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1.GIRIS VE AMAC

Ik kez 1976 yil1 Philadelphia salgini ile tamimlanan Lejyoner hastalifs ile
ilgili, giintimiize degin, ¢ok sayida epidemik ve sporadik olgular gozlenmistir,
Legionella tlirleri, dogada yaygin olarak bulunmakta ve su dagitim
sistemlerinde kolaylikla kolonize olabilmektedir. DNA analiz yontemleri ile
nozokomival enfeksiyon etkenleri arasinda sik¢a gozlenmeletrine karsin, rutin
laboratuvar yontemlerinin tamimlamadaki yetersizligi, Lejyoner hastaliginin
prevalansim azaltmaktadir.

Hastane ortaminda uzun siire bulunan hemodivaliz hastalari nozokomiyal
enfeksiyonlar i¢in risk grubu olusturmaktadirlar,

Sunulan arastumada; Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi ile Ege
Universitesi Tip Fakiiltesi Hemodiyaliz Unitesi hastalarindan ve saglikh
bireylerden alinan serum orneklerinde, Indirekt Fluoresan Antikor (IFA)
yontemi ile;

oL egionella pneumophila antikor prevalansi,

eHemodiyaliz siiresinin, L preumophila antikor prevalansi ile olan iliskisi

arastirdmistir.




2.GENEL BiLGILER

2.1.Tarihgesi

Lejyoner hastaligy, 1976 yilinda, Philadelphia’daki ‘Amerikan
Lejyonerleri’ toplantisina katilan tiyelerin 182°sinde goriilmis, hizla gelisen bu
pnémoni salgminda 29 kisi hayatini kaybetmistir. (1).

1974 yilinda, ayni otelde yapilan ‘Oddfellow’ toplantisinin 11 tiyesi de
Lejyoner hastaligina yakalanmis , ancak bu salgin L preumophila’ nin
izolasyonuna kadar dikkati ¢cekmemistir (2).

Bilinen ilk Lejyoner hastaligi salgimi, 1957 yilinda Austin,
Minnesota’daki bir mezbahanin is¢ileri arasinda goriilmistiir (3).

1965 yilinda, Washington DC St Elizabeth’s Psikiyatri Hastanesi’ndeki
pnémoni salgini sonucu 81 hastanin 14’4 hayatini kaybetmistir. 12 yil siire ile
saklanan serum Ornekleri, retrospektif olarak arastirildiginda, hastalarin
%85’inde L preumophila antikor serokonversiyonu saptanmistir (4).

L.pneumophila’nin ilk 1zolasyonu 1947°de olmustur. Sebebi bilinmeyen,
atesli hastal:81 olan bir kiginin kani, kobaya inokiile edilmis, ‘riketsiya benzeri’
bir mikroorganizma izole edilmistir. Yapilan arastirmalar sonucu, 30 yil sonra,
bu mikroorganizmanin L prneumophila oldugu anlasiimistir (5,6).

1977 yilinda CDC (Hastalik Kontrol Merkezi)’den Dr. Joseph Mc Dade,
atipik pndmoni nedeniyle 6len bir hastanin akciger otopsi materyalinden, gram
negatif bir bakteri izole etmistir(7). Yeni izole edilen bu bakteri, hi¢bir
taksonomik gruba uymadigindan veni bir familya; Legionellaceae familyas,
yveni bir cins; Legionella cinsi, yeni bir tiir; preumophila tiirii olarak
sintflandiridmistie(8). Bakteri, hem salgindan etkilenen gruba ithafen, hem de
akcigerde enfeksiyon olusturdugu ig¢in, Legionella pneumophila olarak

adlandiriimistir.




2.2.Etkenin Tanimlanmasi

Legionellaceae familyasi, Proteobacteria sinifinin gamma-2 subgrubunun
bir bolimidiix (9)

Garrity ve Brown; DNA zincir homolojisi ve DNA’nin guanin-sitozin
icerigine dayanarak Legionellaceae familyasinin ii¢ genusa boliinmesini
onermiglerdir; Legionella (L pneumophila), Fluoribacter (F bozemanii,
F gormanii, F.dumoffii), Tatlockia (T.micdadei, T.maceachernii) (10). Ancak,
giincel olarak kabul edilen “Legionella” genusunun kullanimidir (9,11).

Yapilan gesitli caligmalarla, giinlimiize dek Legionellaceae familyasinda
44 tiir saptanmis olup, 21 turll insanlarda enfeksiyon olusturabilmektedir. Bu
familyada yer alan, Legionella genusunun prototipi ve Lejyoner hastaliginin en
sik gbzlenen etyolojik ajani olan L pneumophila 16 serogrup igetitken, 9 tiir iki
serogrup, 34 tiir ise bir serogrup icermektedir (Tablo2.1). Insanlarda gozlenen
enfeksiyonlarin ¢ogundan ise L.prneumophila serogiup 1, 4 ve 6 sorumludur
(12).

Tablo2.1: Legionella tiitlerinin icerdigi serogrup sayisi ve insanlarda

enfeksiyon olugturabilme 6zelligi.

Legjonella tiirleri Serogrup Enfeksiyon Kaynaklar
SayIsl olugturma tzeHligi
I L adelaidensis i Yok Benson et at ,1991
2 L anisa 1 Var Gorman et al ,1985; Harrison and Saunders, 1994
3 [ birminghamensis 1 Var Wilkinson et al 1987
4 I bozemanrnii 2 Var Brenner et al ,1980; Harrison and Saunders, 1994
3 I brunensis 1 Yok Wilkinson et al.,1988
6 L cherrii* 1 Var® Brenner et al ,1985; Fang et al ,1989
7 L cincinnatiensis 1 Var Thacker et al ,1988
8 L dumoffii 1 Var Brenner et al.,1980
9 L ervihra 2 Yok Brenner et al.,,1985; Harrison and Saunders, 1994
10 1 fairfieldensis 1 Yok Thacker et al ,1991
11 I feeleii 2 Var Herwaldt et al , 1984: Harrison and Saunders, 1994

12 L geestiana 1 Yok Dennjs et al, 1993




Tablo2.1(Devam): Legionella tiirlerinin icerdigi serogrup sayisi ve insanlarda

enfeksiyon olusturabilme &6zelligi.

13 L gormanii
14 L gratiana
15 L hackeliae

16 I israelensis

17 L jamestowniensis

18 L jordanis

19 L lansingensis
20 L londiniensis
21 L longhbeachae
22 L lytica*

23 L maceachernii
24 L micdadei

25 L moravica

26 L nautarum
27 L oakridgensis*
28 I parisiensis
29 [ pneumophila
30 L quateirensis
31 I quinlivanii
32 Lrubrilucens
33 I sainthelensi
34 L santicrucis
33 L shakespearei
36 L spiritensis
37 I steigerwalfii
38 [ tucsonensis
39 [ wadsworlhii
40 L waltersii

41 L worsleiensis
42 sp nov strain
Montbeliard

43 sp nov - sirain

Greoux

44 sp nov. strain IB V

i

1

Var
Yok
Var
Yok
Yok
Var
Var
Yok
Var
Var®
Var
Var
Yok
Yok

Yok

Yok

Morris et al., 1980; Harrison and Saunders, 1994
Bornstein et al,, 1989

Brenner et al ,1985; Harrison and Saunders, 1994
Bercovier et al , 1986

Bienner et al ,1985

Chenry et al., 1982; Harrison and Saunders, 1994
Thacker et al ,1992

Dennis et al., 1993; Lo Presti et al, 1996b
McKinney et al, 1981; Harrison and Saunders, 1994
Drozanski, 1991 ;Rowbotham, 1993;Hookey et al, 1996
Brenner et al ,1985; Harrison and Saunders, 1994
Hebert et al., 1980

Wilkinson et al. /1988

Dennis et al., 1993

Orrison et al, 1983; Fang et al., 1989

Brenner et al,1985; Lo Presti etal, 1996a

Brenner et al , 1979, 1988; Liick etal, 1995

Dennis et al , 1993

Benson et al , 1989; Harrison and Saunders, 1994
Brenner et al ,1985

Campbell et al., 1984; Hartison and Saunders, 1994
Brenner et al ,1985

Verma et al , 1992

Brenner et al ,1985; Harrison and Saunders, 1994
Brenner et al ,1985

Thacker et al ,1989

Edelstein et al , 1982a

Benson et al , 1996

Dennis et al, 1993

Lo Prestiet al, 1996b

Lo Presti et al, 1996b

Lo Presti et al., 1996b

*fnsanlarda enfeksiyon olusturma ozellifi; izolasyon olmaksizin, serolofik yiéntemier (a,b,c), amibde

zenginlestirme ve genetik yontemler (b} ve boyama yontemi ile ( ¢} tanimlannugstir.




L pneumophila’nin, familyanin  diger tiirlerinden ayrimi igin; Direkt
Fluoresan Antikor (DFA) yontemi, DNA hibridizasyonu, multilokus enzim
elektroforezi ve capraz immunoelektroforez gibi yontemler kullanilmaktadiz
(11,13). Aynca, Legionellaceae familyas: liyeletinin, hiicre duvarinda biiylik
miktarda ubiquinon igeren dalli zincirli yag asitleri icermesi nedeni ile, gaz-

likit kromatografisi ve hiicresel ubiquinon analizi ile dntanist yapilabilmektedir

(14-16).

2.3.Morfolojik Ve Fizyolojik Ozellikleri

Legionellaceae familyas: {iyeleri gram negatif, aerobik, sporsuz,
genellikle kapsiilstiz ve hareketli, pleomorfik gériiniimde ¢omaklardir. Gram
negétif' olarak tanumlanmalarina karsin, Gram boyama yoéntemiyle zor boyanan
Legionella tiirler1; 0,3-0,9 pm eninde, 2-20 pm boyundadirlar. Doku ve klinik
orneklerde bulunan mikroorganizmalar, 1-2 um’lik kokobasil gériiniimiinde
olmalarmma kargin, besiyerinde liremis Legionella tlirleri uzun, filament6z
formlarda gorllebilirler (12).

Legionella tiirler1, hiicresel yag asitlerinin %80’den fazlasinin dalls
zineirli olmasi nedeni ile, gram negatif bakteriler arasmda ayncaliklidit. Bu
ozellikleri ile Corynebacterium cinsi gibi gram pozitif bakterilere ve mikolik
asit gibi uzun karbon zinciri iceren Mycobacterium cinsine yakin benzerlik
gostermektedirler (6).

Legionellaceae familyas: iyeleri, katalaz enzimi igermesine karsin, bu
reaksiyon diger bakterilere gdre daha zayiftir. Legionella tiirlerinin, {ireaz, nitrat
reditksiyonu ve fermentasyon aktivitesi negatiftir. L preumophila oksidaz
olumsuz, jelatinaz ve hippurat hidrolizi olumludur, ancak Legionellaceae
familyasinin diger tiitlerinde bu ézellikler degiskendir (12).

Primer izolasyonda L oakridgensis haricinde diger tiitler tek polar flagella
ve ¢ok sayida fimbria icermesine karsm, flagellanin varligr sicakliga bagl

olarak degismektedir (6). Legionellaceae familyasindaki tlirler, i¢te ve digta




trilaminer membran, peptidoglikan tabaka ve bazi tiirlerde polisakkarit yapida
. . bir kapsill igermektedir (12).
L.pneumophila 24.000 - 29.000 molekiil agirhiginda majoér dis membran

':_-'i':;:'-: proteini (MOMP- major outer membrane protein) i¢ermektedir (18,19).
Peptidoglikan tabaka ile iligskili olan bu protein, iyon-permeabl kanallar
olusturan bir porindir (20). L preumophila serogrup 1’in lipopolisakkarit yapisi
- " bu proteine baglanmugtir. Organizmada lipopolisakkarit yapiya karst olusan

~ antikorlar IFA yéntemi ile saptanabilmektedir (21).

Familya iiyeleri, enerjilerini, Krebs siklusu yoluyla katabolize edilen

- aminoasitlerden, sekerleri ise pentoz siklusu ve Embden-Meyerhof yolundaki

glikoneojenik enzimler ile sentezlerler (12).

2.4.Ekstraselliiler Uriinler

Legionella tiirleri; hemolizinler, proteazlar, esterazlar, fosfotazlar,
aminopeptidazlar ve endonikleazlar gibi enzimler ve potansiyel toksinler
tiretirler (22-28). Major sekretuvar bir protein olan 38 kDa metalloproteaz,

hemolitik ve sitotoksik dzellikler igermektedir (29-31).

2.5.Legionellaceae Ekolojisi

Legionellaceae familyasindaki tiirlerin ekolojilerinin bilinmesi, potansiyel
sajginlarin Onlenebilmesi amaciyla gereklidir. Tiirlerin dogal kaynaklar
nehirler, goller, termal sular ve nemli kazi topragidir. L.preumophila, sicaklig
0-63 °C, pH’st 5.‘0-8‘.5. ve ¢Oziinmiis oksijen igerigi 0,2-15.0 mg/it arasinda
degigebilen, genis bir fiziksel spektium igerisinde yillarca canli kalabilir (12).

Legionella tiirlerinin, dogada yasamm siirdiirebilmesi ve gogalabilmesi
icin, ortamda bazi mikroorganizimalarin bulunmas: 6nemlidir. Siyanobakteriler
ve diger Legionella dist bakteriler, Legionella tiirlerinin in vitro kosullarda
Uremesini stimiile ederler (32,33). Sularda serbest olarak yasayan amipler ve

silli protozoalar, enfeksiyon kaynagi olarak gliphelenilen ortamlardan,




Legionella tiirleti ile birlikte izole edilmislerdir (34). Mavi-yesil algler, amip ve

silli protozoalar: enfekte ederek gogalabilen mikroorganizma, uygun olmayan
.__..-_.'c.;.evre kosullarinda yasamin: siirdiirebilir (12).

Legionella tiirferi, dogal su ortamlarinda az sayida bulunmasi nedeni ile,
dusuk oranlarda su dagitun sistemlerine gecgerler. Ancak, su dagitim
if_':'s.istemierinde, suyun durgun oldugu alanlar gibi uygun {lireme ortamlari
:‘:'.__"bulunma31 ve klora yitksek oranda direncli olmalar1 nedeni ile, canliliklarini
siirdiirmeye ve cogalmaya devam ederler. Sogutma kuleleri, su dagitim
':::'_:-sistemleri, su depolar1 gibi fiziksel korunma ve besin saglayan, su sicakhigi
uygun olan, insan yapimi sistemlerde hizla ¢ogalirlar (35-37).

| Legionella tiirlerinin su sistemlerindeki kolonizasyonu; su sicakligy,
~sediment birikimi ve kommensal mikroflora gibi cesitli faktorlerden
- etkilenmektedir (38). Dip sedimentinin yiizeyinde bulunan legionellalar i¢in,
- dzellikle sicaklik, 6nemli bir parametredir. Su tanklarinin dip sedimentinde
bulunan ortam bakterileri, Legionella titleri igin gerekli temel besinleri
: saglayarak yasamalarini destekler (39-43).

| Yapilan ¢alismalarda; Legionella tiirleri ile kolonize olmus sicak su
depolarinin, o6zellikle vertikal tipte ve eski oldugu, suyun yiiksek
konsantrasyonda Ca'™ ve Mg™ icerdigi saptanmistr. Aynt zamanda, vertikal
tipte olan su depolarmin dip kisminda, kolonizasyonu kolaylastiran ve farkli
sicaklik katmanlarinda olan daha kalin bir dip sedimentinin olustugu

gOriilmiistlir (41,44).

2.6.Enfeksiyon Kaynaklari

Su dagitim sistemleri, Legionella tlitlerinin yayilimi agisindan primer
kaynaklardir (45,46). Yapilan c¢esitli galismalarda; nozokomiyal olgularin,
hastane su dagitim sistemlerinin kontaminasyonu ile, toplumsal kaynakh
olgularin ise, endustriyel bélgeler ve yerlesim bolgelerindeki su kaynaklarinin

kontaminasyonu ile iligkili oldugu gosterilmistir (47-50).




Legionella tiirlerinin en ¢ok ¢ok bulundugu ve amplifiye oldugu alanlar
sﬁnlardxr';

' e sogutma kuleleri ve klima cihazlarinin suyu,

o sicak ve soguk su sistemleri,

e su tanklari,

e cvaporatdr ve nebulizorler,

e dus basliklar ve sicak su musluklari,

¢ hastanelerde bulunan solunum terapi ekipmanlari,

¢ termal banyolar, camurlar ve kaplicalardir.

Ayrica oda nemlendiricilerinin de, L preumophila igeren aerosoller
:.' yaydig1 saptanmustu (51).

' Enfeksiyon kaynaginin saptanmasi ve dogrulanmasi amaciyla; molekiiler
fingerprinting metodlar1, elektroforetik alloenzim tipleme, ribotipleme,
“ DNA’min pulse alan elektroforezi, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ve

~ monoklonal antikor panelleri kullaniimaktadir (52-60).

2.7.Bulas Yollan

L. prneumophila’ nmin yayihm modu kesin degildir. Hava yolu ile yayilma
istlin gelen tezdir, ancak aspirasyon veya solunum yollar1 maniiplasyonlari
sirasinda, kontamine suyun direkt alimi ile de gecebilmektedir.(61)
Aerosolizasyonun en kuvvetli kanitr, 1968 Pontiac atesi salgminda
gbzlenmistir. Salginda evaporatif kondansatétlerin olusturdugu aerosollerin
havalandirma sistemi kontaminasyonunda rolii olabilecegi diigiiniilmiis,
binadaki kobaylardan da, salgindan sorumilu L. preumophila serogrup 1 izole
edilmistir (62). Bakterinin, sogutma kulesi kaynakli aerosoller icerisinde hava
akimlari ile 1,6 km’den fazla taginabildigi bildirilmigtir (63 ).

Kontamine musluk suyu ile dolduruimus veya yikanmis nebulizer gibi
solunum sistemi ekipmanlari, aerosolizasyon ile bulaga yol agabilmektedir (64).

Yapilan bir arastumada, L preumophila igeren dus basliklan ve sicak su



rhi’iéluklannm, az sayida mikroorganizmay!1 aerosollestirebildigi, ancak aerosol

aﬁikﬂilerinin alt solunum yollarina penetre olabilecek kadar kiigiik (1-5 pm)
zdugu bildirilmigtir (65).

. Kontamine sular veya kolonize orofaringeal sekresyonlanin aspirasyonu
:;_'_lolasx bulas yollarindan biridir. Ozellikle, bag-boyun kanseti nedeni ile opere
olmu$ hastalarda aspirasyona egiliminin artmasi, nozokomiyal Lejyoner
h.a'stahgl insidansini yiikseltmektediz (66)

Kontamine sularla temasa bagli yara enfeksiyonlari, hemodiyaliz fistiil

; 'énfeksiyonlan ve gastrointestinal sistem enfeksiyonlari da bildirilmistir (67,51).

2.8.Insidans

Lejyoner hastaliginin insidansi; su rezervuarlarinin mikroorganizma ile
_32_k0ntaminasyon derecesine, kontamine su ile temas eden kisinin duyarliligina ve
'_: etkenin organizmaya giris konsantrasyonuna baglidir. Ancak enfeksiyonun
:'. saptanabilmesinde, Ozellesmis laboratuvar testlerinin varligt da Onemlidir,
:'.":'_Laboratuvar tan1  yOntemlerinin  yetersizlii nedeni ile, Legionella
o infeksiyoniarinin bilinenden gok daha fazla olabilecegi belirtilmektedir (12,67).
Yapilan caligmalar ile, toplumsal kaynakli pnémonilerde Legionella
. tilrlerinin en sik gdzlenen ii¢ etken arasinda oldugu saptanmigtir (68-74).

Nozokomiyal pndmoni insidansi; mikroorganizmanin kolonizasyon
derecesine, immunsuprese hasta sayisina ve enfcksiyonu saptayacak tani
yontemlerinin yeterliligine baglidir (56,75-77).

Sigara kullanimi, kronik akciger hastahigi, ilerlemis yas ve immun
supresyon baslica risk faktGrleridir. Bazi calismalarda asirn alkol alimu ve
bobrek yetmezligi de risk faktorii olarak bildirilmistir (12,78). Immunsuprese ve
altta yatan akciger hastalifi olan ¢ocuklar ile yenidoganlarda, nozokomiyal
enfeksiyon olgular1 bildirilmistir (79,80). AIDS hastalarinda da, Legionella
tiirleri ile olusan enfeksiyon olgu sayisinin arttifn gézlenmektedir. Bu hastalar

ekstrapulmoner enfeksiyonlar, bakteremi ve akciger absesine egilimlidirler (12).

[



2.9.Virulans ve Patogenez
| - L pneumophila, toplumdan Kazanilmig diger pndmoni etkenlerine gore,
d’aﬁa ciddi bir hastahifa neden olmaktadir (81,82). Bazi Legionella tiirleti ve
s-érétiplerinin insan enfeksiyonlarinda daha sik gozlenmesi, heniiz acgikg¢a
:aﬁlimlanamam@ olan wvirdlans faktGrlerinin  varligim  diislindiirmektedir.
Ornegin, L pneumophila serogruplaninin  ¢ogu, su dagitim sistemlerinde
kélonize olabilmesine karsin, genellikle sadece birkag serogrubu hastalik
- -zéiu5turabilmektedi1 (53,83-85).
Legionella tiitlerinin insan enfeksiyonlarindaki patojenitesi, konak
-'_-_'hiicreleri invaze edebilme yetenegine baghdu. Solunum vyoluyla alinan
~ mikroorganizma, solunum yollar: epitel hiicrelerine adhere olarak mukosiliyer
';::teznizleme isleminden kurtulur (86,87). Bu nedenle, sigara kullanan, alkolik
veya kronik akciger hastalif1 olan kisilerde enfeksiyon riski yiiksektir (12).
8 Mikrootganizma alveole ulagtiktan sontaki tablo, hem bakterinin
~ virulansina hem de konagin savunma yetenegine baglhidir, Konak defansindaki
: primer komponent, alveoler makiofajlardir. Alveoler makrofajlar tarafindan
fagosite edilen L preumophila, ribozom ile iligkili, 6zellesmis bir fagozom ile
kusatilir, Ancak mikrootrganizmayt kusatan fagozom, lizozom ile fiizyon

yapamadigindan, mikroorganizma lizozomlarin mikrobisidal etkisinden kurtuluz

ve makrofaj riiptiire olana dek ¢ogalir. Hiicre riiptiire olduktan sonra ortamdaki
bakteriler, yeni hiicreler tarafindan fagosite edilir ve siklus yeniden baglar (88-
90).

In vitro kosullarda, L pneumophila, oksijene bagimli mikrobisidal
sistemlere  duyarli  olmasina  karsin, polimorfoniikleer  l8kositler
mikroorganizmanin Sldiiriilmesinde yeterince etkili degildir. L preumophila
nétrofiller tarafindan, sadece, spesifik antikor veya kompleman varliginda
fagosite edilebilit. Mikroorganizma, monositierin aksine, polimorfoniikieer

l16kositlerde yeterince replike olamaz (91).
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in vitro ¢alismalar, konak savunmasinda, humoral bagisikligin, sekonder
n.‘f}b} oynadigin gbstermistir Ornegin, olusan antikorlar mikroorganizmanin;
.':'..Q:kbmpieman aracilif1 ile 6ldirtilmesini arttitamaz,

.‘I -z.ﬁ.jtmositler ve alveoler makrofajlardaki gogalmasini inhibe edemez,

.éadece fagositler tarafindan dldiriilmesini 1himl bir sekilde arttirabilir (88).
Tiire 6zgii olan bu antikorlar, enfeksiyondan sonraki ilk birkag¢ hafta icerisinde
saptanabilit (92,93),

Diger intraselliiler patojenler gibi, L preumophila’ya kargi primer konak
___._defanm, hiicresel bagisiklik araciligl ile gergeklestirilir. Lejyoner hastaligy;
AIDS hastalar1, kortikosteroid alan hastalar, transplant hastalar1 ve hairy cell
'. '..".l..i.i'seanili hastalar gibi hiictesel bagisikligir deprese hastalar igin daha yaygin ve
ciddi bir enfeksiyondur (12).

| Mononiikleer hiicreler, L preumophila antijenlerine karst hem
f_:_'.-_'ij'rolifexasyon hem de IFN-y (94-96), IL~-1 (97), TNF (94,98,99) gibi, monositleri
:'aktive cden sitokinlerin tretimiyle yanit verir. Monositler tarafindan aktive
edilen IFN-y, mikroorganizma igin gerekli olan Fe’i sinulayarak,
L preumophila’nin intraselliiler ¢ogalmasmi inhibe eder (100). Yine, I.-2
tarafindan aktive edilen Naturel Killer’larin, L pneumophila ile enfekte
- mononiikleer hiicreleri oldiediigii gosterilmisgtir (101).

In vitro calismalarda, L pneumophila’nn, fagositik hiicrelerce iiretilen
stiperoksit ve hidroksit radikalleri gibi gesitli reaktif oksijen ara {iriinlerine ve
| hidrojen peroksite duyarli oldugu bulunmustur (6).

L pneumophila, komplemani hem klasik hem de alternatif yoldan aktive
edebilmektedir. Ancak alternatif yoldan aktivasyonda, C;b, bakterinin
lipopolisakkarit yapisi yetine, dig membran porin proteinine baglanmaktadir.Bu
porin proteini, hem virulan hem de avitulan suglarda bulunabildigi i¢in
virtilansdaki rolii tartigmalidir. Ancak pasajlarla aviriilan hale getirilmis virulan

suslarda, porin diizeylerinde belirgin azalma oldugu gézlenmistir (102-105).
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Antikorlar veya Csb ile opsonizasyon, L preumophila’nin fagositozunu
_':.-'érturmaktadlr. Ancak opsonizasyonun olmadig: durumlarda da, ‘Mip’
-:-;‘.'(:macrophage infectivity potentiator) olarak tanimlanmis olan 24 kDa’luk dig
“membran proteini, bakterinin makrofaj igerisine girmesini saglamaktadir,
L pneumophila’da mip geni delesyonunun, in vitro kogullarda bakterinin insan
_makrofajlarin1  invaze etme yetenegini azaltifn gdzlenmistir. Mip,
L pneumophila’ya 6zgii bir protein olarak tanumlanmis olmasina kargin, diger
i Legionella tiirlerinde, 24-30 kDa’luk Mip benzeri bir protein oldugu
.: saptanmustir (105-109).
' Yapilan calismalarda, L preumophila Philadelphia 1(L.preumophila Phl)
susunun, opsonizan faktorlerin yokluguna karsin, ‘coiling phagocytosis’ olarak
adlandirilan farklr bir fagositik ‘uptake’formunu provoke ettigi gézlenmistir. Bu
olayda, makrofaj Once uzun ince bir psédopod olusturmakta ve bakteri
psodopod tarafindan sarmalanarak bir vezikiil icerisine alinmaktadir. Olusan
fagozom, sirasiyla, konak hiicrenin diiz endoplazmik retikulum vezikiilleri,
mitokondri ve ribozomlar1 ile interaksiyona girerken, lizozom ile fiizyon
gerceklesmemektedir. Avirulan sus (L preumophila mutant 25D) fagosite
edildiginde ise, fagozom lizozim fiizyonu olustugu halde, fagozomun diger
organelletle iliskiye girmedigi g6zlenmistir. Virulan sus, ribozomlaila ¢evrili
fagozom igerisinde g¢ogalabilitken, mutant sug g¢ogalamamaktadir(110,111).
Bagka bir ¢alisma da ise, L prmeumophila Ph 1 susunun  fagozomun
asidifikasyonunu onlendigi gosterilmistit (112,113). Sonu¢ olarak, hem
fagolizozomal fiizyonun inhibe edilmesi, hem de vezikiiliin asidifiye
edilemeyisi nedeniyle, mikroorganizma intraselliiler varligini
sirdirebilmektedir.

Yapilan caligmalarda, Legionella tiirlerinin tirettigi toksin ile proteazlar
ve hemolizinler gibi ekstraselliiler maddelerin, mikroorganizmanin intraselliiler
devamliligindan ve bazi  klinik tablolardan sorumlu  olabilecegi

gosterilmigtir. Toksinin etki mekanizmasi tam olarak bilinmemesine karsin,
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_ notrofil aktivasyonunun erken basamaklarinda sinyal iletiminde gorevli oldugu,
02 ve diger oksijen radikallerinin tiretimini inhibf; ettigi saptanmustir (114).
Calismalar; L micdadei disinda, Ozellikle L pneumophila olmak iizere
éogu Legionella tlirlinlin, tiremeleri sirasinda ortama, fosfolipaz C sekrete
-';:.ettiklerini gostermistir.  Fosfolipaz C’nin  substratt olan fosfotidil kolin,
:.:.'6kary0tik membranlatda bol miktarda bulunur ve ayni zamanda pulmoner
surfaktanin major komponentidir. Fosfotidil kolin’in parcalanmas: ile hem
:3::élveoler diizeyde gaz degisiminin inhibe oldugu hem de fagositler ve akciger
| - dokusunda patolojik degisiklikler olabilecegi anlagtlmustir (115,116).

- Ozellikle, L pneumophila’dan  izole edilen 38 kDa’luk ¢inko
- metalloptoteazin  hemolizin aktivitesi olup, hastalit gecgiten bireylerin
serumlarinda antikor titrelerinin arttigi saptanmistir (105,117). Metalloproteaz,
ayni zamanda CD-4 ve IL-2 reseptdrlerini enzimatik yolla inaktive ederek, T

helper aktivasyonunu inhibe etmektedir (118).

2.10.Hastahgin Klinigi
L.pneumophila iki farkl hastaliga neden olur. Bunlardan birisi Lejyoner
hastalii adt verilen akut bir solunum yolu hastaligl, digeri ise Pontiac atesi

olarak bilinen nonpnémonik bir hastaliktir.

2.10.1.Lejyoner Hastahgr:

Lejyoner hastah@inin baglica kiinik bulgusu pnémonidir. Hastalik, ilimh
bir Skstiriilk ve hafif ategden, yaygin pulmoner infiltratyon ve multisistem
yetmezlik ile birlikte olan stupora dek genis bir spektrum igerit. Enkiibasyon
periyodu 2-10 giindtir. Hastalifin baslangic doneminde, ates, miyalji, tgiime-
titteme, igtahsizlik, bagagrist gibi nonspesifik semptomlar gézlenir.

Olgularin, %25-50’sinde sulu diare, %10-20’sinde bulanti-kusma ve
karin agrisi goriilebilir. Mental durum degisikligi ise, en yaygin goézlenen

ndrolojik bozukluktur (74,76,119,120).
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Klinik gorinimii nonspesifik olmasma kargin, tam1 konulamamig
‘pnémoni vakalarinda, asagida belirtilen 6zellikler Lejyoner hastaligi olasiligin
.élt'ttlfll ;

;:.'. Respitatuar  sekresyonlarin  Gram boyamasinda ¢ok sayida nétrofil
. bulunmasina karsin, az sayida ya da hi¢ mikroorganizma gdriilmemesi,

.o Hiponatremi (serum Na® diizeyi 130 mEq/It’nin altinda ) olmast,

o Beta laktam (penisilin veya sefalosporin) ve aminoglikozid antibiyotiklere
yanitta yetersizlik olmasi,

« Legionella tiirleri ile kontamine oldugu saptanan, hastane veya gevresel igme
suyu kaynaginin varligidir (12).

Pnomoni disinda, immunsuprese hastalarda, selliilit, siniizit, petircktal
abse, perikardit, pyelonefrit, pankreatit ve endokardit gibi ekstrapulmoner
- tutulumlar  tanimlanmugtir  (121-123). Yayilim bakteremi ile meydana
gelmektedir. Yaralarin, kontamine sular ile yikanmasindan sonra olusan yara
enfeksiyonlar1 ve Legionella prostetik kapak endokarditi olgu sunumu olarak
bildirilmistir (124-125).

DIC, trombositopeni, glomeruloneftit, rabdomiyoliz, gesitli dokiintiiler,

noropatiler ve hepatik yetmezlik gibi gesitli klinik tablolar da gézlenmistir (12).

2.10.2.Pontiac atesi:

24-48 saatlik enkiibasyon periyodunu takiben baslayan, akut, kendi iginde
siutll, soguk alginlig1 benzeri, nonpnémonik bir hastahiktir. Baglica semptomlar
ateg, islime-titreme, miyalji ve bas agrisidir. Nonprodiiktif oksiiriik, bas
donmesi, kusma da klinik tabloya istirak edebilir Sadece semptomatik tedavi

ile bir hafta igerisinde tam iyilesme gozlenir (12).

2.11.Laboratuvar Tanisi

Lejyoner hastaliginin klinik ve radyolojik bulgular: spesifik olmadigi
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arasinda glincel olanlar; 6zel selektif besiyerlerine kiiltiir ydntemi, monoklonal
'___.::::'-;ntikor isaretli DFA, solid faz radioimmunoassay (SPRIA), PCR, {iriner antijen,
_':':..'DNA hibridizasyonu, IFA, enzimimmunassay (ELISA) ve hizh
_._..mikroagltitinasyon gibi yontemler; gerck cevresel gerekse klinik Orneklerde
::';'::Legionella turlerine ait antijen veya tlirlere karst olusan antikorlar
- saptayabilmektedir. Rutin laboratuvarlarda kiiltiir, direkt immunofluoresan ve

“{iriner antijen arama gibi yontemler daha siklikla kullanilanilmaktadir (51).

2.11.1.Boyanma ozellikleri:
Klinik 6rneklerdeki mikroorganizma standart Gram boyama ydntemi ile
iyi boyanamadig1 igin, zit boya olan Safranin’i daha uzun siire uygulamak
(6rnegin 2 dakika) gibi modifiye yontemler kullamilabilir (6).

Gimenez boyasi, Gram boyama ydntemine gére mikroorganizmay: daha
etkili boyamaktadir (12).

Parafin ile fikse dokulardaki mikroorganizmanin gozlenebilmes: igin,
Warthin-Starry ve Dieterle gibi giimiig boyalar1 kullaniimaktadir (12,126).

Besiyetine pasaji yapilan bakteriler, hem klinik drneklerde bulunanlardan
daha kolay boyamur, hem de filamantéz ve basil formlarinm birarada gbzlendigi
pleomotfik bir yap1 gosterir. Tirlerin ¢cogunda, Sudan Black B ile boyandiginda
siyah renkte g6riinen, lipid i¢eren vakuoller bulunur (6).

L micdadei, L bozemanii ve L dumoffi’nin doku 6rneklerinde zayif asid-
fast olarak boyandigi, ancak besiyerine pasajlandiktan sonra bu Ozelliklerini

kaybettikleri bildirilmigtir (6). Bu yontemde, renksizlestirme isleminde %1°lik

Silfurik asit kullanimaktadir. Bu ozellik, L micdadei enfeksiyonlarmin

yanlighikla mikobakteriyel enfeksiyon olarak yorumlanmasma ve tedavide

antitiiberkiiloz ajanlarin kullanimina neden olabilmektedir (12).




- 2.11.2.Kiiltiir
Legionella tiirleri ile olusan enfeksiyonlatn tamsi igin dogrulayict
- yontem, tneklerden, mikroorganizmanin izolasyonudur (12).

Legionella tlrleri standart besiyerlerinde {iretilemediginden; {ireme

besiyerleri kullanilir (Tablo2.2).

Legionella tlirleri ile olusan nadir enfeksiyonlar diginda, genellikle
- hastanin, balgam, endotrakeal veya transtrakeal aspirasyon —mayii,
~ bronkoalveoler lavaj sivisi ve akciger biopsi materyali gibi solunum sistemine
ait klinik orneklerin, dzel islemlerden sonra kiiltiirleri yapilmaktadir (51).

Izolasyon icin kullamilan primer besiyeti, pH’1 6.9’a tamponlanmis

charcoal yeast extract (BCYE-a) agardir. Besiyerindeki ketoasidler ve Fe
iyonlar1 ile birlikte biiylimeyi stimiile eden L-sistein, 6nemli bir maddedir.
Yeast extract’daki aktif maddeler, en 6nemlisi Guanin olmak iizere piirin ve
primidin deriveleridir (12). Ozellikle 1s18a maruz kaldiktan sonra, besiyerinde
siiperoksid radikaller ve peroksitler gibi bilesikler olusur. Aktive charcoal, bu
bilegikleri inaktive ederek besiyerini detoksifiye eder, ylizey gerilimini diizenler
ve mikroorganizmanin Uremesini kolaylastirt  (127). Besiyerindeki o-
ketogluterat da mikroorganizmanin tizemesine katkida bulunur (12).

Legionella tiirlerinin doku, plevral sivilar veya transtrakeal aspiratlar gibi
klinik 6rneklerden izolasyonu i¢in tercih edilen besiyeri; BCYE-a agardir (6).

Balgam gibi normal flora igeren diger orneklerin kiiltlirli icin, BCYE-a
agar’a Cefamandole, Polimiksin ve Anizomisin tlavesiyle geligtirilen selektif

BCYE-a besiyeri kullanilir (6).

16

faktorleri, boyalar ve degisik antibiyotik kombinasyonlar1 iceren selektif

M-



Tablo2.2: Legionella tiirleri i¢in selektif izolasyon besiyerleri

Besiyerleri ilave edilen antibiyotikler Kaynaklar
CYE polymyxin B (40000 1U/1}, Edelstein and Finegold, 1979
vancomycin (0.5 mg/l),
Kanli agar + L-cysteine, amphotericin B{2.5 mg/1), Greaves, 1980
Fed(P,07 ) colistin (15000 TU/),
trimethoprim (2 5 mg/1),
vancomycein (5 mg/l),
BCYEx anisomycin (30 mg/1}, Edelstein, 1981
cefamandole (4 mg/1),
polymxin B {80000 IU/),
CYE cephalotin (4 mg/1), Bopp et ai., 1981
colistin (16 mg/1),

cycloheximide (80 mg/1),
vancomycin (0.5 mg/1),

BCYE glycine (3 g/1), Wadowsky andYee, 1981
pelymxin B (100000 IU/),

vancomycin (5 mg/l},

BCYE« + bromcresol moru,  anisemycin (80 mg/l), Edelstein, 1982

bromthymol mavisi glycine (3 g/l),
polymxin B (50000 U/},
vancomycin {1 mg/l),

GVP amphotericin (80 mg/t}, Okuda et al., 1984
glycine (3 g/l),
polymxin B (100000 IU/L),
vancomycein (5 mg/l),
BCYEw cycloheximide (80 mg/1), Dennis et al, 1984a

glycine (3 g/),
polymxin B (100000 U/,

vancomyein (5 mg/l),

Ekim yapilan besiyerleri, 35-37°C’de, nemli ve %5-10 CO,’li ortamda
enkiibe edilir. Legionella tiirlerine ait koloniler, 3-4 giin icerisinde makroskobik
olarak gdzlenebilmesine karsin, {irteme gdzlenmeyen besiyerleri onuncu giine
dek enkiibe edilir. Olusan koloniler, S tipinde, 3-4 mm c¢apinda, buzlu cam
gorinlimiinde, gri-beyazdan mavi-yesile degisebilen renklerde g&zlenirler
(127).
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2.11.3. Immuno-Fluoresan Yontemler

Immuno-fluoresan ydntemlerde; Rhodamine B isothiocyanate, Lissamine
_ thodamine B veya fluorescein isothiocyanate gibi fluoresan boyalar ile tavsan
- immunglobulini gibi antikorlar dzel bir yontem ile birlestirilmistir (51).

| Legionella enfeksiyonlarinm tamisinda; immuno-fluoresan ydntemlerden
antijen aramaya yonelik DFA yontemi ile, antikor aramaya ydnelik IFA yontemi

- kullanilmaktadir (51).

2.11.3.1. Direkt Fluoresan Antikor (DFA) Yontemi:

Hizl: sonug verebilmesine karsin, DFA yonteminin duyarlihig, kiltiir
yonteminin duyarliifindan daha diigtiktiiz. Bunun nedeni, mikroorganizmay1
saptayabilmek i¢in, ornegin her mlt’sinde 10*-10° bakteri bulunmasi
gerekmektedir (127).

Yontemin duyarliligi, balgam incelendiginde yaklasik %350 iken,
bronkoalveoler lavaj, akciger dokusu biopsi 6rnegi gibi daha spesifik drnekler
incelendiginde %70’e ulagsmaktadir (6).Y6ntemin Szgiilliigii, %98-99 olarak
bildirilmesine karsin; poliklonal DFA konjugatlarn  ile P fluorescens,

P aeruginosa ve B.fragilis’in nadir suglarr arasindaki c¢apraz reaksiyonlar ve

reaksiyonlar bildirilmistir. Ancak, monoklonal antikorlar kullamlarak capraz

reaksiyon olasiligt elimine edilebilmektedir (6).

2.11.3.2. Indirekt Fluoresan Antikor (IFA) Yontemi:
IFA yontemi Legionella enfeksiyonlarinda geg¢ tani alinmasi nedeni ile,

daha ¢ok epidemiyolojik c¢aligmalarda ve potansiyel salgmnlarr Onlemek

amaciyla kullanilmaktadir. Tek bir serum 6&rneginde, 1/256 ve izerindeki

antikor titresinin varligl gecirilmis infeksiyonu, akut ve konvelesan faz serum
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srnekleri arasinda, en az 1/128 olacak sekilde 4 kathik titre artigi akut
infeksiyonu diistindiirmektedir(12).

2.11.3.3. DNA Probe ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR):

DNA probe ve PCR yontemi, ilk olarak su Orneklerindeki Legionella
- tiirlerinin saptanmast amaciyla kullanilmistir (128,129). Legionella genusu igin
55 tRNA gen dizisinin; L. preumophila tirleri i¢in ise mip gen dizisinin
kullanimi, L preumophila’nin diger Legionella tiirlerinden ayirimini saglamigtir
- (129).

Yapilan son ¢aligmalar, su drneklerindeki Legionella tiitlerinin PCR ile
saptanmasinin, kiiltit ve immunofluoresan yontemlerden daha iyi sonug
vetdigini gdstermistir (130,131). Buna karsin, suyun kirliligi gibi bazi faktéiler,
PCR sonuglarini olumsuz etkileyebilmektedir (132).

Cesitli ¢alismalarda, respiratuar Orneklerdeki mikroorganizmanin
saptanmasi amactyla da PCR kullanmitmis; duyarliligt %85, ozgiilligii %99
bulunmustur (133,134). Ayrica PCR yontemi, bakterinin idrar Orneklerinde

saptanmasi amaciyla da kullanilabilmektedir (135).

2.11.3.4.Uriner Antijen:

Legionella antijenleri idrarda solubl halde bulunabiidigi igin, klinik
semptomlarin baglangicindan yaklagik ii¢ giin sonra, hastanin idrarinda
L. pneumophila serogrup 1’e ait antijen radio immunoassay (RIA) veya ELISA
yontemiyle saptanabilir.Y dntemin duyarliligt %80, 6zgulliighi %100’ diir (12).

2.12.Tedavi

Lejyoner hastaliginin tedavisinde, eritromisin genellikle ilk segilen
antibiyotik olmasina karsin, 6zellikle son yillarda azitromisin, klaritromisin ve
roksitromisin gibi daha yeni makrolidler ve siprofloksasin, trovafloksasin ve

pefloksasin  gibi kinolonlar kullanilmaktadir. Farmakokinetik 6zellikleri
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istirilen bu yeni antibiyotikler, eritromisin ile karsilagtirildiginda, in vitro

(arak daha fazla aktiviteye sahiptir (12,136-139).

Erifromisin i¢in Onerilen doz; 2 gr/ giiny PO veya 4 gt/ giin/ IV ‘diir.
iiksek dozda (4gr’lik doz) gozlendigi bidirilen ototoksisitenin, reversibl
1dugu ve doz azaltildiginda veya ilag kesildiginde geriledigi bildirilmistir.
'.e}igebilecek gastrointestinal yan etkileri de onlemek icin tedaviye paranteral
aslayip, 3-5 giin igerisinde klinik yanit gbzlendiginde, oral tedaviye gegilmesi
pnerilmektedir (12).

Legionella tiirlerinin ¢ogunlugu B-laktamaz enzimi iiretmektedir. Hiicre
::.k'Liltiirii yontemleri ile, makrolidler, kinolonlar, rifampin, {rimetoprim-
: sulfametoksazol ve tetrasiklinlerin, in vivo kogullarda , Legionella tlirlerine
etkili oldugu saptanmustir. Bu antibiyotiklerin, fagositik hiicrelere mitkemmel
penetrasyonu, klinik olarak B-laktam ve aminoglikozid ajanlara {stiinliigiinii
gostermektedir (12).

Kontrollii ¢aligmalar olmamasma karsin, Lejyoner hastalifi oldugu
diisiiniilen olgularin baslangi¢ tedavisinde makrolid veya kinolon ile rifampin
kombinasyonu &neriimektedir (139).

Kinolon grubu antibiyotikler, makrolidler ve rifampin gibi karacigerde
metabolize olmadifi igin, siklosporin gibi antirejeksiyon ilaglaun
metabolizmas1 ile etkilesmez. Bu nedenle, Ozellikle organ transplant

hastalarindaki Legionellozis tedavisinde tercih edilebilirler (6).

2.13.Rezervuar Dezenfeksiyonu

2.13.1. Su sicakhgs:

Su dagitim sistemlerinden Legionella tiirlerinin eredikasyonu igin
genellikle kullantlan y&ntem, sistemdeki suyun belirli bir siire, 60-85°C’lerde
isitilmasidir, Bu ydntem gecici olup, mikroorganizmanin sistemlere tekrar
kontaminasyonunu &nleyemez. Bakterinin, su sistemlerinde ¢ogalmasini

onlemek icin, su sicakligi; soguk su sistemlerinde 20°C’nin altinda, sicak su
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istemlerinde ise, depoda 60°C’nin iizerinde, ¢ikig yerlerinde 50°C’nin {lizetinde

sabit olarak tutulmalidir (141).

2.13.2. Biocid’ler:
Su dagitim ve sogutma sistemlerinde, serbest klor diizeyi belirli
: araliklaria 1000 ppm ve gilinliikk doz 1-5 ppm olacak sekilde suyun klorlanmas:
-. siklikla kullanilan bir yontem olmasina katsin, baz1 dezavantajlar1 vardu. Klor;
: toksik ve koroziv bir maddedir ve sicak suyun dezenfeksiyonu amaciyla
kullanima giigtiir (142-144).

Yapilan gesitli galigmalarda, Legionella tiirlerine karst klorlu fenolik
thioeter etkili bulunurken, gluteraldehit ve quaterner amonyum bilesikleri
etkisiz bulunmustur (145-147). Bromo-nitropropone-diol, bromo-chloro-

dimethylhydantoin ve isothiazolinon’lar ile yapilan ¢alismalardan elde edilen

sonuglar ise ¢eligkilidir (145,146,148,149).

Ozon’un c¢esitli mikroorganizmalar iizerindeki etkinligi arastirilmis,
Legionella tiirleri, Ozon’a kars1 E coli, Poliovirus ve HAV’dan daha direngli,
B subtilis sporlarindan daha duyarh bulunmustur (150).

Bakir-giimiis iyonizasyon iiniteleri (LiquiTech, Burr Ridge gibi ) trettigi
iyonlar aracigi ile, bakteri hiicte duvarimi patcalayarak, hiicre lizisine yol
acarlar. Bu {niteler su dagitim sistemleri boyunca mikxooxganizmamn tekrar
kolonizasyon olasiligim azaltir (151). Yapilan kontrollii ¢alismalarda ySntemin,
L pneumophila’nin eredikasyonunda yiiksek derecede etkili olmasma karsin,
sistemin maliyetinin viiksek olusu ve atik giimiisiin tekrar degerlendirilememesi

nedeni ile kullanim: kisithdir (152).

2.13.3 Ultraviyole 1sinlar::
Bakterinin DNA’sin1 pargalayarak 6liimiine neden olur. Transplantasyon
veya yogun bakim iiniteleti gibi lokalize bir alanin dezenfeksiyonunda etkinligi

kanitlanmistz (153-155). Rezidiiel koruma saglamadigi i¢in, diizenlemeden
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~sonra distal alanlar, agin 1sitma veya flushing yontemi ile dezenfekte
edilmelidir
Gerektiginde UV radyasyonu, klorizasyon veya bakir-glimiis iyonizasyon

- yontemleri birarada da kullanilabilmektedir.
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3. HASTALAR VE METOD

L pneumophila  antikor prevalansimi  arastudifimiz - gahgmarmizda,
hemodiyaliz hastalarina ait 122 serum Otnedi incelenmistir. Serum orneklerinin
70’1 Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, 52’si ise Akdeniz Universitesi Tip
Fékijltesi Hemodiyaliz Unitesi’'nden temin edilmistir. Kontrol grubu olarak
é'aglikll bireylerden alinan 86 serum Srnegi incelenmistir.

L pneumophila antikorlari, IFA yoéntemi (Mardx /30-7180) ile
Carastirlmugtir, [FA yonteminde antijen olarak, L pneumophila serogrup 1-6,
-.'_'_konjugat olarak fluorescein isothiocyanate (FITC) ile igaretli antihuman
.; | globulin kullanilmistir. Pozitif kontrol olarak L.pneumophila serogup 1’e

spesifik antikor igeren liyofilize maymun serumu, negatif kontrol olarak ise

7 prneumophila’ya 6zgli antikor icermeyen liyofilize maymun serumu

kullamlmistir (Fotograf 1, Fotograf 2).

Fotograf 1 Pozitif kontrol, 20x’lik objektif ile gériintlilenmistir.
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Fotograf 2 Negatif kontrol, 20x’lik objektif ile goriintiilenmistir.

Testin uygulanigt ve sonuglarin deZerlendirilmesi, kitin ¢alisma prensibine
uygun olarak yapilmistit: L preumophila serogrup 1-6 antijenleri ile kaph her
bir lam, 18 kuyucuk igermektedir. Incelenen sexum ornekleri ile kit’e ait kontrol
serumlant 1/64, 1/128 ve 1/256 oraminda diliie edilmistir. Ilk asamada, diliie
edilen serumlar1 iceren preparatlar, 30 dakika, oda 1sisinda ve nemli ortamda
enkiibe edilmistir. Yiiksek diliisyondan diigik dilisyona dogru, vertikal
dogrultuda, lizerinden PBS akitilan lamlar, daha sonra iki kez beger dakika PBS
iceren kaplarda yiizdiirillerek yikanmustir. Ikinci asamada konjugat (FITC
isaretli anti human IgG) ilave edilen preparatlar, tekrar 30 dakika, oda 1sis1 ve
nemli ortamda enkiibe edilmistir. 11k asamadaki gibi yikama isleminden sonra
365-546 nm dalga boyutundaki fluotresan mikroskobunda, 20x’lik ve 100x’litk
objektif ile incelenmistir.

1/256 ve lizerindeki titrelerde, (+1) — (+4) arasinda fluoresan veren

ornekler pozitif olarak kabul edilmigtir (Fotograf 3, Fotograf 4).
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Fotograf 3. (+1) pozitif 6rnek, 20x’lik objektif ile gériintiilenmistir.

Fotograf 4. (+4) pozitif 6rnek, 20x’lik objektif ile gdriintilenmistir.




4. BULGULAR
Caligmamizda, IFA yontemi ile, 122 hemodiyaliz hastasimin 23

(%18.9)’linde, 86 kontrol grubunun ise 4 (%4.7)tnde L .preumophila

. antikorlart saptanmustir. Hemodiyaliz hastalarinda gozlenen yiiksek antikor

pozitifligi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Tablo4.1).

Tablo4.1: Hemodiyaliz hastalart ve kontrol grubunda L preumophila antikor

prevalansi
IFA () IFA (-)
n Yo n %
Hasta grubu 23 189 99 81.1
Kontrol grubu 4 4.7 82 95.3
Toplam 27 13.0 181 &87.0

x"=9.0,p=0.003.

Hasta gtubu, hemodiyaliz stireleri agismndan incelendiginde, IFA
yontemiyle L. prneumophila antikorlazi saptanan 23 hastanin ortalama
hemodiyaliz siiresi 40.2 4+ 27.9 ay, antikor saptanmayan 99 hastanin ortalama
hemodiyaliz siiresi ise 292 + 21.8 ay olarak bulunmustur. Sonuglar ‘iki
ortalama arasindaki farkin 6nemlilik testi (Student t)’ ile degerlendirildiginde;
iki grubun ortalama hemodiyaliz siiresi arasindaki fark istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (Tablo4 2).

26




_"Tablo4.2: Hasta grubunda, L preumophila antikor pozitifligi ile hemodiyaliz

- giirest arasindaka 1ligki.

Hasta sayis1 Hemodiyaliz siiresi (ay olarak)
IFA (1) 23 40.2
IFA (-) 99 292

tudent t, p=0.042,

Ortalama hemodiyaliz siireleri arasindaki fark = 11.0 +5.3 ay,

Inceledigimiz 122 hemodiyaliz hastasinin yas ortalamas1 39.8 + 13.2, 86
saglikli kontrol grubunun yas ortalamas: ise 37.1 £ 10.1 olarak bulunmugtur.
Sonuclar ‘iki ortalama arasindaki farkin Snemlilik testi (Student t)’ ile
degerlendirildiginde; iki grubun yas ortalamasi arasindaki fark istatistikel olarak

anlamli bulunmamistir (Tablo4.3).

Tablo4.3: Hasta ve kontrol grubunun, yas ortalamalari.

n Yas ortalamasi
Hasta grubu 122 39.8
Kontrol grubu 86 37.1

Student t, Yas ortalamalan arasindaki fark =2.7 + 1.7, p=0.11

Hasta grubundaki olgular yas ortalamalarnn agisindan incelendiginde;
L pneumophila antikoru saptanan 23 olgunun yas ortalamas: 385 + 12.1,
antikor saptanmayan 99 olgunun yas ortalamasi 40.1% 13.4 olarak bulunmustur.

Sonuclar ‘iki ortalama arasindaki farkin Snemlilik testi (Student t)’ ile
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eperlendirildiginde, iki grubun yag ortalamasi arasindaki fark istatistiksel

.larak anlam!i bulunmamistir (Tablo4.4).

ablo4.4: Hasta grubundaki antikor pozitil ve negatif olgularin yag

o'.rtalamalam.‘

_ Hasta sayisi Yas ortalamasi
TFA () 23 38.5
1FA () 9 40.1

tudent t, yas ortalamalar arasindaki fark= 1.6 £3.1, p= 0.61

Kontrol grubundaki L preumophila antikoru pozitif (n=4) ve negatif
'- (n=182) o6rnekler, yag ortalamasi ag¢isindan incelenmistir. Sonug¢lar ‘Mann-

_j::.::i.' Whitney U’ testi ile degetlendirilmis, iki grubun yas ortalamas: arasindaki fark, 1‘

.- istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0.758).

L pneumophila  antikoru  saptanan  olgular, cinsiyete  gdre
..'.E;:_:_ degerlendirildiginde, hasta ve kontrol grubunda, kadin-erkek orani arasindaki

farl, istatistiksel olarak anlaml1 bulunmamustir (Tablo4.5.ve Tablo4.6).

Tablo4.5: Hemodiyaliz hasta grubunda, L pneumophila antikoru saptanan

olgulatin cinsiyete gore dagilima.

IFA (+) IFA (-)
Cinsiyet n % n | %o
Kadm 6 111 48 88.9 i
Erkek 17 25.0 51 75.0

x* =3.79, p =0.051

28



cinsiyete gbre dagihimu.

;Tablo4.6: Kontrol grubunda L preumophila antikoru saptanan olgularn

IFA (%) IFA ()
"_(-J—insiyet n o/, n %
_Kadm 2 4.8 40 952
Erkek 2 4.5 42 95 5

=0.002, p=0.96
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5. TARTISMA
L pneumophila’nin, 1977  yilinda  pnémoni  etkeni  olarak
tanimlanmasindan sonta, glinlimiize degin ¢ok sayida nozokomiyal veya
i.}f_f: toplumdan kazanilmig, epidemik ve sporodik Lejyoner hastalifi olgulari
bildirilmistir (156-159). Baslica enfeksiyon kaynaklari; sogutma kuleleri, sicak
su sistemleri ve evaporatif kondansatéirlerdir (51). Bunun yamisira, hastaliin
olusumu ve seyrini etkileyen bireysel 1isk faktdrleri, epidemiyolojik ¢aligmalar
ile belirlenmigtir. Risk faktorleri; 6zellikle sigara kullanimi, iletlemis yas, erkek
cinsiyet, kronik akciger. hastalig1i ve immunsupresyondur. Immunsupresyon
¢esitli hastaliklar veya transplantasyon nedeni ile kemoterapi veya steroid
kullanimina bagli gelisebilmektedir (12).

Insanlara gozlenen Legionella enfeksiyonlarmin primer etkeni dzellikle,
L pneumophila serogrup 1°dir  (12). Ancak, laboratuvarlarda, Lejyoner
hastaliginin tanisina yonelik testler rutin olarak uygulanmadigr icin, olgularin
biiyiik kismi saptanamamaktadir. Bu nedenle, Legionella enfeksiyonlarinin
prevalansini belirleyebilmek agisindan epidemiyolojik ¢alismalar 6nemlidir.
IFA, ELISA ve mikroagliitinasyon gibi serolojik yontemler bu amagla
kullanilmaktadiz  (160-163). Belirtilen yoéntemler ile, gerek saglikl:
poptilasyonda (161,162), gerekse risk gruplar ve siipheli Lejyoner hastaligi
olgularinda (160,164,165) cesitli galismalar yapilmigtir.

Calismamizda; L prneumophila (setogrup 1-6) antikor prevalansi, 122
hemodiyaliz hastas: ile 86 kontrol grubu serum Orneginde, IFA yontemi ile

aragtirilmigtir. Hemodiyaliz hastalarinin 23 (%18.9)’ilinde, kontrol grubunun ise
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4 (%4.7yinde pozitifiikk saptanmig olup, hasta grubunda gobzlenen yiiksek
:'antikor pozitifligi (%18.9), istatistiksel olarak anlaml: bulunmustur (Tablo4 1).

| 1991 yilinda, Marimoto T’nin yapti1 bir ¢aligmada, 269 hemodiyaliz
:hastam ile 353 saglikli bireyde, IFA yontemiyle, L pneumophila (serogrup 1-6)

‘antikor prevalansi arastiilmistir. Antikor titresi, kontrol grubunun %77.3

.:::(273)’ijnde 1/4’den diisiik iken, %1.7 (6)’sinde 1/32 olarak saptanmustir.
Kontrol grubunda 1/64 veya daha yiiksek antikor pozitifligi bulunmanustir.
Hemodiyaliz hastalarinin; %64.3 (173)’tinde 1/4’den diisiik, %4.9 (13)’unda
1/64’e esit veya daha yiiksek ve %1.9 (5) unda 1/128 titrede antikor
_: saptanmistiz. Hemodiyaliz hastalarinda saptanan yiiksek pozitiflik, istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (166).

_ Katz SK ve arkadaglari, 1989 yilinda yaptiklart bir aragtimada, 231
hemodiyaliz hastas1 ile 134 saglikli bireyi, L pneumophila (serogrup 1-6) ve
' I micdadei antikor prevalans: agisindan incelemigler, hasta ve kontrol grubu

arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark saptamamuglardir (167).

Saglikli bireylerdeki Legionella tiirlerine iliskin antikor prevalansi, ¢esitli
tilkelerde arastiriimasina karsin (161,162,168), hemodiyaliz hastalarmdaki
prevalans ¢aligmalar: sinirh sayidadir (166,167).

1994 yilinda, Ispanya’daki bir hastanenin hemodiyaliz iinitesinde bulunan
36 hastamin sekizinde klinik ve radyolojik olarak Lejyoner hastalify salgini
saptanmugtir.  Dordll kadin, dordii erkek, vyas ortalamalann 61 olan ve
immunsupresif tedavi almayan sekiz hastadan ikisinde (%25), IFA yontemiyle
L prneumophila serogrup 1 ve 4’e¢ karst pozitiflik saptanmugtir. Arastiricilar
%257lik duglik serokonversiyonu, hastalatn zayif immunolojik yamti veya
serokonversiyonun haftalar sonra gelisebilmesi ya da higbir zaman
gozlenemeyebilecegi ile aciklamiglardir Epidemi siiphesi nedeni ile enfeksiyon
kaynaft arastirilmig, sicak su musluklarindan ve nemlendiricilerden

L. preumophila serogrup 1 ve 4 izole edilmistir. L preumophila, hastane su




sistemlerinin diger bolgelerinden de izole edilmesine katsin, hemodiyaliz

{initesi diginda Lejyoner hastaligt olgusu tanimlanmamustir (169).

1988 yilinda, Thacker ve arkadaslari, son donem bobrek yetmezligi ve
- pronkopndémonisi olan bir hemodiyaliz hastasinmn, agk akciger biopst
orneginden, L cincinnatiensis izole etmislerdir (170).

Vural T ve arkadaglarinin 1997 yilinda sunduklar1 bir ¢aligmada, altist
immunkompromize olan (ikisi renal transplant alicisi, ikisi hemodiyaliz hastas,
biri kaviter akciger hastalif1 ve biri poliarteritis nodosa) dokuz hastada, DFA ve
- kiiltiir yéntemi ile L preumophila serogrup 1 saptanmigtir (171).

Diyaliz hastalarindaki, baglica morbidite ve mortalite sebeplerinden biri
olan hemodiyalizin, immun sistem {izerindeki etkileri arastuilmigtir. Yapilan
¢aligmalarda, selliloz membran igeren hemodiyalizlerin, kompleman ve
graniilosit aktivasyonuna ve rebound Idkositoz ile izlenen derin bir
graniilositopeniye yol agtig1 anlagilmistir (172-175). Bir kompleman inhibitorii
olan, solubl kompleman reseptdr 1 (sCR1) ile yapilan deneysel hemodiyaliz
modelinde, sCR1’in, kompleman aktivasyonunu tamamen bozdugu, graniilosit
adezyon molekiillerini degistirdigi ve kismen graniilosit reaktif oksijen
tiirevlerinin olusumunu inhibe ettigi gbsterilmistir (174).

1993 yilinda, Falkenhagen D ve arkadaslar1, bes diyaliz merkezinde, yedi
farkl: diyaliz tipini incelemigler; bakir amonyum selliiloz igerenletin gerek
beyaz kan hticreleri sayisinda (monosit, nétrofil, lenfosit) gerekse kompleman
aktivasyonunda en bilyiik degisiklige neden oldugunu saptamislardir (172).

Graniilosit reaktif oksijen ttirevlerinin olugumu, komplemani aktive eden
ve aktive ctmeyen membranlar ile incelenmigtir. Komplemant aktive eden
membran ile yapilan hemodiyalizin, graniilosit reaktif oksijen tiirevi (hidrojen
peroksit) olusumunu arttirmasina kargin, daha sonra, diyaliz islemi siiresince,
S. aureus’a karsi, reaktif oksijen tlirevi olusumunun azaldigi gdrilmistir
(176). Cuprophane membran iceren hemodiyaliz ile yapilan baska bir

caligmada, diyalizin baslangicinda munosit ve polimotfoniikleer 1okositler
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arafindan reaktif oksijen tiirevi iiretiminin arttif1, ancak daha sonra ekzojen
.{}’ezilen Csa ve F-Met-Leu-Phe (FMLP) ‘ve karst graniilosit yanitinda bir azalma
_-‘é,]dugu saptanmistir (177). Bu sonuglar hemodiyalize iligkin patoloji ve
__.3'enfeksiyona duyarlilikta, graniilositlerin lirettigi reaktif oksijen tiirevlerinin
- roliinii gbstermistir.

Yaptigimiz c¢aligma sumasinda; A.S. isimli bir bayan hemodiyaliz
" hastasinda, IFA ybntemi ile antikor negatiflii saptanmasina karsin, iki ay sonra
f.hastada akut legionellozis tablosu gozlenmis, tan1 DFA ve kiiltlir yontemi ile
dogrulanmistir.

Transplant hastalarinda, nakledilen organin fonksiyonu ve rejeksiyonu
disinda, en onemli sorun erken ve geg donemde ortaya ¢ikan enfeksiyonlardir.
Bu hastalarda enfeksiyona olan egilimi, transplantasyona ve immunsupresyona
ait faktorler arttirmaktadi(178). Transplant hastalarinda gozlenen Legionellozis
olgularina iliskin ¢ok sayida yayin bildirilmistir (179-182).

Lo Presti ve arkadaslari, 1997 yili Temmuz ayinda, bir karaciger
transplant hastasinin trakeal aspirat Srneginden, L parisiensis izole etmislerdit
(179).

Harrington RD ve arkadaglari, 1996 yilinda yayinladiklar bir makalede,
kemik iligi transplantasyon merkezinde, 1993 yilina dek alti yilhk bir
periyodda, kiiltir yontemi ile dogrulanmis 10 Lejyoner hastaligl olgusu
bildirmislerdir (180).

Singh N ve arkadaslari, 1996 yilinda yaptiklar1 bir prospektif ¢caligmada,
101 karaciger transplant hastasma siklosporin yetine yeni bir immunsupresif
olan tacrolimus uygulayarak, transplantasyon sonrasi enfeksiyon etkenleri
arasinda farklilik olup olmadigini aragtirnuslar; enfeksiyon etkeni olarak CMV
ve P carinii orani azalmasina karsin, bakteriyel pndmonilerin %27’sinde
Legionella tiirlerini etken olarak saptamiglardur (181).

Patel R ve arkadaglarinin, 1997 yili Ocak ayinda yaymnladign bir

makalede, transplantasyon sonrasinda godzlenen enfeksiyon nedenleri; cerrahi
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faktorler, immunsupresyon ve ¢evresel temaslar olarak bildirilmekte, Legionella
tiitleri  ile olusan  oportunistik  bakteriyel enfeksiyonlanin  Onemi
vurgulanmaktadir (183).

Sonug olarak; Lejyoner hastaligi, genellikle 50 yag listli, immunsuprese,
sigara ve alkol bagimlilig gibi predispozan faktorlerin bulunmasi halinde salgin
ile ortaya ¢ikabilen, hayati tehdit edici ve laboratuvarlarin yetersizligi nedeni ile

siklikla tanimlanamayan bir enfeksiyondur.
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6. SONUC

L pneumophila, baslica Lejyoner hastalif1 ve Pontiac atesi olmak {izere
cesith  klinik tablolara sebep olabilmektedit. Gerek su sistemlerindeki
kolonizasyonu, gerekse immun supresyonun Onemli risk faktorlerinden biri
olmasi, nosokomiyal olgularin insidansini arttirmaktadir.

Calismamizda, IFA yontemi ile hemodiyaliz hastalarinin %18,9’ unda,
kontrol grubunun ise %4,7’ sinde L. pneumophila antikoru saptanmaigtir.

Hemodiyaliz stiresi L. preumophila antikoru saptananlarda 40,2 ay
antilkor saptanmayanlarda 29,2 ay olup, hasta ve kontrol grubu arasindaki fark
istatiksel olarak anlamii bulunmugtur,

Hasta ve kontrol grubunun, yas ortamalari ile kadin-erkek cinsiyet oram
arasinda, istatistiksel a¢idan anlamli fark bulunmamustir.

Calismamzda, antikor prevalansi ve hemodiyaliz sliresi hasta grubunda
anlamll bulunmasina karsin, gerek konuyla ilgili yeterli sayida arastirma
yapilmamasi, gerekse sonuglarin geligkili olmasi (166,167), bu konuda daha

fazla ¢aligmaya ihtiyag¢ oldugunu gdstermektedir.
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7. OZET

Calismamizda Ege Universitesi Tip Fakiiltesi ile Akdeniz Universitesi
Tip Fakiiltesi hemodiyaliz hastalarina ait serum &Srneklerinde, L preumophila
antikor ptevalansi ve hemodiyaliz siiresi incelenmistir.

IFA ydntemi ile, 122 hemodiyaliz hastast ve 86 kontrol grubu serum
orneginde L. prneumophila antikor prevalans: arastirilmigtir. Hasta grubunun 23
(%18,9)’tinde, kontrol grubunun ise 4 (%4,7)’tinde pozitiflik saptanmistir. Iki
grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,003).

Hasta grubu hemodiyaliz slireleri agisindan incelenmis; L preumophila
antikoru saptanan 23 hastanin ortalama hemodiyaliz siliresi 40,2 ay; antikor
saptanmayan 99 hastanin ise 29,2 ay olup, aradaki fark istatistiksel olarak olarak
anlamli bulunmustur (p=0,042).

Hasta ve kontrol grubunun yas ortalamalari kargilagtirildifinda; hasta
grubunun yag ortalamasi 39,8; kontrol grubunun yas ortalamas: ise 37,1 olup,
iki grup arasinda istatistiksel olarak anlaml fark bulunmamistir (p=0,11).

Hasta grubundaki, L preumophila antikoru pozitif (n=23) ve negatif
(n=99) olgular yas ortalamalari agisindan karsilagtirilmigtir. Pozitif olgularin
yas ortalamast 38,5, negatif olgularin yas ortalamasi 40,1 olup, iki grup
arasindaki istatistiksel olarak anlaml: fark saptanmamuistir (p=0,61)

Kontrol grubundaki, L preumophila antikoru pozitif (n=4) ve negatif
(n=182) tmekler yas ortalamas: agisindan karsilastirtlmis; iki grup arasindaki
fark, istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,758).

Hemodiyaliz hasta grubunda, I.. pneumophila antikoru saptanan olgularin
cinsiyete gore dagim: incelendiginde, kadin- erkek arasindaki oran farkli
goziikmesine kargin, istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p=0,051)

Kontrol grubunda, L. pneumophila antikoru saptanan drneklerin cinsiyete
gore dagithmi incelenmis, kadin-erkek orani arasindaki fark istatistiksel olarak

anlamli bulunmanmustir (p=0,96).
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