. pneumophila suşlarının BYE besiyerinde 6 tanesi orta 

(++), 5 tanesi zayıf (+) derecede biyofilm üretimi göstermiştir. Steril musluk 

suyundaki en yüksek biyofilm OD/cutoff değeri 1.45 iken, BYE’deki en düşük değer 

1.72’dir. Bu durum suşların çoğalabildikleri besiyeri ortamındaki biyofilm 

yeteneklerinin de orta seviyeyi geçemediğini ortaya koymuştur. Bu açıdan 

bakıldığında steril musluk suyundaki biyofilm değerleri daha anlamlı gözükmektedir. 

Sonuçlar çalışmamızdaki L. pneumophila suşlarının musluk suyunda herhangi besin 

maddesi veya önceden oluşmuş biyofilm olmaksızın tutunarak, biyofilm 

oluşturabildiklerini göstermektedir.  

Mampel vd. (2006) benzer bir yöntemle L. pneumophila suşlarının BYE’de 

oluşturdukları biyofilmler için 600nm’deki absorbansını OD 3.0 olarak tespit 

etmişlerdir. Tai vd. (2012) ise 550 nm’de OD 0.2 ila 0.8 arasında değişen değerler 

bulmuşlardır. Çalışmamızdaki biyofilm sonuçları Mampel vd. (2006)’ya göre 

yaklaşık 3 kat daha düşük olmakla birlikte, Tai vd. (2012)’nin sonuçları ile uyumlu 

gözükmektedir. Burada dikkat çeken nokta Mampel vd. (2006) klinik ve çevresel 
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izolatlar kullanırken, Tai vd. (2012) bizim çalışmamızda da olduğu gibi su 

sistemlerinden izole edilmiş L. pneumophila suşları kullanmışlardır. Aradaki 3 kat 

absorbans farkının, yöntemler arası küçük farklılıklardan ziyade, kullanılan suşlara 

bağlı olması muhtemel gözükmektedir.   

Su sistemlerinde dezenfeksiyon işlemleri ile mikroorganizmalarının çoğunun ölmesi 

sonucunda, dezenfeksiyondan kurtulabilen mikroorganizmalar için rekabetin 

olmadığı ve ölü hücre atıklarının bol bulunduğu bir ortam oluşmaktadır. 

L. pneumophila’nın su sistemlerinde yüksek sıcaklık ile dezenfeksiyonu takiben daha 

yüksek konsantrasyonlara ulaşabildiği bildirilmi ştir (Kooij vd., 2005; Vervaeren vd., 

2006). Temmerman vd. (2006) yaklaşık 106 cfu/ml L. pneumophila hücresi ve 109/ml 

ölü P.putida hücresi içeren inokulumdaki L. pneumophila konsantrasyonunun 96 s 

sonunda 1.1 x 107’ye yükseldiğini tespit etmişlerdir. Bu sonuç L. pneumophila’nın 

ölü bakteri hücrelerini besin olarak kullanarak gelişebildiğini göstermektedir.  Bu 

sayede su sistemlerinde diğer bakterilerin ölmelerini sağlayan dezenfeksiyon 

işlemlerinin, hayatta kalabilen L. pneumophila hücreleri için üreme fırsatı 

yaratabileceği anlaşılmaktadır.    

Bizim çalışmamızda ise, L. pneumophila’nın benzer ölü hücre ortamlarında biyofilm 

oluşturma kapasiteleri araştırılmıştır. Altı L. pneumophila suşuna karşı 5 farklı ölü 

bakteri hücresi içeren ortamın denenmesi ile ortaya çıkan 30 adet biyofilm oluşumu 

sonucundan, 7 tanesi P<0.05 ve 3 tanesi P<0.01 seviyesinde steril musluk suyunda 

oluşan biyofilmlerden fazla bulunmuştur. Başka bir deyişle, nekrotrofik ortamda 

yapılan denemelerin 3’te birinde L.pneumophila hücrelerinin istatiksel olarak anlamlı 

seviyede biyofilm oluşturabildikleri tespit edilmiştir.  

Literatür taramasında, ölü hücre ortamında biyofilm oluşumununun araştırıldığı 

başka bir çalışmaya rastlanılmamıştır. Sonuçlar L. pneumophila hücrelerinin ölü 

bakteri hücreleri üzerinde üreyebildiği bilgisini tamamlayıcı niteliktedir. Bu sonuçlar 

ışığında, su sistemlerinde Legionella dezenfeksiyonu çalışmalarının sık aralıklarla ve 

farklı metotlar denenerek birkaç kez tekrar edilmesi gerektiği ve özellikle su 

depolarında sedimentin uzaklaştırılması gerektiği ortaya çıkmaktadır.   

Gerek doğada ve gerekse su şebeke sistemlerinde mikroorganizmalar birbirleriyle 

ili şki içerisinde yaşamaktadır. Protozoalar L. pneumophila’nın hayat döngüsünde 

konak rolü oynamaktadırlar ve bu nedenle özellikle biyofilm içinde birlikte 
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bulunmaktadırlar. Fakat biyofilmlerin içerisinde sadece protozalar değil, farklı 

bakteri türleri de L. pneumophila ile birarada bulunabilmektedir. Çalışmamızın bu 

bölümü su sistemlerinde bulunabilen diğer bakteri türlerinin biyofilm oluşturma 

açısından L. pneumophila ile ilişkilerini incelemeyi amaçlamaktadır.  

L. pneumophila’nın farklı mikroorganizmalar tarafından oluşturulmuş biyofilm 

yapılarına katılabildiği bilinmektedir. Bu konuda laboratuvar ortamında ve doğada 

yapılmış pek çok araştırma bulunmaktadır.  

Murga vd. (2001) P.aeruginosa, K.pneumoniae ve Flavobacterium sp. tarafından 

oluşturulmuş biyofilm içinde L. pneumophila’nın 15 gün boyunca tutunabildiğini 

göstermişlerdir. Stewart vd. (2012) ise yukarıda sayılan 3 bakteri türü ve 

P.fluorescens tarafından oluşturulmuş biyofilmler ile yaptıkları denemelerde, 

L. pneumophila’nın P. aeruginosa tarafından oluşturulmuş biyofilmlerde 

tutunamadığı, diğer bakterilere ait biyofilmlerde ise 12 güne kadar tutunabildiğini 

göstermişlerdir. Kimura vd. (2009) P.aeruginosa QS moleküllerinin 

L.pneumophila’nın üremesini ve biyofilm oluşturmasını baskıladığını bildirmişlerdir. 

Bizim çalışmamızda ise L. pneumophila’nın, gram (+) bir bakteri olan E. faecalis ve 

gram (-) bakteriler K. pneumoniae, P.fluorescens ve P.putida ile pozitif yönde 

biyofilm oluşturma etkileşimine sahip olduğu ortaya konulmaktadır. Bahsedilen 

türlerle birlikte oluşturdukları biyofilmler istatiksel olarak anlamlı seviyede, tek bir 

türe ait biyofilm değerlerinden fazla bulunmuştur (Şekil 4.4.). Bu sonuçlar L. 

pneumophila’nın bahsedilen bakteri türleri ile birlikte biyofilm oluşturabildiğini 

göstermektedir.  

Sonuçlarımıza göre, literatür bilgileriyle de uyumlu olarak, L. pneumophila ile 

P.aeruginosa (-) negatif yönde biyofilm oluşturma etkileşimine sahiptirler. İki 

bakteri türünün birlikte inkübasyonu sonucu oluşan biyofilm değeri, tek başlarına 

oluşturdukları biyofilmlere ait değerlerden daha düşük değerde bulunmuştur. Fakat 

tam tersine önceden oluşmuş P.aeruginosa biyofilmi üzerine L. pneumophila ilave 

edildiğinde kontrol değerlerine nispeten anlamlı bir artış gözlenmiştir. Çalışma 

sonuçları L. pneumophila suşlarının P. aeruginosa biyofilmlerine tutunabildiğini ve 

literatürde yer alan sonuçların bir genel kural olmayabileceğini göstermiştir.  

Elde ettiğimiz sonuçlara göre L. pneumophila çalışmamızdaki türler arasında en fazla 

K.pneumoniae’ye ait biyofilm üzerinde tutunarak gelişebilmektedir. K.pneumoniae 
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ve E.faecalis’in hem birlikte biyofilm oluşturma, hem mevcut biyofilm üzerine 

kolonizasyon yönünden L. pneumophila ile pozitif etkileşim içerisinde oldukları 

görülmüştür. E.aerogenes ise ne biyofilm oluşturma, ne de biyofilm üzerine 

tutunabilme yönünden L.pneumophila ile herhangi bir etkileşim göstermemiştir.  

Çalışmamızdaki diğer Pseudomonas türleri olan P.putida ve P.fluorescens ise 

L. pneumophila ile birlikte biyofilm oluşturmalarına rağmen, bu türlere ait mevcut 

biyofilmlere L. pneumophila’nın kolonize olamadığı sonuçlardan anlaşılmaktadır. 

Hatta P.putida biyofilmlerinde sadece TSB ilave edilen kontrol değerlerine nazaran, 

L. pneumophila ilave edilen örneklerin değerlerinde düşüş saptanmıştır.  

Bu bulgulara dayanılarak iki bakteri türü arasındaki biyofilm oluşumu esnasında 

görülen etkileşimlerin, aynı türlerden birisine ait mevcut biyofilme diğerinin 

yerleşmeye çalışması sırasında ters yönde etki gösterdiği söylenebilir.  

Çalışmamızdaki L. pneumophila harici bakteri türlerinin 24s. inkübasyon sonunda 

oluşturdukları biyofilm üzerine sadece TSB’nin veya biyofilmi oluşturan bakterinin 

TSB’deki solusyonunun eklenmesinin birbirlerine çok yakın sonuçlar verdiği 

görülmüştür. Bu durum 72s.lik inkübasyon süresinin, müşkülpesent üreme özellikli 

L. pneumophila hücrelerinin statik kültürde tutunarak üreyebilmesi için optimum 

iken, diğer türler için uzun olduğu ve biyofilmden ayrılmalar olduğu şeklinde 

yorumlanabilir. Çizelge 4.3.’te de görüleceği gibi L. pneumophila harici bakteri 

türlerine ait biyofilm miktarları 24s’te maksimum seviyede iken, 72s’te belirgin 

olarak düşmektedir. 

5.2. Bitkisel Yağların L.pneumophila Üzerine Antibakteriyel ve Antibiyofilm 
Etkileri 

Bitkiler geleneksel tıp alanında pek çok hastalığa karşı kullanılmaktadırlar (Cornara 

vd., 2010; Kargıoğlu vd., 2010; Sarı vd., 2010). Bu nedenle ilaç ve antimikrobiyal 

madde araştırmalarında bitki ekstratları çok önemli bir yere sahiptir (Fabricant ve 

Farnsworth, 2001). Özellikle esansiyel yağlar biyolojik etkileri yönünden pek çok 

araştırmaya konu olmuşlardır (Bakkali vd., 2008; Faleiro, 2011). 

Çalışmamızda kullanılan bitkisel yağların literatürde pek çok farklı 

mikroorganizmaya karşı antibakteriyel etkileri gösterilmiştir. Çizelge 5.1.’de bu 
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çalışmalara ve bulunan MİK değerlerine örnekler verilmektedir. Çizelge yağlara ve 

referans gösterilen yayımlara göre düzenlemiştir.   

Çizelge 5.1. Çalışmada kullanılan bitkisel yağların farklı mikroorganizmalara kar şı 

antibakteriyel etkilerine dair literatür örnekleri  

Esansiyel Yağ Kaynak Mikroorganizma MIC de ğeri 
Adaçayı yağı 
(Salvia officinalis) 

Sookto vd. (2013) C. albicans 2.78 g/L 
Jirovetz vd. (2006) S. aureus 60 ppm 

  E. faecalis 60 ppm 
  E. coli 60 ppm 
  P. aeruginosa 6 ppm 
  K. pneumoniae 600 ppm 
  P. vulgaris 60 ppm 
 Mitic-Culafic vd. 

(2005) 
S. aureus 1.25 µl/ml 

 B. subtilis 0.30 µl/ml 
 Pierozan vd. (2009) E. coli 4.62-6.93 mg/ml 
  K. pneumoniae 6.93 mg/ml 
  S. marcescens 6.93 mg/ml 
  S. flexneri 6.93 mg/ml 
  B. subtilis 3.42 mg/ml 
  E. faecalis 2.87 mg/ml 
  M. luteus 6.93 mg/ml 
  S. mutans 4.62 mg/ml 
Kekik yağı 
(Thymus vulgaris) 

Thosar vd. (2013) E. faecalis 32 µl/ml 
 E. coli 2 µl/ml 
 S. aureus 32 µl/ml 

  C. albicans 16 µl/ml 
 Sokovic vd. (2009) Fungus 0.05-0.25 µl/ml 
 Sadiki vd. (2014) E. coli 0.03 (% v/v) 
  S. aureus 0.03 (% v/v) 
 Al-Shuneigat vd. 

(2014) 
E. coli 0.0625 (% v/v) 

 K. pneumoniae 0.125 (% v/v) 
  MRSA 0.25 (% v/v) 
  P. aeruginosa 0.5 (% v/v) 
  P. mirabilis 0.25 (% v/v) 
  S. epidermidis 0.125 (% v/v) 
 Khan vd. (2014) Candida sp. 90-360 µg/ml 
 Gonçalves vd. (2011)  S. mutans NT* 
 Millezi vd. (2012) L. monocytogenes 0.5 (%) 
  P. aeruginosa 5 (%) 
  S. aureus 0.5 (%) 
  E. coli 50 (%) 
 Millezi vd. (2012) S. enteridis 10 (%) 
 Sandasi vd. (2011)  P. aeruginosa 1-8 mg/ml 
  C. albicans 1-1.25 mg/ml 
Nane yağı  
(Mentha piperita) 

Thosar vd. (2013) E. faecalis 32 µl/ml 
 E. coli 1 µl/ml 

  S. aureus 2 µl/ml 
  C. albicans 0.5 µl/ml 
 Sokovic vd. (2009) Fungus 1-3 µl/ml 
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Çizelge 5.1. (devam) 

 Ertürk (2006) E. coli 5 mg/ml 
  S. aureus 5 mg/ml 
  P. aeruginosa 5 mg/ml 
  B. subtilis 5 mg/ml 
 Ceylan vd. (2014b) S. aureus 1 µl/ml 
  S. epidermidis >25 µl/ml 
  P. aeruginosa >25 µl/ml 
 İşcan vd.  E.coli 1.25-2.5 mg/ml 
  S. aureus 0.625-2.5 mg/ml 
  P. aeruginosa 2.5-5.0 mg/ml 
  E. aerogenes 1.25-2.5 mg/ml 
  P. vulgaris 1.25-5.0 mg/ml 
  S. typhimurium 1.25-2.5 mg/ml 
  L. monocytogenes 0.156-2.5 mg/ml 
  Y. enterocolitica 2.5 mg/ml 
 Saharkhiz vd. (2012) Candida sp. 0.5 – 40 µl/ml 
  Aspergillus sp. 0.5 – 40 µl/ml 
 Tsai vd. (2013) E. coli 0.15-0.23 (% v/v) 
  S. aureus 0.08-0.09 (% v/v) 
  P. aeruginosa 0.92-1.22 (% v/v) 
 Sandasi vd. (2011)  P. aeruginosa 0.75-1 mg/ml 
  C. albicans 1-2.5 mg/ml 
Limon yağı  
(Citrus limon) 

Prabuseenivasan vd. 
(2006) 

S. aureus >12.8 mg/ml 
B. subtilis >12.8 mg/ml 

  K. pneumoniae >12.8 mg/ml 
  P. vulgaris >6.4 mg/ml 
  E. coli >6.4 mg/ml 
  P. aeruginosa 12.8 mg/ml 
 Dhanavade vd. (2011) S.typhimurium NT* 
  M. aureus NT* 
  P. aeruginosa NT* 
 Upadhyay vd. (2010) K. pneumoniae 0.25 µl/ml 
  E. coli 0.125 µl/ml 
  M. luteus 1.0 µl/ml 
  S. pneumoniae 1.0 µl/ml 
  S. aureus 2.0 µl/ml 
  B. cereus 0.125 µl/ml 
  L. acidophilus 0.25 µl/ml 
Defne yağı  
(Laurus nobilis) 

Derwich vd. (2009) S. aureus 0.35 mg/L 
 S. intermedius 0.56 mg/L 

  K. pneumoniae 0.70 mg/L 
 Simic vd. (2004) Fungus 10-40 µl/ml 
 Ertürk (2006) E. coli 5 mg/ml 
  S. aureus 5 mg/ml 
 Ertürk (2006) P. aeruginosa 5 mg/ml 
  B. subtilis 5 mg/ml 
 Al-Hussaini ve 

Mahasneh (2009) 
S. aureus 0.5-0.75 mg/disk 

 E. coli 0.5-3.0 mg/disk 
  P. aeruginosa 0.5-3.0 mg/disk 
  B. subtilis 0.5-1.0 mg/disk 
  K. pneumoniae 0.5-2.4 mg/disk 
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Çizelge 5.1. (devam) 

 Millezi vd. (2012) L. monocytogenes 5 (%) 
  P. aeruginosa 15 (%) 
  S. aureus 50 (%) 
  E. coli 0.5 (%) 
  S. enteridis 1.5 (%) 
 Babic vd. (2014) L. pneumophila 0.4 µg/ml 
*NT: Antibakteriyel etki tespit edilmiş, MİK değeri bildirilmemiş.  

 

Mitic-Culafic vd. (2005) sonuçlarına göre, adaçayı esansiyel yağı B.subtilis 

(MİK:0.30 µl/ml) ve S.aureus (MİK:1.25 µl/ml) gibi gram pozitif bakterilere karşı, 

L. pneumophila’ya karşı bulunandan 10 ila 50 kat daha fazla antimikrobiyal aktivite 

göstermektedir.  

Kekik yağı için aynı bakterilere karşı değişken MİK değerleri bildirildiği 

görülmektedir. Örneğin S. aureus için 32 µl/ml (Thosar vd., 2013) ve %0.03 (v/v) 

(Sadiki vd., 2014) gibi birbirinin yaklaşık 10 katı konsantrasyonlar bildirilmiştir. 

Bizim çalışmamızda L. pneumophila için bulunan değerler literatürdeki kekik yağına 

ait MİK yelpazesi içinde yer almaktadır.  

Upadhyay vd. (2010) tarafından limon yağı için farklı bakteri türlerine karşı bulunan 

MİK değerleri (0.125 – 2.0 µl/ml), bu tez çalışmasında L. pneumophila için bulunan 

MİK değerleri (0.83 - 1.25 µl/ml) ile uyumlu gözükmektedir.  

Nane yağının E.coli, S.aureus ve funguslara karşı bildirilen MİK değerleri (Sokovic 

vd. 2009; Thosar vd., 2013; Tsai vd., 2013; Ceylan vd., 2014b) ile L.pneumophila’ya 

karşı bulduğumuz MİK değerleri, birbirlerine yakın değerler içermektedir.  

Çizelge 5.1.’deki farklı bakterilere karşı sonuçlar ile L. pneumophila’ya karşı 

bulduğumuz MİK değerlerinin birlikte yorumlanması, kekik, limon ve nane 

yağlarının literatürde bildirilen diğer mikroorganizmalar ile L. pneumophila’ya karşı 

birbirine yakın antimikrobiyal aktiviteler sergilediğini göstermektedir. Adaçayı 

yağının L.pneumophila’ya karşı antibakteriyel etkisinin ise diğer mikroorganizmalara 

göre daha düşük olduğu görülmektedir. 

Defne yağının ise L. pneumophila’ya karşı literatürde yer alan bakterilerin çoğundan 

daha düşük MİK değerlerine sahip olduğu, yani daha fazla antimikrobiyal aktivite 

gösterdiği tespit edilmiştir.    
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Tez çalışmamızda kullanılan suşların eritromisine karşı duyarlı oldukları 

görülmektedir. Suşlardan 3 tanesi BSAC (Anonim 2013b) tarafından yabani tip L. 

pneumophila suşları için bildirilen eritromisine duyarlılık seviyesinden daha düşük 

MİK oranlarına sahipken, 8 tanesinin MİK değerleri bu aralık içerisindedir. Bu 

durum kullanılan suşların antibiyotiklere aşırı dirençli mutant suşlar olmadığını 

göstermektedir.       

Çalışmamızda kullanılan bitkisel yağların pek çok bakteri türü üzerine antibakteriyel 

etkileri gösterilmiş olmasına rağmen, L. pneumophila üzerine etkilerini ortaya koyan 

sadece iki çalışma bulunabilmiştir. Babic vd. (2014) defne esansiyel yağının 

L.pneumophila için MİK ve MBK değerlerini, sırasıyla 0.4 ve 3.2 µg/ml olarak 

bildirmişlerdir. MİK değerlerini ağırlık/hacim cinsinden bildirdiklerinden dolayı, 

Babic vd. (2014) sonuçları ile bu çalışmadaki sonuçlar arasında tam bir mukayese 

yapmak mümkün olmamıştır. 

Furuhata vd. (2000) aralarında kekik, nane ve adaçayının da bulunduğu 28 türe ait 

kurutulmuş bitki ekstratının L. pneumophila üzerine antibakteriyel etkilerini disk 

difüzyonu yöntemi ile denemiş ve 22 bitki ekstratının antibakteriyel etkiye sahip 

olduğunu bildirmişlerdir. Özellikle geyik otu, ebegümeci, kekik, nane ve adaçayının 

düşük dilusyon oranlarında bile antibakteriyel etkilerini sürdürdüklerini 

belirtmişlerdir. Ancak Furuhata vd. (2000) sadece inhibisyon zon çaplarını belirtip, 

MİK veya MBK değerlerini bildirmediğinden ve bitkisel yağ değil bitki ekstraktı 

kullanıldığından dolayı, bu çalışmadaki sonuçlar ile kıyaslama yapılamamıştır. 

Britanya Antimikrobiyal Kemoterapi Derneği (BSAC), disk difüzyon metodunun 

müşkülpesent bakteriler için uygun olmadığını bildirdiğinden (Anonim, 2013b) tez 

çalışmamızda bu metod kullanılmamıştır.   

Furuhata vd. (2003) tarafından greyfurt (Citrus paradisi) tohum ekstraktının L. 

pneumophila üzerine antibakteriyel etkisi gösterilmiş ve MİK değerleri 98-390 mg/l 

olarak bildirilmiştir.    

Mondello vd. (2009) Melaleuca alternifolia (Avustralya çay ağacı) yağının 

L. pneumophila için MİK değerlerini %0.125-0.5 (v/v) olarak bildirmişlerdir. Bu 

değerlere göre defne ve limon yağları M. alternifolia’dan daha fazla anti-legionella 

etkiye sahiptirler.   
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Meşe yosunu ve huş ağacı katran yağının L. pneumophila üzerinde antibakteriyel 

etkiye sahip oldukları Shimizu vd. (2009) tarafından gösterilmiştir. MİK değerleri 

sırasıyla %0.0020 ve %0.0024 (v/v) olarak bildirilmiştir. Bu değerler bizim 

çalışmamızdaki en küçük MİK değerinden (Defne yağı, 0.044-0.1 µl/ml) 1/2 ila 1/5 

oranında daha düşüktürler.  

Çalışmamızda kullanılan bitkisel yağların tamamının MİK altı konsantrasyonlarda 

L. pneumophila’nın biyofilm oluşturmasını önleyici, MİK ve MİK/2 

konsantrasyonlarında ise oluşmuş biyofilmi giderici aktivitelere sahip olduğu ortaya 

konulmuştur.  

Biyofilm oluşumunun önlenmesi ile mevcut biyofilmin giderimi aktivitelerinin 

birbirlerinden oldukça farklı oldukları anlaşılmaktadır. İki aktivitenin MİK/2 

konsantrasyonu için karşılaştırılması Şekil 5.1.’de verilmiştir. Kekik yağında iki 

aktivite arasındaki % inhibisyon farkı yarı yarıya iken, defne yağında biyofilm 

oluşumunun önlenmesi oranı, giderim oranının yaklaşık 7 katı olarak tespit 

edilmiştir. 

 

Şekil 5.1. Bitkisel yağların M İK/2 konsantrasyonda L. pneumophila üzerine biyofilm oluşumu 

inhibisyonu ve oluşmuş biyofilmi giderici aktivitelerinin kar şılaştırılması. 

Literatürdeki L. pneumophila üzerine tek antibiyofilm çalışması, Nomura vd. 

(2013)’nin Evernia prunastri (meşe yosunu-oakmoss) ile yaptıkları çalışmadır. 

Bildirdikleri sonuçlara göre absolute oakmoss preparatlarının L. pneumophila 
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biyofilmleri üzerine inhibe edici etkisi bulunmamaktadır. Ancak didepside ve fenol 

türevi oakmoss bileşenlerinin MİK/2 konsantrasyonlarının %82-%83’e varan 

oranlarda biyofilm oluşumunu engelledikleri rapor edilmiştir. Bu oranlar bizim 

çalışmamızda denediğimiz bitkisel yağlara ait oranlardan daha yüksek seviyelerdedir. 

Sadece defne yağı %78’lere varan biyofilm inhibisyonu göstermiştir.  

Kekik yağı ve nane yağının literatürde pek çok mikroorganizmaya karşı antibiyofilm 

etkileri bildirilmektedir. Thymus vulgaris esansiyel yağının Candida albicans’ın 

biyofilm oluşumunu MİK/2 konsantrasyonda %92.51 ve MİK/4 %88.3 oranında 

önlediği tespit edilmiştir (Khan vd., 2014). Kekik yağı bileşeni olan thymol ise 

Gardnerella vaginalis biyofilm oluşumunu MİK/2 konsantrasyonda %25 inhibe 

etmiştir (Braga vd., 2010). Al- Shuneigat vd. (2014) kekik yağının S.aureus, 

S.epidermidis, K.pneumoniae, E.coli, P.mirabilis ve P.aeruginosa gibi pekçok 

bakteri türünde antibiyofilm aktivitesi olduğunu bildirmişlerdir. Ancak bu çalışmada 

%inhibisyon oranları yerine OD değerlerinde %30’luk düşüş sağlayan yağ 

konsantrasyonlarını belirtmişlerdir.  

Nane yağının C.albicans biyofilmini M İK altı konsantrasyonlarda % 21.8 - %60 

oranında (Saharkhiz vd. 2012), L.monocytogenes’in biyofilm oluşturmasını ise %60-

70 oranında (Sandasi vd., 2009) inhibe ettiği bildirilmi ştir. Ceylan vd. (2014) ise 

doza bağımlı olarak nane yağının S.aureus (%5.12-61.93), P. aeruginosa (%8.35-

32.25), S.epidermidis (%5.12-31.97), P.fluorescens (%20-84.5) ve C.albicans (%10-

52) oranlarında biyofilm inhibisyonu aktivitesini tespit etmişlerdir. Sandasi vd. 

(2011) nane yağının P.aeruginosa biyofilm oluşumunu %57 önlediğini, aynı 

bakteriye ait mevcut biyofilmi ise %38 giderdiğini bildirmişlerdir.  

Bizim çalışmamızda en yüksek antibiyofilm aktiviteye sahip yağ olan defne yağının, 

S.epidermidis biyofilm oluşumunu da %8.5 ila %37.75 oranında önlediği 

bildirilmi ştir (Chmit vd., 2014). 

Limon yağının E.coli, E.faecalis ve C.albicans tarafından oluşturulmuş biyofilm 

üzerine uygulanması ile E.coli ve C.albicans üremesini %100, E.faecalis’i ise %49.3 

inhibe ettiği Oliveira vd. (2014) tarafından bildirilmiştir.  

Tüm bu sonuçlar, tez çalışmasında kullanılan bitkisel yağların L. pneumophila 

haricinde birçok farklı mikroorganizma üzerine de antibakteriyel ve antibiyofilm 

aktivitelere sahip olduklarını göstermektedir. Bu yağların veya yağlardan elde 
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edilecek maddelerin L. pneumophila dezenfeksiyonu amacıyla su şebeke 

sistemlerinde kullanılması, suda bulunan pek çok diğer mikroorganizmanın da etkisiz 

hale getirilmesini sağlayacaktır.  

Biyofilm oluşumu L. pneumophila’nın yayılımı ve hastalık oluşturmak üzere 

insanlara geçişinde kilit nokta konumundadır. Tek hastalık kaynağı insan yapımı su 

sistemleridir. Biyofilmler sayesinde su sistemlerinde tutunabilmekte ve uzun süre 

hayatta kalabilmektedir.  Bu nedenle L. pneumophila eliminasyonunda biyofilm 

oluşumunun önlenmesi de önemli bir yer tutmaktadır.   

Çalışmamızda elde edilen sonuçlar, denenen bitkisel yağların hepsinin 

L. pneumophila’ya karşı antibakteriyel, bakterisidal ve antibiyofilm aktivitelere sahip 

olduklarını koymaktadır. Bu özellikleri ile L. pneumophila’nın dezenfeksiyonu 

çalışmalarında kullanılma potansiyelleri bulunmaktadır. Bu bitkisel yağlar kozmetik 

ve koku özellikleri nedeniyle küvet, jakuzi gibi lejyoner hastalığı kaynağı olabilecek 

yerlerde direkt olarak da kullanılabilirler. 
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