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OZET

Calismada, Kiitahya ilinde bulunan dogal ortam sularindan toplam 150 adet su 6rnegi
(2016 yili Haziran -Eylill aylarinda) toplanmigtir. Su Ornekleri filtrasyon isleminden
gecirildikten sonra BYCE besiyerine filtreler yerlestirilerek inkiibasyona birakilmistir. Ardindan
stipheli kolonilere Lateks agliitinasyon test Kiti uygulanmistir. Elde edilen 8 Legionella
izolatinin 6 tanesinin serogrubu 2-15, 2 tanesinin ise Legionella spp. olarak bulunmustur.
Izolatlarin, agir metal direnglilik testleri, antibiyotik direnclilikleri ve sekonder metabolit iiretme
yetenekleri arastirilmustir. Izole edilen Legionella bakterilerinin sekonder metabolit iiretme
yetenekleri Gram pozitif (B. cereus, B. licheniformis, S. epidermidis ve S. aureus), Gram negatif
(E. aerogenes, P. aeruginosa, E. coli ve A. hydrophila), mayalardan (S. cerevisiae ve S.
baulardii) kullanilarak agar blok yontemi ile belirlenmistir. Izolatlarin genel olarak sekonder
metabolit Giretiminin olmadig1 ya da ¢ok zayif oldugu tespit edilmistir. E. coli ATCC 25922 susu
agir metal ve antibiyotik direglilik testinde referans sus olarak kullanilmigtir. Yapilan agir metal
toleranslilik (MIK) deneyinde, agir metallere karsi en yiiksek MIK degeri referans sus ile
kiyaslandiginda; %100 kursun ve krom, %12.5 nikel, ¢inko, kobalt ve bakir agir metaline karsi
direngli oldugu saptanmustir. izolatlarin demir ve kadmiyum agir metaline kars1 herhangi bir
dirence sahip olmadigi saptanmustir. Antibiyotik direnclilik testleri disk difiizyon ve
mikrodiliisyon yontemi ile belirlenmistir. Antibiyotik direnglilik deneyinde 3 farkli sicaklik
(27°C, 37°C ve 40°C) kullanilmistir. Kullanilan antibiyotikler Ampisilin, Imipenem,
Sefotaksim, Amikasin, Kanamisin, Tetrasiklin, Eritromisin, Ofloksasin, Sulbaktam, Gentamisin,
Doksisiklin, Siprofloksasin ve Levofloksasin‘dir. Deneyler sonucunda disk difiizyon yontemine
gore en yiiksek antibiyotik direncliliginin sefotaksime antibiyotigine kars1 oldugu belirlenmistir.
Doksisiklin, Siprofloksasin ve Levofloksasin antibiyotikleri kullanilarak mikrodiliisyon yontemi
ile Legionella izolatlarnin Minimal Inhibisyon Konsantrasyonlar1 (MiK) belirlenmistir.

Izolatlarin hepsinin denenen ii¢ antibiyotige karst duyarli oldugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Agir metal, antibiyotik diregliligi, Legionella spp.
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THE ISOLATION AND DETERMINATION OF SOME PROPERTIES OF
LEGIONELLA spp. FROM NATURALLY FOUND ENVIRONMENTAL WATERS IN
KUTAHYA

Ozlem Saniye BAYRAKTAR
Biology, M.S.Thesis, 2017
Thesis Supervisor: Asst. Prof. Ferdag COLAK

SUMMARY

In this study, a total of 150 water samples (from June to September 2016) were
collected from the naturally exist environmental waters in the province of Kiitahya. After the
water samples were passed through the filtration process, filters were placed on the BYCE
medium and incubation was allowed in the experimental protocol line. Latex agglutination test
kit was then applied to the suspected colonies. Six of the 8 Legionella isolates were found to be
serogroup 2-15, and 2 of them were Legionella spp.. Isolates have been investigated for their
heavy metal resistance tests, antibiotic resistance and secondary metabolite production ability.
The ability of the isolated Legionella bacteria to produce the secondary metabolite is determined
by usage of Gram positive (B. cereus, B. licheniformis, S. epidermidis and S. aureus), Gram
negative (E. aerogenes, E. aeruginosa, E. coli and A. hydrophila) and yeasts (S. cerevisiae and
S. baulardii) by executing agar block method. E. coli ATCC 25922 strain were used as
reference strains in heavy metal and antibiotic resistance tests. When compared with the highest
MIC value reference strain against heavy metals in the heavy metal tolerance (MIC) assay
performed, the 100% resistance against lead and chromium, 12.5% against nickel, zinc, cobalt
and copper heavy metals were detected. The isolates were found to have no resistance to iron
and cadmium heavy metals. Antibiotic resistance tests were performed by disk diffusion and
microdilution methods. Three different temperatures (27°C, 37°C and 40°C) were used in the
antibiotic resistance experiment. The antibiotics used were Ampicillin, Imipenem, Cefotaxime,
Amikacin, Kanamycin, Tetracycline, Erythromycin, Ofloxacin, Sulbactam, Gentamycin,
Doxycycline, Ciprofloxacin and Levofloxacin. As a result of the experiments, it was determined
that the highest antibiotic resistance by disk diffusion method was against cefotaxime antibiotic.
Minimal Inhibition Concentrations (MIC) of Legionella isolates were determined by
microdilution method using doxycycline, ciprofloxacin and levofloxacin antibiotics. All of the

isolates were determined to be susceptible to three antibiotics tested.

Key words: Heavy metal, antibiotic resistance, Legionella spp.
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TESEKKUR

Calismam sirasinda benden yardimlarini esirgemeyen, tez konumun se¢iminde ve
yapim asamasinda her tiirli destegi bana saglayan ve her konuda sonsuz sabir gdsteren sevgili
danigman hocam Sayin Dog¢. Dr. Ferdag COLAK’a tesekkiirlerimi bir bor¢ bilirim. Deneysel
calismalarimda bana yardimci olan Yiiksek Lisans Ogrencileri ve arkadaslarim Nilay GOREN,

Eda BOZKURT’a ve Biyoloji Boliimii ¢alisanlarina tesekkiir ederim.

Caligmam boyunca bana her tiirlii maddi ve manevi destegi gosteren sevgili aileme ne
kadar tesekkiir etsem azdir. Her zaman beni destekleyen ve moral veren, annem Havva
BAYRAKTAR’a ve kardesim Soydan MERIC ‘e tesekkiir ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi (devam)

Kisaltmalar Aciklama

MWY agar Selektif katkili (glisin, vankomisin, polimiksin B, anisomisin) BCYE-a
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1. GENEL BILGILER
1.1. Tarihge

Legionella bakterisi ilk kez 1976 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nin Philadelphia
sehrinde Bellevue-Statford otelde toplanan Amerikan lejyonerleri arasinda gelisen pndmoni
salgin1 sonrasinda fark edilmis, 147 kisiden 34'niin 6liimii ile sonu¢lanmistir. Bu pnomoni
salginina atfen hastaliga Lejyoner Hastaligi, salgina neden olan bakteri cinsine Legionella adi
verilmistir. Bakterinin akcigerlerde enfeksiyona neden olmasindan &tiirii de Legionella
pneumophila adi verilmistir. Pontiac atesi adlandirmasi ise hastaligin ilk olarak, ABD'nin
Michigan eyaletinin Pontiac kasabasinda tanimlanmasindandir (Bilim Lab., 2015). Geriye
doniik calismalar yapildiginda L. pneumophila ile bilinen ilk epideminin 1965 yilinda
Washington’da bir psikiyatri hastanesinde saptandigimi ortaya konulmustur. Bu salginda
solunum yolu hastalig1 gelisen 81 hastadan 15’1 6lmiis ve hastalarin saklanan serumlarinin
%85’inde L. pneumophila’ya karsi spesifik antikorlar tespit edilmistir (Topgu, 2002; Pinar,
2002).

1.2. Siniflandirma

Legionella cinsi bakterilerin 58 tiir ve 70 farkli serogrubunun oldugu bilinmektedir
(Isenberg, 2004). Serogrubu tanimlanan Legionella tiirii bakterilerin ¢ogu, insanlarda gériilen
infeksiyonlardan sorumludur. Legionella cinsi bakterilerin neden olduklari infeksiyonlarin
timiine ‘lejyonelloz’ adi ile anilmaktadir (Diagn, 1999). Lejyonelloz klinik olarak; lejyoner
hastaligi, Pontiac atesi ve ekstra-pulmoner infeksiyon olmak tizere ii¢ farkli hastalik belirtisi ile
karsimiza ¢ikmaktadir. Bu klinik durumlarn biraz agiklarsak;  Lejyoner hastaligi; pndmoni
tablosu ile seyreden ve uygun tedavi yontemi uygulanmadigi durumda &liimle sonuglanabilen
agir bir tablodur. Pontiac atesi ise, kas ve eklem agrilari ile seyreden grip benzeri hafif bir

tablodur ve tedavi gerektirmez (Koksal, 2002).

Legionella birgok toksin salgilamaktadir, ancak bunlarin virulans ile iliskisi kesin
degildir. Bu bakterinin tespit edilen cinslerinde sadece bir kismi insanda hastalik ile iligkilidir.
En sik etken L. pneumophila olup diger Legionella tiirlerinin ¢ogunda goriilmeyen cesitli
invazyon ve viriilans faktorlerine sahiptir. L. pneumophila serogrup 1 (Sg 1) vakalarin %75-
80’inden, Sg 2 ve Sg 6 %I10’undan sorumlu bulunmustur. Bunlar1i Legionella micdadei,
Legionella bozemanii, Legionella dumoffii ve diger tiirler takip eder (T.C Saglik Bakanligi,
2016). Legionella cinsi bakteriler hiicre duvari yapilarina (antijenik epitop) gére monoklonal
antikorlar kullanilarak 50'den fazla (su ana kadar tanimlanan 58) tiir ve 70’in tizerinde farkli

serogruba ayrilirlar.



Cizelge 1.1. Legionella tiirleri ve serogrup sayilari (Ignak, 2007).

Cevreden izole edilen tiirler

L.rowbothamii L.steigerwaltii

L.rubrilucens L.taurinensis

L.santicrucis L.waltersii

Tiirler Serogrup sayilar Tiirler Serogrup sayilar
L.adelaidensis 1 L.gresilensis 1
L.beliardensis 1 L.israelensis 1
L.brunensis 1 L.jamestowniensis 1
L.cherrii 1 L.londiniensis 1
L.drozanskii 1 L.moravica 1
L.fairfieldensis 1 L.nautarum 1
L.fallonii 1 L.quateirensis 1
L.geestiana 1 L.quinlivanii 2
L.gratiana 1 L.spiritensis 1

1 1
1 1
1 1
1 1

L.shakespearei L.worsleiensis

1.3. Morfoloji ve Boyanma Ozellikleri

Legionellaceae iiyeleri, soluk boyanan, gram negatif, genellikle kapsiilsiiz, ince
basillerdir (ignak, 2007). Oksijen istekleri bakimindan aerop, sporsuz ve hareketli, pleomorf
goriinimde veya uglar1 yuvarlak kisa ¢ubuk seklindedirler. Bir veya iki kutupsal Kirpikleri
vardir (Tugrul, 2000). Koloni mikroskobuyla incelendiginde yiizeyleri piirttiklii, periferinde
kirmizi-mavi yesil rofle veren ve 15181n diizensiz kirilmasi sonucu buzlu cam goriiniimiinde olan
bakterilerdir. Klinik o6rneklerde 0,3-0,9 pum ile 1,5-5 pum boyutlarinda goriliirler, fakat
kiiltiirlerinde 20 pum uzunlugunda filamantz yapida olabilirler. Uremek icin L-Cysteine &zel
gereksinimleri vardir. Bu yiizden bu bakteriye spesifik besiyeri gelistirilmistir. Ortamda demir
tuzlarinin varligi tiremelerini kolaylastirir. L. oakridegensis, L. nautarum ve L. londinensis
haricindeki tiirler bir, iki veya daha fazla sayidaki kivrik, kutupsal ya da lateral kirpiklerle
hareketlidir. Kirpikleri 14-20 um genisliginde, 8.0 pum boyundadir. Kirpik yapilar1 besinlere ve
1stya bagl olarak degisiklik gostermektedir (Vural, 1995).

Legionella o6rneklerinin gram boyasi ile goriilmesi zordur. Gram boyamasi sirasinda

safranin uzunca bir siire tutulursa veya safranin yerine bazik fuksin kullanilirsa, basiller hafifce



boyanir. Legionella’lar i¢in gimenez boyasi, gram boyasi kadar hizli ve ondan daha iyi bir
yontemdir. Dieterle ve Warthin-Starry giimiisleme boyalariyla dokularin parafin kesitlerinde
Legionella’larin gosterilmesi miimkiindiir. Dokuda ve klinik 6rneklerde L. micdadei zayif
olarak aside direnglidir. Erlich Ziehl Neelson gibi, asidorezistan bakterileri boyayan
yontemlerle, hafif boyanma o6zelligi gosterebilir. Fakat besiyerlerinde iiretildikten sonra bu

ozellikler kaybolur (Ustagelebi, 1991).

L. pneumophila’nin hiicre duvarinda ince bir peptidoglikan ve lipopolisakkarit
tabakasinin en 6nemli yapilar olan diaminopimelik asit ve 2-keton-3 deoksitonat vardir. Yag
asit yapilar1 Gram negatif bakterilerin yag asit yapisindan farklidir. Legionella hiicrelerinde ¢ok
sayida dallanmig yag asiti zincirleri ve az sayida da ester baglariyla bagh hidroksi asitler vardir.
Karmagik yapida bulunan bu yag asitleri, bakterileri sicak ortamlarda 1sidan korumaya yarar

(Harrison, 2006).

Baz1 suslarda polisakkarid kapsiile benzer bir yapiya rastlanir. Sitoplazmada, sudan
black B ile boyanan (sudanofilik), polibetahidroksi-butirat grantilleri vardir (Ustagelebi, 1991).

1.4. Ureme ve Biyokimyasal Ozellikleri

Legionella dogal su ortamlarinda bulunabildigi gibi laboratuar ortaminda daima zor
iireyen bir bakteridir (Bridge, 1983). Bulundugu ortamdaki demir iyonlar1 ve keto asitler
iiremeyi artirirken piirin ve pirimidin bazlar1 da iiremeyi destekler ve maya 6ziinde bol bulunur
(Hoffman, 1983). Karbon kaynagi olarak aktif komiirii kullanirlar. Ayni zamanda aktif komiir,
yag asitlerini ve ozellikle besiyerinin 151k ile temasi1 sonucu olusabilecek siiperoksit radikalleri
ve peroksit bilesiklerini absorbe ve detoksifiye edebilmektedir. Ayrica sisteinin oksidasyonunu
da Onlemektedir. Bu nedenlerden dolayr Legionella bakterileri standart bakteriyolojik
besiyerlerinde iireyemezler. Fakat maya ozitlii, tamponlanmis komiirlii ve pH:6,9 olan agarda
3-5 giinde 1-4 mm c¢apinda, yuvarlak, gri renkli koloniler halinde iirer (Edelstein, 1982;
Harrison, 1988). Nemli ortamda 35°C-37°C’de iireme gergeklestirir ve ortamda %5 CO;
bulunmast iiremeyi arttirir (Morrill, 1990). Ureme sirasinda enerji kaynagi olarak aminoasitleri

kullanirlar. Demir bilesikleri tiremeyi hizlandirir (Ustagelebi, 1991).

Legionella bakterisinin tiim tiirlerinin katalazi zayif, (Yanlizca L. Worsleiensis’in
katalaz aktivitesi yoktur) oksidaz negatif veya zayif pozitiftir. Yapilarinda bol miktarda
dallanmis yag asidi zincirleri vardir. Cogu tiirler {ireaz ve nitrat negatifdir. L. micdadei, L. feeleii

ve L. nautarum disindaki tiirler jelatini eritirler. Cogu tiirler tirozinden, erir bir pigment



olustururlar. Hippurat hidrolizi testi L. pneumophila’da kuvvetli pozitif oldugundan, bu tiire
digerlerinden ayirmak igin basit bir yontemdir (Ustacelebi, 1991).

Legionella bakterisi karbonhidratlar1 fermente ve okside edemez. Enerjinin 6nemli
kismini arjinin, treonin, metiyonin, serin, isoldsin, valin, sistin gibi aminoasitlerden saglarlar

(Ustagelebi, 1991).

[ 70°C'de aminda élir |

[ 80°C'ye kadar gikan sicak su sistemlerinde izole edilmis &rnekler var |

| 60T'de 2 dakika igerisinde bakterilerin 3£90" &lar |

50TC'de 80-124 dakika icerisinde bakterilerin %:90" &lar |
| 48.4 -50°C; bakteri kolonilerinin azaldig ve simir bilylime sicakhgr |

32-42C

) | . 30 - 45T arasiisilarda bakterilerin
optimal sicaklik arahig

sag kaldig ve gogaldi@ gozlenmistir

20C'nin altindaki isilarda bakteri sayisinda cok az artis olur yada hic
artis gerceklesmez

AN A

Sekil 1.1. Legionella bakterilerinin sicakliga duyarliligi (Saglik B., 2016).

1.5. Antijenik Yap

Legionella tiirlerine 0zgii antijenler absorbe antiserumlarla, agliinitasyon veya
immuflouresan ters yapilarak tanimlanir. Bunlar hiicre yilizeyinde bulunan yapilardir. Ayrica
tim Legionella tirlerinde protein yapisinda, 1siya duyarli tek bir (flagella) antijeni vardir
(Ustagelebi, 1991).



L. pneumophila’da bir bagka antijen, 60 kDa agirliginda olan bir heat-shock proteindir
(hsp). Bakteriyal hsp60 veya GroEL ailesinde yeralan bir proterin M. tuberculosis 65 kDa
proteini ile %76 oraninda, Escherichia coli ve Coxiella burnetti hsp60 proteinleri ile %85
oraninda benzerlik gostermektedir. Legionella hsp60 seklinde belirtilen bu proteinin major
sitoplazma membran proteini (MCMP) oldugu ve Legionella cinsine 6zgii oldugu anlagilmigtir.
Hayvan deneylerinde kuvvetli bir koruyucu bagisikligin gelismesi nedeniyle, ast
gelistirilmesinde kullanilmasi Onerilmistir. Legionella hsp60 bugiine dek tanimlanan hsp’ler

arasinda koruyucu bagisiklik olusturdugu gésterilen ilk hsp’dir (Ustagelebi, 1991).
1.6. Epidemiyoloji
1.6.1. Legionella ekolojisi

Legionella iginde yer alan bakterilerin gergekte dogal ekolojik ortami sudur. Sicak ve
soguk su kaynaklari, batakliklar, yer alti sulari, volkanik goller Legionella cinsi bakteriler
icerirler. Dogal ortamlarda 0-63C° arasindaki sicakliklarda yasarlar. Klora tolerans gosteren

suslar1 nedeniyle sehir su sistemlerinde kolaylikla gegerler (Ustagelebi, 1991).

Dogadan insana bulag dort halkali bir zincir seklinde tanimlanabilir. Birinci halka
yasadiklar1 dogal sulardir. Ikincisi bakterinin iireyerek yiiksek konsantrasyonlara ¢tkmasina izin
veren amplifikasyon faktorleridir. Ugiincii halka bakterinin duyarli popiilasyona ulasiimasinda
aract mekanizmalardir. Son halka ise bakterinin yerlesip enfeksiyona neden olabildigi duyarh
konaktir. Zincirin ikinci ve ii¢lincli halkasin1 insan yapimi faktorler olusturur. Yapilan
aragtirrmalar biiyiik binalarin  %50'den fazlasinin su sistemlerinde Legionella tiirlerinin
bulundugunu gostermektedir. Gergekte dogal sularda diigilk konsantrasyonlarda bulunan
bakteriler az sayida sebeke suyuna gegebilirler. Ancak binalarin su sistemlerinde iiremeye
uygun ortam (6l bosluklar, suyun durgun oldugu alanlar) bularak gogalirlar. Su tesisatinda
yaygin sekilde bulunabilen biyofilm katmanlar1 da bakterinin tiremesinde ¢ok 6nemli rol oynar
(Fraser, 1991; Fields, 1996).

Legionella tiirlerinin, dogada yasamini siirdiirebilmeleri ve ¢ogalabilmeleri igin,
ortamda baz1 mikroorganizmalarin bulunmas1 énemlidir. Onceleri Legionella tiirlerinin dogada
serbest yasadiklart sanilirken, ¢ok gegcmeden Acanthamoeba ve Naegleria tiirii amipler i¢inde
simbiyotik/paraziter bir yagsam siirdiirdiikleri anlagilmistir. Amip kistleri iginde, serbest yasama
gore dis etkilere ve biyositlere daha direngli hale gelmektedirler (Akbafl, 1996). Bazi canlilar
Legioenella cinsi bakterilerin iremesine olumlu etki ederken, bazisi da {iremesini

engellemektedir. Cyanobacteriler, Fischerella ve yesil algler Legionella cinsi bakterilerin



tiremesini olumlu y6nde etki etmektedir (Baron ve Finegold, 1990; Akbas, 1996). Pseudomonas
benzeri suslar, Streptococccus ve Bacillus tiirlerinin ise Legionella cinsi bakterilerin liremesini

engelledikleri belirtilmistir (Toze, vd., 1990).

Siyanobakteriler ve diger Legionella dis1 bakteriler, Legionella tiirlerinin in vitro
kosullarda iiremesini stimiile ederler. Sularda serbest olarak yasayan amipler ve kirpikli
protozoalar, infeksiyon kaynagi olarak siiphelenilen ortamlardan, Legionella tiirleri ile birlikte
izole edilmislerdir (Fliermans, vd., 1984; Jantzen, vd., 1993). Mavi-yesil algler, amip ve
kirpikli protozoalar1 infekte ederek cogalabilen mikroorganizma, uygun olmayan c¢evre
kosullarinda yasamin siirdiirebilir. Mavi-yesil alglerin (Cyanobacteria) bulundugu ortamlarda
bulunurlar ve amipler (Amoeba, Acanthamoeba ve Naegleria tiirleri) i¢inde ¢ogalabilirler. Bu
amipler Legionella’larin dogadaki asil kaynagidir (Ustagelebi, 1991).

Legionella tiirlerini en ¢ok bulundugu insan yapimu su sistemleri sunlardir;

e Havalandirma sistemleri, merkezi klima ve sogutma kuleleri
e  Sicak su tanklart

e Su yumusatma tanklart

e Sicak su musluklari ve dus bagliklari ve

e Camurlar, kaplicalar ve termal banyolar,

e Hastane solunum tedavi ekipmanlari

e Nebulizatorler ve evaporatdrler

Go6z yikama birimleri (Whitney, vd., 1997).

Legionella bakterisi suda uzun siire yasar. Oda 1sisinda, distile suda aylarca, ¢esme
suyunda ise bir yildan uzun siire canli kalabilmektedir. Aerosollerde canlidir ve aerosol
kaynagindan 200 m uzakta canli kalabilirler. Legionella bakterileri damlaciklar i¢inde ortamda
2 saatten fazla kalabilir ve hava akimlariyla 1.5-3.0 km uzaga tasinabilirler (Yu, 1993; Blatt,
1993).

Legionella tiirleri dogada amip disinda biyofilm tabakalarda da ¢ogalma gosterebilir.
Legionella tiirii bakteriler yerlestikleri yiizeylerde slime iiretmezler. Su depolari, sogutma
kuleleri, vantilatér ve nebulizatér gibi ortamlarda bagka bakterilerin olusturdugu ¢ogu kez
biyolojik atik katmanlar1 seklindeki biyofilm yapilarinin igine yerlesirler. Hastanelerde
kullanilan kateter, nazogastrik sonda, entiibasyon tiipleri gibi araclarin musluk suyu ile
yikanmasi ve dezenfekte edilmemesi sonucunda mekanik olarak hastaya bulasma

gerceklesebilir. Biyofilmlerde iireme hizlar1 ¢ok yavasladigindan, metabolizmalarindaki



biyokimyasal ara yollara etki gosteren biyositlere karsi direngleri artmaktadir (Abigail, vd.,
1994).

1.6.1.1. Legionella tiirlerinin dogada yvayilim

Legionella bakterisinin sucul ortamlarda yaygin olarak bulunmasinin sebebleri: farkli
bir ¢ok kosulda hayatta kalma yetenegi (Hilbi, vd., 2011) protozoalar1 enfekte ederek, hiicre igi
replikasyon yapabilmesi (Rowbotham, 1980) ve farkli mikroorganizmalar tarafindan
olusturulmus biyofilmlerde hayatta kalabilmesidir (Declerck, 2010). Bakteri dogada biyofilmler
ve konak hiicrelerde parazitlik haricinde, canli fakat kiiltirde iiremeyen (Viable but not
culturable - VBNC) veya serbest planktonik formlarda da bulunabilmektedir (Mekkour, vd.,
2013). Legionella cinsi bakteriler dogada yasamlarini siirdiirebilmek igin gerekli olan besin ve
diger ¢evresel faktorlerin varligina bagli olarak ince duvarli, hareketsiz replikatif form ile kot
cevresel kosullara adapte olabilmek igin kalin duvarli hareketli gecici fizyolojik formlara
dontisebilmektedirler. Dolayisiyla Legionella bakterilerinin olumsuz cevre sartlar1 varliginda
gecici formlari canli fakat kiiltiirii yapilamaz olarak adlandirilir. Rutin Legionella kiiltiirlerinde
cogaltilamayan bazi Legionella tiirleri amip benzeri Legionella olarak adlandirilir (Bilim Lab.,
2015).

Dogal su ekosistemlerinin lejyoner hastaligi igin kaynak olusturmadiklari kabul edilir,
clinkii ¢evresel kosullar Legionella tiirlerinin hastalik olusturacak sayida iiremesine uygun
degildir (Declerck, 2010). Hastaligin epidemiyolojik kaynagi igme, kullanma su sistemleridir
(Ruf, vd., 1988). Japonya’daki bir kaplica, lejyoner hastaligi sebebi olarak kayitlara girmis
istisnai dogal su orneklerinden birisidir (Mashiba, vd., 1993). Legionella ¢evresel izolatlar1 ile
klinik izolatlarinin kiiltiirde gelisim oOzellikleri bakimindan o&nemli farkliliklar1 olmadigt
(Orrison, vd., 1981), fakat ¢evresel izolatlarin virulans 6zelliklerinin degisken olabildigi (Bollin,
vd., 1985) gosterilmistir. Ekstrem kosullarda Legionella tiirleri hayatta kalabilirler. Ornegin:
algler tarafindan olusturulmus pH 2.7 asidik biyofilm ortaminda Legionella tiirleri izole
edilmistir (Sheehan, vd., 2005).

1.7. Patogenez

Legionella’lar fakiiltatif hiicre i¢i parazitidir. Hastaligin ortaya ¢ikmasi bakteride
virulans faktorlerinin varligi, konagin durumu ve karsilasilan bakteri sayisi ile iligkilidir
(Ustagelebi, 1991). Legionella enfeksiyonlari, bakteri, cevre ve konak olmak iizere li¢ faktoriin
etkilesimi sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Bakterinin konak organizmaya girisi solunum yollar

ile olmaktadir. Enfeksiyonun olusabilmesi i¢in konak solunum yollar1 direncinin kirilmis olmasi



gerekmektedir. Bu nedenle Legionella ailesinde yer alan bakteriler firsat¢i patojendirler. Biitiin
Legionella tiirlerinin insanda enfeksiyona neden olmadig1 gézoniine alindiginda, tiire 6zgiil bazi
virulans kriterlerinden soz edilebilir. Toprak ve suda Legionella tiirlerinin yaygin olarak
bulunmasi, insanlarin bu bakterilerle yogun karsilastigi gercegini ortaya koymaktadir. Dogada
yaygin olarak bulunan Legionella tiirlerinin sadece bir kisminin etken oldugu enfeksiyonlarin
solunum vyollar1 direnci zayiflamis kisilerde goriilmesi, bakteri, ¢evre ve konak iligkisinin

onemini vurgulamaktadir (Abigail, 1994).

Legionella’larda virulansta rol oynayan birgok faktdr vardir. Insan infeksiyonlarma %85
oraninda L. pneumophila (6zellikle serogrup 1 ve 6) ve ikinci sirada L. micdadei yol agar.
Pontiac hastalig1 L. pneymophila’dan bagka sirasiyla L. micdadei, L. feeleii, L. anisa ile olusur.
Diger tiirler ve diger L. pneumophila serogruplari da o6zellikle immun sistemi baskilanmig
hastalarda agir klinik tablolara yol agabilirler. Legionella bakterileri saglikli insanlarda da ciddi
infeksiyonlara yol acabilir, ancak agir infeksiyonlar ve o6liim engok savunma sisteminin

bozuldugu hastalarda goriiliir (Ustagelebi, 1991).

Inhalasyon ile iist solunum yollarindan aspire edilerek konak organizmaya giren patojen
bakteri, eger konagin solunum yollar: direncini bozan bir neden varsa, 2-10 giin i¢inde pnémoni
ile sonuglanan enfeksiyon tablosu ortaya ¢ikartmaktadir. Legionella enfeksiyonuna karsi konak
direncini bozan risk faktorleri arasinda en iyi bilinenler, sigara kullanimi, kronik obstriiktif
akciger hastaliklari, kronik kardiyovaskiiler hastaliklar, bobrek yetmezligi, transplantasyon ve

altta yatan bir hastaliga veya tedaviye bagli immiin supresyondur (Winn, 1995).

1.8. Klinik Belirtiler ve Bulgular

Legionella enfeksiyonlart subklinik enfeksiyon olarak 3 farkli durum halinde ortaya

cikar.

1. Nonpndémonik hastalik (Pontiac atesi)
2. Pnomoni (Lejyoner hastaligi)

3. Ekstrapulmoner inflamatuvar hastalik.

Subklinik enfeksiyon terimi pnomoni tablosu ortaya ¢ikmadan sadece serumda

Legionella tiirlerine kars1 antikor saptanmasi ile tanimlanmaktadir (Winn, vd., 1995).

Nonpnémonik hastahk (Pontiac atesi); Legionella tiirlerinin neden oldugu
nonpnomonik hastalik, "Pontiac atesi" adiyla anilir. Pnémoni yoktur. Gribal infeksiyonu andirir.
Baslica belirtileri ates, kas agrisi, halsizlik, basagrisi ve balgamsiz Oksiiriik olan akut bir

hastaliktir. Ortalama bir haftada kendiliginden diizelir. Legionella infeksiyonlarini ¢ogunlukla



saglikli bireylerde pontiac hastaligi seklinde goriiliir. Genellikle kendi kendine iyilesme
egilimindedir (Ustagelebi, 1991; Koneman, vd., 1997).

Pnomoni (Lejyoner hastaligi); Legionella enfeksiyonlar: arasinda siklikla karsilagilan
ve en ciddi klinik tablodur. Baslangi¢ aniden yiikselen ates, halsizlik, miyalji, basagrisi ve kuru
oOkstiriik ile kendini gosterir. Balgam ¢ikartilabiliyorsa inflamasyon hiicreleri igerir, fakat
genellikle Gram boyasiyla bakterileri gormek zordur. Ozellikle kuru oksiiriik ile kendini
gosteren atipikpnomoni tablosu, Mycoplasma pneumoniae ve Chlamydia pneumoniae etkenleri
ile ayirici tam gerektirir. Pulmoner infiltrasyonun hizl gelisimi, diger loblara ve diger akcigere
yayihm, diger gram negatif basil pnomonilerini disiindiirse de, genis spektrumlu
sefalosporinlere ve aminoglikozitlere cevap alinamamasi, bu tanidan uzaklastirir (Winn, vd.,
1995). Agir seyreden Legionella pnomonisinde bakteriler kan akimi ile yayilim gosterebilirler.
Bakteriyemi sonucu plevral ampiyem, perikardit, miyokardit, endokardit, pankreatit,
piyelonefrit, peritonit, selliilit, hepatik apse ve gastrointestinal apseler gelismis olgular
tanimlanmistir. Deri dokiintiileri, ensefalit, artrit, akut bobrek yetmezligi, miyoglobuliniiri gibi
enfeksiyon dis1 komplikasyonlar da goriilebilmektedir. L. pneumophila infeksiyonunun lejyoner
hastaligi seklinde ortaya g¢ikmasi bagisiklik sisteminin baskilandigi durumlarda (T hiicre
fonksiyon bozuklugu veya immunsupresif tedavi) kronik akciger hastaligi olan bireylerde
cerrahi girisimler uygulananlarda, transplantasyonlularda, kanserlilerde, ileri yas donemlerinde,
alkol veya sigara aligkanligi gibi faktorlerin varlifinda daha sik goriilmektedir (Ustagelebi,
1991).

Ekstra pulmoner inflamatuvar; hastalik Lejyoner ve pontiac hastaliklarinin disinda
son zamanlarda Legionella bakterilerinin neden oldugu ve viicudun farkli organlarinin
etkilendigini gosteren ¢ok sayida yayin yapilmistir. Bu hastaliklardan bazilari; bakteriyem,
beyin absesi, ensefalit, deri absesi, siniizit, piyelonefrit, prostatik kapak endokarditi ve
perikardittir (Strohl, vd., 2006).
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Lejyonellozis insanlarda Klinik Olarak Ug Farkli Forumda Gériilmektedir.

——» 1. Pontiac Atesi

————| 2. Lejyoner Hastaligi veya Legionella Pnémonisi

L »| 3. Ekstrapulmoner Enfeksiyonlar

Lejyoner Hastaligi Enfeksiyon Etkeninin bulastig Diisiiniilen Kaynaga Gore
iki Bashk Altinda incelenmektedir

» 1. Hastane Kaynakli Lejyoner Hastalhg
2. Toplumdan Edinilmis Lejyoner Hastaligi

a. Seyahat iliskili Lejyoner Hastalig

» b. Diger Yasam Alanlarindan Kaynaklanan Lejyoner Hastaligi

Sekil 1.2. Legionella enfeksiylonlart ve siniflandirmalari (T.C Saglik B., 2016).

1.9. Mikrobiyolojik Tan1
1.9.1. Legionella cinsi bakteri izolasyon yontemleri
1.9.1.1. Kiiltiir
Orneklerin Toplanmasi, Dekontaminasyonu ve Yogunlastirilmasi

Farkli kuruluslar tarafindan ¢evre orneklerinden Legionella bakterilerinin; izolasyonu,
orneklerin toplanmasi, dekontamisyonu, konsanstrayonu ve kiiltiirii gibi konularda farkli

yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemlerden bazilar:

(CDC) Centers for Disease Control and Prevention Uygulamasi: Dus basligi ve
musluklardan 6rnek alinirken dncelikle siiriintii ardindan su 6rnegi alinir. Alinan 6rneklere su
icerisinde az miktarda bulunan bakteriyi yogunlastirmak icin filtrasyon islemi uygulanir.
Ardindan 15 dk asit ile dekontamine islemi yapilir. Ekim i¢in BCYE, PAV ve GPAV
besiyerleri kullanilir (Ta, vd., 1995).

(VAMC) Veterans Affairs Medical Center Uygulamasi: Bu uygulamada stiriintii

orneklerinin su 6rneklerinden ayri olarak toplanmasi onerilir. Toplanan 6rnekler 3 dakika asit
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uygulamasiyla dekontamine edir. Ornekler BCYE ve DGVP besiyerlerine ekilir (Ta, vd.,
1995).

The Hygiene Institute: Bu yontemde sadece su Ornegi alinir. Alinan 6rneklere su
icerisinde az miktarda bulunan bakteriyi yogunlastirmak icin filtrasyon islemin uygulanir.
Ardindan 15 dk asit ile dekontamine islemi yapilir. Ekim i¢in BCYE ve GVPC besiyerleri
kullanilir (Ta, ve ark., 1995).

(1ISO) The International Standard Method: Toplanan ornekler asit veya 1st ile
dekontaminasyon edilir. Konsantre edilen o6rneklerin GVPC ve BCYE-a besiyerlerine

ekilmesini énermektedir (Garity, vd., 1980).

(AS) Australian Standart: Bu yontemde ISO’nun aksine asit ile dekontaminasyon
islemini yiiksek oranda kontamine ornekler icin 6nermektedir. Besiyeri olarak da BMPA ve

MWY agar onermektedir (Garity, vd., 1980).

Uygulanan yontemlerde asit ile dekontaminasyon igleminin siiresi 5-30 dakika arasinda
degistigi gozlemlenmistir. Fakat 1/10 oranminda pH 2,2 KCI-HCI ¢ozeltisiyle 5 dakika muamele
islemi uygulandiginda Legionella disindaki bakterilerin uzaklastirilmasinda yeterli olugu ve

Legionella cinsi bakteri izolasyon oranini diisiirmedigi bildirilmistir (Rodgers, vd., 1979).

1.9.1.2. Legionella besiyerleri

Legionella bakterisi laboratuvarda kullanilan standart besiyerlerinde tiremedigi igin
izolasyonunda 6zel besiyerleri gereklidir. Cesitli antibiyotiklerin katilmasiyla segici 6zellik
kazandirilabilecek "Buffered Charcoal Yeast Extract- o-ketoglutarate” (BCYEa) besiyeri
kullanilir (Nash, vd., 1991). Besiyerinin i¢inde bulunan yeast extract bakteri igin besin
kaynagidir. Demir bilesikleri, L-cysteineve o- ketoglutarate Legionella tiremesini uyarir.
Ozellikle besiyerinin 151k temast sonucu olusabilecek siiperoksit radikalleri ve peroksit
bilesiklerinin notralize edilmesinde ise aktif komiir gorev alir. Besiyerine katilan ACES [N-(2-
acetamido)-2- aminoethanesulfonic acid] tamponu, Legionella iiremesi i¢in gerekli optimum
pH'y1 saglamaktadir. Segicilik i¢in siklikla polymyxin B, anisomycin ve cefamandole veya

vancomycin antibiyotikleri besiyerine eklenir (Winn, vd., 1995).

Ozellikle gevresel drneklerden izolasyon i¢in BCYE temel besiyerine antibiyotiklerin
yanisira, glisin, bromtimol mavisi ve bromkrezol moru eklenmesiyle elde edilen modifiye
Wadowsky-Yee besiyeri ile bazi Legionella tirlerinin renkli koloni olusturmasi
saglanabilmektedir (Winn, vd., 1995).
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1.9.1.3. Kiiltiir sonuclarimin degerlendirilmesi

Ekim yapilan besiyerlerinin en az 5 giin boyunca, nemli ve %2- 5 CO; 'li ortamda
inkiibasyonu yapilmalidir. 10 giin siireyle besiyerleri gozlenir. Besinci giinden sonra kiiltiirler

genellikle tireme gozlemlenir.

Legionella bakterilerinin izolasyonunda kullanilan besiyerlerinde diger bazi zor iireyen
bakterilerin de tredigi bilinmektedir. Bakterilere Ornek; Nocardia asteroide, Bordatella
pertussis ve Francisella tularensis verilebilir. Legionella siipheli kolonilerin kesin tanisi
bakterilerin iiremek i¢in sisteine zorunlu gereksinim duymalariyla konulur (Miyamoto, vd.,

1997).

Stipheli kolonilerden koyun kanli veya ¢ikolata agar gibi rutin amagli besiyerlerine
antibiyotik icermeyen BCYE agar ile birlikte paralel pasaj yapilir. Legionella tiirleri kanl veya
cikolata agarda iiremezler. Kanli agarda iiremeyen, BCYE’de iireyen izolatlarin agliitinan

serumlarla test edilmesi ile taniya gidilir (Kool, vd., 1999).
1.9.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Legionella tiirlerinin saptanmasi amaciyla kullanilan yontemlerden biride PCR’dur.
(Starnbach, vd., 1989). Legionella’larin cinse 6zgii ribozomal RNA’lariin belirlenmesinde,
DNA hibridizasyon testleri ve genellikle kontamine sularda Legionella aranmasinda PCR
uygulanmaktadir. Genel olarak hedef DNA bolgesi olarak Legionella tiirlerine 6zgiil 5STRNA
geni veya Mip geni secilmektedir. Duyarlilik 1-35 cfu/mL arasinda degismektedir (Lishy,
1994). Kullanilan bu yontem Legionella gibi zor ve yavas iireyen bakterilerin tanisi i¢in kiiltiir
yonteminin yaninda iyi bir alternatiftir (Catalan, vd., 1994). Niikleik asit tespitine dayanan bu

yontemde canli ve cansiz Legionella DNA’lar1 da pozitif sonug vermektedir (Fields, vd., 2002).

PCR yo6nteminin; yapilan bazi arastirmalar dogrultusunda su 6rneklerindeki Legionella
tirlerine uygulanan kiiltir yonteminden daha iyi sonug¢ verdigini gostermistir (Miyamoto ve
ark., 1997). Fakat suyun kirliligi gibi faktorler PCR sonuglarini etkilelemektedir. PCR ve
kiiltiirin ~ ¢evre  Orneklerinin  incelenmesinde birbirini tamamlar 6zellikte oldugu

distiniilmektedir (Maiwald, vd., 1994).
1.10. Legionella Cinsi Bakterilerin Tiir Tanisi ve Serogruplandiriimasi

Legionella bakterilerin tiir diizeyinde tamisinda (hippurat hidrolizi, betalaktamaz testi,
tirozinli besiyerinde kahverengi pigment olusturma, uzun dalga boylu 151k altinda farkli renkte

floresan verme, jelatini hidrolize etme, hareket gibi) biyokimyasal, morfolojik ve enzimatik
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testlerin sinirl diizeyde tan1 degeri vardir (Kim, vd., 2002). Kiiltiirde tireyen siipheli kolonilerin
dogrulanmasi ve tiir tanisinin yapilmasi amaciyla bu testlerin disinda DFA ve/veya lateks

agliitinasyon yontemleri kullanilmalidir (Bartie, vd., 2003).
1.10.1. Direkt floresan antikor (DFA) deneyi

Kiltirde iireyen Legionella izolatlarinin identifikasyonunda DFA yontemi, siklikla
kullanilir (Erdem, 1999; Lasheras, vd., 2006). Bu teknikte tiire ve serogruba 6zgiil dig membran
proteinlerine karsi elde edilmis (Legionella tiir ve serogruplarina kars1 hazirlanan monoklonal
tavsan antikorlar1) floresan antikorlar kullanilir. Antikorlar, Legionella tiirlerinin hiicre duvar
antijenleri ile baglandiginda, antijen-antikor kompleksleri UV 11k altinda gézle goriilebilir hale
gelirler. Floresan mikroskopla bakildiginda bakteri, parlak sari-yesil floresan veren kokbasil
veya kisa basiller olarak gortliir (Eberly, vd., 2007). Bu sayede kiiltiirde tireyen siipheli
kolonilerin dogrulamasi ve tiir tanist yapilmis olur (Bartie, vd., 2003). Kisa siire igerisinde
sonu¢ vermesi Onemli bir avantajidir (Yu, vd., 2000). Bu yontem kiiltiir yontemi ile

kiyaslandiginda duyarliligi (%25-70) daha diisiik bulunmustur (Winn, vd., 2006).
1.10.2. Lateks agliitinasyon deneyi

Antikor kapli boyali lateks ya da koloidal altin partiikiilleri, hizli serolojik
identifikasyon ya da saf bakteri kiiltiir izolatlarinin teshis ve tiplendirilmesinde kullanilir.

Antijen ile antikorun birlesmesi sonucu gozle goriiliir agliitinasyon sekillenir.

Legionella bakrerilerinin serogruplarini belirlemek i¢in Legionella Latex test Kiti ile
agliitinasyonu yapilir. Bu yontem Legionella hiicre duvari antijenlerine (O antijenlerine) karsi
tavsandan elde edilen antikorlarla ayn1 serogruptan olan Legionella bakterilerinin agliitinasyon

vermesi esasina dayanmaktadir (Nakipoglu, 1999).
1.11.Tedavi

Legionella bakterisinin neden oldugu enfeksiyonlarimin tedavisinde klasik olarak
kullanilan ilag eritromisindir. Cok agir seyreden hastaliklarda eritromisinin, rifampisin ile
birlikte kullanilmas1 gerekmektedir. Yakin zamanda azitromisin, klaritromisin ve roksitromisin
gibi daha yeni makrolidler ve siprofiloksin, perfloksasin gibi kinolonlar da Legionella
infeksiyonlar1 i¢in kullanilan ilaglar arasindadir. Kinolonlar, rifampin, makrolidler,
trimetroprim sulfametoksazol ve tetrasiklinlerin, in vivo kosullarda, Legionella tiirlerine etkili
oldugu saptanmustir, fakat penisilin sinifi antibiyotikler Legionella bakterilerine etki etmezler.

Pontiac atesi hastaliginda 6zgiil tedavi gerekmez (Akalin, 1993).
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1.12. Koruma ve Kontrol

Legionella bakterisinin neden oldugu lejyoner hastaligi tanisi konmus olgularin, etkeni
icerdigi diisiiniilen binalarda su sisteminin aragtirilmasi gerekir. Siipheli sistem bir bina yada
turistik konaklama tesisi ise, su ornekleri (binaya giren sebeke suyu deposundan, varsa artezyen
kuyusu veya artezyen suyunun toplandigi depodan, su tanklarindan, klima sogutma kulesi ve
klima sistemi icinde dolasan sudan, binanin tiim katlarinin en az birer odasinin dus
basliklarindan ve su musluklarindan, varsa termal havuzlardan) binanin tamamini temsil edecek
sekilde alinmalidir. Siipheli bina bir hastane ise, 6rnekler sadece belirli yerleri temsil edecek
sekilde degil de, yogun bakim, ameliyathane ve kliniklerde yatan hastalarin 6zelliklerine ve risk
faktorlerine bakilarak alinmalidir. Varsa ¢esitli solunum ekipmanlarinin su haznelerinden, su ve

buz makinalarindan da 6rnekleme yapilmalidir (Pinar, 2002).
Su sistemlerinde yapisal alinmasi gereken 6nlemler:

e Su depolari sik1 kapanan kapakli olmali ve miks batarya kullanilmamalidir.

e Hidrofor ve bdyler tesisatlarinda icinde suyun hareketli kaldigi kapali genlesme
depolar1 kullanilmalhdir.

e Su depolar1 tamamen bosaltilabilme ve temizlene bilme imkani saglanmali ve ig
yiizeyleri kir tutmayan, temizlenebilen bir malzeme ile kapli olmalidir.

e Soguk ve sicak su borular1 izole edilmelidir.

e Disanidaki tanklar direk giines 1sinlarna karst korunmali ve yansitict boya ile
boyanmalidir.

e Su depolarn toprak altinda veya bodrum katta yapilmali, yangin suyu i¢in ayri1 depo
olmamalidir (depo igindeki durgun su bakteri iiremesine elveriglidir) (Bilim Lab.,

2015).

Transplantasyon {initesi bulunan hastanelerde rutin olarak su sistemlerinde Legionella
aranmalidir. Yiizme havuz sulari, hastane, okul, otel gibi biiyiikk bina sular1 bakteriden
arindirilmali, belirli araliklarla dezenfekte edilmelidir. Su sistemlerinin yiiksek 1s1 (60°C - 77°C)
uygulamasi, hiperklorinizasyon, ozon (Os), UV 1smlama ile dezenfeksiyonu saglanmalidir

(Pinar, 2002).
1.13. Su Sistemlerinin Dezenfeksiyonu
Su sistemlerinin dezenfeksiyonu amaci ile kullanilan yontemler

1. Fiziksel (membran filtrasyon, termal yontem, ultraviyole 1sinlar1)
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2. Kimyasal (klorlama, giimii/bakir iyonizasyonu vb.) yontemler olarak iki ana baglikta
toplanabilir (Nash, vd., 1991).

1.13.1. Fiziksel yontem

1.13.1.1. Membran filtrasyon

Bu yontem sistemdeki suyun kullanilmadan 6nce 0,2 um por ¢apindaki filtrelerden
gecirilmesini  6n  gortir. Bu uygulamanin nozokomiyal Legionella infeksiyonlarinin

onlenmesinde etkili bir yontem oldugu bilinmektedir (Vonberg, vd., 2005).

1.13.1.2. Termal yontem

Termal yontem, Legionella bakterisinin dogal tireme 6zelligine bagh faktorler dikkate
alinarak uygulanir. Legionella bakterilerinin %90°’1 60°C 1sida yarim saat icerisinde 6lmektedir.
70°C sicaklikta teorik olarak yasamalari miimkiin degildir. Su sistemdeki her noktada ayni

sicaklik saglanamayacagindan %100 eradikasyon gerceklesmemektedir (Bilim Lab., 2015).

Eradikasyon yontemlerinden biri olan “Siiperheat-and-flush” metodu olduk¢a yaygin
olarak uygulanmaktadir. Su sicakliginin 65°C’nin tstiine ¢ikarilmasi ve biitiin ¢ikislardan
birka¢ dakika akitilmasi (superheat-and-flush) kisa siireligine Legionella miktarinin
azaltilmasinda etkilidir. Bu yontemin diizenli uygulanmamasi bakterinin tekrar iireyesine neden
olur. Uygulanan yontem su 1siticilarinin kapasitesi ile sinirlidir ve zaman alicidir. Kalic bir etki

i¢in sicak su sicaklig siirekli 50-60°C’nin iistiinde tutulmalidir (Kool, vd., 2002).

Bu yontemin dezavantaji; yanik tehlikesi yaratmast ve tekrar kolonizasyon
goriilebilmesidir. Sicak su sicakliginin arttirilmasi, su sistemlerindeki soguk su tarafinin
iliklasmasina neden olabilir. Sonugta soguk su kismina Legionella bulas riski artabilir (Kim,
vd., 2002).

1.13.1.3. Ultraviyole 1sinlari

UV kullanimi suyun dezenfeksiyonu i¢in kullanilan fiziksel yontemlerden biridir. 254
nm dalga boyundaki UV isinlar1 timin dimerleri olusturarak hiicresel DNA hasarina yol agarak
Legionella’yr oldariir (Ustagelebi, 1999). Lokal bir bolgeyi dezenfekte etmek igin iyi bir
yontemdir. UV iiniteleri, dus basligi, musluk gibi bolgelerin yanina kurulur. Bu yontemde diisiik

basingli civa lambalarindan gelistirilen UV 1sinlart ile sterilasyon gerceklestirilir.

Bu yonteminin kisith bolgelere uygulanabilmesi, etkinin kisa olmasi ve kalinti

birakmamasindan dolay1 tekrar kolonizasyona neden olmasi dezavantajdir. Fakat kalinti
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birakmamasi nedeniyle ¢evreye zararl etki yaratmamasindan dolay1 atik su aritim sistemlerinde
stkea kullanilir (Yu, vd., 2002). Bu yontem tek basina yetersiz kalmasi nedeniyle Giimiis-bakir
iyonizasyonu ve klorlama gibi yontemlerle beraber uygulandiginda daha etkili olur (Kim, vd.,
2002; Franzin, vd., 2002).

1.13.2. Kimyasal yontem

1.13.2.1. iyonizasyon

Bakar/Giimiis fyonizasyonu

Bakir ve giimiisiin elektrolizi sonucu olusan pozitif yiiklii bakir (Cu*?) ve giimiis (Ag*)
iyonlar1 bakteri hiicre duvarindaki negatif iyonlara baglanarak hiicre duvar permeabilitesini
bozmaktadir (Bilim Lab., 2015). Ayrica bakteri hiicre duvarinin gegirgenliginin bozulmasina ve
protein denatiirasyonuna neden olarak antimikrobiyal etkinlige neden olur. Legionella
hiicrelerinin liziz olmasina yol acar. Bu yontem klorlama ve UV 1sinlar1 yontemleri ile beraber
kullanilmaktadir, fakat fazla ugras gerektiren maliyetli bir yontemdir (Kim, vd., 2002; Stout,
vd., 2003).

Hidrojen peroksit/Giimiis fyonizasyonu

Bu yontem ile hidrojen peroksit ve giimiisiin sinerjik olarak olusturdugu bakterisidal
etkinliginden faydalanilmasi amaglanir. Bu yontem son yillarda kullanilmaya baslandig1 icin

heniz etkinlik diizeyi tam olarak belirlenememistir (Bilim Lab., 2015).

1.13.2.2. Okside edici ajanlar

Bu yontemde dezenfeksiyon amagli halojenler (klor, brom, iyot), klorindioksit,
kloramin, ozon ve potasyum permanganat gibi degisik okside edici ajanlar kullanilmaktadir
(Kim, vd., 2002).

Klorlama

Legionella bakterisi E. coli ve diger koliform bakterilere gore klora daha direnglidir.
Sebeke su sistemlerinde klor orami azdir. L. pneumophila'nin eradikasyonu igin Klor
konsantrasyonunun 2-6 mg/L’ye ¢ikarilmasi gerekmektedir. Amip kisti icerisinde yer alan
Legionella bakterisinin eradikasyonu igin gerekli klor miktari ise >50 mg/L dir. Klorun giiglii
bir antioksidan olmasi avantajdir. Fakat biyofilm icerisindeki Legionella bakterisine etkisi
zayiftir (Kim, vd., 2002).
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Klor yonteminin dezavantaji 5-6 yil klorlama yapilmis su sistemlerinde korozyon
goriilmesi ve ayrica karsinojenik ve toksik etki olusturabilmesidir (Kim, vd., 2002; Nakipoglu,
1999).

Monokloramin

Serbest klor ve amonyagin suda dogru oranda karigtirilmasi ile uygulanan bir
yontemdir. Bu yontem serbest klor ile biyofilm i¢indeki bakterilerin 6ldiiriilmesinde daha iyidir.

Igme suyu dezenfekyonunda uzun yillardir kullanilir (Kool, 2002).

Bu yontemin avantajlari; baslangic dezenfeksiyonu serbest klordan daha yavastir.
Dagitim sistemlerinde uzak mesafelerine dezenfeksiyon kalintisin1 gotiirebilir. Serbest klordan

daha az karsinojeniktir. Daha az tat ve koku problemine yol agar (Kool, 2002).

Dezavantajlar ise, baliklar i¢in toksik madde olmasi ve diyaliz suyunda kullanildiginda
febril reaksiyona yol agmasidir. Korozyona yol agmaz. Legionella’nin ortadan kaldirilmasinda 4

ppm monokloraminin ¢ok etkilidir (Kool, 2002).
Ozon

Bu yontem (ozon) Avrupa’da yaygin olarak kullanilmaktadir. Ticari ozonatorler, var
olan oksijeni triatomik fazdaki Os’e donistiiriirler. Bakteri DNA’sina zarar vererek etki
gostermektedir. Dezavantaji hizli bir sekilde etkisini kaybetmesidir. Kalinti birakmadigi igin

kolonizasyonun tekrarlanabilir. Klor kadar etkili bir yontem degildir (Kim, vd., 2002).

Ozonun ¢esitli mikroorganizmalar tlizerindeki etkinligi arastirilmig, Legionella tiirleri,
ozona kars1 poliovirus ve Escherichia coli ‘den daha direncli, Bacillus subtilis sporlarindan daha
duyarli bulunmustur (Liu, vd., 1994).

1.13.2.3. Oksitlemeyen ajanlar

Oksitlemeyen ajanlar genellikle organik bazli bilesiklerdir. Glutaraldehit, 2,2-dibromo-
3-nitropropionamit (DBNPA), isothiazolin, poliheksametilen biguanit (PHMB) ve 2-broma-2-
nitropropinamit gibi oksitlemeyen biyositler bu amagla kullanilir (Bilim Lab., 2015).

Yapilan gesitli ¢alismalarda, Legionella tiirlerine karsi klorlu fenolik tiyoeter etkili bulu-
nurken, gluteraldehit ve kuaterner amonyum bilesikleri etkisiz bulunmustur. “Bromo-
nitropropone-diol”, “bromo-chloro-dimethylhy-dantoin” ve “isothiazolinon”lar ile yapilan ¢alis-

malardan elde edilen sonuglar ise ¢eliskilidir (Liu, vd., 1994).
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Oksitlemeyen biyositler daha kalict ve daha stabil etkinlige sahip olmalarina karsin
sistemin su kayiplar ve aktif maddelerin bozulmalari etkinliklerini azaltir. Oksitleyici olmayan
biyosit uygulamalarinda antimikrobiyal direnci engellemek amaciyla antimikrobiyal

mekanizmasi farkli iki ajanin kombine kullanilmasi 6nerilir (Bilim Lab., 2015).

Cizelge 1.2. Legionella kontroliinde kullanilan metotlarin avantaj ve dezavantaslar: (Bilim Lab,
2015).

Metot Avantaj Dezavantaj

<20°C Sicakhik Basit, etkili ve kolay izlem, Ieme suyu sistemleri ile smirhdir.
Legionella ¢ogalmasi 6nemli
Olglide azalir.

>50°C Sicakhik Basit, etkili ve kolay izlem Legionella'y1 yok etmez.
Periyodik olarak Basit, etkili ve kolay izlem Soguk su sistemlerinde
50-60°C’de sicak uygulanamaz. Sureklilik gereklidir.
su akitilmasi
Sodyum- Kanitlanmus, etkin Baliklar i¢in toksik, tat ve koku
hidroklorid ile dezenfeksiyon metodu. Kolay etkisi, bakir korozyonunda artig
dozajlama uygulanir. gozlenir.
Monokloramin ile Klora gore daha kalicidir. Baliklar i¢in toksiktir.
dozajlama Biyofilm katmanlarina niifuz
(penetrasyon)

Klordioksit ile Kanitlanmig, etkin Klorit olusumu.
dozajlama dezenfeksiyon metodu.
Hidrojen peroksit Uygulamas: basittir. Zayif dezenfektan, mutajenik etki
ile dozajlama sliphesi
Bakir-giimiis Ongoriilen konsantrasyonlarda Uygulama i¢in pH ve sertlik
iyonizasyonu kullanildiginda etkin uygunlugu, suyun bakir ve glimiis

konsantrasyonunda artig
UV dezenfeksiyon | Dezenfeksyon etkinligi mevcut Kalicr etki yok, biyofilm

katmanlarimi etkilemez
Ultrafiltrasyon Biyolojik y1gin ve partikiillerin Filtre dis1 kisimlarda etkisiz,

uzaklastirilmasinda etkili sedimen tizerinde etkinligi sinirli
Sabit filtre Fiziksel bariyer, kolay kurulum, Sadece belirlenen alanlar igin
kullanimi sicak ve soguk sistemler icin kullanim, diizenli olarak
uygun degistirilmeli, pahali
AKkias sirasinin 1s1 Basit uygulama, kisa donemde Legionella iizerinde etkisi gegici,
ile pastorizasyon iyilestirici 6nlem, dezenfeksyon biyofilmlere etkisiz
bariyeri

Okside edici Sogutma sistemleri igin Icme sular1 icin uygun degildir.

olmayan biyositler kanitlanmig teknik Bakteri direnci gelisebilir.
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1.14. Agir Metal
1.14.1. Agir metaller

Gergekte agir metal tamimu fiziksel ozellik agisindan yogunlugu 5 g/cm® ten daha
yiiksek olan metaller i¢in kullanilir. Bu gruba kursun, kadmiyum, krom, demir, kobalt, bakir,
nikel, civa ve ¢inko olmak iizere 60 tan fazla metal dahildir. Bu elementler dogalar1 geregi yer
kiirede genellikle karbonat, oksit, silikat ve siilfiir halinde stabil bilesik olarak veya silikatlar
icinde hapis olarak bulunurlar (Sevgi, 2007).

Her ne kadar metallerin yogunluk degeri tizerinden hareketle ekolojik sistem tizerindeki
etkileri tanimlanmaya/gruplandirilmaya calisiliyorsa da gercekte metallerin yogunluk degerleri
onlarin biyolojik etkilerini tanimlamaktan ¢ok uzaktir. Ornegin yogunlugu 3,65 g/cm?® olan
Baryumun veya 4,51 g/cm® olan titanyumun biyolojik sistemlere kadmiyum (8,65 g/cm?®),
kursun (11,34 g/cm?®) veya lantanit grubu metallerden (5,25 - 9,84 g/cm?®) c¢ok farkli etkide
bulundugu kesindir (Sevgi, 2007).

Bir elementin yogunlugu aslinda periyodik sistemdeki (grup ve gruptaki sira) yerinin,
kimyasal 6zellikleri de elementin ait oldugu grubun fonksiyonudur. Metallerin ekolojik sistem
iizerine etkilerinden bahsederken aslinda metalin ait oldugu grubun ele alinmas1 ve bu 6zelligin

vurgulanmasi biyolojik etki agisindan ¢ok daha anlamlidir (Sevgi, 2007).
1.14.2. Agir metallerin 6nemi

Biyolojik proseslere katilma derecelerine gore agir metaller yasamsal ve yasamsal
olmayan olarak simiflandirilirlar. Yasamsal olarak tanimlananlarin agir metaller organizma
yapisinda belirli bir konsantrasyonda bulunmalar1 gereklidir. Bu metaller biyolojik
reaksiyonlara katildiklarindan dolay1 diizenli olarak besinlerle alinmalar1 zorunludur (Bigersson,
vd., 1988). Fakat yasamsal olmayan agir metaller ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile yapiy1
etkileyerek saglik problemlerine yol agabilmektedir (John, vd., 1996).

Agir metallerin yasamsal olup olmadig: dikkate alman organizmaya baglidir. Ornegin;
nikel bitkiler ac¢isindan toksik etki gosterir fakat hayvanlarda iz elementi olarak bulunmaktadir.
Agir metallerin etki mekanizmasi bazi sistemlerde derisime bagh olarak degisir. Ornegin krom
basta insan biinyesinde olmak iizere, canli organizmalardaki davranisi oksidasyon kademesine
ve oksidasyon kademesindeki kimyasal 6zelliklerine ve bulundugu ortamdaki fiziksel yapisina
baglidir. Bu tiir organizmalarda metalin derisimi goz Oniine alinmalidir. Kobalt, kalsiyum,
krom, bakir, demir, potasyum, magnezyum, sodyum, nikel ve ¢inko gibi metaller ihtiyag

duyulan besinler oldugu igin gereklidir. Bu metallerin diginda kalanlarin (giimiis, aliiminyum,
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kadmiyum, civa ve kursun) herhangi bir biyolojik fonksiyonu bulunmamaktadir (Bigersson,
vd., 1988).

Bazi metaller enzimlerin yapisina katilarak 6nemli biyolojik reaksiyonlarin
katalizlenmesinde rol alir ve hiicre igin 6nemlidir. Bazilar1 bakteri hiicre duvarinda yer alarak
ozmatik balansin korunmasinda gorev alir, bazilar1 protein yapisina katilir (Hughes ve Poole,
1989; Ji ve Silver, 1995). Bakir, demir, ve nikel gibi metaller redoks prosesinde gorev alir.
Magnezyum ve ¢inko gibileri ¢esitli enzimleri ve DNA’y1 stabilize eder. Kobalt, magnezyum,
nikel ve demir ¢ok cesitli fonksiyonlar: olan kompleks molekiillere katilirlar. Intraselliiler
ozmotik basincin diizenlenmesinde goérev alan metaller ise sodyum ve potasyumdur (Sevgi,
2007).

Agir metallerin insan metabolizmasinda olusturduklar etki ve etkin olduklar1 asamalari

ana sistemler agisindan kisaca ele alirsak bunlar;

o Kimyasal reaksiyonlara etki edenler

e Fizyolojik ve Taginim sistemlerine etki edenler

e Kanserojen ve mutojen olarak yap1 taslarina etki edenler
e Alerjen olarak etki edenler

e Spesifik etki edenler olarak siralamak miimkiindiir (Sevgi, 2007).
1.14.3. Agir metal ve antibiyotik direnglilik mekanizmalari

Metal direnglilik mekanizmalari, genellikle antibiyotik diren¢ mekanizmalar ile
iliskilendirilmistir (Harnett, vd., 1984; McEntee, vd., 1986). Her iki tip direngte organizmalar
arasinda konjugasyon veya transdiiksiyon ile transfer gergeklesmektedir. Metal direngliligi ile
antibiyotik direngliligi bazi durumlarda ayni plazmid kokenli olabilmektedir. Fakat metal

direncliligi antibiyotik direncliliginden 6nce rapor edilmistir (Ji ve Silver, 1995).

Metal direnglilik mekanizmalar1 mikroorganizmalarda; gegirgen bariyer sayesinde
metallerin  hiicre digina birakilmasi, aktif transport ile metalin mikroorganizmadan
uzaklastirilmasi, intraselliiler ayrim, metallerin enzimatik detoksifikasyon ile daha az toksik
hale getirilmesi ve hiicresel hedeflerin metal duyarliliklarinin azaltilmasi seklinde olabilecegi
bildirilmistir (Silver, 1992; Bruins, vd., 2000). Fakat dogal diren¢ metaller veya hiicre membran
bilesenlerinde degisiklikler ile etkilesimi Onlemek igin, hiicresel bilesenlerde mutasyonal

formlar alabilirler (Rouch, vd., 1995).
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Mikroorganizmalar bir veya birka¢ diren¢ mekanizmasinin bir kombinasyonuna sahip
olabilmektedirler. Birden fazla direng mekanizmasina sahip olan bir mikroorganizmanin bir
metale kars1 hangi mekanizmay1 segecegi, olusacak ara iirlin veya son {irlinlin toksisitesine
baghdir (Silver, 1998). Toksik metallere karsi diren¢ mekanizmalarinin olusturulmasinda
mikroorganizmalarda bulunan plazmid DNA’nin kromozomal DNA’dan daha etkili oldugu

belirtilmektedir (Silver, 1992).

Secici-gecirgen  bariyer sayesinde, metallerin hiicre disinda  birakilmast;
mikroorganizmanin membraninda, hiicre duvarinda veya zarfinda bir takim degisiklikler
meydana getirilmektedir ve bu mekanizma sayesinde mikroorganizma metale duyarli olan
onemli hiicresel komponentlerini korumaktadir. Ornegin, E. coli ile yapilan bir galismada
bakterinin membran kanal proteini olan porinlerinin sayisini azaltmak suretiyle giimiis

iyonlarmin hiicre igine girisinin engellendigini bildirmistir (Li, vd., 1997).
1.15. Antimikrobiyal Aktivite

Diisiik molekiil agirlikli ve organik dogal iirtinler olan mikroorganizmalar tarafindan
uretilen antimikrobiyal maddeler, segici toksisiteye sahip olduklarindan ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bile mikroorganizmaya zarar verip, makroorganizmaya zarar vermezler.
Biyolojik kokenli ikincil metabolitler olan antimikrobiyal maddeler, mikroorganizmanin
cogalmasimi  engelleyici  “bakteriostatik”  veya  “fungustatik”  olabildikleri  gibi
mikroorganizmanin 6liimiine neden olan “bakterisit” veya “fungusit” ler de olabilirler (Schlegel,

1992; Demain, 1999).

Bu maddeler gilinlimiizde tedavi amacgli olarak tip alaninda antibiyotik olarak
kullanilmaktadirlar. Son zamanlarda antibakteriyel ve antifungal ilaglara karsi direngli
mikroorganizmalarin varlig1 tespit edilmektedir. Mikroorganizmalara karsi tek yonlii etkili olan

antibiyotiklerin etkisi zayif kalmaktadir (Demain, 1999).
1.15.1. Siprofloksasin ve levofloksasinin etki ve diren¢ mekanizmasi

Sentetik bir antibiyotik olan florokinolonlarin en eski iiyesi 1962 yilinda idrar yolu
infeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmaya baslanan nalidiksik asittir. Bu antibiyotikler
etkilerini bakteri sitoplazmasinda bulunan ve bakterinin yagamini stirdiirebilmesi i¢in gerekli bir
enzim olan deoksiriboniikleik asit giraz (DNA giraz) ve topoizomeraz IV enzimini inhibe

ederek gosterirler (Hooper, 1999).
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Bu antibiyotiklere kars1 direng,

e Hedef enzimin degisiklige ugramasi

e Dis membran gegirgenliginin azalmasi seklinde iki mekanizma ile gerceklesmektedir.

Genel olarak Gram negatif bakterilerde kinolonlara kars1 direng gelisimi birincil olarak
DNA giraz enzimini kodlayan gyr A geninin bir ya da daha fazla spontan mutasyona ugramasi
sonucu olusmaktadir (Hooper, 1999; Wiedemann, vd., 1994). ikincil hedef topoizomeraz IV
enzimidir. Stafilokok ve streptokoklarda ise topoizomeraz IV birincil hedef, giraz enzimi ise
ikincil hedef olarak belirlenmistir (Moffie ve Mouton, 1988).

1.15.2. Doksisiklinin etki ve diren¢ mekanizmasi

Yapica birbirine ¢ok benzeyen ve tetrasiklik bir bilesik olan naftasen karboksamid’den
tireyen genis spektrumlu antibiyotiklerdir. 1948 yilinda Streptomyces aureofaciens’ten elde
edilen klortetrasiklin ilk tetrasiklin grubu antibiyotiklerdir. Oksitetrasiklin, tetrasiklin ve
dimetilklortetrasiklin gibi diger dogal tetrasiklinler daha sonra tedaviye girmistir. Yari-sentetik
tetrasiklinler olan metasiklin, doksisiklin ve minosiklin bunlar1 izlemistir. Bu antibiyotikler
bakteri ribozomlarinda protein sentezini inhibe ederek bakteriyostatik etki olustururlar.
Ribozomlarin 30S alt birimine baglanarak, 50S alt biriminin akseptér noktasina transfer
RNA’nin baglanmasimi1 bloke ederler ve peptit zincirine amino asitlerin eklenmesini

engelleyerek etki gosterirler (Chopra, vd., 1992).

Tetrasiklinlere kars1 gelisen direncin baglica dort mekanizma ile olustugu belirlenmistir.

Bu mekanizmalar;

e Bakteri sitoplazma membraninda yerlesmis bulunan ve hiicre igine tetrasiklin
molekiillerinin aktif transportunu yapan tasiyici proteinin iglevini yitirmesi,

e Bakterinin antibiyotigi inaktive eden enzimler salgilamasi,

e Hiicre membraninda tetrasiklinleri disar1 pompalayan, enerjiye bagimh aktif transport
sisteminin olusumu,

e Ribozomu koruyan proteinlerin olusumuyla antibiyotigin ribozomlara giriglerinin

engellenmesidir (Spear, vd., 1992).
1.16. Calismanin Amaci

Kiitahya ilinde bulunan dogal su ortamlarindan su 6rnekleri toplanarak 6ncelikli olarak
Legionella bakterisinin bulunma sikliginin belirlenmesidir. Siipheli izolatlarin tiir ve serogrup

diizeylerinin ortaya konmasidir. Elde edilen izolatlarm eger varsa sekonder metabolit iiretim
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yeteneklerinin arastirilmasi; Legionella bakterisi serbest yasadigi gibi diger canlilarla ortak
yasam veya biyofilm olusturma yeteneklerine sahiptir. Bu nedenle sekonder metabolit {iretim

yeteneklerinin ¢esitli mikroorganizma grublarina karsi belirlenmesi 6nem arz etmektedir.

Cevredeki agir metallerin toksik etki seviyelerinin varlig1 biitiin canlilar i¢in olumsuz
etki olusturabilmektedir. Metallerin toksisitesi, makromolekiil, metabolit ve hiicre organelleri
ile birlikte biyolojik sistemlerdeki yasam proseslerine zarar verme kapasitesine baghdir. Ote
yandan agir metallerin toksik etkisine karsi mikroorganizmalarin gdstermis oldugu direng
mekanizmalari, antibiyotik direncliligi ilede bagdastirilmaktadir. Bu amacla dogal su
ortamlarindan izole edilen Legionella bakterilerinin ¢esitli agir metaller ve antibiyotiklere karsi

direncleri arastirilmustir.
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2. MATERYAL VE METOD
2.1. Materyal
2.1.1. Biyolojik materyaller

Caligmamizda, Kiitahya bolgesinde bulunan dogal su ortamlarindan (yalak suyu, kuyu
suyu, yagmur su birikintisi, gol ve akarsu) 2016 yilimin Haziran ve Eylil aylar1 boyunca

toplanmusir.

Metal toleranslilik testinde ve antibiyotik direnglilik testinde pozitif kontrol igin, Kiiltiir
koleksiyonundan temin edilen Escherichia coli ATCC 25922 susu kullanilmustir.

2.1.1.1. Sekonder metabolit aktivite belirlenmesinde kullanilan mikroorganizmalar

Izole edilen Legionalla spp. izolatlarmin sekonder metabolit aktivitesisinin

belirlenmesinde kullanilan mikroorganizmalar Cizelge 2.1’de verilmistir.

Cizelge 2.1. Sekonder metabolit iiretiminin belirlenmesinde kullanilan mikroorganizmalar.

Mikroorganizma ismi Kodu Kaynag

Gram Pozitif Bakteri

Bacillus cereus ATCC 7064 Amerikan Kiiltiir Koleksiyon
Bacillus subtilis NRLL B —200 ARS Kiiltiir Koleksiyonu
Bacillus licheniformis NRRL B-1001 ARS Kiiltiir Koleksiyonu
Bacillus mycoides NRRL B-4379 ARS Kiiltiir Koleksiyonu
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 Amerikan Kiiltiir Koleksiyon
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Amerikan Kiiltiir Koleksiyon
Staphylococcus aureus (YYabani) Labaratuvar izolati

(yogurt’dan izole edilmistir)

Gram Negatif Bakteri

Enterobacter aerogenes ATCC 13048 Amerikan Kiiltiir Koleksiyon
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Amerikan Kiiltiir Koleksiyon
Esherichia coli NRLL 3704 ARS Kiiltiir Koleksiyonu
Esherichia coli (‘YYabani) Labaratuvar izolat1
(yogurt’dan izole edilmistir)
Aeromonas hydrophila NRRL 406 ARS Kiiltiir Koleksiyonu
Maya ve Kiif
Saccharomyces cerevisiae (Yabani) Labaratuvar izolati

Saccharomyces boulardii (YYabani) Labaratuvar izolati
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2.1.2. Kimyasal materyaller

2.1.2.1. Agir metal toleranshk testinde kullamilan agir metaller

Agir metal toleranslilik testinde kullanilan agir metallerin tuzlar1 asagida verilmistir.

1) Ni(CH3COO0)..4H:0
2) Zn(CHsCOO0)2.H:0
3) Co(CH3COO0),.4H.0
4) FeS04.7H,0

5) CrCls6H.,0

6) PbCl,

7) Cu(CHsCOO),H,0
8) CdCl.4H,0

2.1.2.2. Kullamilan antibiyotikler

Antibiyotik direnglilik testinde kullanilan antibiyotikler toz ve disk halinde olarak iki
farkli grup kullanilmiglardir.

Disk Halindeki Antibiyotikler (Oxoid)

Amikasin (AK 30pg)
Ampisilin (AMP 10ug)
Gentamisin (CN 10ug)
Tetrasiklin (TE 30pg)
Ofloksasin (OFX 5pg)
Sefotaksim (CTX 30pg)
Kanamisin (K 30pg)
Sulbaktam (SAM 10ug)

© o N o g~ wDdh e

Imipenem (IMP 10ug)
10. Eritromisin (E 30ug)

Toz Halindeki Antibiyotikler

1. Siprofloksasin
2. Doksosiklin

3. Levofloksasin
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1. BCYE (Buffered Charcoal Yeast Extract) Agar Besiyeri (Oxoid)

Maya oziitii
Aktif Komiir

a ketoglutarat, monopotasyum tuzu

ACES buffer

(N-2-acetamido-2-aminoethanosulfonic
acid) Potasyum hidroksit

L sistein hidroklorid monohidrat
Demir (111) pirofosfat (Fes(P207)3
Agar

Distile su

10.0¢g
20¢9
109¢

10.0¢g

2.8¢

049
0.25g
1209
1000 mL

Legionella cinsi bakterilerin izolasyonu iginkullanilan besiyerleridir (ignak, 2007).

2. Kanh Agar (Oxoid CMO0055)

Lab-Lemco’Powder 10¢g

Pepton 10g
Sodyum klorid 5¢9

Agar 15¢
Distile su 1000 mL

Besiyeri hazirlanarak 121°C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir. 50°C’ye

sogutulmus ve tizerine belirli miktarda defibrine kan ilave edilerek steril petrilere dagitilmustir.

BCYE besiyerinde iireyen siipheli kolonilerin kontroliinde kullanilmustir. Siipheli kolonilerden

kanli agar BCYE besiyerine pasaj yapilmig, BCYE’de lireme gosterip, kanli agarda iiremeyen

koloniler olas1 Legionella cinsi olarak diisiiniilmiistiir (ignak, 2007).



3. Nutrient Agar

Et ekstrakt
Maya ekstrakti
Pepton
Sodyum klortir
Agar

Saf su

27

10g
209¢
5049
509
1509
1000 mL

Legionella cinsi bakterilerin kisa siireli pasajlama isleminde kullanilnugstir (Ignak,

2007).

4. Nutrient Broth

Pepton
Et ekstrakt
Saf su

Besiyeri hazirlanarak 1.1

edilmistir. Hazirlanan besiyeri

5049
3.0g
1000 mL

atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavda steril
izole edilen Legionella cinsibakterilerinin identifikasyon

teslerinde kullanilmistir (Sneath, 1986).

Mikrodilusyon yonteminde kullanmilmak tizere ¢ift kuvvetli Nutrient broth

hazirlanmistir. Bu besiyerini hazirlarken hacim ayni kalmak kosulu ile besiyerinden 2 kat miktar

tartim yapilarak hazirlanip steril edilmistir.

5. Jelatin Besiyeri

Jelatin

Et Ozeti
Pepton
Distile su

120 g

39

59
1000 mL

Besiyeri hazirlanip otoklavda 1.1 atmosfer basing altinda 115°C’de 10 dakika siire ile

steril edilmistir. Legionella cinsi bakterilerin jelatinaz enziminin varhgmmn tayininde

kullanilmistir (Sneath, 1986).
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6.Yari-Kat1 Agar

Pepton 509
Et ekstrakt  3.0g
Agar 409
Saf su 1000 mL

Besiyeri hazirlanip su banyosunda 100°C de eritilmistir. Sivi halde ikenkapakli tiiplere
5’ser mL olarak dagitilmistir. Hazirlanan tiipler otoklavda 1.1 atmosfer basing altinda 121°C’de
15 dakika siire ile steril edilmistir. Tiipler disarida dik bir sekilde birakilarak katilastirilmistir.
Hazirlanan besiyeri izole edilen Legionella cinsi bakterilerin hareketlilik testinde kullanilmigtir
(Sneath, 1986).

7. Simmons Sitrat Agar

Amonyum dihidrojen fosfat 1.0g

Monopotasyum fosfat 10g
Sodyum kloriir 500
Sodyum sitrat 209
Magnezyum siilfat 02¢g
Bromtimol mavisi 0.08¢g
Agar-agar 13.04¢g
Saf su 1000 mL

Besiyeri hazirlanmig, su banyosunda erimesi saglanmistir. Sivi haldeykentiiplere
dagitilmistir. Hazirlanan tiipler otoklavda steril edilmistir. Tiiplerin, disarida heniiz siv1 iken 1-
1.5 cm yiiksekliginde bir ¢ubugun iizerine yatirilarak katilagmalari saglanmistir. Hazirlanan
besiyeri berrak ve yesil renkte olup, bu besiyeri izole edilen Legionella cinsi bakterilerinin

identifikasyon testlerinde kullanilmustir (Ozgelik, 1995).

8. Triptonlu Su (Merck 1.10859)

Kazein pepton  10.0 ¢
NaCl 509
Saf su 1000 mL

Besiyeri uygun miktarda tartilip, distile suda ¢oziilmils, deney tiliplerine dagitilmustir.
Otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir. identifikasyon (indol) testinde kullanilmustir
(Tamer vd., 1989).
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9. Karbonhidrat Fermentasyon Besiyeri (MR-VP) Bazal Besiyeri

Polipepton 709
Dipotasyum fosfat 509
Glukoz 509
Saf su 1000 mL

Besiyeri tartilip su igerisinde ¢oziindiikten sonra %0.01 oraninda Metil Red indikatorii
besiyerine eklenmis, tiiplere dagitilmistir. Otoklavda sterilize edildikten sonra, 0,1 mL’lik
karbohidrat ¢ozeltisi ilave edilerek hazirlanmustir. Karbohidrat ¢ozeltisi 2,5 g/10 mL
konsantrasyonunda hazirlanarak filtrasyon ile sterilize edilmistir. Bu ortam identifikasyon

testlerinde kullanilmigtir (Sneath, 1986).
10. Saklama Besiyeri (%10’luk skim-milk)

Skim-milk 10g
Distile su 100 mL

110°C’de 10 dakika otoklavlanmistir. Steril olan eppendorf tiiplerinde steril sartlar
altinda hazirlanan besiyerinden 1000 pL konularak -20°C’de stok olusturarak muhafasi
saglanmigtir (Ulusal Mik. Standartlari, 2015).

2.1.4. Cozeltiler ve notralizeedici maddeler
Cozelti 1. Tampon Cozeltisi
A. 0.2 M Hidroklorik Asit Cozeltisi

HCI 8.28 mL
Distile su 1000 mL

Otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir.

B. 0.2 M Potasyum Kloriir Cozeltisi

KCI 0.745¢
Distile su 1000 mL
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Otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir.

C. 1 M Potasyum Hidroksit Cozeltisi
KOH 569

Distile su 10 mL

Otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilmistir.

Biitiin ¢ozeltiler hazirlandiktan sonra A ¢6zeltisinden 3.9 mL, B ¢6zeltisinden 25 mL
almarak 100 mL saf suya tamamlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltinin pH’1 C ¢ozeltisi ile 2.2 ye
ayarlanmistir. Hazirlanan ¢6zelti cam malzeme igerisinde karanlik bir ortamda muhafaza
edilmistir. Bu ¢ozelti Legionella cinsi izolasyonunda diger bakterilerden elemine etmek
(dekontaminasyon) icin kullanilmistir (Zeybek, 2000).

Cozelti 2. Page Sale

NaCl 0.120 g
KH2PO, 0.136 g
Na;HPO,4 0.142 ¢
CaCl,.2H,0 0.004 ¢
MgSO0..7H.0 0.004 g
Saf su 1000 mL

Otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilmistir. Hazirlanan ¢ozelti cam malzeme
icerisinde karanlik ortamda muhafaza edilmistir. Filtrasyon isleminde asidi notralize etmek

amaciyla kullanilmigtir (Zeybek, 2012).
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Cozelti 3. Fizyolojik Tuz cozeltisi
NaCl 85¢g
Safsu 1000 mL

Otoklavda 121°C’de 15 dakika siire ile steril edilmistir (Ozgelik, 1995).

Cozelti 4. Mc Farland Standardi

BaCl,(%1.175,0.048 M) 0.5 mL
H,S04 (%1, 0.18 M) 99.5 mL

BaCl, ve H,SO4 karistirildiginda elde edilen bulanik ¢6zelti spektrofotometre de 625 nm
dalga boyunda okutulmustur. Bu dalga boyunda absorbans degeri 0.08-0.10 araligina denk
gelmistir. Bu deger 0.5 Mc Farland standardi olarak kabul edilmistir. Standardin bulanikliligs ile
test mikroorganizma silispansiyonlarinin  bulanikliligt ¢iplak g6z ile karsilagtirilarak
ayarlanmistir. 0.5 Mc Farland standardi mL’de 108 bakteri varligim gostermistir (NCCLS,
1990).

Cozelti 5. Potasyum Hidroksit Soliisyonu

KOH 40.0 g
Kreatin 0.3 g
Saf su 100.0 mL

Once KOH’i distile suda karistirarak ve sogutarak cozdiiriilmiis, daha sonra kreatin
eritilmistir (Ozgelik, 1995).

Cozelti 6. Kovacs indol Cozeltisi (Merck)

Amil veya isoamil alkol (saf) 150.0 mL
Paradimetil-aminobenzaldehid  10.0g
HCL 50.0 mL

Amil alkol su banyosunda 60°C’a 1sitilir, i¢ine paradimetil amino benzaldehit ilave
edilmistir. Erimesi bitene kadar 1sitmaya devam edilmigtir. Erime tamamlaninca sogutulup,

hidroklorik asit damla damla ilave edilmistir. Hazir bulunan ¢6zelti, buzdolabinda ve karanlikta
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saklanmistir. Legionella bakterisinin identifikasyonunda indol testinde kullanilmigtir (Tamer,
vd., 1989).

Cozelti 7. Metil Red pH indikatorii

Etil alkol (%96)  300.0 mL
Metil red 01g
Saf su 200.0 mL

Metil Red 0.1 g %96’lik etil alkol 300 mL distile su 200 mL bilesimindedir. Indikator

once alkol igerisinde ¢oziilmiis, sonra distile su ilave edilmistir (Ucan ve Erganis, 2005).
Cozelti 8. %30’lik HoO; ¢ozeltisi katalaz testinde kullanilmustir.
Cozelti 9. %96’11ik Etanol ¢ozeltisi gram boyamada kullanilmusgtir.

Cozelti 10. Liigol Cozeltisi

Iyot 109
Potasyum iyodiir 2.0
Saf su 300.0 mL

Bilesenler tartilmis ve distile su ile ¢oziilmiistiir. Potasyum iyodiir ve iyotun ¢oziilmesi

i¢in 24 saat beklenmistir (Ozgelik, 1995).
Cozeltill. TTC (Triphenytetrazolium Kloriir)

250 mg 2,3,5- Triphenytetrazolium kloriir iizerine etanol (%96) ilave edilerek son hacim
100 mL ye ayarlanmistir (Kog, 2012).

2.1.5. Boyalar
Boya 1. Kristal Viyole
Cozelti A

Amonyum oksalat 0.8 ¢
Saf su 80.0 mL

Cozelti B

Kristal (Jansiyen) viyole 2.0g
Etil alkol (%95) 20.0 mL
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A ve B gobzeltileri ayr1 ayr1 hazirlanmig ve bu iki ¢ozelti karistirilmistir. Daha sonra saf
su ile 1:10 oraninda sulandirilmigtir. Filtre kagidindan siiziilerek hazir hale getirilmistir

(Ozgelik, 1995).
Boya 2. Safranin Boyasi
Safranin (%95 lik etanolde %2.5'luk ¢ozelti) 10 mL
Saf su 100 mL
Safranin saf su icerisinde iyice ¢oziilmiistiir (Ozgelik, 1995).
2.2. Metod
2.2.1. Su dérneklerinin alinmasi

Alinan su ornekleri steril edilmis kahverengi cam kavanozlara 6rnekler 100mL olacak
sekilde steril sartlarda alinmistir. Kavanozlar tam doldurulmadan ve agzi sikica kapatilip giines
15181na maruz birakmadan, soguk zincir de laboratuara ulastirilmistir. Ornekler en kisa zamanda

mikrobiyolojik analize alinmistir.
2.2.2. Legionella cinsi bakterilerin izolasyonu

2.2.2.1. Legionella cinsi bakterilerin izolasyon basamaklari

Filtrasyon: Toplanan su Orneklerinin izole edilebilmesi igin filtrasyon iglemi
uygulanmistir. Bu yontem; sularda bulunan mikroorganizmalar tutabilecek por ¢apina sahip bir
membran filtreden vakum sistemi kullanilarak hizlica siiziilmesi islemidir. Bu islem i¢in tglii
manifold diizenegi kurulmustur. Diizenegin celik kisimlar1 otoklavda steril edilmistir. Su
ornekleri seliilozdan yapilmis, porlart 0,45 um ve ¢api 47 mm olan siyah renkli filtreler
kullanilarak sistemden gegirilmistir. Her bir Ornegin siiziilme isleminden sonra diizenegin
icerisinden kaynar su gegirilip steril edilmis, diizenegin ¢abuk sogumasi igin steril saf su
kullanilmigtir (Bartie, 2003). Diizenegin hareketli kisimlari filtrasyon iglemi bittikten sonra

otoklavda steril edilerek bir sonraki kulanim i¢in muhafaza edilmistir.
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Sekil 2.1. Uglii manifold sistemi.

Dekontaminasyon; Toplanan su orneklerinde Legionella cinsi disinda farkli
bakrerilerde oldugu ve bu bakterilerden iireme hizi daha yavas olan Legionella bakterisini
baskilayip hizla iireme gosterdikleri bilinmektedir. Topladigimiz su numunelerinde bunu
Onlemek i¢in asit ile muamele islemi uygulanmustir. Filtrasyon isleminde 6ncelikle toplanan su
ornekleri filtreden gegirilmis, ardindan 30 mL tampon ¢6zeltisi filtre tizerine dokiilmiis ve 5 dk
bekletildikten sonra siiziilmistiir. Daha sonra asidi nétralize etmek i¢in 20 mL page sale ilave
edilip 1-2 dk bekletildikten sonra filtreden gecirilmistir. Boylece filtre iizerinden Legionella

cinsi disindaki bakteriler uzaklastirilmigtir.

Inkiibasyon; Su 6rnegi icerisinde bulunan tiim mikroorganizmalari iizerinde tutmus
olan filtre, arada hava kabarcig1 kalmayacak sekilde Buffered Charcoal Yeast Extract (BCYE)
secici besiyerine steril pens yardimi ile yerlestirilmistir. Petri kaplar1 polietilen posetlerin
icerisine konularak 37°C ‘de 10 giin inlibasyona birakilmistir. Posetlerin igerisinde muhafaza
edilmesinin nedeni nemli %5’lik CO- iceren ortam olusturmaktir. Diger taraftan inkiibasyon

sirasinda petrilerin kurumasi 6nlenmesi igin etiiviin igerisine bir kap igerisinde su konulmustur.
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Sekil 2.2. BCYE agarda Legionella bakterilerinin tireme 6zelligi.

Inkiibasyon sonrasinda yiizeyleri diizgiin, gri-beyaz renkli, hafif bombeli, camsi
goriiniimde ve mukoid yapidaki koloniler siipheli olarak belirlenmistir. Siipheli olarak
belirlenen kolonilerden 6ze yardimiyla Nutrient ve kanli agara ekimler yapilmig ve inkiibasyona
birakilmustir. 37°C ‘de 24-48 saat sonunda Nutrient agarda tireme gosterip kanli agarda iireme
gostermeyen Ornekler Legionella cinsi siiphelisi olarak belirlenmis ve bu 6rneklere gram
boyama yontemi uygulanmistir. Gram boyama isleminin sonunda belirlenen 6rneklere lateks

aglitiinasyon testi uygulanarak tiir ve serogrubu belirlenmistir (Bartie, 2003; Edelstein, 1982).

Sekil 2.3. Siipheli Legionella cinsi kolonilerininkanl agar ve nutrient agar tireme 6zelligi.

Muhafaza; izolasyon sonunda elde edilen izolatlarin +4°C 'de BCYE agar veya
Nutrient agarda ve -20 °C'de %10'luk skim-milk besiyeri igeren eppendorf tiiplerinde stok

olusturarak mikroorganizmalarin muhafazasi saglanmistir.
Gram boyama

Temiz bir lam {lizerine bir damla su damlatilmistir. Saf Legionella cinsine ait

kiiltiirlerden steril bir 6ze yardimiyla bir miktar alinmis ve su damlasinin icerisinde dairesel
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hareketlerle yayilmistir. Hazirlanan preparat 6nce havada kurutulmus ardindan bakteriyal film
iist kisimda kalacak sekilde 2-3 kez alevden gecirilerek fiksasyon islemi uygulanmistir.
Hazirlanan preparatin {izerine kristal viyole boyasi damlatilmis ve 2 dk bekletirilmistir. Su ile
yikanan preparata liigol ¢ozeltisi damlatilip 1 dk bekletildikten sonra alkol ile dekolarizasyon
islemi yapilmistir. Bu isleminden sonra safranin boyasi damlatilarak 2-3 dk bekletilmis ve
preparat su ile yikanmistir (klasik gram boyama isleminde safraninle boyama i¢in 30 saniye
yeterlidir). Kurumaya birakilan preperat immersiyon yagi damlatilarak mikroskopta
incelenmistir. Yapilan boyama islemi sonucunda, 6rneklerde gozlenen zayif Gram negatif,
comak seklinde bakterilerin goriilmesi durumunda lateks agliinitasyon islemi uygulanmistir

(Temiz, 2000; Ugan ve Erganis, 2005).
2.2.3. Legionella cinsi bakterilerin tiir ve serogrup diizeyinde tammlanmasi

2.2.3.1. Lateks agliitinasyon deneyi

Lateks Agliitinasyon Testi, spesifik Legionella cinsi hiicre duvar antijenleri varliginda
agliitinasyon olusturan, mavi lateks partikiilleri ile kaplanmis antikorlar icermektedir. Gozle
goriilebilir agliitinasyon sayesinde, baskin patojenik Legionella tiir ve serotiplerinin basit ve

hizl1 bir sekilde saptanmasi amaciyla kullanilmigtir.
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Cizelge 2.2. Legionella tir ve serogrup diizeyinde belirlenmesinde kullanilan Lateks
Agliitinasyon test Kitinin igindekiler (Ignak, 2007).

Legionella pneumophila serogrup 1 test L. pneumophila serogroup 1 antijeni ile
reagent reaktif, mavi lateks partikiilleri ile kaplt
spesifik tavsan antikoru.

Legionella pneumophila serogrup 2-15 test Legionella pneumophila serogrup 2-15 antijeni

reagent ile reaktif, mavi lateks partikiilleri ile kapl
spesifik tavsan antikoru.
Legionella spp. test reagent L. longbeachae serogrup 1 ve 2, L. bozemanii

serogrup 1 ve 2, L. dumoffii, L. gormanii, L.
jordanis, L. micdadei, L. anisa ile reaktif,
mavi lateks partikiilleri ile kapl spesifik
tavsan antikoru.

Pozitif kontrol siispansiyonu Buffer iginde Legionella hiicrelerinin
polivalan siispansiyonu
Negatif kontrol siispansiyonu Buffer i¢inde test reagentleri ile reaktif
olmayan Legionella spiritensis hiicrelerinin
siispansiyonu

Kontrol lateks Mavi lateks partikiilleri ile kapl reaktif
olmayan tavsan globulini

Siispansiyon tamponu Fosfat tampon soliisyonu

Paket igerisinde 50 adet tek kullanimlik kart bulunmaktadir. Kullanima kadar buzdolabinda
bekletilmelidir. Kullanilmadan 20 dakika 6nce oda sicakliginda bekletilmelidir.

Oncelikle kit kart1 iizerindeki uygun bosluklara numaralandirmalar yapilmistir. Daha
sonra kart iizerinde yer alan dairelerle simirlandirilmig (3 farkli bélmeden olusan) her bir
yuvarlak bélmenin ortasina gelecek sekilde NaClI ¢o6zeltisinden birer damla damlatilmustir.
Stipheli Legionella cinsi kolonilerinden kit igerisinde yer alan plastik gubuklar yardimiyda
alinarak, 3 bolme igine ayr1 ayri homojen bir sekilde siispanse edilerek yayma islemi
yapilmigtir. Ardindan 1. dairenin igerisine serogrup 1 soliisyonundan damlatilmis ve dairesel
hareketler yapilarak (dairenin disina tagmamasina 6zen gosterilerek) ¢okelmenin olup olmadigi
gozlemlenmeye calisilmistir. Ayni islem ikinci dairenin igerini serogurup 2-15 soliisyonu ve 3.
dairenin icerisine de spp. serogrup soliisyonundan damlatilarak yapilmistir. Damlatma islemi
yapilirken gerek NaCl ¢ozeltisi gerekse serogrup soliisyonlari igin hava kabarcigi olusmamasina

0zen gosterilmistir.

Bir dakika i¢inde gozle goriilebilen agliitinasyon pozitip sonug olarak kaydedilmistir.
Kullanilan deney ayiraglart bakterinin hangi tiir ve hangi serogruptan oldugunu gostermistir.
Bakterinin lateks siispansiyonu ile karistirilarak yapilan testte agliitinasyon olusumunun

gozlenmesi pozitif sonug olarak degerlendirilmis (Fields, 1997).
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Sekil 2.4. Lateks agliinitasyon testi Legionella spp. pozitif sonug.

2.2.4. Legionella cinsi bakterilerin biyokimyasal 6zelliklerinin incelenmesi

2.2.4.1. Hareketlilik testi

Yar1 kat1 agarli besiyeri hazirlanarak deney tiiplerinin igerisine 5 mL olacak sekilde
dagitilmustir. Sterilizasyon islemi uygulandiktan sonra dik bir konumda birakilarak donmasi
saglanmustir. Teste tabii tutulacak izolatlar steril sartlar altinda igne uglu 6ze yardimiyla alinip

besiyerinin tam ortasindan dibine Smm kalacak sekilde ekim yapilmistir.

Ekim yapilan tiipler 48-72 saat 37°C’deinkiibasyona birakilmistir. Hareket yetenegi
olan Kkiiltiirlerin yer aldigi deney tiiplerinin igerisinde, besiyerinin ekim ¢izgisinin disinda
yanlara dogru tireme olacagindan besiyerinde dalimsi bir gériiniim meydana gelmistir. Hareket
yetenegi olmayan kiiltiirlerde sadece ekim yapilan ¢izgi hattinda lireme gozlemlemistir ve

besiyeri parlak goriiniimiinii korumustur (Temiz, 2000; Ucan ve Erganis, 2005).

2.2.4.2. Katalaz testi

Steril bir 6ze yapdimiyla izolatlar bir miktar alinarak temiz bir lamin tizerinde %30’luk
H,O, ilave edilip kanistirildiginda, hava kabarciklarinin ¢ikist testin pozitif oldugunu

gostermigtir.
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Sekil 2.5. Katalaz testi pozitif sonug.

2.2.4.3. Sitrat testi

Simmons Sitrat Agar hazirlanip deney tiiplerinin igerisine 5 mL olarak konulmus ve
sterilizasyon iglemine tabii tutulduktan sonra yatik olarak donmaya birakilmistir. Steril bir 6ze
yardimiyla saf Legionella cinsine ait kiiltirden alinarak hazirlanan yatik agarlarin yiizeyine

ekim yapilmis ve 37°C*de 48-72 saat inkiibasyona birakilmstir.

Inkiibasyon sonucunda yesil renkli olan besiyerinin mavi renk almasi ve ekim hatti
boyunca ireme gozlenmesi pozitif sonu¢ olarak degerlendirilmis, renk degisimi
gozlemlenmeyen oOrnekler negatif olarak tespit edilmistir (Temiz, 2000; Ugan ve Erganis,
2005).

Sekil 2.6. Sitrat testi Pozitif (mavi), Negatif (yesil) sonug.

2.2.4.4. indol testi

Deney tiiplerene 5 mL triptofanli besiyeri konulup Legionella kolonilerinden
inokiilasyon yapilmistir. Hazirlanan tiipler 37°C sicaklikta 72 saat (3 giin) inkiibasyona

birakilmustir. Inkiibasyon sonras1 0,5 mL Kovacs ayiraci ilave edilmistir. Tiiplerin iist kisminda
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bir iki dakika i¢inde kirmizi bir halkanin olusmasi pozitif, sarimsi bir halkanin olugmasi

isenegatif sonug olarak degerlendirilmistir (Temiz, 2000; Ugan ve Erganis, 2005).

Sekil 2.7. indol testi negatif (solda), pozitif (sagda) sonug.

2.2.4.5. Jelatinaz testi

Hazirlanan jelatinli besiyerlerine numaralandirma islemi yapildiktan sonra saf
Legionella kiiltiirlerinden alinarak ekim yapilmis, tiipler 37°C’de 48 saat inkiibasyona
birakilmistir. Ekim yapilmayan bir deney tiipii buz dolabinda kontrol amagh kullanilmak iizere
muhafaza edilmistir. Inkiibasyon islemininin ardindan tiipler 30-45 dakida buzdolabinda
bekletilmis ve yeniden katilagmalari beklenmistir. EKim yapilan tiiplerin katilasmamasi pozitif

sonug verirken katilagan 6rnekler negatif sonug olarak degerlendirilmistir.

2.2.4.6. Karbonhidrat fermentasyon testi

%0.5 oraninda Metil red igeren karbonhidrat besiyeri 200 mL olarak hazirlanmistir (Her
bir seker i¢in ayr1 ayr1 hazirlanmustir). Testte kullanilacak karbonhidratlar; L (+) Arabinoz, D (-)
fruktoz, D (-) glikoz, D (+) ksiloz, Maltoz ve Sakaroz gerekli miktarda tartilip 50mL steril
distile suda ¢6ziilmiistiir. Otoklavdan c¢ikartilan besiyeri igerisine filtrasyon yontemiyle ilave
edilmigtir. Steril deney tliplerin igerisine mikropipet yardimiyla 1000 pL konularak saf
Legionella kiiltiirlerinden ekim yapilmigtir. 37°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir.

Bu testte kullanilan Metil Red indikatdrii pH 6.2°de sar1, pH 4.2 ve altinda ise kirmizi
bir renk olusturmustur. Besiyeri renginin degismesi asit olusumunu yani test edilen sekerin

kullanildigini géstermistir (Temiz, 2000; Ugan ve Erganis, 2005).
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2.2.4.7. Legionella cinsi izolatlarinin sekonder metabolit iiretimi

Agar blok yontemi ile sekonder metabolit tretimi; Tirii ve serogrubu belirlenen 8
izolatlatin kiiltiirleri steril fizyolojik su ile Mc Farland 0.5 bulanikliligina gore ayarlanmig ve
steril ekiivyon yardimiyla Nutrient agar ve BCYE besiyerlerine ekim yapilmistir. Kiiltiirler
37°C’de 72 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyondan ¢ikarilan petriler steril kabin icerisine alinmis
ve steril lamlar yardimiyla besiyerinin yilizeyindeki bakteriler siyrilarak ortamdan alinmustir.
Petriler daha sonra steril kabin igerisinde ftstleri agik bir sekilde 1 saat UV 1s18inda
bekletilmistir. iki besiyerinin yiizeyinden 10mm capinda kork borer yardinu ile bloklar elde

edilmistir.

Testte kulanilacak bakteri kiiltiirleri steril fizyolojik su ile 0.5 Mc Farland’a
ayarlanmigtir. Mc Farland ayarli test organizmalari, ekiivyon yardimi ile Nutrient agarlarin
yiizeylerine siiriilmiistiir. Iki farkli besiyerinden elde edilen bloklar besiyerlerin {izerine
konulmus ve 37°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmstir. inkiibasyondan énce 1 saat oda
sicakliginda bekletilmistir. Inkiibasyon sonunda olusan inhibisyon zonlarinin gaplari mm olarak

Ol¢iilmiistiir (Gebhardt, 2002).

Sekil 2.8. Legionella izolatlarinin sekonder metabolit iiretimi (Solda nutrient agar, sagda BCYE

agar bloglar).

2.2.4.8. Agir metal toleranshihik diizeylerinin belirlenmesi

Her Legionella spp. izolat1 icin sekiz farkli agir metalin ayr1 ayr1 Minimal Inhibisyon
Konsantrasyonlar1 (MIK), agar diliisyon metodu ile belirlenmistir (NCCLS, 1997; Masaoka ve
ark., 2003). Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Ni, Pb ve Zn, agir metallerinin Nutrient agar igerisine
0,0625mM/mL’den 16mM/mL’e kadar iki kath seri dilusyonlari hazirlanmistir. Bunun igin
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CdCl,4H,0,/Co(CH3C00),.4H,0,/CrCl36H,0,/Cu(CH3CO0),H,0,/FeS04.7H,0,/ Ni(CH;COO
)2.4H,0,/PbCl,, Zn(CH3CO0),.H,0 agir metallerinin tuzlar1 kullanilmigtir.

Iki katli seri dilusyonlar1 hazirlanan Nutrient agar besiyerleri etiivde 37 °C’de 24 saat
bekletilmistir. Tiirii ve serogrubu belirlenen 8 izolatlatin fizyolojik su ile 0.5 Mc Farland’a
ayarlanmistir. Mc Farland’a gore ayarlanmig test bakterilerinden damlatma yontemi ile ekim
yapilmistir. Daha sonra petriler 24-48 saat 37°C' de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonucunda {iremenin goriilmedigi en diisiik agir metal konsantrasyonu MIK (Minimal

Inhibisyon Konsantrasyonu) degeri olarak kabul edilmistir (NCCLS, 1990).

2.2.4.9. Antibiyotik direnclilik diizeylerinin belirlenmesi

Antibiyotiklerin  direncliliklerinin  belirlenmesinde disk difiizyon yontemi ve

mikrodilliisyon yontemi kullanilmastir.

10 adet antibiyotik diskler oxoid firmasindan temin edilmistir; amikasin (AK 30ug),
ampisilin (AMP 10pg), gentamisin (CN 10pg), tetrasiklin (TE 30pg), ofloksasin (OFX Sug),
sefotaksim (CTX 30ug), kanamisin (K 30ug), sulbaktam (SAM 10ug), imipenem (IMP 10ug)
ve eritromisin (E 30pg) dir.

Bu antibiyotiklerin antibiyotik direngliligi disk difiizyon yontemi ile belirlenmistir.
Nutrient agar hazirlanip steril petri kaplarina yaklasik olarak 25 mL dokiilmiis ve besiyerlerinin
kurumasi igin 37°C‘de 24 saat etiivde bekletilmistir. Kulanilacak Legionella bakteri kiiltiirleri
steril fizyolojik su ile 0.5 Mc Farland’a ayarlanmigtir. Hazirlanan bakterilerden steril bir
ekiivyon yardimi ile besiyerinin tiim yiizeyine ekim yapilmistir. Daha sonra steril sartlarda
antibiyotik diskler yerlestirilmistir. Ekim yapilan petriler 2 saat oda sicakliginda bekletildikten
sonra 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda diskin etrafinda olusan

inhibisyon zonunun ¢ap1 6l¢iilmiistiir (Krumperman, 1985).
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Sekil 2.9. Disk difuzyon yontemi ile antibiyotiklerin direngliliklerinin belirlenmesi.

Diger taraftan toz halinde satin alinarak kendimizin hazirladigi antibiyotikler ise;

Siprofloksasin, doksosiklin ve levofloksasin dir.

Oncelikle antibiyotikler 10 pL’de 30 pg olacak sekilde hazirlanmistir. Nutrient agar
hazirlanip petrilere dokiilmiis ve kurutulmustur. Kullanilacak Legionella kiiltiirleri steril
fizyolojik tuzlu su kullanilarak 0.5 Mc Farland’a ayarlanmistir. Mc Farland’1 ayarlanmig
kiiltiirlerden steril ekiivyonlar yardimiyla Nutrient agarlarin yilizeylerine ekim yapilmistir. Daha
sonra steril pens yardimiyla otoklavda steril edilen diskler petri iizerine yerlestirilmistir.
Hazirlanan antibiyotiklerden mikro pipet yardimiyla bu disklerin {izerine damlatma yapilmis ve
petriler 2 saat oda sicakliginda bekletildikten sonra inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyon
sonunda olusan zon gaplar1 dlglilmiistiir. Ayni islem 27°C, 37°C ve 40°C’de de uygulanmustir.
Diger taraftan bu antibiyotiklerin mikrodiliisyon yontemi ile Minimal Inhibisyon

Konsantrasyonu (MIK) ve Minimum Bakterisidal Konsantrasyonu (MBK) da belirlenmistir.

Sekil 2.10. Diskdifiizyon yontemi ile toz antibiyotiklerin direngliliklerinin belirlenmesi.

Cift kuvvetli Nutrient Broth hazirlanarak otoklavda steril hale getirilmistir.
Antibiyotiklerden steril flakonlarin igerisine 12 mg tartilip 2000 pL steril saf su ile ¢oziilmiistiir.
Disk difiizyon yonteminde kullanilan Mc Farland’1 ayarlanmig kiiltiirler bu deney iginde hazir
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bulundurulmugtur. Steril kabin igerisinde mikroplaklarin her bir kuyucugunun igerisine,
mikropipet yardimiyla 150 pL hazirlanan besiyerinden konulmustur. Daha sonra birinci
kuyucugun igerisine 150 pL hazirlanan antibiyotiklerden konulmus ve 24 numarali kuyucuga
kadar bir seri dilisyon yapilmistir (bu deney igin her bir bakteri kiiltiirii i¢in 2 adet mikroplak
kullanilmigtir). Seyreltme islemi tamamlandiktan sonra her bir kuyucugun igerisine 10 pL
inokulum damlatilmistir. Ekim islemi tamamlanan mikroplaklarin {izeri steril bir kapakla
kapatilip, buharlagsmay1 onlemek amaciyla naylon bir kilif igerisine yerlestirilerek 37°C’de 48
saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiisyon isleminin ardindan her bir kuyucugun icerisine 20 pL
daha once hazirlanmis olan TTC den damlatilmis ve mikroplaklar tekrar kapatilarak 37°C’de 4
saat inkiibe edilmistir. Bu islemin ardindan tiremenin gergeklestiri kuyucuklar kirmizi bir renk
alirken iireme goriilmeyen kuyucuklarda renk degisimi gdézlenmemistir. Ayni islem 27°C ve

40°C i¢inde uygulanmigtir (NCCLS, 1990).

Yapilan bu islem sonunda liremenin goriilmedigi en diisiik antibiyotik konsantrasyonu

MIK degeri olarak kabul edilmistir.

Sekil 2.11. Mikrodilusyon yéntemi ile Minimal Inhibisyon Konsantrasyonunun belirlenmesi.

Her iki guruptaki antibiyotik gruplarinda ve her iki yontemde ¢alisilirken 27°C, 37°C ve
40°C olmak iizere 3 farkli sicaklikta inkiibasyona birakilmugtir. MIK degerlerini belirledikten
sonra iremenin goriilmedigi her bir kuyucuktan mikro pipet yardimiylal0 pL alinarak daha
once hazirladigimiz Nutrient agarli petrilerin yiizeyine damlatma islemi uygulanmstir.
Damlalar kuruduktan sonra 37°C’ de 48 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda iiremenin
goriilmedigi konsantrasyon MBK degeri olarak belirlenmistir. Ayn1 islem 27°C ve 40°C i¢inde
uygulanmstir.



Sekil 2.12. Damlatma yontemi ile Minimum Bakterisidal Konsantrasyonu belirlenmesi.
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3. BULGULAR
3.1. Legionella Cinsi Bakterilerin izolasyonu

Kiitahya ilinde bulunan dogal ortam sularindan (yalak suyu, kuyu suyu, yagmur su
birikintisi, g6l ve akarsu) toplam 150 adet su 6rnegi 2016 yilinda Haziran ile Eylil aylart

arasinda toplamistir ve Legionella cinsi bakteriler yoniinden incelenmistir.

Daha sonra morfolojik Ozellikleri agisindan Legionella bakterilerine benzeyen
orneklerden hem Nutrient hemde kandi agara ekimler yapilmistir. Kanli agarda iireme
gostermeyip Nutrient agarda tireme gosteren izolatlar Legionella siiphesi ile gram boyama
testine tabii tutulmustur. Gram negatif Ozellik gosteren izolatlar disindakiler dikkate
almmamustir. Incelenen drneklerden 8 adet Legionella cinsine ait sus izole edilmistir. Eldrdxe
edilen bu izolatlarin tiir ve serogruplari belirlenmistir. Elde edilen 8 izolatin biyokimyasal test
sonuclari, agir metal toleranshiliklari, antibiyotik direncliligi ve sekonder metabolit olusumu

yoniinden incelenmistir.
3.2. Antijenik Ozelliklerinin Belirlenmesi

BCYE besiyerinde tipik koloniler izole edildikten sonra kanli agara ekimleri yapilmustir.
Kanli agarda tiremeyen izolatlar Legionella siiphelisi olarak stoklara c¢ekilmistir. Legionella
stiphelisi suslarin tiir ve serogrup diizeyinde identifikasyonunu yapmak icin lateks agliitinasyon
test Kiti uygulanmustir. Elde edilen 8 adet Legionella susunun 6 tanesinin Legionella
pneumophila serogrup 2-15 geriye kalan 2 G6rnegin serogrubunun ise Legionella spp. oldugu

saptanmistir.

Cizelge 3.1. izole edilen Legionella’larin serogruplari.

Legionella pneumophila | Legionella pneumophila | Legionella
serogrup 1 serogrup 2-15 Spp.

L1]|-

L3 |-
L4 |-
L5 | -
L6 | -
L7 |-

ANEERN AN AN

<\

AN




47

3.3. Legionella Suslarimin Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Legionalla suslarina tiir ve serogrup diizeyi belirlendikten sonra katalaz, jelatin, sitrat,
indol ve hareketlilik testleri yapilmistir. Bu testlere ek olarak glukoz, ksiloz, arabinoz, maltoz,
sakkaroz ve fruktozdan asit olusumu testleri yapilmistir. Uygulanan testler sonucunda; biitiin
izolatlarin katalaz, sitrat, hareketlilik, jelatinaz ve indol olusumu testlerinde pozitif sonug
verdigi ancak, glukoz, ksiloz, arabinoz, maltoz, sakkaroz ve fruktozdan asit olusumu testlerinde

ise negatif sonug verdigi belirlenmistir.

Cizelge 3.2. Legionalla suslarinin biyokimyasal test sonuglari.

[ZOLAT
L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8
TESTLER
Katalaz tiretimi + + + + + + + +
Jelatin hidrolizi + + + + + + + +
Sitrat kullanimi + + + + + + + T
Indol olusumu + + + + + + + +
Hareket + + + + + + + ¥
L (+)Arabinoz - - - - - - - _
« | D (-)fruktoz - - - - - - - B
D
= Sakkaroz - - = - - - - _
< | D (-)glikoz - - - - N - - n
| D (+)ksiloz - ; - - - 3 3 .
Maltoz - = - - N _ _ N

3.4. Legionella Cinsi Bakterilerinin Agir Metal Direnclilik Diizeyleri

Elde edilen izolatlarin agir metal direnglilik diizeyleri agar diliisyon metodu ile
belirlenmistir.  Agir metal direnglilik diizeylerinin belirlenmesinde referans sus olarak
Escherichia coli ATCC 25922 susu kullanilmustir. Referans susunun sahip oldugu Minimum

Inhibisyon Konsantrasyonu degerleri Cizelge 3.3.’te verilmistir.



Agir Metal

MIK

Nikel

Cinko

Kobalt

Demir

Krom

Kursun

Bakir

Kadmiyum

OIN]BAIN|BINININ

)
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Cizelge 3.3. Escherichia coli ATCC 25922’un agir metal direnglilik diizeyi (mM/mL).

Agir metal direnglilik diizeylerinin belirlenmesinde 8 farkli agir metal tuzlar
Co(CH3C00)2.4H:0,
Ni(CH3:C0OO0),.4H,0, PbCl,,
direnclilik diizeylerinin MIK degerleri Cizelge 3.4.’te verilmistir.

[CACI4H:0,

Cizelge 3.4. izolatlarm agir metallere kars1 gosterdikleri MIK degerleri (mM/mL).

CrCls6 H.0,
Zn(CHsC0OO0),.H,0] kullanilmustir.

Cu(CHsCOO0),H-0,

FeS04.7H20,

Izolatlarin agir metal

Nikel | Cinko | Kobalt | Demir Krom Kursun | Bakir | Kadmiyum
L1 (Sg 2-15) 1 1 0.5 2 2 4 1 0.125
L2 (Sg 2-15) 1 1 0.5 2 2 4 1 0.125
L3 (Sg 2-15) 1 1 1 2 2 4 1 0.125
L4 (Sg 2-15) 1 1 0.5 2 2 4 1 0.125
L5 (Sg spp.) 1 1 0.5 2 2 4 2 0.125
L6 (Sg 2-15) 1 1 0.5 2 2 4 1 0.125
L7 (Sg 2-15) 1 1 1 2 2 4 1 0.125
L8 (Sg spp.) 2 2 2 2 2 4 1 0.125

L1, L2, L3, L4, L6 ve L7 (Sg 2-15) izolatlarinin; kadmiyum, ¢inko, bakir, kobalt, demir

ve nikel agir metallerine gdsterdikleri MIK degerlerinin referans sus ile kiyaslandiginda diisiik

oldugu goriiliirken izolatin krom ve kursun agir metaline gdsterdigi MIK degeri referans sus ile

kiyaslandiginda ayn1 degerde oldugu bulunmustur.

L5 (Sg spp.) izolatinin kadmiyum, ¢inko, kobalt, demir ve nikel agir metallerine

gosterdikleri MIK degerlerinin referans sus ile kiyaslandiginda diisiik oldugu gériiliirken

izolatin bakir, krom ve kursun agr metaline gosterdigi MIK degeri referans sus ile

kiyaslandiginda ayn1 degerde oldugu bulunmustur.

L8 (Sg spp.) izolatinin kadmiyum, bakir, kobalt, demir ve agir metallerine gosterdikleri

MIK degerlerinin referans sus ile kiyaslandiginda diisiik oldugu gériiliirken izolatin ¢inko, nikel,
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krom ve kursun agir metaline gosterdigi MIK degeri referans sus ile kiyaslandiginda ayni

degerde oldugu bulunmustur.

Cizelge 3.5. izolatlarm agir metal toleranshiliklarinm %’lik dagilimu.

Agir Metal [ n Agir metal konsantrasyonlarina (mM/mL) gore Toleransh
genel toplam icerisindeki izolatlarin sayisal dagilimi izolatlar
0,0625 | 0.125 1 0.25 (05 |1 |2 |4 8 16 |N [%
Nikel 8 = - - - 7 | 1*| - - - 1 12.5
Cinko 8 = - - - 7 [ 1* | - - - 1 12.5
Kobalt 8 = = - 5 2 [ 1* | - - - 1 12.5
Demir 8 - - - - - | 8| -* - - |0 0.0
Krom 8 = = = = - | 8| - - - 8 100
Kursun 8 - - - - - - | 8* - - 8 100
Bakir 8 - - - - 7 [ 1* | - - - 1 12.5
Kadmiyum | 8 = 8 = = - - - - = 0 0.0
*Agir metallerin referans sus MIK degerleri

Elde edilen izolatlarin referans susa gore, agir metal yiizde toleranslilik degerlerine
bakildiginda; %100 kursun ve krom, %12.5 nikel, ¢inko, kobalt ve bakir agir metaline karst
toleransli oldugu bulunmustur. Bunun yaninda izolatlarin demir ve kadmiyum agir metaline

kars1 toleransl olmadigi bulunmustur.
3.5. Sekonder Metabolit Uretimi

Izole edilen 8 Legionella bakterisinin sekonder metabolit iiretimi agar blok yontemi ile
Gram pozitif (Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus mycoides,
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus (yabani)), Gram
negatif (Enterobacter aerogenes, Pseudomonas aeruginosa, Esherichia coli, Esherichia coli
(yabani) ve Aeromonas hydrophila) ve maya (Saccharomyces cerevisiae (yabani),
Saccharomyces boulardii (yabani)) bakterilerine karsi degerlendirilmistir. Sonuglar Cizelge

3.6°da verilmistir.

L1 (Sg 2-15), L2 (Sg 2-15), L3 (Sg 2-15), L4 (Sg 2-15) ve L6 (Sg 2-15) izolatinin B.
cereus, B. licheniformis, B. mycoides, S aureus (yabani), E. aerogenes, P. aeruginosa, E. coli,
E.coli (yabani), A. hydrophila, S. cerevisiae (yabani) ve S. boulardii mikroorganizmasinin
BCYE ve Nutrient agarda gosterdigi zon ¢apt 10mm iken, B. subtilis, S. epidermidis ve S.

aureus bakterileri i¢cin herhangi bir zon olusturmadiklar1 gézlenmistir.
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L5 (Sg spp.) izolatinin B. cereus, B. licheniformis, B. mycoides, S aureus (yabani), E.
aerogenes, P. aeruginosa, E. coli, E.coli (yabani), A. hydrophila ve S. cerevisiae (yabani)
bakterilerinin BCYE ve Nutrient agarda gosterdigi zon capt 10mm iken, B. subtilis, S.
epidermidis ve S. aureus bakterileri i¢in herhangi bir zon olusturmadiklar1 gézlenmistir. S.
boulardii bakterisi i¢in ise BCYE agardaki zon ¢ap1 10mm iken Nutrient agarda 11mm olarak

Olciilmiistiir.

L7 (Sg 2-15) izolatinin B. cereus, B. licheniformis, B. mycoides, S.aureus (yabani), E.
aerogenes, P. aeruginosa, E. coli, E.coli (yabani), A. hydrophila, S. cerevisiae (yabani) ve S.
boulardii bakterilerinin BCYE ve Nutrient agarda gosterdigi zon ¢ap1 10mm iken, B. subtilis, S.

epidermidis ve S. aureus bakterileri i¢in herhangi bir zon olusturmadiklar1 gézlenmistir.

L8 (Sg spp.) izolatimin B. cereus, B. licheniformis, B mycoides, S aureus (yabani), E.
aerogenes, P. aeruginosa, E. coli, E.coli (yabani), A. hydrophila ve S. cerevisiae (yabani)
bakterilerinin BCYE ve Nutrient agarda gosterdigi zon ¢apt 10mm iken, B. subtilis, S.
epidermidis ve S. aureus bakterileri igin herhangi bir zon olusturmadiklar1 gézlenmistir. S.
boulardii bakterisi i¢in ise BCYE agardaki zon ¢ap1 10 mm iken Nutrient agarda 12 mm olarak

Olclilmiistiir.



Cizelge 3.6. Legionella izolatlarinin olusturdugu sekonder metabolitlerin test mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal aktivitesi (agar blog zon ¢ap1

10 mm).
L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8
BCYE/NA | BCYE/NA | BCYE/NA | BCYE/NA | BCYE/NA | BCYE/NA [ BCYE/NA | BCYE/NA

Gram Pozitif Bakteri
Bacillus cereus 10 {10 ) 10|20 ] 10|10 | 10 ] 10 [ 10] 10 [ 10 ) 10 [ 10 ] 10| 20| 10
Bacillus subtilis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Bacillus licheniformis 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Bacillus mycoides 10 { 10 ) 120 | 20 | 10 | 20 | 10 J 10 [ 10 ] 10 [ 10 | 10 [ 10 | 10 | 10 | 10
Staphylococcus epidermidis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Staphylococcus aureus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Staphylococcus aureus (Yabani) 10 ] 10 | 10 | 10 [ 20 { 20 | 20 | 10 | 10 | 10 | 10 { 10 | 10 | 10 | 10 | 10

Gram Negatif Bakteri
Enterobacter aerogenes 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Pseudomonas aeruginosa 10 {10) 10|20 10| 20| 10 )10 10] 10 [ 10 ) 1010 ] 10| 10| 10
Esherichia coli 10 {10 ) 120 |20 | 10 | 20 | 10 J 10 [ 10 ] 10 [ 10 | 10 [ 10 | 10 | 10 | 10
Esherichia coli (Yabani) 10110 )10 (10 (20 {210 ] 0] 10 )10 ] 10| 10 {10 | 10 ] 10 ] 10 | 10
Aeromonas hydrophila 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10

Maya

Saccharomyces cerevisiae (Yabani) 10|10 )10 10|10 1010101010 10 ) 10| 10| 10 | 10 | 10
Saccharomyces boulardii (Yabani) 10|10 ) 10| 10|10 10101010 | 11| 10| 10 | 10 | 10 | 10 | 12

1S



3.6. Antibiyotik Direnglilik Diizeyleri
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Yapilan ¢aligmada Kiitahya ilinden elde edilen izolatlarin antibiyotik direngliligi disk

difiizyon yontemi ile belirlenmistir. Antibiyotik direngliligi diizeylerinin belirlenmesinde

referans sug olarak Escherichia coli susu kullanilmigtir. NCCLS rehberinde referans susunun

sahip oldugu antibiyotik duyarlilik degerleri Cizelge 3.7.’de verilmistir.

Cizelge 3.7. NCCLS rehberinde Escherichia coli bakterisi i¢in belirtilen zon ¢aplar1 yorumlama

standartlar1 (mM/mL).

Zon Cap1
RrioyOIRE DISIZ “"?“gl R (Direngli) | OD (Orta Derece D (Duyarl)
i Duyarli)
Ampisiilin 10 pg <13 14-16 >17
Sefotaksim 30 pg <14 15-22 >23
Imipenem 10 pg <13 14-15 >16
Amikasin 30 pg <14 15-16 >17
Kanamisin 30 pg <13 14-17 >18
Tetrasiklin 30 pg <14 15-18 >19
Eritromisin 30 pg <13 14-22 >23
Ofloksasin Sug <12 13-15 >16
Sulbaktam 10pg <11 12-14 >15
Gentamisin 10pg <12 13-14 >15
Doksisiklin 30 pg <12 13-15 >16
Siprofloksasin 30 ug <15 16-20 >21
Levofloksasin 30 pg <13 14-16 >16
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Calismamizda elde ettigimiz Legionella izolatlarinin antibiyotik direnclilikleri 13 farkli
antibiyotige karsi agar disk diflizyon yontemi ile belirlenmis ve sonuglar Cizelge 3.8’de

verilmistir.



Cizelge 3.8. izolatlarin test edilen antibiyotiklere karsi ii¢ farkl1 sicaklikta gosterdikleri inhibisyon zon caplari (disk 6 mm).

Kullanilan antibiyotikler

Izolatlar Amikasin Ampisilin Tetrasiklin Sefotaksim Ofloksasin
27°C | 37°C | 40°C | 27°C | 37°C | 40°C | 27°C | 37°C | 40°C | 27°C | 37°C | 40°C | 27°C | 37°C | 40°C
L1 (Sg 2-15) 18 18 16 32 30 30 36 36 40 8 8 10 38 36 36
L2 (Sg 2-15) 18 20 20 32 32 32 36 36 34 12 10 10 40 38 40
L3 (Sg 2-15) 18 18 16 32 28 30 36 34 32 8 8 8 38 36 36
L4 (Sg 2-15) 20 18 20 33 31 31 36 35 32 12 12 10 36 33 35
L5 (Sg spp.) 18 20 20 32 32 32 32 34 32 10 10 12 40 38 40
L6 (Sg 2-15) 16 18 16 31 30 30 32 32 32 8 8 10 36 36 36
L7 (Sg 2-15) 18 20 18 34 32 35 36 36 34 10 10 10 40 38 40
L8 (Sg spp.) 20 18 20 32 31 34 36 36 36 8 10 8 40 36 36

vS




Cizelge 3.8. izolatlarm test edilen antibiyotiklere kars1 ii¢ farkli sicaklikta gosterdikleri inhibisyon zon ¢aplari (devamu).

Kullanilan antibiyotikler

Izolatlar Sulbaktam Gentamisin Kanamisin Imipenem Eritromisin
27°C | 37°C | 40°C | 27°C | 37°C |40°C |27°C |37°C |40°C |27°C |37°C |40°C |27°C |37°C |40°C

L1 (Sg 2-15) 32 32 34 18 20 18 20 22 10 42 40 40 28 30 32
L2 (Sg 2-15) 36 36 36 20 18 20 20 18 22 44 42 44 26 28 30
L3 (Sg 2-15) 34 33 34 18 17 16 22 20 18 44 42 42 28 30 30
L4 (Sg 2-15) 36 34 36 18 18 18 22 20 20 44 44 44 28 30 32
L5 (Sg spp.) 32 32 32 18 18 16 22 18 18 40 38 38 30 30 28
L6 (Sg 2-15) 32 31 32 14 16 16 18 20 22 38 40 38 27 28 28
L7 (Sg 2-15) 36 36 36 18 18 20 20 20 20 34 36 36 32 32 30
L8 (Sg spp.) 32 32 34 16 17 18 22 20 20 35 36 |36 30 30 34

qS




Cizelge 3.8. izolatlarm test edilen antibiyotiklere kars1 ii¢ farkli sicaklikta gosterdikleri inhibisyon zon ¢aplari (devamu).

Kullanilan antibiyotikler

Izolatlar Siprofloksasin Doksisiklin Levofloksasin
27°C 37°C 40°C 27°C 37°C 40°C 27°C 37°C 40°C
L1 (Sg 2-15) 44 40 40 32 30 30 44 42 42
L2 (Sg 2-15) 34 32 34 26 28 28 36 34 36
L3 (Sg 2-15) 33 32 34 30 28 30 32 33 32
L4 (Sg 2-15) 30 31 32 27 25 27 32 31 32
L5 (Sg spp.) 33 30 32 26 24 24 32 30 32
L6 (Sg 2-15) 30 30 32 26 24 24 32 30 32
L7 (Sg 2-15) 30 31 30 28 26 26 32 32 32
L8 (Sg spp.) 40 42 40 34 32 34 36 34 34

99
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L2,L3,L5L7 ve L8 izolatlar igin ¢izelge 3.8’c bakildiginda Amikasin antibiyotigi {i¢
farkli sicaklik degeri i¢in duyarli (D) olarak degerlendirilmistir. L1 ve L4 izolatlarinin 40°C’de
orta derecede duyarli 27°C, 37°C‘de ise duyarli olarak tespit edilmistir. L6 izolat1 27°C ve 40°C
de orta derecede duyarli, 37°C’de duyarh olarak bulunmustur.

Ampisin, tetrasiklin, oflaksasin, sulbaktam, kanamisin, imipenem ve eritromisin
antibiyotiklerinin ¢ farkli sicaklikta biitiin izolatlar i¢in duyarli oldugu gozlenmistir.
Sefotaksim antibiyotigi 27 °C, 37 °C ve 40 °C’lerde biitiin izolatlar i¢in direngli olarak tespit
edilmigtir. Gentamisin antibiyotigi L6 izolat1 igin 27°C’de orta derecede duyarli olarak
degerlendirilirken, geriye kalan biitiin izolatlar 27 °C, 37°C ve 40°C’lerde duyarli oldugu tespit

edilmistir.

Siprofloksasin, doksisiklin ve levofloksasin antibiyotikleri 27 °C, 37 °C ve 40 °C’lerde

biitiin izolatlar i¢in duyarli oldugu bulunmustur.

Cizelge 3.9'da elde edilen Legionella bakterilerilerinin 27 °C’de antibiyotik direnglilik
yiizdelerine bakildiginda %100’iniin sefotaksime karsi direngli oldugu tespit edilmistir.
Izolatlarin tetrasiklin, oflaxacin, sulbactam, oxacillin, kanamisin, imipenem, eritromisin,
siproflaksasin, doksisiklin ve levofloksasin’e karst %100 duyarli oldugu tespit edilmistir.

Izolatlarin amikasin ve gentamisin antibiyotigine %87.5 duyarli oldugu bulunmustur.



Cizelge 3.9. 27°C’de izolatlarinin antibiyotik yiizde direnglilik sonuglari.
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Antibiyotik N R ODD D %R %O0DD %D
Amikasin (AK 30 ug) 8 0 1 7 0 125 87.5
Gentamisin (CN 10pg) 8 0 1 7 0 12.5 87.5
Tetrasiklin (TE 30ug) 8 0 0 8 0 0 100

Sefotaksim (CTX 30ug) 8 8 0 0 100 0 0
Ofloxacin (OFX 5 pg) 8 0 0 8 0 0 100
Sulbactam (SAM 10pug) 8 0 0 8 0 0 100
Oxacillin (OX 1 pg) 8 0 0 8 0 0 100
Kanamisin (K 30 pg) 8 0 0 8 0 0 100
Imipenem (IPM 10pg) 8 0 0 8 0 0 100
Eritromisin (E 15pg) 8 0 0 8 0 0 100
Siprofloksasin (30 pg) 8 0 0 8 0 0 100
Doksisiklin (30 pg) 8 | 0 0 8 0 0 100
Levofloksasin (30 pug) 8 0 0 8 0 0 100

R; Direngli; ODD; orta derece duyarli; D; Duyarl

Cizelge 3.10'da elde edilen Legionella bakterilerilerinin 37 °C’de antibiyotik direnglilik

yiizdelerine bakildiginda en yiiksek %100’ sefotaksime karsi direngli oldugu tespit edilmistir.

Diger antibiyotiklerin sefotaksim haricinde duyarl oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 3.10. 37°C’de izolatlarinin yiizdelik antibiyotik direnglilik sonuglari.

Antibiyotik N R OoDD D %R %O0DD %D
Amikasin (AK 30 ug) 8 0 0 8 0 0 100
Gentamisin (CN 10pg) 8 0 0 8 0 0 100
Tetrasiklin (TE 30ug) 8 0 0 8 0 0 100
Sefotaksim (CTX30ug) 8 8 0 0 100 0 0
Ofloxacin (OFX 5 pug) 8 0 0 8 0 0 100

Sulbactam (SAM 10ug) 8 0 0 8 0 0 100
Oxacillin (OX 1 pg) 8 0 0 8 0 0 100
Kanamisin (K 30 pg) 8 0 0 8 0 0 100

Imipenem (IPM 10pg) 8 0 0 8 0 0 100
Eritromisin (E 15pg) 8 0 0 8 0 0 100
Siprofloksasin (30ug) 8 0 0 8 0 0 100

Doksisiklin (30pg) 8 | 0 0 8 0 0 100
Levofloksasin (30pg) 8 0 0 8 0 0 100
R; Direngli; ODD; orta derece duyarli; D; Duyarli

Cizelge 3.11'de elde edilen Legionella bakterilerilerinin 40 °C’de antibiyotik direnglilik
yiizdelerine bakildiginda en yiiksek %100’ sefotaksime kars1 direngli oldugu tespit edilmistir.
Izolatlarin gentamisin, tetrasiklin, oflaxacin, sulbactam, oxacillin, kanamisin, imipenem,
eritromisin, siproflaksasin, doksisiklin ve levofloksasin’e karst %100 duyarli oldugu tespit
edilmistir.  Izolatlarin amikasin antibiyotigine %37.5 ile orta derece duyarli oldugu

bulunmustur.
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Cizelge 3.11. 40°C’de izolatlarinin yiizelik antibiyotik direnglilik sonuglari.

Antibiyotik N R OoDD D %R %O0DD %D
Amikasin (AK 30 ug) 8 0 3 5 0 37.5 62.5
Gentamisin (CN 10pg) 8 0 0 8 0 0 100
Tetrasiklin (TE 30pg) 8 0 0 8 0 0 100

Sefotaksim (CTX 30ug) 8 8 0 0 100 0 0
Ofloxacin (OFX 5 ug) 8 0 0 8 0 0 100
Sulbactam (SAM 10ug) 8 0 0 8 0 0 100
Oxacillin (OX 1 pg) 8 0 0 8 0 0 100
Kanamisin (K 30 ug) 8 0 0 8 0 0 100
Imipenem (IPM 10pg) 8 0 0 8 0 0 100
Eritromisin (E 15pug) 8 0 0 8 0 0 100
Siprofloksasin (30ug) 8 0 0 8 0 0 100
Doksisiklin (30p.g) 8 0 0 8 0 0 100
Levofloksasin (30ug) 8 0 0 8 0 0 100

R; Direngli; ODD; orta derece duyarli; D; Duyarli

Genel olarak bakildiginda tiim izolatlarin {i¢ sicaklik degerindede %100 sefotaksim

antibiyotigine direngli oldugu tespit edilmistir.
3.7. Minimum inhibitér Konsantrasyonun (MiK) Belirlenmesi
Mikrodiliisyon yontemi ile izolatlar1 doksosiklin, siprofloksasin ve levofloksasin

antibiyotigine karst MiK degerleri CLSI’e gore tespit edilmistir.

Cizelge 3.12. CLSI gore antibiyotiklerin E. coli’ye kars1 direngli, orta duyarli ve duyarl

degerleri.
Antibiyotik MIK (pg/mL)
R ODD D
Doksisiklin >16 8 <4
Siprofloksasin >4 2 <1
Levofloksasin >8 4 <
R; Direngli; ODD; orta derece duyarli; D; Duyarli
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Cizelge 3.13. 27°C’de izolatlarin test edilen antibiyotiklere karsi gosterdikleri MIK ve MBK
sonuglar1 (ug/mL).

Kullanilan antibiyotikler
Izolatlar Doksisiklin Siprofloksasin Levofloksasin

MIK MBK MIK MBK MIK MBK
L1 (Sg 2-15) 0,10 0,21 0,10 0,10 0,02 0,02
L2 (Sg 2-15) 0,10 0,21 0,05 0,05 0,05 0,05
L3 (Sg 2-15) 0,10 0,21 0,10 0,10 0,01 0,02
L4 (Sg 2-15) 0,10 0,21 0,05 0,05 0,02 0,02
L5 (Sg spp.) 0,05 0,10 0,02 0,02 0,01 0,02
L6 (Sg 2-15) 0,05 0,10 0,02 0,05 0,02 0,02
L7 (Sg 2-15) 0,10 0,21 0,02 0,02 0,02 0,02
L8 (Sg spp.) 0,21 0,43 0,01 0,02 0,10 0,10

Biitiin izolatlarin 27°C’de ii¢ antibiyotige karst MiK ve MBK degerleri Cizelge 3.13’de
gdsterilmistir. Doksisiklin antibiyoti§ine kars1 biitiin izolatlarn MIK degerleri 0.05 -
0.21ug/mL; MBK degeri ise 0.10 ile 0.43 pg/mL arasindadir. Siprofloksasin ve levofloksasin
antibiyotigine kars1t MIK degeri 0.02 ile 0.10 pg/mL, MBK 0.02 ile 0.10 pg/mL arasinda oldugu
tespit edlmistir.
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Cizelge 3.14. 37°C’de izolatlarin test edilen antibiyotiklere karsi gosterdikleri MIK ve MBK
sonuglar (ug/mL).

Kullanilan antibiyotikler
[zolatlar Doksisiklin Siprofloksasin Levofloksasin

MIK MBK MIK MBK MIK MBK
L1 (Sg 2-15) 0,10 0,21 0,05 0,05 0,02 0,02
L2 (Sg 2-15) 0,21 0,43 0,05 0,10 0,05 0,05
L3 (Sg 2-15) 0,05 0,10 0,10 0,21 0,02 0,05
L4 (Sg 2-15) 0,05 0,21 0,05 0,05 0,05 0,10
L5 (Sg spp.) 0,10 0,21 0,02 0,05 0,02 0,10
L6 (Sg 2-15) 0,05 0,21 0,02 0,05 0,05 0,05
L7 (Sg 2-15) 0,05 0,10 0,02 0,02 0,02 0,05
L8 (Sg spp.) 0,10 0,21 0,02 0,02 0,10 0,10

Biitiin izolatlarin 37°C’de ii¢ antibiyotige kars1 MIK ve MBK degerleri Cizelge 3.14’de
gdsterilmistir. Doksisiklin antibiyotigine kars1 biitiin izolatlarin MiK degerleri 0.05-0.21ug/mL,
MBK degeri 0.10 ile 0.43 pg/mL arasindadir. Siprofloksasin ve levofloksasin antibiyotigine
kars1 0.02 ile 0.10 pg/mL, MBK degeri ise 0.02-0.10 ug/mL oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 3.15. 40°C izolatlarin test edilen antibiyotiklere karsi gosterdikleri MIK ve MBK

sonuglar1 (pg/mL).
Kullanilan antibiyotikler
Izolatlar Doksisiklin Siprofloksasin Levofloksasin

MIK MBK MIK MBK MIK MBK
L1 (Sg 2-15) 0,10 0,21 0,05 0,05 0,02 0,02
L2 (Sg 2-15) 0,21 0,43 0,05 0,10 0,05 0,05
L3 (Sg 2-15) 0,05 0,10 0,10 0,21 0,02 0,05
L4 (Sg 2-15) 0,05 0,21 0,05 0,05 0,05 0,10
L5 (Sg spp.) 0,10 0,21 0,02 0,05 0,02 0,10
L6 (Sg 2-15) 0,05 0,21 0,02 0,05 0,05 0,05
L7 (Sg 2-15) 0,05 0,10 0,02 0,02 0,02 0,05
L8 (Sg spp.) 0,10 0,21 0,02 0,02 0,10 0,10

Biitiin izolatlar 40°C’de ii¢ antibiyotige karst MIK ve MBK degerleri Cizelge 3.15’te

gdsterilmistir. Doksisiklin antibiyotigine kars1 biitiin izolatlarin MiK degerleri 0.05-0.21ug/mL,

MBK degeri 0.10 ile 0.43 pg/mL arasindadir. Siprofloksasin ve levofloksasin antibiyotigine
kars1 0.02 ile 0.10 pg/mL, MBK degeri ise 0.02-0.10 pg/mL oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 3.16. izolatlarinin antibiyotik direnclilik sonuglar1 (bu sonuglar biitiin sicakliklar icin

gecerlidir).
Antibiyotik N R ODD D %R %0DD %D
Siprofloksasin 8 0 0 8 0 0 100
Levofloksasin 8 0 0 8 0 0 100
Doksasiklin 8 0 8 8 0 0 100

Biitiin izolatlar icin ti¢ farkli sicaklikta siprofloksasin, levofloksasin ve doksasiklin

antibiyotikleri %100 duyarli oldugu tespit edilmistir.
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4. TARTISMA VE SONUC

L. pneumophila, Legionellaceae ailesine bagli bir bakteridir. Legionellaceae ailesinde
30’dan fazla cins ve 70 farkli serogrup vardir. Bu ailedeki bakterilerle ortaya cikan
infeksiyonlarin  %90’nindan L. pneumophila sorumludur. Legionella pneumophila kendi
arasinda 3 alt tir ve 16 alt (sero) grup igerir, bunlardan serogrup 1,4,6 infeksiyonlarin

¢ogunluguna neden olur (Topgu, 2002).

Genel olarak Legionella tiirii bakterilerin yasam alanlar1 dogal ortam sularidir. Diisiik
konsantrasyonlarda dogal sularda bulunan bu bakteriler daha az oranda da olsa sehir sebeke
suyuna gecebilirler. Binalarin su sistemlerinde 6zelliklede suyun durgun oldugu alanlar bu
bakterilerin ¢ogalmaya uygun ortam bularak ¢ogalabildikleri belirlenmistir. Legionella tiirii
bakteriler biyofilm tabakalarinda ¢ogalmalarinin yaninda bazi amip cinslerinin (Acanthamoeba
ve Naeglaria) i¢inde simbiyotik yasam stirdiirtirler. Bakteri hem biyofilm tabakalarinda hem de
amip Kkistleri iginde dis etkilere ve biyositlere karsi direngli hale gelebilir. Legionella
infeksiyonlar1 sporadik veya epidemik olabilir. Legionella tiirii bakteriler su sistemlerinden
insanlara aerosol ve aspirasyon yolu ile bulagmaktadir. Yaslhlar, kiiciik yastaki ¢ocuklar, sigara
kullananlar, altta yatan kronik hastaligi bulunanlar, bagisiklik sistemi baskilanmis olanlar,
cerrahi girisime maruz kalanlar ve uzun siire hastanede yatanlar Legionella infeksiyonlari i¢in
risk grubunda yer almaktadir. Hastanede yatan hastalarda goriilen Legionella infeksiyonlarinin
kaynag olarak; sicak su sistemleri, havalandirma sistemleri, dus ve banyolar, nazogastrik tiipler,
maskeler, nemlendiriciler, solunum cihazlari, sogutma kuleleri, buhar kondansatdrleri sorumlu

tutulmaktadir (Murdoch, 2003; Ustagelebi, 1991).

Yapmis oldugumuz calismada (2016 yili Haziran —Eyliil aylarinda) arasinda; Kiitahya
ilinde bulunan dogal ortam sularindan toplam 150 adet su Ornegi, su Ornekleme yontemiyle
toplanmis ve Legionella cinsi bakteri varligi yoniinden incelenmistir. Legionella bakterileri
dogal sularda bulunan mikroorganizmalardandir. Diinyanin hemen her yerinde gol, nehir,
bataklik, kaplicalar gibi su kaynaklarindan; toprak Orneklerinden; kuyu sulari, giibre,
kanalizasyon igerigi ve okyanus kiyilarindan izole edilmistir (T.C Saglik B., 2016). Legionella
bakterilerinin konsantrasyonu dogal su ortamlarinda olduk¢a diisiik olmasimna ragmen insan
yapimu su sistemlerine gectiklerinde kosullarin etkisiyle ¢ogalarak yiiksek sayilara (>10* kob/L)
ulagabilmektedir (Stout, vd., 1985; Muder ve Yuu, 2002). Legionella’lar insan yapimi su
sistemlerinde de yaygin bir sekilde yerlesip, kontamine sularla insanlara bulagan ve agir
pnomoniye yol agabilen etkenlerdir (Pimarbagli, 2011). Bu bakterilerin insan yapimi su

sistemlerinde ¢ok yogun bir sekilde bulundugu yapilan ¢alismalar yardimiyla ortaya konmustur.
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Biz g¢alismamizda insan yapimi olmayan su sistemleri {izerinde ¢alisma yaparak bu
mikroorganizmanin goriilme sikligini ortaya koymaya calistik. Legionella tiirlerini en ¢ok
bulundugu insan yapimi su sistemleri; havalandirma sistemleri, merkezi klima ve sogutma
kuleleri, sicak su musluklar1 ve dus basliklari, camurlar, kaplicalar ve termal banyolar, hastane
solunum tedavi ekipmanlari, nebulizatorler ve evaporatorler, goz yikama birimleridir (Whitney,
vd., 1997). Zanetti ve arkadaslart 2000 yilinda yapmis olduklari caligmada 6zel ve kamu
kurumlarinin 23 dis {initesinden (oral durulama kabi, hava-su siringasi, ultrasonik skaler) toplam

101 6rnek toplamis ve 22 Legionella cinsi bakteri izole etmislerdir.

Stojek ve arkadaslari 2002 yilinda Polonya’da bulunan bir seranin ¢esitli sulama
birimlerinden 6rnekler toplamig ve Legionella varligini arastirmislardir. Calismanin sonucunda
seranin dis ortaminda bulunan 38 bitki sulama sisteminden 8, i¢ ortamda bulunan 20 bitki
sulama sisteminden ise 5 Legionella cinsi bakterisi izole etmislerdir. Bunun diginda toplanan 18

musluk, 14 toprak ve 6 hava 6rneginde Legionella cinsi bakterisine rastlamamiglardir.

Azara ve arkadaslar, 2006 yilinda Italya’da buluna 9 geminin 6nemli noktalardan
(yolcu kabinleri, miirettebat kabinleri, mutfaklar, kahve barlar1, merkezi klima sistemi odalarr)
90 su ornegi toplanmis ve 38 Legionella bakterisi izole edilmiglerdir. Gemilerde yapilan bir
diger calismada, Goutziana ve arkadaslar1 2008 yilinda 10 gemi ve 21 feribotun su dagitim
sistemleri, eglence havuzlar1 ve klima sistemlerinden toplamda 276 &rnek toplayip 96

Legionella cinsi bakteri izole etmislerdir.

Legionella bakterileri serbest olarak yasabildikleri gibi, amipler, kamgili protozoonlar
ve mavi-yesil alglerde, hiicre i¢inde ¢ogalirlar ve sicakligi 0-63°C, pH’s1 5,0-8,5 ve ¢Oziinmiis
oksijen igerigi 0,2-15 mg/LL arasinda degisebilen genis fiziksel kosullarda yillarca canli
kalabilmektedirler (ignak, 2007). Subbaram ve arkadaslari 2017 yilinda yapmis olduklart
calismada izole ettikleri Legionella’larin farkli sicaklik, pH ve klor oranlarinda iireme
yeteneklerini aragtirmislardir. Bunu i¢in 25°C, 30 °C, 35°C, 37°C ve 45°C sicakliklarini, 6 ve 8
pH araligindaki degerleri ve 0.Img/L ve 1.5 mg/L klor oranlarini kullanmigtir. Calismanin
sonunda Legionella bakterilerinin 25°C ve 45°C’ler arasinda iireme yeteneklerinin pozitif
oldugunu fakat bu sicakliklarin altinda ve iistiinde iireme yeteneklerinin azaldigini, 6 ve 8§ pH
araliginda ve 0.1mg/L ve 1.5 mg/L klor igeren sularda iireme gdsterebildiklerini saptamislardir.
Yapilan bu caligmada Legionella bakterisinin genis pH araliginda, yiiksek klor ve birgok farkli

sicaklikta {ireyebildigini gdstermistir.

Yapilan c¢alismalarda Legionella cinsi bakterilerin izolasyon isleminde genellikle

stiriintii ve su 6rnekleme yontemi kullanilmaktadir. Calismamizda dogal ortam sularindan 6rnek
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aldigimizdan dolay1 direk su Orneginden Ornekleme calismasi yapilmistir. Toplanan su
orneklerinin, bu bakterinin yogun olarak goriildiigii yaz aylarinda yapilmasi uygun goriilmiistiir.
Alinan su 6rnekleri en kisa siirede laboratuara getirilmistir. Legionella bakterilerinin izolasyonu
icin diger caligmalarda da siklikla kullanilan kiiltlir yontemi tercih edilmistir. Legionella
bakterilerinin izolasyonunda 6rneklerin toplanmasi, toplanan 6rnek miktari, dekontaminasyon
islemi standartlar: farklilik gostermektedir (Bangsborg, vd., 1995). Su 6rnegi toplanan yerlerin
ve binalarin 6zelligi, su sisteminin yapisi, cografi faktorler, mevsimsel faktorler, suyun organik
icerigi, kontrol onlemlerinin kullanimi ve segilen kiiltiir yontemlerinin farkliligi gibi birgcok
faktor izolasyon oranlarinda farklilik yaratmaktadir (Afacan, vd., 2006). Toplanan 6rneklerin su
miktarlar1 farklilik gosterse de genellikle 1-10 litre arasinda olmasi onerilmektedir (Winn, vd.,
2006). Kiiltiir yonteminin yani sira, son yillarda gelistirilen PCR (Polimer Zincir Reaksiyonu),
FISH (Floresan in situ hibridizasyon metod) ve DFA (Direkt floresan antikor) gibi daha modern
ve molekiiler teknikler de kullanilmktadir (Villari, 1998; Dutil, vd., 2006).

Yapilan ¢aligmalar, Legionella bakterisinin izolasyonunda filtrasyon igleminin santrifiij
isleminden ¢ok daha iyi sonu¢ verdigini gostermektedir (Stone,vd., 1998; Ta, vd., 1995). Bu
nedenden dolay1 topladigimiz su Orneklerini filtrasyon isleminden gegirerek 6n muamele
uygulamast yapilmistir.  Filtrasyon sirasinda Ornekler asit ile muamele edilmis
(dekontaminasyon islemi) ve daha sonrasinda BCYE besiyerine ekim gergeklestirilmistir.
Legionella bakterisi gevre oOrnekleriyle calisilmak istenildiginde direkt ekim islemi yogun
kontaminasyonlara neden olabilecegi i¢in filtreden gegirilen 6rneklere dekontaminasyon islemi
uygulanmustir. Daha sonra filtreler BCYE agar besiyerine ekim yapildiginda izolasyon oraninin
arttig@1 belirtilmektedir (De Luca, vd., 1999; Leoni, vd.,2001; Nakipoglu, 1999). BCYE agar
Legionella bakterilerinin iretilmesinde en sik kullanilan besiyerlerinden bir tanesidir
(Ustagelebi, 1999). Maya ekstrakti gelisimi desteklemek i¢in gerekli proteini ve diger besinleri
saglar. L-Sistein, temel bir amino asit ve ¢Oziiniir ferric pirofosfat, bir demir takviyesi
Legionella tiirlerinin spesifik beslenme gereksinimlerini karsilamak i¢in devreye alinir. Alfa-
ketoglutarat gelisimi stimiile etmek i¢in eklenir. Etkinlestirilen komiir, Legionella tiirleri igin
toksik metabolik bir iiriin olan hidrojen peroksidi dekompoze eder ve ayrica karbondioksit
toplayabilir ve yiizey gerilimini modifiye edebilir. Optimum gelisim i¢in diizgiin pH’1 korumak

iizere ACES tamponu eklenir (ignak, 2007).

Legionella bakterilerinin izolasyonunu kolaylagtirmak amaciyla besiyerinin igerisine
bazi antibiyotikler (vankomisin, polimiksin ve natamisin gibi) ilave edilebilmektedir (Pedersen,

1992; Bartram, vd., 2007; 1SO, 1998 ).



67

Yapilan bir ¢aligmada Ergin ve arkadaglari 1998 yilinda Pamukkale yoresinde bulunan
kaynak sularindan, musluk ve dus basliklarindan olmak iizere toplamda 55 su 6rneginden kiiltiir
ve PCR yontemi ile Legionella spp. varligini arastirmis ve orneklerin higbirinden Legionella
spp. izole edemediklerini bildirmislerdir. Bagka bir ¢aligmada Wellinghausen ve arkadaslar
2001 yilinda PCR yontemiyle hastanelerdeki sularin % 98,7’sinden, kiiltiir yontemiyle %
70,1’inden Legionella izole etmislerdir. Fakat genel olarak yapilan ¢aligmalarda pahali

olmamasi nedeni ve rutinde de kiiltiir yontemi tercih edilmesinden dolay1 tercih edilmistir.

Erandag ve arkadaslar1 2001, yilinda yapmis oldugu ¢alismada Cumhuriyet Universitesi
Aragtirma ve Uygulama Hastanesi'nin musluk ve dus sularindan 93 su 6rnegi alinarak
Legionella cinsi bakterilerin varligim1 aragtirmigtir. Alinan Orneklere filtrasyon iglemi
uygulandiktan sonra santrifiij edilerek dekontaminasyon islemine tabii tutulmus ve BCYE

besiyerine ekim yapilmigtir. Arastirmanin sonucunda Legionella bakterisine rastlanmamustir.

Nakipoglu, 1999 yilinda yapmis oldugu c¢alismada 6rneklerini filtrasyon ile konsantre
etmis ve ardindan dekontaminasyon islemi uygulamistir. Aynt zamanda ekim yontemlerini
kiyaslamis ve direkt ekimde BCYE ve selektif besiyerleri Legionella suslarinin tamaminin
izolasyonunu saglayamamistir. Dekontaminasyon islemi sonrasinda yapilan ekimin direkt ekime

gore farkli besiyerlerinde duyarligini, BCYE besiyeri i¢in %54 olarak bulmustur.

Ignak, 2007 yilinda yapmus oldugu ¢alismada Istanbul Tip Fakiiltesi Hastanesi’nin 15
farkli servisinden ve idare binasindan 100 su 6rnegi (92 dus basligi ve musluk suyu, 8 depo
suyu) alarak Legionella varlig1 yoniinden incelenmis, toplanan 6rnekleri filtrasyon yontemi ile

konsantre etmis ve asit ile dekontaminasyon iglemi uygulanmustir.

Subbaram ve arkadaslari, 2017 yilinda yapmis olduklar1 ¢aligmada gol, golet, depo suyu
ve nehirlerden 400 6rnek toplamistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda % 20 gol, %10 golet, %8

depo suyu ve %1 oraninda nehirlerden Legionella izole etmislerdir.

Nakipoglu, 1999 yilinda yapmus oldugu calismada Istanbul Tip Fakiiltesi’nin 20 servis
biriminden 70 dus basligi ve 30 su deposundan 1 yillik bir periyotta 100 su 6rnegi toplamugtir.
Toplanan 70 ornekten (dus bashigi) 4 (L. jordanis, L. feeleii, L.micdadei ve L. spp.), 30
ornekten (su deposu) ise 2 (L. jordanis ve Legionella spp.) yani % 6 oraninda Legionella spp.

izole ettigini belirtmistir.

Zeybek, 2000 yilinda yapmis oldugu ¢alismada Istanbul’da bulunan 139 binaya ait 554
su drnegini incelemistir. Incelenen 139 binadan 57 tanesinde toplamda 124 Legionella bakterisi

izole etmistir. izolasyon oran1 %22.3 olarak bulunmustur.



68

Akkaya, 2009 yilinda Kayseri ilindeki ¢esitli hastane, okul, otel ve depo suyu, musluk-
dus suyu, musluk-dus siiriintiisii 6rnekleri olmak tlizere toplam 120 6rnek toplamis ve bu
ornekleri Legionella cinsi bakteri varligi yoniinden incelemistir. Toplanan 6rneklerden 8 tane
Legionella bakterisi izole edilmis, bunlarin 2’si Legionella spp. ve 6’st L. pneumophila

serogrup lolarak kaydedilmistir. Izolasyon oranini %6.6 olarak bulmustur.

Pmarbasli, 2011 yilinda yapmis oldugu ¢alismada Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi ve Eskisehir’deki bazi hastanelerden hem su ve hem de siiriintii 6rnegi
olmak tizere 100 6rnek toplamus ve Legionella cinsi bakteri varligi yoniinden incelemistir.
[zolasyon sonucunda 100 su 6rnegininin 12’sinde ve 100 siiriintii érneginin 17’sinde toplamda

29 Legionella cinsi bakteri izole etmistir. Izolasyon oranini %23 olarak bulmustur.

Birteksoz; 2004 yilinda yaptig1 calismada Istanbul’un Avrupa ve Anadolu yakasinda yer
alan 56 otelin sicak ve soguk su sistemlerinin farkli kisimlarindan topladigi 225 su 6rnegini
Legionella bakterisi yoniinden incelemistir. Orneklerin toplandig1 otellerin 22’sinden 50 tane
Legionella bakterisi izole etmistir. Bunlarin 16’sinin serogrup 1, 34’iniin serogrup 2-15

oldugunu saptamustir. izolasyon oran1 % 22.2 olarak belirlemistir.

Lasheras ve arkadaglar1 2006 yilinda yapmis olduklari ¢alismada Fransa’ da bulunan 10
hastanenin dus bagliklari, musluk sulari, sicak su tanklar1 ve sogutma kulelerinden olmak tizere
toplam 106 su &rneginden 67 Legionella spp. izole etmislerdir. Izolasyon oranini %63.2 olarak

belirlemislerdir.

Sabria ve arkadaslari 1994 - 1996 yilar1 arasinda Ispanya’da bulunan 20 farkl
hastaneden toplanan 196 su 6rneginde 73 Legionella bakterisi izole etmisler, izolasyon oranini

% 37,2 olarak belirlemislerdir.

Ewgli ve Phls, 1995-1998 yillar arasinda Avrupa’da Lejyonellozis agisindan en riskli
iilkeleri siralamislardir. Bunlar sirastyla Ispanya, Fransa, Tiirkiye, italya ve Yunanistan olarak
bildirilmistir. Bu tlkelerin ortak 6zelligi Legionella tiirlerinin kolonize olmasina uygun, deniz
kiyis1 bol, nem orani yiiksek ve sicak iilkeler olmalaridir. Daha 6nce yapilmig caligmalarda
diinyanin birgok yerinde ¢evre orneklerinden Legionella spp. izolasyon oranlart % 0-97 iken
Tiirkiye’de % 0-76,2 arasinda oldugu kaydedilmistir (Ignak, 2007). Legionella tiirlerinin cevre
su orneklerinde kolonizasyon oranlarinin mevsimsel farklilik gosterdigi, yaz ve sonbahar
mevsimlerindeki oranlarin kis ve ilkbahara gore daha yiiksek oldugu bilinmektedir (Bercovier,
vd., 1986). Bizim yapmis oldugumuz g¢alismada ki izolasyon oranmin bu veriler géz 6niinde
bulunduruldugunda diisiik oldugu gozlenmektedir (izolasyon orami 5,3). Bunun nedenleri

arasinda; cografi bolge, mevsim farkliliklar1 gosterilebilirken g¢alistifimiz 6rnekler arasinda
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insan yapimi su sistemlerinin olmamas: ve Legionella bakterilerinin dogada daha az miktarda

bulunuyor olmas1 gosterilebilir.

Legionella bakterilerinin dogal ortamlarinda olmasi Lejyoner hastaligi agisindan fazla
bir sorun teskil etmemektedir. Hastaligina neden olan insan yapimu su sistemlerinde Legionella

bakterilerinin sisteme yerlesmesi ve burada ¢ogalmasidir (T.C.Saglik B., 2016).

Caligmamizda su 6rneklerinden Legionella cinsi bakterilerin izolasyonunda 10 giin siire
ile takip edilen ve tipik koloni 6zelligine sahip olan izolatlar (buzlu cam goriiniimii) alinip kanl
agarda ireme Ozelligine bakilmistir. Kanli agarda lireme gostermeyen izolatlarin gram boyama
ozelliklerine bakilmistir. Legionella cinsine ait izolatlar aerob ve gram negatif boyanma

ozelligine sahip bakteriler oldugu bilinmektedir.

Izole edilen Legionella siipheli kolonileri serogrup ve biyokimyasal testler yapilarak tiir
diizeyinde ise identifikasyonu yapilmustir. Legionella tiirlerin belirlenmesi isleminde
(identifikasyonda); Nakipoglu ve arkadaglar1 1999°da yaptiklar1 calismada lateks agliitinasyon
yontemini kullanmistir. Erdogan ve arkadaslar1 da 2007°deki galigmalarinda serogrup tayininde
lateks agliitinasyon testini uygulamiglardir. Koksal ve arkadaglarinin 2002 yilinda yaptigi
caligmada lam agliitinasyon ve DFA yontemleri kullanilmistir. Rivera ve arkadaslariin 2007’
de yaptigi caligmada siipheli koloniler lateks agliitinasyon yontemi ile identifiye edilmistir.
Yapilan bir diger calismada Yong ve arkadaglart 2010’da lateks agliitinasyon ve PCR

yontemlerini kullanarak Legionella izolatlarini identifiye etmislerdir.

Yapmis oldugumuz ¢alismamizda izolasyon sonucunda siiphelenlen izolatlara lateks
agliinitasyon test kiti uygulanmistir. Izolatlarin 8 tanesinden pozitif sonug alinip, bununlardan
6’s1 L. pneumophila 2-15, diger 2’si Legionella spp. oldugu bulunmustur Lateks agliitinasyon

test kiti sonucuna gore Legionella izolasyon orani % 5.3 olarak belirlenmistir.

Yapilan farkli bir ¢alismada Tiiretgen ve arkadaslari 2009 yilinda Istanbul’da bulunan
farkli 41 dis tinitesinde kullanilan el aletleri, siringalar ve su kaynagindan alinan 123 6rnekten
Legionella izole etmeye calismuslardir. Caligmanin sonunda 41 dis Unitesinin 5’inde L.

pneumophila serogrup 2-15 izole etmislerdir. izolasyon oranlar1 % 4.06 olarak belirlenmistir.

Ozen ve arkadaslar1 2017 yilinda Antalya’da bulunan cesitli otellerden 1403 numune
toplamis ve 142 Legionella bakterisi izole etmislerdir. Bu 6rneklerin % 85’inin L. pneumophila
2-15 serogrubuna ait oldugunu belirlemisler. Zeybek, 2000 yilinda Istanbul’un gesitli
binalarindan izole ettigi Legionella’larin %23’iiniin serogrup 1, %77 sinin ise serogrup 2-15

oldugunu saptamistir. Mutaf, 2013 yilinda Gaziantep ilinden topladigi drneklerin %20.43 {iniin



70

serogrup 1, % 79.56’siin serogrup 2-15 oldugunu bildirmistir. Yine {ilkemizde yapilan bir
diger calismada; Burak, 2007 yilinda ev su sistemlerinden % 12.5 oraninda serogrup 1, % 87.5
oraninda serogrup 2-15 izole etmistir. Alim ve arkadaslar1 2000 yilinda i¢ Anadolu Bolgesi’nde
yer alan 36 kaplicanin havuzlarindan aldiklart 209 su 6rneginin 24’iinde L. pneumophila izole
etmislerdir. izolatlarm 15.4%’{i L. pneumophila serogrup 1, 84.6%’s1 L. pneumophila serogrup
2-15 olarak gruplandirmistir.  Birtekséz ve arkadaslarinin 2004 yilinda binalarim su
sistemlerinden izole ettikleri L. pneumophila suslarinin % 32’sinin L. pneumophila serogrup 1,
% 68’inin ise serogrup 2-15 oldugunu saptanmislardir. Bizim yapmis oldugumuz ¢alismada ise
%75 oraninda L. pneumophila serogrup 2-15 izole edilirken %25 oraninda Legionella spp. izole
edilmistir. Yapilan calismalarin izolasyon oranlarina bakildiginda Tiirkiye’de en cok izole
edilen tirin L. pneumophila serogruplarmin 2-15 oldugunu gostermektedir. Bu sonucu
Tirkiye’de Legionella vakalarina bagl hastaliklarin ve 6liim oranlarinin diinya geneline gore

daha az olmasinin nedenini olarak agiklayabiliriz.

Pmar ve arkadaslar1 2002 yilinda klima sistemi bozuk olan bir otomobilin su
sizintisinda PCR yontemiyle L. pneumophila serogrup-1 varligini gostermislerdir. Yapilan diger
bir ¢alismada, Okpara ve arkadaglar1 1996 yilinda Almanya’da 74 su 6rneginden PCR ve kiiltiir

yontemiyle 46 Legionella spp. izole etmislerdir.

Legionella bakterileri {izerine elektron mikroskobu ile yapilan ¢alismalar sonucunda
hiicre duvart 6zelligini bakimindan Gram negatif bakteriler ile benzerlik gosterdikleri
saptanmistir (Nakipoglu, 1999). Bu bakteriler gram yontemiyle iyi boyanamazlar. Fakat gram
negatif boyandiklart kabul edilir (Tugrul, 2000). Legionella konusunda yapilan Dbiitiin
caligmalarda izole edilen Legionella bakterileri Gram negatif olarak saptanmistir. Nitekim
bizim yapmis oldugumuz calisma sonucunda izole etigimiz 8 Legionella bakterisinin de

boyanma 6zelliginin Gram negatif oldugu saptanmistir.

Bizim ¢aligmamizda Legionalla suslarina uygulanan biyokimyasal testler sonucunda;
biitiin izolatlarin katalaz, sitrat, hareketlilik, jelatinaz ve indol olusumu testlerinde pozitif sonug
verdigi, ancak glukoz, ksiloz, arabinoz, maltoz, sakkaroz ve fruktozdan asit olusumu testlerinde
ise negatif sonug verdigi saptanmistir. Yapilan calismanin sonucu diger calismalarla benzerlik

gostermektedir.

Legionella bakterisinin tiim tiirlerinin katalazi zayifur (Yanlizca L. worsleiensis’in
katalaz aktivitesi yoktur). Bu cinste oksidaz negatif veya zayif pozitiftir. Cogu tiirler iireaz
negatif, nitrat negatifdir. L. micdadei, L. feeleii ve L. nautarum disindaki tiirler jelatini eritirler.

Cogu tiirler tirozinden, erir bir pigment olustururlar. Hippurat hidrolizi testi L. pneumophila’da
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kuvvetli pozitif oldugundan, bu tiire digerlerinden ayirmak igin basit bir yontemdir (Ustagelebi,
1991).

Birteksoz, 2014 yilinda yapmis oldugu g¢alismada izole ettigi Legionella bakterileri
iizerinde yaptig1 biyokimyasal testlerin sonucunda izolatlarin; katalaz, oksidaz, jelatinaz, beta
laktamaz olusturan, {ireyi pargalamayan, glukoz, laktoz, sakkoroz, mannitol, ksiloz, maltozdan
asit olusturmayan, sodyum hippurati kullanan bakteriler oldugunu gostermistir. Nakipoglu ise
1999 yilinda yapmis oldugu calismada hastanenin farkli ortamlardan izole ettigi Legionella
bakterilerine bazi biyokimyasal testler yapip farkli sonuglar elde etmistir. Onkaloji servisinden
izole ettigi bakteriler; jelatini eriten, beta laktamaz olusturan, hipurat hidrolizi negatif olan,
hareketli, oksidaz deneyi pozitif Legionella’lar iken; i¢ hastaliklar anabilim dalindan topladig

ornekler, jelatini eritmeyen, hareketli, hipurati hidrolize eden Legionella’lar olarak bulunmustur.

Yapilan bir diger calismada Ignak (2006), Istanbul Tip Fakiiltesi Hastanesi su
sistemlerinden topladigi sulardan izole ettigi 7 (3 tanesi Legionella spp. 4 tanesi L.
pneumophila) Legionella bakterisine uyguladigi testler sonucunda; 3 Legionella spp. 6rneginin
hippurat hidrolizinin negatif 4 L. pneumophila orneginin ise pozitif, 6 Ornegin oksidaz
deneyinin pozitif 1 (Legionella spp.) 6rneginin ise negatif, 4 L. pneumophila 6rneginin katalaz
deneyinin negatif, 3 Legionella spp. 6rneginin pozitif oldugunu belirtirken, biitiin 6rneklerin

hareketlilik deney sonuglarinin pozitif oldugunu saptamstir.

Subbaram ve arkadaslarinin 2017°de yaptiklar1 ¢alismada izole etikleri Legionella’lara
katalaz, nitrat, iireaz, oksidaz, jelatinaz ve glikoz fermantasyon testleri uygulamiglardir. Bunun
sonucunda biitlin izolatlarin; lircaz negatif, nitrat negatif, jelatinaz, katalaz ve oksidaz testlerinin

pozifit sonuglar verdigini saptamustir.

Metallerin mikroorganizmalarin yasaminda biitiinleyici rolleri vardir. Bazi metaller (
kalsiyum, kobalt, bakir, krom, demir, potasyum, magnezyum, sodyum, nikel, ¢inko)
esansiyeldir ve besinsel rolleri vardir. Bazilari ise (giimiis, aliiminyum, kadmiyum, altin, civa ve
kursun gibi) esansiyel degildir ve biyolojik rolleri yoktur. Protein yapisinin ve bakteri hiicre
duvar yapisinin stabilize edilmesi, biyokimyasal reaksiyonlarin katalizlenmesi, osmotik
dengenin korunmasi, gen ekspresyonunun diizenlenmesi, biyomolekiillerin aktive edilmesi gibi
elektron alicist veya vericisi olarak enerji metabolizmasinda esansiyel metaller onemli rol

oynamaktadirlar (Faulkner, 2000).

Calismamizda Legionella bakterisinin agir metal direnglilik diizeyleri Minimal
Inhibisyon Konsantarsyonu (MIK) olup, bu deger mikroorganizmanin tolerans yetenegini

kaybettigi bu nedenle gelisiminin engellendigi en diisiik metal konsantrasyonu olarak
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adlandirilir. Mikroorganizmalarin &zellikle su ortaminda tolerans yeteneklerinin olmasi ekolojik
acidan c¢ok Onemlidir. Mikroorganizmalarin agir metalleri bertaraf etme mekanizmalari

birbirinden farkli olup gesitli sistemleri kullanirlar.

Bu c¢alismada Legionella izolatlarinin 8 agir metal ve bu metallerin 9 farkli
konsantrasyonuna kars1 toleransliliklar1 belirlenmistir. Elde edilen izolatlarin agir metal
direnglilik diizeylerini belirlemek amaciyla agar diliisyon yontemi ile Minimal Inhibisyon
Konsantrasyonlart (MIK) belirlenmistir (Cizelge 3.4). Ozellikle kursun ve kadmiyum gibi
toksisitesi yiiksek olan agir metaller tercih edilmistir. Biitiin izolatlarin referans sus olarak
kullandigimiz E. coli ATCC 25922 ile kiyaslamasi yapilmis ve bu susun agir metallere
gosterdigi MIK degerinden daha yiiksek bir MIK degeri gosteren izolatlar toleransl olarak
degerlendirilmistir. Test ettigimiz Legionella izolatlarinin %100 kursun ve krom agir metaline

kars1 toleransli oldugu tespit edilmistir.

Kursun atmosfere metal veya bilesik olarak yayildigindan ve her durumda toksik 6zellik
tasidigindan cevresel kirlilik yaratan en énemli agir metaldir. Elde edilen izolatlarin kursun’a
karsi en yiiksek MIK degeri 4 mM/mL olarak bulunmustur. Agir metaller kayaglarm ve
dolayisiyla topraklarin dogal bilesenleridir ve topraklar bilesimlerine bagli olarak farkli
oranlarda ve farkli formlarda agir metal igerirler (Madigan, 2006).Bu tip topraklara serpentinli
topraklar denir. Bu bolgeden elde edilen izolatlarin agir metallere karsi toleransliliklarinin
yiiksek olmasinin, bolgedeki toprak yapisimin serpentinli olmasindan kaynaklandigi

diistintilmektedir.

Ikinci olarak izolatlarin, %12.5 nikel, ¢inko, kobalt ve bakir agir metaline karsi
toleransh oldugu belirlenmistir. Test edilen Legionella bakterilerinin demir ve kadmiyum agir
metaline kars1 toleransli olmadigi bulunmustur. Caligmamizin Legionella toleranslilik diizeyine
gore agir metalleri bir siraya koymak gerekirse, Cr = Pb > Ni= Zn= Co= Cu > Fe=Cd oldugunu

sOyleyebiliriz.

Colbourne ve Trew’in (1986) yapmis oldugu calismada sicakligi 48°C’nin altinda olan
sularda; demir, potasyum ve ¢inko oranimin diisiik olmasmin Legionella kolonizasyonunu
arttirdigin1 gostermistir (Colbourne, vd., 1989). Buda gosteriyor Ki Legionella bakterileri igin

demir ve ¢inko gibi maddeler bu mikroorganizmalarin kolonizasyonu i¢in 6nem arz etmektedir.

Cesitli  habitatlardan ~ yapilan  mikroorganizma  izolasyon  ¢aligmasinda,
mikroorganizmalardaki metal direnclilik genlerinin konjugatif plazmitler ve transpozonlar
iizerinde kodlandigim1 ve bu markerlarla cevreye yayildigi bir cok calisma ile ortaya

konulmustur.
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Mikroorganizmalar primer ve sekonder olmak iizere iki temel tipte mikrobiyal metabolit
olustururlar. Primer metabolit mikroorganizmalarin iireme fazi sirasinda olusan {riindiir.
Aksine, sekonder metabolit lireme fazinin sonuna yakin, ¢ogunlukla, iiremenin duragan fazinda,
yakininda veya iginde olusan {iriindiir. Mikroorganizmalar rekabet halindeki diger
mikroorganizmalari tirettikleri sekonder metabolitlerle durdururlar veya yok ederler. Sekonder
metabolitler, primer metabolizma iiriinlerinden sentezlenirler (Madigan, 2006). 8 Legionella
bakterisinin Nutrient agar ve BCYE agar olmak iizere iki besiyerinde iiretmek kosulu ile agar
blok yontemi ile sekonder metabolit iiretme yetenekleri degerlendirilmistir. Legionella
izolatlarinin sekonder metabolit {iretme kapasiteleri Gram pozitif bakterilerden; B. cereus, B.
licheniformis, S. aureus; Gram negatif bakterilerden; E. aerogenes, P. aeruginosa, E coli, E.
coli (yabani), A. hydrophila; mayalardan; S. cerevisiae ve S. Boulardii bakterilerine karsi
denenmistir. Izolatlarin test edilen mikroorganizmalara karsi 6nemli denebilecek diizeyde
sekonder metabolit {ireterek mikroorganizmalari inhibe etme kapasitesinin olmadigi tespit

edilmisgtir.

Izole edilen Legionella izolatnin agar disk difiizyon ydntemi ile antibiyotik direnglilik
profili belirlenmistir. Yapmis oldugumuz c¢alismada; amikasin, ampisilin, gentamisin,
tetrasiklin, ofloksasin, sefotaksim, kanamisin, sulbaktam, imipenem, eritromisin, doksisiklin,
siprofloksasin ve levofloksasin antibiyotikleri kullanilmis ve 3 farkli sicaklik (27°C, 37°C ve
40°C) denenmistir.

Bu ¢alismada diger ¢alismalardan farkli olarak izole ettigimiz Legionella bakterilerinin
antibiyotik direnglilik diizeylerinin belirlenmesi asamasinda yapilan disk difiizyon ve MIK,
deneylerinde 27°C, 37°C ve 40°C olmak iizere 3 farkli sicaklik kullanilmigtir. Yapilan
calismanin sonunda sicakliklar arasinda ¢ok fazla bir fark elde edilememistir. Bunun nedeni
olarak Legionella bakterilerinin 0-63°C arasindaki sicakliklarda iireme yetenegine sahip olmasi

ve 25-45°C‘ler arasinda iireme yeteneginin optimum olmasi gosterilebilir.

Legionella bakterilerinin en yiiksek antibiyotik direngliginin %100’i sefotaksime karsi
oldugu ve geriye kalan biitliin antibiyotiklere direngli olmadiklar1 saptanmistir. Denenen {ig
sicaklik degerinde de sefotaksim antibiyotigine karsi Legionella izolatlarinin direngli oldugu
belirlenmistir. Antibiyogram c¢alismalarinda inkiibasyon sicakliklarinin 6nemli olmasindan
dolayr ti¢ farkli sicaklikta deneylerin yapilmasi disiiniilmiistiir. Sefotaksim antibiyotigi,
sefalosporin grubu bir antibiyotik olup, bakteri hiicre duvar sentezini inhibe eder.
Mikroorganizmalarin antibiyotik direngliligi kromozomal veya plazmitler araciliyla saglanir ve

genel olarak; membran permabilitesinin azaltilmasi, inaktif hale getirilmesi, antibiyotigin digari
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atilmasi ve hiicredeki etki yerlerinin degistirilmesi stratejisi direnglilik saglamaktadir (Kamala,
2008).

Fakdiltatif hiicre i¢i patojenler olan Legionella cinsi bakteriler hiicre duvarina etki eden
antimikrobiyal ajanlardan etkilenmezler. Bu nedenle in-vitro duyarlilik deneylerinin heniiz bir
standardi bulunmamaktadir.Yapilan deneylerde duyarlilik deney sonuglari, kullanilan besiyeri

vb. nedenlerle degismektedir (Stout, vd., 2003).

Doksisiklin, Siprofloksasin ve Levofloksasin antibiyotikleri kullanilarak mikrodiliisyon
yontemi ile Legionella izolatlarinin Minimal Inhibisyon Konsantrasyonlar1 (MIK)
belirlenmistir. Yaptigimiz calismada ii¢ antibiyotigin mikrodiliisyon ydntemi ile MiK ve MBK
degerleri belirlenmistir. Biitiin izolatlar i¢in li¢ farkli sicaklikta siprofloksasin, levofloksasin ve
doksasiklin antibiyotikleri %100 duyarli oldugiu tespit edilmistir. CLSI’e goére doksosiklin
antibiyotiginin duyarl oldugu MIK degerinin (<4 pg/mL), Siprofloksasin antibiyotiginin duyarli
oldugu MIK degerinin (<1 pg/mL), Levofloksasin antibiyotiginin duyarli oldugu MiK degerinin
(<2 pg/mL) oldugu bilinmektedir. Bu veriler 1181 altinda bizim 8 izolatimizin MiK degerlerine
gore kullanilan antibiyotiklere duyarli oldugu tespit edilmistir.

Bizim calismamizda 8 bakteri izolatinin doksisiklin antibiyotigine kars1 MiK degeri ii¢
sicaklik degerinde de MIK degerleri 0.05-0.21pg/mL pg/mL arasinda bulunmustur. Legionella
bakterisine kars1 in vitro ¢aligmalarla etkili oldugu belirlenen doksisiklin, lejyoner hastaliginin
tedavisinde kullanilan bir antibiyotiktir (Edelstein, 1995; Havlichek ve ark., 1987); Nowick: ve
ark.,1987). Yapilan ¢alismalarda; Schiilin ve arkadaslar1 (1989), klinik drneklerden izole edilen
Legionella suslarina kars1 gesitli antibiyotiklerin etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada, doksisikline
ait MIK degerlerinin 1.0-8ug/mL arasinda, Havlichek ve arkadaslarmin (1987), ise
doksisiklinin L. pneumophila susuna karsi saptanan MIK degerini 0.39 ug/mL olarak
bildirmislerdir. Birtekséz (2004), yapmus oldugu calismada doksisiklinin saptanan MIK
degerlerinin 0.125-16pug/mL arasinda oldugunu bildirmistir.

Bizim galigmamizda 8 bakteri izolatinin siprofloksasin antibiyotigine karst MiK degeri
iic sicaklik degerinde de MIK degerleri 0.02-0.10ug/mL pg/mL arasinda bulunmustur.
Siprofloksasin antibiyotiginin Legionella bakterisi tizerindeki etkisini arastirmaya yo6nelik
yapilan ¢aligsmalarda; Martin ve arkadaslar1 (2006), klinik 6rneklerden izole ettikleri 34 L.
pneumophila susunu kullanarak MiK degerlerini 1-2 pg/mL arasinda belirlerken, Hoogkamp ve
Korstanje’nin  (1997), cesitli antibiyotiklerin etkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda klinik
orneklerden izole edilen L. pneumophila susuna karsi siprofloksasinin saptanan MIK
degerlerinin 0.015-0.06pug/mL arasinda oldugunu; Tsakris ve arkadaslarmm (1999), MiK
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degerlerini 0.06-0.25ug/mL arasinda oldugunu rapor etmislerdir. Yapilan bir diger calismada
Onody ve arkadaglarin1 (1997), Kkliniklerden izole ettikleri 98 L. pneumophila susuna karsi
siprofloksasinin MIK degerlerini 0.015-0.03 pug/mL olarak saptamislardir. Ulkemizde yapilan
bir caligmada Birteksoz (2004), 56 otelin su sistemlerinden izole edilen 50 L. pneumophila
susuna karsi siprofloksasinin mikrodiliisyon ydntemiyle saptanan MIK degerlerinin 0.0078-

>2pg/mL arasinda oldugunu belirlemistir.

Bizim ¢alismamzda 8 bakteri izolatnin levofloksasin antibiyotigine kars1 MIK degeri
tic sicaklik degerinde de 0.02-0.10 pg/mL arasinda bulunmustur. L. pneumophila’ya kars
antibakteriyel aktivitesi fazla olan levofloksasin yeni bir florokinolondur (Schrock,
1997).Yapilan ¢alismalarda, Stout ve arkadaslar1 (2003), klinik ve ¢evre kaynakli L.
pneumophila suslarina kars: levofloksasinin etkisinin arastirildig1 calismalarda MIK degerlerini
0.015-0.03ug/mL arasinda, Martin ve arkadaslar1 (1996), ise MIK degerlerini 0.5-1pg/mL
arasinda olarak bulmuslardir. Yapilan diger calismalarda Takahata ve arkadaglari (1999), 15
Legionella susuna kars: levofloksasinin MIK degerlerini 0.0039-0.0156ug/mL arasinda olarak
belirlerken; Garcia ve arkadasglart (2000), 270 L. pneumophila susu tiizerinde g¢esitli
antibiyotiklerin etkilerini arastirmus olduklar1 calismada saptanan MIK degerlerinin 0.007-
0.03pg/mL arasinda, Baltch ve arkadaslar1 (1995), 43’ klinik 15’1 ¢evre kaynakli olan 56 L.
pneumophila susuna kars: levofloksasinin MIiK degerlerini 0.003-1pg/mL arasinda, oldugunu
saptanuslardir. Ulkemizde yapilan bir calismada Birteksoz (2004), izole ettigi Legionella
suslarmin levofloksasine karsi MIK degerlerinin  0.0039->1pg/mL arasinda oldugunu

saptamistir.

Yapilan calismada siprofloksasin ve levofloksasin antibiyotikleri biitiin izolatlar igin
%100 duyarli olarak degerlendirilirken; doksisiklin i¢in orta derecede duyarli olarak
degerlendirilmistir. Bu sonuglar biitiin sicakliklar igin gegerlidir. Sonuglar daha 6nce yapilan

calismalarla paralellik gostermektedir.

Izolatlarm {i¢ antibiyotige karst MIK degerleri belirlendikten sonra damlatma yontemi
ile Minimal bakterisidal Konsantrasyonu (MBK) belirlenmistir. Yapmis oldugumuz g¢aligmada
elde edilen MBK degerleri ise; 27°C igin; doksisiklin 0,10-0.43pug/mL, Siprofloksasin ve
levofloksasin antibiyotigine karsi, 0.02 ile 0.10 pg/mL arasinda oldugu tespit edilmistir. 37°C
icin; Doksisiklin antibiyotigine karsi, MBK degeri 0.10 ile 0.43 pg/mL arasinda, siprofloksasin
ve levofloksasin antibiyotigine kars1 MBK degeri ise 0.02-0.10 pg/mL oldugu tespit edilmistir.
40°C’de; doksisiklin antibiyotigine karsi biitiin izolatlarin MBK degeri 0.10 ile 0.43 pg/mL
arasinda, siprofloksasin ve levofloksasin antibiyotigine karsi, MBK degeri ise 0.02-0.10 pg/mL
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oldugu tespit edilmistir. Birtekséz 2004 yilinda yapmis oldugu MIK deneyinin akabinde L.
pneumophila susuna kars1 siprofloksasin, levofloksasin ve doksisiklin MBK degerlerini de
saptamistir. Caligmanin sonucunda siprofloksasin i¢in 0.0078->16ug/mL, levofloksasin igin

0.0078->1pg/mLve doksisiklin i¢in 0.5-32pg/mL olarak MBK degerlerini saptamistir.

Ulkemizde Legionella bakterisi iizerine yapilan calismalar baz alindiginda iilke
genelinde bir ¢ok sehir i¢in yapilan calisma bulunmamaktadir. Calismamizda daha 6nce
Legionella bakterisi ile calisma yapilmamis olan Kiitahya ilinde bulunan dogal sulardan
Legionella izole edilmistir. Lejyoner hastaligina sebep olan 6zellikle immun sistemi baskilanmis
kisilerde oliimciil olan L. pneumophila sg (1)’e rastlanmamasi sevindirici bir durumdur. Bunun
yaninda izole edilen ve tiir diizeyinde identifikasyonu yapilan bakterilerin agir metal ve
antibiyotik direnglilik profilleri de ortaya ¢ikarilmigtir. Bu ¢alismanin ileride yapilacak
calismalara 1g1k tutmasi ve daha da gelistirilmesi i¢in On c¢alisma olarak yapilmis olmasi

yoniinden 6nem arz etmektedir.
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