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Ozet

Amac: Su sistemlerinde Legionella kolonizasyonu toplumsal ve hastane kokenli pndmoni insidansini etkileyen faktorler arasinda yer almaktadir. Bu calisma
ile tip fakiiltesi hastanesinin yatakli servislerinin ve {liniversiteye bagli fakiiltelerin su ve sogutma sistemlerinde Legionella varliginin arastirilmas1 amaglandi.
Gereg ve Yontemler: Subat-Ekim 2020 tarihleri arasinda Mersin Universitesi T1p Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi yatakli servislerinin ve {ini-
versiteye bagli 11 fakiiltenin su ve sogutma sistemlerinden alian 418 su ve siiriintii 5rneginde Legionella cinsi bakterilerin varlig1 arastirildi. Ornekler BCYE
besiyerine inokiile edildi ve ireme tespit edilen drneklerin lateks agliitinasyon testi ile tiir ve serogrup diizeyinde identifikasyonlar1 yapildi. Ayrica bu izolat-
larin dogrulanmasi i¢in rpoB dizi analizi yontemi kullanildi.

Bulgular: Hastanenin yatakl servislerinden toplanan &rneklerin (n=97) dordiinde (%4.1), fakiiltelerden toplanan orneklerin (n=321) tiglinde (%0.9) olmak
iizere toplamda yedi (%1.67) 6rnekte Legionella cinsi bakteri izole edildi. Lateks agliitinasyon testi ile bu izolatlardan biri (%14.3) Legionella pneumophila
serogrup 2-14, altis1 (%85.7) Legionella pneumophila serogrup 1 olarak gruplandirildi. Tiir tanimlamalari dizi analizi sonuglari ile uyumlu bulundu.

Sonug: Yatakli servislerden alman 6rneklerde fakiiltelere gore daha yiiksek oranda Legionella pneumophila izole edilmesi biiyiik bir risk olusturmaktadir. Ca-
lismamizdaki Legionella tespit orani diisiik olsa da su ve sogutma sistemlerinin dezenfeksiyonun, takip ve denetimin diizenli yapilmasinin Legionella nedenli
pnomonilerin azaltilmasinda etkili olabilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Legionella, Lejyoner hastalig1, Pontiac atesi, Su

Abstract

Objective: Colonization of Legionella in water systems is among the factors affecting the incidence of community and hospital-acquired pneumonia. In this
study, it was aimed to investigate the presence of Legionella in the water and cooling systems of the inpatient services of the faculty of medicine hospital and
the faculties of the university.

Material and Methods: The presence of Legionella was investigated in 418 water and swab samples were taken from the water and cooling systems of the
inpatient services of Mersin University Faculty of Medicine Research and Practice Hospital and 11 faculties of the university between February-October 2020.
Collected water and swab samples were inoculated into BCYE medium and identification at the species and serogroups by latex agglutination test. In addition,
rpoB sequencing was used to confirm these isolates.

Results: Legionella were isolated in four (4.1%) of the samples collected from the inpatient services of the hospital and in three (0.9%) of the samples collec-
ted from the faculties (n=321), in total seven (1.67%) samples. One of these isolates (14.3%) was grouped as Legionella pneumophila serogroup 2-14 and six
(85.7%) as Legionella pneumophila serogroup 1 by latex agglutination test. Species identifications were consistent with sequence analysis results.
Conclusions: The isolation of Legionella pneumophila in samples taken from inpatient services at a higher rate than in faculties poses a great risk. Although
the detection rate of Legionella in our study was low, we think that regular disinfection, follow-up and inspection of water and cooling systems may be effec-
tive in reducing Legionella-related pneumonias.
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OZIS ve ark.

GIRIS

Legionella cinsi bakteriler 50den fazla tiir ile 71 farklh
serogrup igerir (1). Insanda yaptig1 enfeksiyonlarin yak-
lagik %90’ 1ndan Legionella pneumophila sorumludur ve
bu tiirden en sik izole edilenler serogruplar 1 ve 6dir (2).
Legionella pneumophila 55-60°C sicakliklarda ve nemli
ortamlarda hayatta kalabilen mikroorganizmalardir (3).
Sicak su sistemlerine kolonize olan Legionella tiirleri
dus bagliklarindan ve musluklardan aerosol olusturarak
alt solunum vyollarina penetre olabilmektedir (4). Ayri-
ca klima sistemlerinde kolonize olup hava yolu ile veya
kontamine sularla direkt temas yolu ile bulasabilirler (5).
Dort farkli klinik tabloya sebep olan Legionellanin bili-
nen en onemli iki klinik formu Lejyoner Hastalig1 (LH)
ve Pontiyak Atesidir (6,7). Hastane kaynakl1 enfeksiyon-
lar arasinda 6zellikle immunsupresif hastalar agisindan
mortalitesi yliksek bir hastaliktir (7). Lejyonelloz salgini
goriilen bolgelerde sularin hiperklorinasyonu veya de-
polardan sicak su 1sisinin 70°C iizerine ¢ikarilarak 1s1
ile dezenfeksiyon islemi uygulamalarinin salgin kont-
rol igin ve bakterinin ¢ogalmasini 6nleme bakimindan
onemli yontemler oldugu bildirilmistir (8).

Avrupada ve Kuzey Amerikada lejyoner hastaligi-
nin prevalansit ortalama bir milyonda 9-11.5 olgu ola-
rak bildirilmektedir (9,10). Ulkemizde sporadik olgular

halinde bildirimler yapilmistir (11,12). Bununla birlikte
Avrupa Legionella Enfeksiyonlar1 Calisma Grubu veri-
lerine gore seyahat iliskili Lejyoner hastaliginin en sik
saptandig: tilkelerden biri Tirkiyedir (13,14).
CGaligmamizda Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi
Arastirma ve Uygulama Hastanesinde yatakli servis-
lerin musluk ve dus bagliklarindan, tniversiteye bagl
cesitli fakiiltelerin musluklarindan ve klimalardan sii-
rintii o6rnekleri alinarak Legionella cinsi bakterilerin
varliginin aragtirilmasi amaglanmustir. Universitedeki
su ve sogutma sistemlerindeki Legionella prevalansinin
ve serotiplerinin belirlenmesinin yani sira yapilan de-
zenfeksiyon islemlerinin yeterliligi degerlendirilmistir.

GEREC VE YONTEMLER

Orneklerin Toplanmasi

Caligmada, Subat 2020 - Ekim 2020 tarihleri arasin-
da Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Aragtirma ve Uygu-
lama Hastanesinin bazi yatakli servislerinin musluk ve
dus bagliklarindan ve Mersin Universitesine bagli bazi
fakiiltelerin depo, musluk, dus basliklar: ve klimalarin-
dan alinan su ve siiriintii 6rnekleri isleme alindi. Hasta-
neden 97 ve iiniversiteye bagl 11 fakiilteden alinan 321

ornek olmak iizere, toplam 418 su ve siiriintii 6rnegi ¢a-
lismaya dahil edildi (Sekil 1).

Su ve Sogutma
Sistem Ornekleri

(n=418)

Hastane
(n=97)

Fakilteler
(n=321)

Sicak Su Sistemleri
(n=42)

Soguk Su Sistemleri
(n=55)

Sogutma Sistemleri
(n=87)

Soguk Su Sistemleri
(n=234)

Sekil 1. Toplanan 6rneklerin alindig: yer dagilim semasi
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Su ornekleri musluklar ve dus basliklarinda su bir
miktar akitilarak ikiser adet 50 mLlik steril tiiplere alindu.
Siiriintii 6rnekleri i¢in musluk basliklar: ¢ikarilarak ste-
ril ekiivyon ile musluk igerisinden siiriintii 6rnegi alindu.
Dus basliklari i¢in siiriintii alinirken ekiivyon ile tiim yii-
zeye temasi saglandi. Klima filtrelerinden siiriint{i 6rnegi
almak igin burgu kapakli cam tiip icerisine yaklasik 25
ml distile su eklenerek 6ncelikle ekiivyon islatildi. Sonra
1slatilan ekiivyon, klimanin hava ¢ikis filtresine ¢epegev-
re siiriiliip burgu kapakli cam tiipe konuldu (15).

Bakteriyolojik Analiz ve Serogruplandirma

Ornekler bekletilmeden laboratuvara getirilerek
3500 rpmde 30 dk santrifiij edilerek yogunlastirilmas:
saglandi. Santrifiij isleminden sonra 6rneklerin siiper-
natant kismi atildi. Kalan dip ¢okelti vortekslenerek
0.1 mL &érnek alindi. Uretici firmanin talimatina uygun
olarak taze hazirlanan suplement (Oxoid, Ingiltere) ek-
lenmis BCYE agara (Oxoid, Ingiltere) ekimi yapild1. 10
glin %5 CO2’li ortamda 37°Clde etiivde inkiibasyona bi-
rakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda tireme olan besiyer-
lerinden seffaf siipheli kolonilere Gram boyama yapild1
ve Gram negatif basil goriilenler yeniden BCYE agar ve
%5 koyun kanli agara pasajlandi. Pasaj ekimleri 24-48
saat 37°Cde etiivde %5 CO2’li ortamda inkiibasyona
birakildi. Koyun kanli agarda iiremeyen ve BCYE agar-
da iireyen kolonilere katalaz ve oksidaz testi uygulandi.
Katalaz ve oksidaz testi pozitif olan drneklere iiretici fir-
manin Onerileri dogrultusunda lateks agliitinasyon testi
(Oxoid, Ingiltere) uygulandi. Lateks agliitinasyon testi
sonucuna gore serogruplandirma yapildi (15).

Molekiiler Analiz
Niikleik Asit Ekstraksiyonu

Lateks agliitinasyon testi ile serogruplandirilan Le-
gionella izolatlarindan hizli DNA ekstraksiyon yontemi
ile DNA'lar1 elde edildi. Bunun i¢in izolatlardan BCYE
agara tekrar pasaj alinarak taze iireyen kolonilerden
bir 6ze dolusu alinarak icerisinde 1 ml steril distile su
bulunan mikrosantrifiij tiipiine alinarak iyice siispanse
edildi. Daha sonra 1200 rpmde 15 dk santrifiij edilerek
stipernatant atildi. Altta kalan pelet tizerine 400 pl steril
distile su eklendi. 5 dk vortex yapildiktan sonra 80°C’ de
20 dk inkiibe edildi. Sonrasinda vortekslenerek tizerleri-
ne 400 ul kloroform eklendikten sonra ve 12.000 rpmde
15 dk tekrar santrifiij edildi. Stipernatant steril mikro-
santrifiij tipiine aktarilarak PCR ampilifikasyonunda
kalip DNA olarak kullanildi.
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Elde edilen ekstraksiyon iiriinlerinin rpoB gen bol-
gesinin PCR amplifikasyonu i¢in RL1; 5'-GAT GAT
ATC GAT CAY CTD GG-3've RL2; 5-TTC VGG CGT
TTC AAT NGG AC-3' primer cifti kullanild1 (16).
Amplifikasyon 50 pl'lik reaksiyon hacimlerinde gergek-
lestirildi. Reaksiyon karigimi, 5 pl 10X PCR tampon, 4
umol/ul MgCl2, 1 umol/ul ANTP karisimi, 0.25 pmol/
pl her bir primer, 0.25 ul U Taq DNA polimeraz ve 5
ul 6rnek DNA’s: icerecek sekilde hazirlandi. Reaksiyon
karisiminin 1s1 dongii cihazinda (Eppendorf, Master-
cycler, Almanya) amplifikasyon kosullari, 94°Cde 10
dakika baslangi¢c denatiirasyonu, ardindan 40 dongii
94°Cide 45 saniye denatiirasyon, 55°Cde 1 dakika pri-
mer baglanmasi ve 72°Cde 1,5 dakika uzama basa-
maklarini takiben 70°Cde 7 dakika son uzama olacak
sekilde gerceklestirildi. PCR (Polymerase Chain Reac-
tion) iiriinleri, 0.5 ug/ml etidyum bromiir igeren %1’lik
agaroz jel elektroforez islemine tabi tutulduktan sonra
UV transiliiminatorde goriintillendi. Amplifiye edilmis
DNA pargalarinin olusturdugu bantlar (369 bp) deger-
lendirildi. Uygun sekilde bant olusumu gézlenen PCR
triinleri dizi analizi islemine alind1.

rpoB Gen Bolgesinin Dizi Analizi

Elde edilen PCR iiriinleri isaretli dideoksiniikleotid-
ler iceren “BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing
kit” (Applied Biosystem, Foster City, ABD) kullanilarak
treticinin talimatlar1 dogrultusunda “Cycle Sequence
PCR” islemine tabi tutuldu. Ardindan elde edilen tiriin
Etanol/EDTA/Sodyum Asetat presipitasyon yontemi ile
saflastirildi ve ABI PRISM 3130XL Genetic Analyzer
(Applied Biosystem, Foster City, ABD) cihazinda Sanger
dizilemesi yapild1.

Dizi analizi verileri “National Center for Biotech-
nology Information (Bethesda, ABD) BLAST sistemi
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)
analiz edildi ve izolatlar tiir diizeyinde tanimlandu.

kullanilarak

istatistiksel Yontemler

Calisma sonuglar1 SPSS (versiyon 20.0, IBM, ABD)
paket programi kullanilarak analiz edildi. Kategorik de-
giskenlerin ifadesinde sayi-ylizde degerleri ve gruplar
arasi karsilagtirma analizinde Fisher’s exact test kulla-

nildi. P degeri <0.05 olan sonuglar anlamli olarak kabul
edildi.
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BULGULAR

Caligmada toplanan 418 su (n=165; %39.5) ve sii-
rintii (n=253; %60.5) orneginde; hastanenin yatakli
servislerinden alinan orneklerin (n=97) dordinde fa-
kiiltelerden alinan 6rneklerin (n=321) t¢iinde olmak
tizere toplamda yedi (%1.67) Legionella cinsi bakteri
izole edildi (%4.1 & %0.9; p=0.054). Ornek tipi olarak
en fazla tireme musluklardan alinan 6rneklerde oldu
(n=6; %2.1; p=0.435). Ureme tespit edilen yedi 6rnegin
altis1 (%85.7) siirlintii 6rnegiydi. Klima siirtintii 6rnek-
lerinin (n=87) hic¢birinde Legionella cinsi bakteri izole
edilmedi. Serogruplandirma sonucunda yedi 6rnekten
bir tanesinde (%14.3) Legionella pneumophila serogrup
2-14 bulunurken, alt1 izolat (%85.7) Legionella pneu-
mophila serogrup 1 olarak bulundu. izolatlarin alindig1
yerler Tablo 1de gosterilmistir. Yapilan dizi analizi so-
nuglarina gore de yedi izolatin tamaminin BLAST siste-
minde Legionella pneumophila dizileri i¢inde gruplan-
dig1 goriildi.

TARTISMA

Legionella cinsine ait bakterilerle enfeksiyonlarda
insandan insana bulas bildirilmemektedir. Su sistem-
lerinde ¢ogalabilen bu mikroorganizmalar, klima veya
dus bashg: gibi ortamlarda olusan aerosollerle ortama
yayildig1 ve boylece insan solunum yollarina penetras-
yonu ile enfeksiyona sebep olabildigi i¢in Legionellanin
su sistemlerinde kolonizasyonu 6nemlidir (17,18). Tiir-
kiyede ve bagka iilkelerde bu tiir kolonizasyonlarin de-
gerlendirilmesi amaciyla yapilmis bircok benzer ¢aligma
mevcuttur. Su sistemlerindeki Legionella spp. prevalansi
ile ilgili yapilan ¢aligmalarda %3 ila %64 gibi degisken-
lik gosteren oranlarda bu mikroorganizmaya rastlandigi
gosterilmistir (19-22). Bizim ¢alismamizda literatiirdeki
caligmalara nazaran Legionella spp. prevalansi (%1.67)
distiik bulundu. Sicak su sistemlerinin kullaniminin ve
insan sirkiilasyonun daha fazla oldugu otel ve konakla-

ma tesisleri gibi yerlerden alinan 6rneklerde daha yiik-
sek oranlarda Legionella spp. tespit edilmistir (20-23).
Bizim ¢alismamizdaki Orneklerin iiniversite hastanesi
ve fakiiltelerden toplanmis olmasi ve periyodik hiperk-
lorizasyon uygulamasini takiben ¢alismanin yapilmasi
prevalansin diigitk olmasini agiklayabilir. Calismamiza
yakin pozitiflik orani saptayan Yilmaz ve arkadaglarinin
Erzurumda yaptiklar: bir ¢calismada, hastane ve oteller-
den toplanan 2.025 su 6rneginde 65 (%3.2) Legionella
spp. izole etmislerdir. Ancak serogruplandirmada bizim
calismamizin tersine serogrup 2-14 (%70.8) daha yiiksek
oranda bulunmustur (19). Serogrup siklig1 konusunda
Tiirkiyede yapilmis farkli galigmalara baktigimizda 2000
yilinda {zmirde yapilmis bir caligmada 128 Legionella
cinsi bakteri tanimlanmis ve bunun 110’u (%85.9) Legi-
onella pneumophila serogrup 1 olarak tespit edilmistir
(24). Ozen ve arkadaslari, 2010 yilinda Antalyada yap-
tiklar1 bir ¢aligmada 56 otelden topladiklar: toplamda
1.403 su 6rneginden 142 (%10.1) Legionella pneumop-
hila izole etmislerdir (25). Gaziantep ilinde 2012-2013
tarihlerinde yapilan bir ¢alismada ise 93 (%29.7) or-
nekte Legionella spp. izole edilmis ve bu izolatlarin 74
(%79.6)’ti Legionella pneumophila serogrup 2-14 ola-
rak tanimlanmigtir (26). Tiirkiye disindaki ¢aligmalara
baktigimizda Italyada sicak su sistemlerinde yapilan bir
calismada %40 gibi yiiksek bir oranda Legionella spp.
tespit edilmistir (20). Yine Israilde 168 otel ve tatil ko-
yiinden toplanan 2.830 6rnekle yapilmis bir arastirmada
470 Legionella spp. (%17) izole edilmistir. Bu ¢aligma-
da serogrup 2-14 daha yiiksek oranda (%69.8) tespit
edilmistir. Ayrica calismada serogrup 2-14’iin sicak su
sistemlerinden, serogrup 1'in ise soguk su sistemlerin-
den daha ¢ok izole edildigi belirtilmistir (21). Bizim ¢a-
lismamizda elde edilen izolat sayisi yetersiz olsa da se-
rogrup 2-14 olarak tanimladigimiz tek izolatin bir sicak
su sistemi aparati olan dus baghigindan izole edilmesi
dikkat ¢ekicidir.

Tablo 1. izolatlarin alindig1 yerler ve 6rnek tipleri

Ornek kaynagi | Ornek Tipi Serogruplandirma Izolat sayis1
Dus baghig siirtintii Legionella pneumophila serogrup 2-14 1
Hastane Musluk siiriintii Legionella pneumophila serogrup 1 2
Musluk filtre siirtintii Legionella pneumophila serogrup 1 1
. Musluk su Legionella pneumophila serogrup 1 1
Fakiilte
Musluk stirtintii Legionella pneumophila serogrup 1 2
Toplam 7
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Cevresel orneklerden Legionella cinsi bakterileri ta-
nimlamak i¢in kullanilan kiiltiir yonteminin standart
bir prosediirii olmamasi nedeniyle aragtirmacilar farklh
yontemler kullanmakta ve farkli bulgular elde edilmek-
tedir (27). Calismamizda toplam 6rnek sayisina gore
pozitiflik %1.67 orani literatiire gore daha diisiik bulun-
mustur. Ayrica serogrup 1’in daha yiiksek tespit edilme-
si calismamizda daha ¢ok soguk su sistemi 6rneklerinin
analiz edilmesinden kaynaklandig: diistiniilebilir.

Calismamizda COVID-19 pandemisi nedeniyle ali-
nan Onlemlere ve ekonomik kisithiliklara bagli érnek
toplama sayisinda ve ¢esitliliginde yetersizlikler olmus-
tur. {limizdeki profili degerlendirmek agisindan degerli
olacagini diisiindiigiimiiz ¢evre hastanelerin de ¢alisma
grubuna dahil edilmesi planlanmis ancak yerel saglik
otoriteleri tarafindan gerekli izinlerin alinamamasin-
dan dolay1 ¢alismaya dahil edilememistir. Ayrica sicak
su sistemlerinden alinan 6rnek sayisinin az olmasi ve
sogutma sistemlerinin filtrelerinden 6rnek toplanama-
mast bu ¢alismanin kisithligidir.

Hastanemizdeki son hiperklorizasyonun tarihi ve 6r-
nek alinma tarihi arasindaki yakinlik ve hiperklorizas-
yon diizeninin pandemi nedeniyle bozulmasi ¢aligma
sonuglarini etkileyen parametreler olabilir. Bu konuda
daha genis zaman dilimini kapsayacak sekilde ¢aligma-
larin devam ettirilmesi faydali olacaktir.

Sonug olarak toplum ve hastane kokenli pnomoni-
lerin en 6nemli etkenlerinden biri olan Legionella cinsi
bakterilerin gevresel kontaminasyonunun azaltilmasi
pnomoni sikliginin azalmasina biiyiik katki saglaya-
caktir. Hiperklorinasyon yonteminin yetersiz kaldig
durumlarda birden fazla dezenfeksiyon yonteminin
ayn1 anda uygulanmasinin daha etkili olabilecegi diisii-
niilmektedir. Yilda iki defa yapilan hiperklorinasyonun
yanu sira hasta odalarindaki musluk ve dus bagliklarinin
dezenfeksiyonunun giinliik, haftalik ve aylik kontrolle-
rinin rutin olarak yapilmasinin bu etkenle miicadelede
daha etkili olacagr kanisindayiz. Ayrica genis alanlari
kapsayan ve daha fazla sayida ve gesitte rnek iceren ¢a-
lismalarin planlanmas: izlenebilirlik ve kontrol agisin-
dan yararli olacaktir.

Finansal agiklama: Bu ¢alisma herhangi bir kurulus
tarafindan finansal olarak desteklenmemistir.

Etik onay: Bu ¢alisma Helsinki Bildirgesi ilkelerine
uygun olarak yapilmis olup, Mersin Universitesi Kli-
nik Arastirmalar Etik Kurulu'ndan 27.09.2021 tarihli
78017789/050.01.04./1090919 sayili karar ile izin alin-
musgtir.

Cikar ¢atismast: Yazarlar aralarinda ¢ikar gatigmasi
olmadigini beyan ederler.
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Yazar katki orani: Yazarlar makaleye esit oranda
katki saglamis olduklarini beyan ederler.
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