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Bir Universite Hastanesinde Farkli Boliimlerde
Legionella ve Diger Patojen Mikroorganizmalarin
Arastiriimasi: Prospektif Galisma

Investigation of Legionella and Other Pathogenic
Microorganisms in Different Departments of a
University Hospital: A Prospective Study

0z Amac: Bu calismada, 25 Temmuz 2019-1 Kasim 2019 tarihleri arasinda Gciinct basamak saglik
hizmeti sunan bir hastanenin farkli birimlerinden alinan sirinti érneklerinde Legionella spp. ve
diger patojen mikroorganizmalarin arastirilmasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Hastanenin laboratuvar, ameliyathane ve farkli yogun bakim tnitelerinde bulunan
mekanik ventilator, klima filtrelerinin su cikis noktalari ve lavabo musluklarindan 92 strintl érnegi
alindi. Tim 6rnekler santrifijlenerek dogrudan Legionella icin secici bir besiyeri olan buffered
charcoal-yeast extract agara ve diger konvansiyonel besiyerlerine inokule edildi. Kiltur ve serolojik
testler ile Legionella pozitif olan 6 6rnek rastgele secilerek tir dizeyinde tanimlama igin 16S rRNA
dizi analizi yapildi.

Bulgular: Kultlrlerin 24'Ginde (%26,08) Legionella spp. kolonisi ile uyumlu treme gozlendi. Serogrubu
belirlenen 6 drnekten sadece Ggl molekiler tanimlama ile dogrulandi. Bunlarin ikisi Legionella
pneumophila subsp. pneumophila digeri Legionella anisa olarak tanimlandi. Mekanik ventilatorlerin
filtrelerinden Penicillium spp., Aspergillus flavus, Acinetobacter baumannii, Morganella morganii,
Moraxella spp., Pseudomonas aeruginosa ve bir musluk érneginden Escherichia coli izole edildi.
Sonug: Yiksek riskli hastalarin Legionella spp. ile potansiyel maruziyeti, érneklem sikliginin
artirlmasi ve etkili kontrol Gnlemleri ile ortadan kaldiriimalidir.

Anahtar Kelimeler: Legionella spp., patojen, identifikasyon, 16S rRNA

ABSTRACT Objective: In this study, it was aimed to investigate Legionella spp. and other
pathogenic microorganisms in swab samples taken from different units of a tertiary healthcare
hospital between July 25, 2019 and November 1, 2019.

Materials and Methods: Ninety-two swab samples were taken from the mechanical ventilator, air
conditioner filters, water outlets, and sink faucets in the laboratory, operating room and different
intensive care units of the hospital. All samples were centrifuged and inoculated directly onto
buffered coal yeast extract agar, a medium selective for Legionella and other conventional media.
16S rRNA sequence analysis was performed for identification at the species level by randomly
selecting 6 samples that were positive for Legionella by culture and serological tests.

Results: Growth compatible with Legionella spp. colonies was observed in 24 (26.08%) cultures.
Only three of the 6 serogrouped samples were confirmed by molecular identification. Two of these
were identified as Legionella pneumophila subsp. pneumophila and the other as Legionella anisa.
Penicillium spp., Aspergillus flavus, Acinetobacter baumannii, Morganella morganii, Moraxella
spp., and Pseudomonas aeruginosa were isolated from the filters of mechanical ventilators and
Escherichia coli from a tap sample.

Conclusion: Potential Legionella spp. exposure in high-risk patients should be eliminated with
increased sampling frequency and effective control measures.

Keywords: Legionella spp., pathogen, identification, 16S rRNA
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Giris

Legionella cinsi bakteriler, kapsUlslz, sporsuz ve aerobik
Ureme Ozelliginde olan Gram-negatif kokobasillerdir. Bu
cins icerisinde, 50 tUr ve bu tirlere ait 70 farkl serogrup
bulunmaktadir (1). Birgcok Legionella tirinlin insan
hastaliklariyla iliskili oldugu bulunmustur. Bu enfeksiyonlardan
Lejyoner hastaligl, hem hastane kaynakli hem de toplum
kokenli bir halk saglgl sorunudur. Ozellikle toplum kokenli
hastaligl olanlar icin olgu 6lim oranlari %20 civarindayken,
saglik hizmeti ile iliskili Lejyoner hastaligi olanlar i¢in olgu
Oluim oranlarl %38-53'e kadar ylkselmektedir (2).

Lejyoner hastaligina, Legionella pneumophila (L.
pneumophila) tarindn alt serogruplarinin neden oldugu
belirlenmistir (1,3). Legionella tirleri, akuatik 6zellikleri
ile goller, nehirler, termal sular gibi sicak ve soguk su
kaynaklari bulunan dogal alanlarda yasayabilen saprofit
mikroorganizmalardir. Habitatlari cogunlukla su olup, bu
alanlarda yasayan amip ve mavi-yesil alglerde hcre ici
paraziti olarak cogalirlar. Bu bakteriler hastanelerde su ve
sogutma sistemlerine, 6zellikle de musluk, dus basliklari,
ameliyathane ve yogun bakimlarda mekanik ventilator ve
sogutma sistemleri gibi Gremeye elverisli alanlara yerleserek
biyofilm tabakalari icerisinde cogalabilmektedir (4,5). Patojen
Legionella turleri, icerisinde bulunduklari su ortamlarindan,
klimalar, musluk ve dus basliklari, cesitli tibbi malzemelerden
aerosol yol ile insanlara bulasarak hastane kaynakli solunum
yolu hastaliklarina yol acabilmektedirler (3). Hastanelerde su
kaynaklarinin %12-75'inin Legionella ile kontamine oldugu
belirlenmistir (6).

Legionella spp. enfeksiyonlari ile mlcadelede ve 6zellikle
yaz aylarinda, hastane ortaminda yer alan ve bu bakteri ile
kontamine olabilen su depolari, musluklar, dus basliklari,
mekanik ventilatorlerin filtre Uniteleri hem mekanik olarak
hem de cesitli dezenfektanlarla (iodoforlar, amonyum
bilesikleri, glutaraldehit, formalin) periyodik araliklarla
temizlenmelidir (7).

Bu calisma ile tGglincl basamak bir saglik hizmeti sunan
bir hastanenin farkli birimlerinden alinan sirntd érneklerinde
Legionella tirleri ile diger patojen mikroorganizmalarin
izolasyonu ve identifikasyonu amaclanmistir.

Gerec ve Yontem

Cahsmada 25 Temmuz 2019-1 Kasim 2019 tarihleri
arasinda, UclncU basamak ayaktan ve vyatakli teshis,
tedavi ve rehabilitasyon hizmeti sunan bir hastanenin,
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ameliyathane, anesteziyoloji ve reanimasyon yogun bakim
(ARYU) ve égretim yeleri odalari (OUO), beyin cerrahi yogun
bakim, dahiliye yogun bakim Unitesi, gogls hastaliklari ve
noroloji yogun bakim Uniteleri ve mikrobiyoloji laboratuvari
birimlerinin el yikama musluklarn ve mekanik ventilatorlerin
filtre su cikis noktalari ile merkezi laboratuvarlara ait kullanim
musluklarindan toplam 92 érnek alinmistir.

Etik Kurul Onayi ve Kurum izni

Calisma, Kahramanmaras Sitct Imam Universitesi
Tip Fakdltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan
17.07.2019 tarihli oturumda, karar no: 11 ile onaylanmis ve
hastane bashekimliginden calisma izni alinmistir.

Orneklerin Alinmasi

Ameliyathane ve yogun bakimlarda bulunan mekanik
ventilator, klima filtrelerinin varsa su ¢ikis noktalariyla, lavabo
musluklarindan 100 mL'lik steril numune siselerine 100 mL
su ornegi alinmistir. Toplanan érnekler 6nceden steril hale
getirilmis burgu kapakli cam tiplere konulmustur. Klima
filtrelerinden alinan strlntl ornekleri ise, steril eklvyon
cubuk distile su ile islatildiktan sonra klimanin hava cikis
filtresine cepecevre surllerek alinmis ve steril burgu kapakili
cam tuplere konulmustur. TUm &érnekler tibbi mikrobiyoloji
laboratuvarina yarim saat icinde gonderilmistir. Hastane
suyu soguk su igin, Ust limiti 17 °C iken, sicak su yaz
aylarinda 40-42 °C, kis aylarinda >45 °C ve pH 7,8 civarinda
degerlendirilmistir.

Legionella Cinsi Bakterilerin izolasyon ve

identifikasyonu

Toplanan su érnekleri santrifljlendikten sonra Legionella
cinsi bakterilerin izolasyonu icin 0,1 mL 6zel besiyeri olan
buffered charcoal yeast extract (BCYE) (OXOID CM 655,
Ingiltere) besiyerine ekim yapilmisti. BCYE agar, tamponlu
kémur maya ekstrakti ve L-sistein iceren segici bir besiyeridir.
Besiyerleri ilk izolasyonda %5 oraninda CO, iceren nemli
etlv ortaminda ve 37 °C'de 5 glin slre ile inklibasyona
birakilmistir. BCYE agardaki kultUrlerin ilk 24-72 saatte
gUnlik incelemeleri yapilarak Greme durumu kaydedilmistir.
Kulttrde ylzeyleri diizgun, hafif bombeli, gri-beyaz veya mavi
buzlu-cam gorindmu veren koloniler “muhtemel Legionella
kolonileri” olarak degerlendirilerek Gram boyamasi ile
mikroskopik morfolojisi incelenmistir. Gram-negatif ince
basil seklinde olan bakterilere ait kolonilerin BCYE agara
pasajlari yapilarak Ureyen kolonilere katalaz ve oksidaz testleri
uygulanmistir. Gram-negatif, katalaz pozitif ve oksidaz negatif
olan Legionella spp. kolonileri, Legionella lateks aglitinasyon
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testi (Oxoid, DR080O, Ingiltere) ile tiplendiriimistir (8,9). Teste
gore; L. pneumophila serogrup 1, L. pneumophila serogrup
2-14 ve tiplendirilemeyen diger serogruplar Legionella spp.
olarak degerlendirilmistir.

Legionella cinsi bakteriler disinda diger
mikroorganizmalarin izolasyon ve identifikasyonu icin; her
bir 6érnek patojen bakteri izolasyonu amaci ile %5 koyun
kanl agar (BD, ABD) ve eosin methylene blue agara (BD,
ABD) ekimleri yapiimistir. Besiyerleri 37 °C'de 48 saat slire
ile aerobik sartlarda inkibe edilmistir. Maya ve kaf tlrl
mantarlarin Gremesi icin Sabouraud %4 glukoz iceren agar
(Merck millipore, Almanya) kullaniimistir. Kiltlr ortaminda
Ureyen bakterilere ait koloniler; Gram boyama, biyokimyasal
testler ve BD Phoenix 100 (BD, ABD) identifikasyon sistemleri
ile tanimlanmistir.

16S rRNA Polimeraz Zincirleme Reaksiyonu (PZR)
Amplifikasyonu

Legionella spp. izole edilmis kiltlrlerden 6 tanesi
secilerek tlr dlzeyinde tanimlama icin molekller analiz
yapilmistir.

DNA ekstraksiyonu daha once tarif edildigi gibi single
cell lysing buffer (SCLB) yontemi kullanilarak yapilmistir
(10). 1 mL tris-EDTA buffer (pH 7,4) ve 10 pyL 5 mg/mL
proteinaz K kullanilarak stok SCLB sollisyonu hazirlanmistir.
Kati besiyerinden igne 6ze ile alinan bakteri 40 yL SCLB
sollisyonunda homojenize edildikten sonra isi dongl
cihazinda 80 °C ve 55 °C'de 10'ar dakika bekletilmistir. Daha
sonra 5000 rpom’de 5 dakika santrifiij edilerek ve slipernatant
calismada DNA olarak kullaniimistir. DNA &rnekleri ¢alisma
glintine kadar -20 °C’de saklanmistir.

Toplam hacim 20 plL olacak sekilde; 0,15 uL Tag DNA
polimeraz (Solis HOT FIREPol 5 U/uL, Estonya); 0,2 uL dNTP
(20 mM); 1,2 uL MgClI2 (25 mM); 10,65 pL deiyonize distile
su 0,4 pL primer (10 mM), 2 pL 10x buffer 1 ve 5 pL template
DNA'dan olusan karisim hazirlanmistir. Amplifikasyon programi
95 °C'de 3 dakikadan sonra 40 siklus 95 °C'de 30 saniye,
56 °C'de 30 saniye, 72 °C'de 1 dakika; ardindan 72 °C'de 7
dakika olarak uygulanmistir. PZR Urlinleri %2 agaroz (Vivantis,
Malezya) iceren jel elektroforezinde degerlendirilmistir. Hem
amplifikasyon hem de nUlkleotid dizi analizinde evrensel
primerler olan 27F (AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) ve
1492R (GGTTACCTTGTTACGACTT) primerleri kullaniimistir
(11). Amplifiye edilmis Grtnler (yaklasik 1,4 kb), %2 agaroz
(Vivantis, Malezya) jel elektroforezi ile ¢dzilmuUs ve bir
ultraviyole (UV) transilliminatér (UVP EC3 Chemi HR 410
Bioimaging System, Cambridge, UK) altinda gorintilenmistir.

16S rRNA Dizi Analizi

PZR Urlnleri, cleanup kit (CleanSEQ, Beckman Coulter,
ABD) kullanilarak saflastirilmis ve Uretici talimatlari izlenerek
big dye direct cycle sequencing kit kullanilarak, Sanger
yontemi (Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer, Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) ile nikleotid dizi analizi
yapilmistir. Sanger yontemi ile belirlenen nikleotid dizileri
BLAST (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/) programi yardimiyla
analiz edilmistir.

Filogenetik Kiime Analizi

NUkleoitid dizileri BLAST sonuclarinda >%98 sorgu
kapsami Uzerinde >%99 dizi benzerligi ve ilk en ylksek isabet
ile ikinci en ylksek isabet arasinda 2%0,8 dizi farkliligina gére
tanimlama yapilmistir (12). Dizi analizi Sequencher 4.5.6
programi (AnnArbor, ABD, https://www.genecodes.com/)
kullanilarak yapilmistir.

Bulgular

Hastanenin yogun bakim Unitelerinde bulunan mekanik
ventilatorlerin filtre su cikis noktalarindan 31 ve lavabo
musluklarindan 61 olmak Uzere toplam 92 surlintl ornegi
alinmistir. Kultlrlerin 24’Unde (%26,08) Legionella spp.
koloni morfolojisi ile uyumlu Greme gdzlenmistir. Legionella
tUrlerinin tamamina yakini (23/24) musluklardan izole
edilirken sadece bir 6rnek (1/31) mekanik ventilator filtre
su c¢ikis noktasindan izole edilmistir. Kiltlrden izole edilen
diger bakteri ve kUf mantarlari Tablo 1'de gdsterilmistir.
BCYE agarda Ureme saptanan Legionella spp. kolonileri
icin lateks aglUtinasyon testi yapilmistir (Sekil 1). Buna gore
ameliyathane musluklarindan alinan 24 6rnegin 19'unda
(%79,1) L. pneumophilia tespit edilmistir. Bunlarin 6'si
(%31,5) serogrup 1; 4’0 (%21) serogrup 2-14 ve 9'u
(%47,3) diger serogrup olarak tanimlanmistir. ARYU
mekanik ventilatorlerinden alinan 8 ornekten 1'inde (%12,5)
ve OUO'nun lavabo musluklarindan alinan 14 drnekten
1'inde (%7,1) diger serogrup ve mikrobiyoloji laboratuvari
musluklarindan alinan 23 drnekten 2'sinde (%8,6) serogrup
2-14 ve 1 (%4,3) tanesinde serogrup 1 saptanmistir (Sekil 1).

16S rRNA Filogenetik Analizi

NUkleotid dizileri belirlenen alti 6rnegin Ucl (4,5,7) BLAST
veri tabaninda Legionella spp. olarak tanimlanmistir (https://
blast.ncbi.nlm.nih.gov/). iki érnek Acidovorax temperans, bir
ornek Boseaeneae, bir drnek ise Sphingobium yanoikuyae
olarak saptanmustir (Sekil 2). Calismada izole edilen 4, 5 ve 7
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Tablo 1. Kliniklere gore izole edilen mikroorganizmalarin ve Legionella serogruplarinin dagilimi

Legionella
. Toplam | ;e edilen pneumophilia | Legionellaserogruplari
Ornek no Kaynak ornek mikroorganizma ol S Did
sayisi zolasyon Serogrup 1 erogrup iger
sayisi 2-14 serogrup
1 Ameliyathane mekanik 15
ventilator filtresi
11,8,9,10,11,12,13 Penicillium spp. - - -
13 Penicillium spp. - - -
14 Aspergillus flavus - - -
1° Penicillium spp. - - -
17 Enterobacter cloacae, | i i
Moraxellaspp.
1 2,6,14 - - - -
) Ameliyathane lavabo 24 i ) i
musluklari
2123,9,18 - 5 + - -
2¢ Bacillus spp. - - -
2° - 1 + -
26 - 1 - +
27 1 - +
28 Bacillus spp. 1 - +
2 - 1 + - -
210 Bacillus spp. 1 - +
211,14,16,21,22,24 - 3 - +
21213 - 2 - +
215,19,20 - 3 + -
ARYU mekanik ventilatér
3 ) . 8 -
filtresi
368 A. baumannii - - -
A. baumannii +
3?2 K. oxytoca + - - -
C.tropicalis
334 A. baumannii + ) i )
M. morgani
3 P. aeruginosa 1 - +
4 DYBU mekanik 3 ) ) )
ventilator filtresi
41, 2 - - - -
43 A. baumannii - - -
Goglis/noroloji YBU
5 mekanik ventilator 2 - - - -
filtresi
51 - - - -
52 A. baumannii - - -
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Tablo 1. Devami
Legionella
. Toplam | ;. e edilen pneumophilia | Legionellaserogruplari
Ornek no Kaynak ornek mikroorganizma ol S Did
sayisi zolasyon Serogrup 1 erogrup iger
sayisi 2-14 serogrup

6 BCYBU mekanik 3 ) i ) i )
ventilator filtresi

623 A. baumannii - - - -

7 Mikrobiyoloji 23 i i i i i
laboratuvari musluklari

71,4, 5 - - - - -

7? - 1 - + -

7323 - 2 + -

7° E. coli - - - -

717,19,20,21,22 - - - - -

8 AR 6gretim Gyeleri 14 i i i i i
odalari lavabo musluklari

81,2, 3,514 - - - - -

8 - 1 - - +

YBU: Yogun bakim iinitesi, ARYU: anesteziyoloji ve reanimasyon yogun bakim initesi, DYBU: dahiliye yogun bakim Ginitesi, BCYBU: beyin ve sinir cerrahisi yogun bakim {initesi

Saf‘osrqp

21y

Serqgrap

Konde|(+) -

L@

Sekil 1. Legionella spp.'nin BCYE agarda koloni gorinimu (solda), mikroskop inceleme ile Gram-negatif ince basillerin gérinimu (sagda) ve lateks

aglltinasyon ydntemiyle serogrup tanisi (asagidaki goriinti)

BCYE: Buffered charcoal yeast extract

no.lu érnekler ve 16 referans niikleotid dizisi gen bankasindan
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/)
Sequencher programinda hizalanmistir.
MEGA v10 programinda (https://www.megasoftware.net/)

indirilerek
Dendrogram

maximum likelihood yéntemi ile olusturulmustur. Programin
default parametreleri olan bootstrap filojeni testi, 1000
bootstrap tekrar sayisi, Tamura-Nei modeli kullaniimistir
(13). Iki izolatin (4 ve 5) daha 6nce iyi karakterize edilmis

Turk J Intensive Care 2022;20(Suppl 1):81-90
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1500 bp
1000 bp
900 bp

500 bp

Sekil 2. 16S rRNA PZR amplifikasyon Urlnleri

PZR Urinleri %2 agaroz jelde yiritildd. M: Marker (Vivantis 100bp DNA ladder, Malezya), 1 ve 2: Acidovorax temperans, 3: Sphingobium yanoikuyae 4-5:
Legionella pneumophilia subsp. pneumophilia, 6: Boseaeneae, 7: Legionella anisa, 8: Pozitif kontrol (Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853)

PZR: Polimeraz zincirleme reaksiyonu

L. pneumophila Philadelphia 1 ve JCM7571 susu ile ayni
nikleotid dizilerine sahip oldugu ve bir izolatin (7) L. anisa
olarak ayri bir dal olusturdugu gézlenmistir (Sekil 3).

Gen Bankasi Niikleotid Erisim Numaralan

iki L. pneumophila ve 1 L. anisa izolatinin nikleotid
dizisi GenBank veri tabaninda KSU-Lpfo, KSU-Lpyo ve KSU-
Lafo adi ve OL423538-01423540 erisim numaralari altinda
saklanmistir (Tablo 2).

Tartisma

L. pneumophila ve daha az yaygin olarak diger Legionella
tdrlerinin neden oldugu enfeksiyon cevresel bir kaynaktan
yayilarak salgin yapma potansiyeline sahiptir (14). Ozellikle
mekanik ventilatére baglh hastalarda L. pneumophila,
pnomoni ve diger solunum yolu enfeksiyonlarina neden olan

patojenlerden biridir (3). Ayrica hastanede kalis suresi 1 ile
84 gin arasinda degismekle birlikte ortalama 10,3 glne
kadar uzayabilmektedir (14). Cogu zaman gozden kagan
enfeksiyon etkeninin hem salgina yol agma potansiyeli hem
de hastaneye yatis maliyeti goz ontnde bulundurularak
arastiriimasi gerektigi goértlmektedir. Enfeksiyon ve gevresel
kaynak arastirmasinin yapildigr bir calismada, mekanik
ventilatore bagli hastalardan brons lavaj sivisi ve hastane
muslugu ornekleri alinmistir. Kiltir ve PZR analizlerinde
hasta 6rneklerinin sirasiyla 24 (%8,6) ve 5'inde (%1,8), su
kaynaklarinin ise 23 (%19,8) ve 8'inde (%6,9) L. pneumophila
saptanmistir. Ayni galismada tim pozitif klinik érneklerin ve
14 (%60,8) cevresel ornegin L. pneumophila serogrup 1'e ait
oldugu gosterilmistir (15). Ayrica sigara kullanimi, yas, yogun
bakimda kalis stresi ve mekanik ventilator kullanim slresi ile
enfeksiyon arasinda yakin iliski bulunmustur (15). Avrupa'da
bildirilen L. pneumophila'ya bagli enfeksiyonlarin %70'inin L.

Tablo 2. Legionella spp. izolatlarinin tiir diizeyinde tanimi ve GenBank erisim numaralari
Ornek no Ornek yeri Tur diizeyinde izolat ismi GenBank erisim URL adresi
tanimlama numarasi
DYBU mekanik ventilatér | Legionella https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
4 -
489 filtresi pneumophilia KSU-Lpfo 0OL423538 nuccore/OL423538
Gogis/noroloji YBU . ) ) .
5(2°) mekanik ventilator Legionella - KSU-Lpyo 0L423539 https://www.ncbi.nim.nih.gov/
) . pneumophilia nuccore/OL423539
filtresi
Mikrobiyoloji , , https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
2 -
7(7) laboratuvari muslugu Legionella anisa | KSU-Lafo 0L423540 nuccore/OL423540
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21

47

o

y -R 036988.1 Legionella anisa strain WA-316-C3 16S ribosomal RNA partial sequence
-R 119017.1 Legionella anisa strain ATCC 35292 168S ribosomal RNA partial sequence
16 'Omek 7 Leg

-R 044964.1 Legionella parisiensis strain -CTC 11983 16S ribosomal RNA partial sequence
-R 117981.1 Legionella steelei strain IMVS-3376 16S ribesomal RNA partial sequence
NR 125584.1 Fluoribacter bozemanae strain MDC 1577 16S ribosomal RNA partial sequence

L] -R 026522.1 Legionella tucsonensis strain 087-AZ-H 16S ribosomal RNA partial sequence
-R 044958.1 Legionella gratiana strain -CTC 12388 16S ribosomal RNA partial sequence

— -R 118714.1 Legionella longbeachae strain Long Beach-4 16S ribosomal RNA partial sequence
-R 042906.1 Legionella longbeachae strain ATCC 33462 16S ribosomal RNA partial sequence

o4 -R 119021.1 Legionella sainthelensi strain ATCC 35248 16S ribosomal RNA partial sequence

82 NR 117698.1 Legionella santicrucis strain SC-63-C7 16S ribosomal RNA partial sequence
53

-R 0449671 Legionella sainthelensi strain -CTC 11988 16S ribosomal RNA partial sequence

93 I: <R 119026.1 Legionella cincinnatiensis strain ATCC 43753 16S ribosomal RNA partial sequence
a7 -R 044955.1 Legionella cincinnatiensis strain -CTC 12438 16S ribosomal RNA partial sequence

-R 026335.1 Legionella drancourtii LLAP12 16S ribosomal RNA partial sequence

— -R 152697.1 Legionella saoudiensis strain LS-1 16S ribosomal RNA partial sequence

— -R 036804.1 Legionella rowbothamii strain LLAPE 16S ribosomal RNA gene partial sequence

= -R 026334.1 Legionella lytica strain L2 16S ribosomal RNA partial sequence
TI— <R 118983.1 Legionella lytica strain PCM 2298 16S ribosomal RNA partial sequence

-R 036805.1 Legionella fallonii strain LLAP10 16S ribosomal RNA gene partial sequence
——— -R 044971.1 Legionella worsleiensis strain -CTC 12377 16S ribosomal RNA partial sequence

82

-R 044962.1 Legionella moravica strain -CTC 12239 168 ribosomal RNA partial sequence

e _,7 -R 044965.1 Legionella quateirensis strain 1335 16S ribosomal RNA partial sequence
42 <R 118320.1 Legionella shakespearei strain -CTC 12829 16S ribosomal RNA partial sequence

NR 024969.1 Legionella waltersii strain 2074-AUS-E 16S ribosomal RNA partial sequence

95 l NR 041742.1 Legionelia pneumophila subsp. pascullei strain USW 16S ribosomal RNA partial sequence

-R 104921.1 Legionella pneumophila subsp. fraseri strain Los Angelos-1 16S ribosomal RNA partial sequence
-R 074231.1 Legionella pneumophila strain Philadelphia 1 16S ribosomal RNA partial sequence
-R 113235.1 Legionella pneumophila strain JCM 7571 16S ribosomal RNA partial sequence
Omek 5 Leg
Omek 4 Leg

-R 118712 1 Lenionella nneumanhila strain Philadelohia 1 16S ribosomal RNA partial seauence

Sekil 3. 16S rRNA dizilerine gdre yakindan iliskili Legionella tlrlerinin maksimum olabilirlik yontemine gore olusturulmus dendogrami

*5 ve 4 (2°, 8* no'lu kaynaklar) drnekler yakin iliskili

**7 no'lu 6rnegin (72 no'lu kaynak) farkli bir tir oldugu gorilmektedir
pneumophila serogrup 1, %20-30'nun serogrup 2-16 ve %5-
10'un Legionella spp. oldugu bildiriimistir (16). Benzer sekilde
2011-2013 yillari arasinda ABD'de yapilan strveyansa gore
L. pneumophilia serogrup 1, Lejyoner hastaliginin yaklasik
%80'inden sorumlu tutulmustur (17). Singapur'da yapilan
bir calismada bakimevi depolama tanklarinda %21,1; spa
havuzlarinda %24,1; sis fanlarinda % 14,2 ve hizli isiticilarda
%3,3 oraninda Legionella tespit edilmistir. Calismaya gore
spa havuzlarinda en fazla serogrup 1 (%13,8), sis fanlarinda

da diger serogruplar saptanmistir (18). Alanya'da 135
otelin su sistemlerinin arastirildigi calismada 52 otelde
Legionella varlig tespit edilmistir. L. pneumophilia serogrup
6 (%b55,6) ve serogrup 1 (%22,2) en cok izole edilen
serogruplar olmustur (19). Kahramanmaras'ta ise cesme
musluklarindan alinan 130 musluk strlintd 6rneginin Gglinde
L. pneumophila serogrup 2-14, birinde serogrup 1 ve ikisinde
serotiplendirilemeyen Legionella spp. izole edilmistir (3).
Japonya'da bina su sistemleri ile ilgili arastirmada kultur ve/
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veya PZR ile 17 binanin %42'si ve 26 su érneginin %20'sinin
Legionella ile kontamine oldugu goértlmadstar. Kalttr
yontemi ile dort ornekte ve PZR ile 23 drnekte pozitiflik
saptanmistir. Ayni calismada; klltirde L. pneumophila ve
L. anisa tUrleri izole edilirken, PZR ile L. micdadei gibi diger
tlrler de tanimlanmistir. En ¢ok izole edilen L. pneumophila
subgruplariise 1 ve 4 olmustur (20). Legionella tirleri icinde
L. anisa pontiak atesine neden olan etkenlerden biri olarak
kabul edilmektedir (20). Calismamizda 92 sirtntd kGltdrindn
24'nde (%26,08) Legionella spp. izole edilmistir. Izolatlarin
tamamina yakini (23/24) musluklardan elde edilirken, sadece
bir 6rnek (1/31) yogun bakim tnitesi mekanik ventilator filtre su
clkis noktasindan izole edilmistir. Ayrica kiltidrden izole edilen
6 ornek rastgele secilerek molekdiler tanimlama yontemi
kullanilmistir. Alti érnekten 2'si L. pneumophilia subsp.
pneumophilia, 1 dérnek L. anisa olarak tanimlanmistir. Diger
3 drnekte ise Legionella disi akuatik bakteriler saptanmistir.
Mekanik ventilatdre bagh gelisen pnémonilerde Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa (P aeruginosa),
Acinetobacter, Escherichia coli (E. coli) ve Staphylococcus
aureus yaygin olarak saptanirken, nadiren Mycoplasma
pneumoniae ve L. pneumophila gibi bakteriler de izole
edilmektedir (21). Calismamizda hem Legionella hem de
diger patojen mikroorganizmalarin izolasyon sayisini artirmak
icin filtrasyon yapiimadan, santriflj ile ¢okintl kismindan
direkt kulttr islemi uygulanmistir. Mekanik ventilatorlerin
filtrelerinden Penicillium, Aspergillus tipi kif mantarlari ve
Acinetobacter baumannii, Morganella morganii, Moraxella
spp. ve P aeruginosa gibi mikroorganizmalar izole edilmis, bir
musluk érneginde ise E. coli saptanmistir. Legionella, kendisi
gibi akuatik bir bakteri olan P aeruginosa ile ayni 6rnekten
izole edilirken, diger bakterilerin izole edildigi sularda tespit
edilememistir. Bu durum diger mikroorganizmalarin Gremesi
durumunda Legionella ekosisteminin bozulmasi seklinde
yorumlanabilir. Kusnetsow ve ark.'nin (18) su orneklerinin
mikrobiyal ve fizikokimyasal kalitesi ile Legionella varligini
arastirdiklari calismada, heterotropik bakterilerle herhangi
bir iliski bulunmamistir. Yine sicak su sistemlerinin
fizikokimyasal ve mikrobiyolojik analizlerinin yapildigi baska
bir calismada, yeterli klorlama ve dlsUk demir igeriginin
Legionella eradikasyonunda etkili oldugu belirtilmistir (20).
Leoni ve ark.'na (22) gore, Legionella disik manganez icerikli
suda cogalmaktadir. Italya'da yapilan bir arastirmaya gore
de, su boru sistemlerinin sicakhiginin dismesi ve suda bakir
bulunmasi sonucunda Legionella Grememistir (23). Ayrica
L. pneumophilia serogrup 1, sert sularda ¢inko, kalsiyum
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ve magnezyum nedeniyle diger serogruplara gore daha az,
manganez orani ylksek sularda ise Leoni ve ark.'nin (22)
calismasinin aksine daha fazla izole edilmistir (23). Sudaki
ylUksek klor ve distk su sertligi seviyesi Legionella spp.
kolonizasyon igin uygun bir ortam saglamaktadir. Amerikan
Hastalik ve Onleme Merkezleri'ne gore, Legionella icin
uygun bir yasam alani olan kalsiyum ve magnezyum gibi
minerallerin neden oldugu kirec ve asiri klorun neden oldugu
korozyonu onlemek icin isitici sistem, tank ve su dagitim
borularinin bakimi yapiimaldir (24). 2007 yilinda Sivas'ta 8
hamamdan 64 su 6rneginin alindigi galismada Legionella spp.
izole edilememistir. Bunun nedeni, soguk su sicakliginin <20
°C veya sicak su sicakliginin >48 °C olmasi ve suyun sert
olmasi seklinde aciklanmistir (25). Legionella spp. 32-45 °C
optimum sicaklik araliginda tremektedir (5).

Hastanemizde tUm sicak su kullanim alanlari igin
hastane aritma sisteminde demineralize edilmis yumusak
su; sterilizasyon, mutfak, diyaliz (nitesi ve camasirhane
gibi Unitelere yumusak soguk su verilmektedir. Soguk su
sicakligl Ust sinin her zaman 17 °C'de sabit tutulurken,
kis aylarinda sicak su 45 °C'nin Uzerine c¢ikmaktadir.
Ancak yaz mevsiminde sicak su sicakligi Ust siniri 40-42
°C araliginda sabit tutulmaktadir. Calismanin yapildigi yaz
mevsiminde, hastanede sicak su boru hattinda yumusatiimis
su kullanilmasi ve pH degerinin 7,8 olmasinin Legionella
kolonizasyonu icin uygun bir ortam sagladigi distntlmektedir.
Legionella enfeksiyonu tanisinda kdltdr altin standart kabul
edilse de, 6zgulligl %100, duyarliigr %10 ile %80 arasinda
degismektedir. Ozellikle mikroorganizmanin hassas yapisi ve
3-5 glinltk uzun bir inklbasyon stresi nedeniyle duyarlilik
%50-60'lara kadar dlismektedir (26). Serotiplendirmede,
heniz tUm tlrleri ve serogruplari tespit edebilen ticari bir
kit bulunmamaktadir. idrar antijen testleri sadece serogrup
1'i, direkt floresan antikor testleri ise serogrup 1 ve 6'yi
tespit edebilmektedir (26). Kdltirde Uremeyen tlarler
genellikle yalanci negatiflige neden olmaktadir. Bunun
yaninda PZR yontemi ile test analizi 1 saatten daha kisa
sUrmektedir. Ayrica duyarllik ve 6zgullik sirasiyla % 80-100
ve >%90 olarak belirtilmistir (27). Genellikle hizli klinik tani
amaclyla alt solunum yolu érneklerinden direkt PZR analizi
yapilabiliyorsa idrar antijen testi ile birlikte tanimlama, PZR
yapllamiyorsa kdltlr ve idrar antijen test kombinasyonu
ile tanimlama onerilmektedir (27). Isfahan’da yapilan bir
slrveyans calismasinda 11 hastanenin 44 su kaynaginda
Legionella varhg kiltdr ve nested PZR (nPZR) yontemleri ile
arastinilmistir. Kaltlr yontemiyle su érneklerinin %50'sinde
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Legionella izole edilirken, nPZR ile her hastanenin en az
bir érneginde pozitiflik saptanmistir. Calismada, nPZR ile
LEG 448-JRP primer seti kullanilarak ¢rneklerin %66'sinda
(29/44) Legionella turleri tespit edilmistir (5). ABD'de
solunum oOrneklerinde Legionella tespiti igcin 16S rRNA
geninde 386-bp'lik bir Grlint amplifiye eden bir PZR yontemi
gelistirilmis ve sonuclar kultdr ile karsilastinimistir. Kiltdrde
Legionella tUreyen 6rneklerin tamami PZR testi ile pozitif
bulunurken, kiltirde Uremeyen 12 drnek PZR ile pozitif
bulunmustur. PZR pozitif tic 6rnek non-L. pneumophilia olarak
tanimlanmistir. Calismada, salin sollsyonunun Legionella
kultdranG olumsuz etkiledigi belirtiimistir. Molekuler
yontemler hizli tani yontemleri olmasina ragmen canli ve 610
mikroorganizmalar ayirt edilememektedir. Ayrica biyofilm
varliginin, konsantrasyon miktarina bagl olarak reaktifler
Uzerinde sitotoksik etki yarattigi bildirilmistir (28). Hastane
kaynakli Legionella enfeksiyonunu o6nlemek ve kontrol
altina almak icin bir an dnce epidemiyolojik arastirmalarin
baslatilmasi ve slUphelenilen su kaynaginin Legionella varlig
acgisindan incelenmesi blylk 6nem tasimaktadir (27). Bir
eradikasyon yontemi olan “Asiri-isit ve temizle” yontemi
yaygin olarak kullaniimaktadir. Boyler sicakligi 70 °C'ye
ylkseltilerek tim su borulari, musluklar ve dus baslklari
en az 3 dakika sicak su ile yikanmalidir (29). Hastanemizde
de belirli araliklarla bu yontem uygulanmaktadir. Ayrica
soguk su kulelerinde biyosidal uygulama etkili bulunmustur
(30). Ancak sebeke suyu sistemlerindeki klor icerigi L.
pneumophila eradikasyonu icin yeterli degildir. Amip kistleri
Gzerinde varhgini sUrdlren Legionella bakterilerinin yok
edilmesi icin gereken klor miktarinin >50 mg/L oldugu
bildirilmistir (7). Suda amonyak ve serbest klor karistirilarak
icme suyu dezenfeksiyonu serbest klordan daha basaril
bulunmustur. Bunun yaninda ozon ve klor, ozon ve kloramin,
UV ve klor ile UV ve kloramin ile dezenfeksiyon yontemleri
de onerilmektedir (7). UV (dalga boyu 253,7 nm) ile isinlama
yonteminin Legionella’yr gUvenilir sekilde oldirdigu

gosterilmistir. Ancak Legionella ile dogal konakgisi amibin
inaktivasyonu arasinda buytk farkhliklar gozlenmis, ikincisi
100 kat daha direncli bulunmustur (31). Soguk su sicakhigini
20 °C'nin altinda tutmak ve minimum su saglamak icin
kazanlarin 60 °C’'de ve dagitim borularinin tercihen 55 °C'de
tutulmasi onerilen yontemler arasindadir (32). Ayrica su
tanklari ve su borularinin tortu, birikinti, kire¢ vs. acisindan
dlzenli olarak temizligi ve hasarli su sistemlerinin onarimi
saglanmalidir.

Sonug

Sonug olarak hastane kaynakli Legionella enfeksiyonlarinin
onlne gegmek icin dizenli epidemiyolojik calisma ve
su sistemlerinde etkin dekontaminasyon uygulamasi
yapiimalidir.
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