0

3 T.C.
f t AKDENIZ UNIVERSITESI
- hd * TIP. FAKUL:[‘ES-I - -
{2/ MIKROBIYOLOJI VE KLINIK MIKROBIYOLOJI
ANABILIM DALI

HEMODIYALIZ HASTALARINDA
LEGIONELLA PNEUMOPHILA
ANTIKORLARININ ARASTIRILMASI

Ti229 [{-4

UZMANLIK TEZI

Dr.DILEK ER

TEZ DANISMANI
Do¢.Dr. TUMER VURAL

"Tezimden kaynakga gdsterilerek yararlamlabilir”

Antalya, 1997




iCINDEKILER

1.GIRIS VE AMA(;.H....‘.‘H_..‘.‘

2.GENEL BILGILER ...
2.1.Tarihgest....
2.2 Etkenin Tan1mlam331

2.3 Morfolojik ve Flzy010] 1k Ozelhklen.....‘.” e e

2 4 Ekstraselliiler Uriinler...

2.5 Legionellaceae Ekolojisi.u e o e S b s
2.6 Enfeksiyon Kaynaklarl.‘.‘.”.‘.. et et o A b e e e

2.7 Bulas Yollart...

2 8 Insidans...
2.9 Virulans ve Patogenez

2.10 Hastaligin Klinigi....

2.10.1 Lejyoner hastahgl

2.10.2 Pontiac atesi ..
2.11 Laboratuvar Tanist .. :
2.11.1. Boyanma ozelhkleu
2.11.2 Kiiltiir...
2.11.3. Immuno ﬂuoresan Yontemim
2.11.3.1 Direkt Fluoresan AntlkOI(DFA) Yonteml
2.11.3.2 Indirekt Fluoresan Antikot (IFA) Yontenn

2.11.3.3.DNA Probe ve Polimeraz Zincit Reaksiyonu ‘.
2.11.3.4. Uriner AntHen...... v v o

2.12 Tedavl...

2.13. Rezervuar Dezenfekswonu‘...‘.‘.‘.u
2. 13.1.8u S16AKIIEL. . oo e
2.13.2 Blocid’ler. .. oo

2.13.3 Ultraviyole ssimniart ... ..o,
6SONUC
7.0ZET..

8. KAYNAKLAR e s e

OO ~1 O Oh Lh W DD N




1.GIRIS VE AMAC

11k kez 1976 yili Philadelphia salgini ile tanimlanan Lejyoner hastaligs ile
ilgili, glinlimiize degin, ¢ok sayida epidemik ve sporadik olgular gdzlenmistir.
Legionella tiirleri, dogada yaygin olarak bulunmakta ve su dagitim
sistemlerinde kolaylikla kolonize olabilmektedit. DNA analiz yontemleri ile
nozokomiyal enfeksiyon etkenleri arasinda sik¢a giizlenmeletine karsin, rutin
laboratuvar yontemlerinin tammlamadaki yetersizligi, Lejyoner hastaliimin
prevalansin azaltmaktadir.

Hastane ortaminda uzun siire bulunan hemodiyaliz hastalar1 nozokomiyal
enfeksiyonlar igin risk grubu olusturmaktadirlar.

Sunulan arastumada; Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi ile Ege
Universitesi Tip Fakiiltesi Hemodiyaliz Unitesi hastalarindan ve saglikli
bireylerden alinan serum &rneklerinde, Inditekt Fluoresan Antikor (IFA)
yontemi ile;

e Legionella pneumophila antikor prevalansi,

eHemodiyaliz siiresinin, L preumophila antikor prevalansi ile olan iligkisi

arastirtdmastir.




2.GENEL BILGILER

2.1.Tarih¢esi

Lejyoner hastalifs, 1976 wyilinda, Philadelphia’daki ‘Amerikan
Lejyonetleri” toplantisina katilan iiyelerin 182’sinde goriilmiis, luzla gelisen bu
pnomoni salgiminda 29 kisi hayatini kaybetmistir (1).

1974 yilinda, ayni otelde yapilan ‘Oddfellow’ toplantisinin 11 iiyesi de

Lejyoner hastahifina yakalanmis , ancak bu salgin L prneumophila’ min

1izolasyonuna kadar dikkati gekmemistir (2).

Bilinen ilk Lejyoner hastaligt salgim, 1957 vyilinda Austin,
Minnesota’daki bit mezbahanin ig¢ileri arasinda gériilmiistiir (3).

1965 yilinda, Washington DC St.Elizabeth’s Psikiyatri Hastanesi’ndeki
pndmoni salgint sonucu 81 hastanin 14’4 hayatint kaybetmistir. 12 yil siire ile
saklanan serum Ornekleri, retrospektif olarak arastuildiginda, hastalann
“85%inde L preumophila antikor serokonversiyonu saptanmistir (4),

L preumophila’nin ilk izolasyonu 1947 de olmustur. Sebebi bilinmeyen,
atesli hastalif olan bir kisinin kani, kobaya inokiile edilmis, ‘riketsiya benzeri’
bir mikroorganizma izole edilmistir. Yapilan arastirmalar sonucu, 30 yil sonra,
bu mikroorganizmanin L pneumophila oldugu anlasiimistir (5,6).

1977 yihnda CDC (Hastaltk Kontrol Metkezi)’den Dt Joseph Mc Dade,
atipik pndmoni nedeniyle len bir hastanin akciger otopsi materyalinden, gram
negatif bir bakieri izole etmistir(7). Yeni izole edilen bu bakteri, hi¢hix
taksonomik gruba uymadigindan yeni bir familya; Legionellaceae familyasi,
yeni bir cins; Legionella cinsi, yeni bir tiir; preumophila tirii olarak
sinflandirdmigtir(8). Bakteri, hem salgindan etkilenen gruba ithafen, hem de

akcigerde enfeksiyon olusturdugu igin, Legionella pneumophila olarak

adlanduriimigtir,




2.2.Etkenin Tanimlanmasi

Legionellaceae familyasi, Proteobacteria siifinin gamma-2 subgrubunun
bir bolimiidiir (9)

Garrity ve Brown; DNA zincit homolojisi ve DNA’nin guanin-sitozin
icerigine dayanatak Legionellaceae familyasimun Ug genusa béliinmesint
snermiglerdir;  Legionella (L pneumophila), ~ Fluoribacter (F bozemanii,
F gormanii, F.dumoffii), Tatlockia (7 micdadei, T.maceachernii) (10}, Ancak,
giincel olarak kabul edilen “Legionella” genusunun kullanimidir (9,11).

Yapilan gesitli ¢aligmalarla, gintimize dek Legionellaceae familyasinda
44 tiir saptanmus olup, 21 tiirli insanlarda enfeksiyon olusturabilmektedir. Bu
familyada yer alan, Legionella genusunun prototipi ve Lejyoner hastaliginin en
stk gozlenen etyolojik ajant olan L preumophila 16 serogrup igetitken, 9 tlir iki
serogrup, 34 tlir ise bir serogrup icermektedir (Tablo2.1). Insanlarda gézlenen
enfeksiyonlarm g¢ogundan ise L preumophila setogrup 1, 4 ve 6 sorumludur
(12).

Tablo2.1: Legionella tiitlerinin igerdigi serogrup sayist ve insanlarda

enfeksiyon olusturabilme dzelligi.

Legionella tiirleri Serogrup Enfelsiyon Kaynaklar
sayis1 olusturma ozelligi
I [ adelaidensis 1 Yok Benson et at. ,1991
2 L amisa i Var Gorman et at ,1985; Harrison and Saunders,1994
3 L birminghamensis 1 Var Wilkinson et al.,1987
4 [ bozemanii 2 Var Brenner et al ,1980; Hartison and Saunders, 1994
5 L brunensis 1 Yok Wilkinson et al ,1988
6 I cherrii* 1 Var® Brenner et al.,1985; Fang et al ,1989
7 L cincinnatiensis 1 Var Thacker et al ,1988
8 [ dumoffii 1 Var Brenner et al., 1980
9 Lervthra 2 Yok Brenner et al ,1985; Harrison and Saunders, 1994
10 I fairfieldensis 1 Yok Thacker et al ,1991
11 L feeleii 2 Var Herwaldt et al , 1984; Harrison and Saunders, 1994

12 L geestiana 1 Yok Dennis et al., 1993




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

enfeksiyon olusturabilme dzelligi.

13 L gormanii
14 L gratiana
15 L hackeliae

16 1 israelensis

17 L jamestowniensis

18 L.jordanis

19 L lansingensis
20 L londiniensis
21 L longbeachae
22 Lbtica*

23 L maceachernii
24 L micdadei

25 L moravica
26 L naularum
27 L oakridgensis*
28 I parisiensis
29 L pneumophila
30 L quateirensis
31 L quinlivanii
32 Lrubrilucens
33 L sainthelensi
34 I sanficrucis
35 L shakespearei
36 L spivifensis
37 I steigerwaltii
38 L tucsomensis
39 I wadsworthii
40 L waltersii

41 I worsleiensis
42 sp nov. strain
Montheliard

43 sp nov - strain

Greoux

44 sp nov. strain IB V

1

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

Yok

Yok

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

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

Brenner et al ,1985

Chery 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
Bremner et al ,1985; Harrison and Saunders, 1994
Hebert et al., 1980

Wilkinson et al.,1938

Denris et al., 1993

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

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

Bienner et al , 1979, 1988; Liick et al., 1995

Dennis et al , 1993

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

Campbell et al., 1984; Harrison and Saunders, 1994
Bremner et at ,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 Prestiet al., 1996b

*Insanlarda enfeksiyon olusturma dzelligi; izolasyon olmaksizin, serolojik yéntemler (a,b,c), amibde

zenginlestirme ve genetik yontemler (b} ve boyamn yontemi ile ( ¢} tanimlanmughir.




L pneumophila’nin, familyamn  diger tlirlerinden ayrimi igin; Direkt
Fluoresan Antikor (DFA) yontemi, DNA hibridizasyonu, multilokus enzim
elektroforezi ve capraz immunoelektroforez gibi yontemler kullanilmaktadir
(11,13). Aynica, Legionellaceae familyas: iyelerinin, hiicre duvarinda biiytik
miktarda ubiquinon igeren dalll 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 kapsiilsiiz ve hareketli, pleomorfik goriiniimde gomaklardir. Gram
negatif olarak tanimlanmalarina karsin, Gram boyama ydntemiyle zor boyanan
Legionella tiirleri; 0,3-0,9 um eninde, 2-20 pm boyundadurlar. Doku ve klinik
orneklerde bulunan mikroorganizmalar, 1-2 um’lik kokobasil gériiniimiinde
olmalarina karsin, besiyerinde liremis Legionella tiitleri uzun, filamenttz
formlarda gorilebilirler (12).

Legionella tiitleri, hiicresel yag asitlerinin %80°den fazlasinin dall:
zincitlt olmast nedeni ile, gram negatif bakteriler arasinda ayncaliklidir. 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: tiyeleri, katalaz enzimi igermesine karsin, bu
reaksiyon diger bakterilere gére daha zayiftir. Legionella tiitlerinin, tireaz, nitrat
reditksiyonu ve fermentasyon aktivitesi negatiftir. L pneumophila oksidaz
olumsuz, jelatinaz ve hippurat hidrolizi olumludur, ancak Legionellaceae
familyasiin diger tiitlerinde bu ézellikler degiskendir (12)

Primer izolasyonda L oakridgensis haricinde diger tiitler tek polar flagella
ve ¢ok sayida fimbria igermesine karsin, flagellanin varligt sicakliga bagh

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

i
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trilaminer membran, peptidoglikan tabaka ve bazi tlirlerde polisakkarit yapida
“bir kapsill igermektedir (12).
L pneumophila 24.000 - 29.000 molekiil agirlifinda maj6r dig membran
proteini (MOMP- major outer membrane protein) igermektedir (18,19).
' Peptidoglikan tabaka ile iliskili olan bu protein, iyon-permeabl kanallar
- olusturan bir porindir (20). L. pneumophila serogrup 1’in lipopolisakkarit yapis
bu proteine baglanmistu. Organizimada lipopolisakkarit yapiya katrgi olugsan
antikorlar IFA yontemi ile saptanabilmektedir (21).

Familya iiyeleri, enerjilerini, Krebs siklusu yoluyla katabolize edilen
aminoasitlerden, sekerleti ise pentoz siklusu ve Embden-Meyerhof yolundaki

glikoneojenik enzimler ile sentezlerler (12).

2.4 Ekstraselliler Uriinler

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

hemolitik ve sitotoksik 6zellikler igermektedir (29-31).

2.5.Legionellaceae Ekolojisi

Legionellaceae familyasindaki tiirlerin ekolojilerinin bilinmesi, potansiyel
salginlarin  6nlenebilmesi amaciyla gereklidir. Tiirlerin dogal kaynaklari
nehirler, goéller, termal sular ve nemli kazi topragidir. L pneumophila, sicakligl
0-63 °C, pH’s1 5.0-8.5 ve ¢oziinmiis oksijen igerigi 0,2-15.0 mg/It arasinda
degisebilen, genis bir fiziksel spektrum igerisinde yillarca canli kalabilir (12).

Legionella tiirlerinin, dogada yasamini siirdiitebilmesi ve ¢ogalabilmesi
icin, ortamda bazi mikroorganizmalarin bulunmas: 6nemlidir. Siyanobakteriler
ve diger Legionella disi bakteriler, Legionella tiirlerinin in vitro kogullarda
Uremesini stimiile ederler (32,33). Sularda serbest olarak yasayan amipler ve

silli protozoalar, enfeksiyon kaynagi olarak giiphelenilen ortamlardan,




egionella tirleti ile birlikte izole edilmislerdir (34). Mavi-yesil algler, amip ve

ili protozoalari enfekte ederck gogalabilen mikroorganizma, uygun olmayan
Ee‘vre kosullarinda yagsamint siirdiirebilir (12).
- Legionella tiirleri, dogal su ortamlarinda az sayida bulunmasi nedeni ile,
'-'dﬁgﬂk oranlarda su dagitim sistemlerine gegerler. Ancak, su dagitim
sistemlerinde, suyun durgun oldugu alanlar gibi uygun {ireme ortamlar
bulunmast ve klora yitksek oranda direngli olmalar1 nedeni ile, canliliklarini
':.:Siirdiirmeye ve ¢ogalmaya devam ederler Sogutma kuleleri, su dagitim
- sistemleri, su depolar1 gibi fiziksel korunma ve besin saglayan, su sicaklig
.. uygun olan, insan yapimi sistemlerde hizla ¢ogalirlar (35-37).
Legionella tiirlerinin su sistemlerindeki kolonizasyonu; su sicakligy,
sediment birikimi ve kommensal mikroflora gibi cesitli faktérlerden
etkilenmektedir (38). Dip sedimentinin ylizeyinde bulunan legionellalar igin,
ozellikle sicaklik, Onemli bir parametredir. Su tanklarmmun dip sedimentinde
- bulunan ortam bakterileri, Legionella tiitleri igin gerekli temel besinleri
':' saglayarak yasamalarini destekler (39-43).
Yapilan caligmalarda; Legionella tiirleri ile kolonize olmus sicak su
depolarinin, o6zellikle wvertikal tipte ve eski oldugu, suyun vyiksek
konsantrasyonda Ca'> ve Mg'” icerdigi saptanmistir. Aymi zamanda, vertikal
tipte olan su depolarmin dip kisminda, kolonizasyonu kolaylastitan 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 cesitli calismalarda; nozokomiyal olgularin,
hastane su dagitim sistemlerinin kontaminasyonu ile, toplumsal kaynakli
olgularn ise, endiistriyel bélgeler ve yerlesim bolgelerindeki su kaynaklarinin

kontaminasyonu ile iligkili oldugu gosterilmistir (47-50).




Legionella tlirlerinin en gok ¢ok bulundugu ve amplifiye oldugu alanlar

o sogutma kuleleri ve klima cihazlarinin suyu,

o sicak ve soguk su sistemleri,

e su tanklari,

e cvaporatdr ve nebulizorler,

e dus basliklan ve sicak su musluklari,

¢ hastanelerde bulunan solunum terapi ekipmanlari,
e termal banyolar, camurlar ve kaplicalardir.

Ayrica oda nemlendiricilerinin de, L. pneumophila igeren aerosoller

yaydig1 saptanmustu (51).

Enfeksiyon kaynaginin saptanmast ve dogrulanmasi amaciyla; molekiiler
_' fingerprinting metodlar1, elektroforetik alloenzim tipleme, ribotipleme,
"DNA’nmin pulse alan elektroforezi, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ve

monoklonal antikor panellert kullaniimaktadir (52-60).

2.7.Bulas Yollan

L prneumophila’ nin yayihm modu kesin degildir. Hava yolu ile yayilma
stlin gelen tezdir, ancak aspirasyon veya solunum yollar1 maniiplasyonlat:
sirasinda, kontamine suyun direkt alimi ile de gecebilmektedir.(61)
Aerosolizasyonun en kuvvetli kaniti, 1968 Pontiac atesi salgininda
gbzlenmistir. Salginda evaporatif kondansatorlerin olusturdugu aerosollerin
havalandirma sistemi kontaminasyonunda rolii olabilecegi diisiiniilmiis,
binadaki kobaylardan da, salgindan sorumlu L. preumophila serogrup 1 izole
edilmigtir (62). Bakterinin, sogutma kulesi kaynakli aerosoller icerisinde hava
akimlari ile 1,6 km’den fazla taginabildigi bildirilmigtir (63 ).

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

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



usluklarmin, az sayida mikroorganizmayi aerosollestirebildigi, ancak aerosol
rtikitllerinin alt solunum yollarina penetre olabilecek kadar kiigiik (1-5 LUm)
[dugu bilditilmistir (65).

Kontamine sular veya kolonize orofaringeal sekresyonlann aspirasyonu
-da olast bulas yollatindan biridir. Ozellikle, bas-boyun kanseri nedeni ile opere
1 'ug hastalarda aspitrasyona egiliminin artmasi, nozokomiyal Lejyoner
1 ;stahgl insidansin yiikseltmektedir (66).

.. Kontamine sularla temasa bagli yara enfeksiyonlari, hemodiyaliz fistiil

eenfeksiyonlar1 ve gastrointestinal sistem enfeksiyonlari da bildirilmigtir (67,51).

2.8.Insidans

Lejyoner hastahginin insidansi; su rezervuarlarinin mikroorganizma ile
kontaminasyon derecesine, kontamine su ile temas eden kiginin duyarlilifina ve
"étkenin organizmaya giris konsantrasyonuna baglidir. Ancak enfeksiyonun
.:saptanabihnesinde, Ozellesmis laboratuvar testlerinin varligt da ®nemlidir.
Laboratuvar  tam1  yOntemlerinin  yetersizligi nedeni ile, Legionella
infeksiyonlarinin bilinenden gok daha fazla olabilecegi belirtilmektedir (12,67).
Yapilan galigmalar ile, toplumsal kaynakli pnémonilerde Legionella
~ tiirlerinin en sik gozlenen ii¢ etken arasinda oldugu saptanmstir (68-74).
Nozokomiyal  pndmoni insidansi; mikroorganizmanin kolonizasyon
derecesine, immunsuprese hasta sayisina ve enfeksiyonu saptayacak tant
yontemlerinin yeterliligine baghdir (56,75-77).

Sigara kullanimi, kronik akciger hastalify, iletlemis yas ve immun
supresyon baslica risk fakttrleridir. Bazi c¢alismalarda asirn alkol alimi ve
bébrek yetmezligi de risk faktdrii olarak bildirilmistir (12,78). immunsuprese ve
altta yatan akciger hastaligi olan g¢ocuklar ile yenidoganlarda, nozokomiyal
enfeksiyon olgular bildirilmigtir (79,80). AIDS hastalarinda da, Legionella
tiirleri ile olusan enfeksiyon olgu sayisinin arttifn gdzlenmektedir. Bu hastalar

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



~ 2.9.Virulans ve Patogenez

- L.pneumophila, toplumdan kazamiimis diger pnémoni etkenlerine gore,
;dahé ciddi bir hastalia neden olmaktadir (81,82). Baz1 Legionella tiirletri ve
se' ﬁplennm insan enfeksiyonlarinda daha sik gozlenmesi, henliz agikga
'tammlanamamw olan virillans faktérlerinin  varhigint  diigindlirmektedir.
Ornegin, L pneumophila serogtuplarinin  gogu, su dagitim sistemletinde
1olonize olabilmesine kargin, genellikle sadece birkac serogrubu hastalik
olu$turab11mekted1r (53,83-85).

Legionella tiirlerinin insan enfeksiyonlarindaki patojenitesi, konak
;'hiicreleri invaze edebilme vyetenegine baglidi. Solunum yoluyla alnan
'mikroorganizma, solunum yollan epitel hiicrelerine adhere olarak mukosiliyer
temizleme isleminden kurtulur (86,87). Bu nedenle, sigata kullanan, alkolik
veya kronik akciger hastalif1 olan kisilerde enfeksiyon riski yiiksektir (12).
Mikroorganizma alveole ulagtiktan sonraki tablo, hem bakterinin
virulansma hem de konagin savunma yetenegine baghidir. Konak defansindaki
: primer komponent, alveoler makrofajlardir. Alveoler makrofajlar tarafindan
fagosite edilen L pneumophila, tibozom ile iligkili, 6zellesmis bir fagozom ile
kusatilir. Ancak mikroorganizmayr kugatan fagozom, lizozom ile fiizyon
yapamadigindan, mikroorganizma lizozomlarin mikrobisidal etkisinden kurtulur
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  olmasmna  kargin,  polimorfoniikleer  18kositler
mikrootganizmanin 6ldiiriilmesinde yeterince etkili degildir. L preumophila
nétrofiller tarafindan, sadece, spesifik antikor veya kompleman vatliginda
fagosite edilebilit. Mikroorganizma, monositietin aksine, polimorfoniikleer

lokositlerde yeterince replike olamaz (91).
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-~ in vitro ¢aligmalar, konak savunmasinda, humoral bagisikhigin, sekonder
:'01 oynadigint gostermistir Ornegin, olusan antikorlar mikroorganizmanin;
.1.<ompieman aracihigl ile oldiirlilmesini arttiamaz,

onositler ve alveoler makrofajlardaki ¢ogalmasini inhibe edemez,

adece fagositler tarafindan 6ldiittilmesini tlimli bir gekilde arttirabilir (88).
Tiire 6zgii olan bu antikorlar, enfeksiyondan sonraki ilk birkag hafta icerisinde
saptanabilir (92,93)

. Diger intraselliiler patojenler gibi, L preumophila’ya kats1 primer konak
defans), hiicresel bagisiklik araciligy ile gergeklestirilir, Lejyoner hastaligs;
IDS hastalari, kortikosteroid alan hastalar, transplant hastalar: ve hairy cell
16semili bastalar gibi hiicresel bagisikligt deprese hastalar i¢in daha yaygin ve
‘¢iddi bir enfeksiyondur (12).

" Mononiikleer hiicreler, L pneumophila antijenlerine  kargi hem
‘proliferasyon hem de IFN-y (94-96), IL-1 (97), TNF (94,98,99) gibi, monositleri
::.'ktive eden sitokinlerin {iretimiyle yanit verir. Monositler tarafindan aktive
edilen IFN-y, mikrootganizma igin getckli olan Fe’i smulayarak,
T:L.pneumophila’nm intraselliiler cogalmasimi inhibe eder (100). Yine, IL-2
{arafindan aktive edilen Naturel Killer'larm, L pneumophila ile enfekte
- mononiikleer hiicteleri 81diirdiigii gsterilmistir (101).

in vitto calismalarda, L preumophila’mmn, fagositik hiicrelerce iretilen
sliperoksit ve hidroksit radikalleti gibi gesitli reaktif oksijen ara iirlinlerine ve
hidrojen peroksite duyarlt dldugu bulunmustur (6).

L pneumophila, kompleman hem klasik hem de alternatif yoldan aktive
edebilmektedir. Ancak alternatif yoldan aktivasyonda, Csb, bakterinin
lipopolisakkatit yapis1 yetine, dig membran potin proteinine baglanmaktadir.Bu
porin proteini, hem virulan hem de avirulan suglarda bulunabildigi igin
viriilansdaki rolii tartigmalidir. Ancak pasajlarla avirtilan 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
arttrmaktadir.  Ancak  opsonizasyonun olmadigi durumlarda da, ‘Mip’
".'(:macrophage infectivity potentiator) olarak tanimlanmis olan 24 kDa’luk dis
E..nembran proteini, bakterinin makrofaj igerisine girmesini saglamaktadir.
3}L‘ preumophila’da mip geni delesyonunun, in vitro kosullarda bakterinin insan
‘makrofajlarim1  invaze etme yetenegini azalthyr gdzlenmistir. Mip,
'L preumophila’ya 6zgii bir protein olarak tamumlanmig olmasina karsin, diger
Legionella tiirlerinde, 24-30 kDa’luk Mip benzeti bir protein oldugu
- saptanmigtit (105-109).

. Yapilan ¢aligmalarda, L preumophila Philadelphia 1(L preumophila Phl)
sugunun, opsonizan faktdrlerin yokluguna karsin, ‘coiling phagocytosis’ olarak
adlanditilan farklr bir fagositik ‘uptake’formunu provoke ettigi gdzlenmistir, Bu
olayda, makrofaj 6nce uzun ince bir psddopod olusturmakta ve bakteri
psddopod tarafindan sarmalanarak bir vezikiil igerisine alinmaktadiz. Olusan
fagozom, sirasiyla, konak hiicrenin diiz endoplazmik retikulum vezikiilleti,
mitokondri ve ribozomlart ile interaksiyona girerken, lizozom ile fiizyon
gergeklesmemektedir. Avirulan sus (L.pneumophila mutant 25D) fagosite
edildiginde ise, fagozom lizozim flizyonu olustugu halde, fagozomun diger
organelletle iliskiye girmedigi gozlenmistir. Virulan sus, ribozomlarla cevrili
fagozom igerisinde ¢ogalabilitken, mutant sug ¢ogalamamaktadir(110,111).
Bagka bir cahsma da ise, L pneumophila Ph 1 susunun fagozomun
asidifikasyonunu  6nlendigi gdsterilmistir (112,113) Sonu¢ olarak, hem
fagolizozomal flizyonun inhibe edilmesi, hem de vezikiiliin asidifiye
edilemeyisi nedeniyle, mikroorganizma intraselliiler varligim
slirdtirebilmektedir.

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

gosterilmigtir. Toksinin etki mekanizmas1 tam olarak bilinmemesine karsm,




ﬁétroﬁl aktivasyonunun erken basamaklarinda sinyal iletiminde gorevli oldugu,
:(:)2' ve diger oksijen radikallerinin retimini inhibe ettigi saptanmgtir (114)
Calismalar; L micdadei disinda, ozellikle L pneumophila olmak iizere
éogu Legionella tlirliniin, iiremeleri sirasinda ortama, fosfolipaz C sekrete
ettiklerini  gOstermistit. Fosfolipaz C’nin substratt olan fosfotidil kolin,
gkaryotik membranlarda bol miktarda bulunur ve ayni zamanda pulmoner
surfaktanin major komponentidir. Fosfotidil kolin’in parcalanmasi ile hem
élveoler diizeyde gaz degisiminin inhibe oldugu hem de fagositler ve akciger
- dokusunda patolojik degisiklikler olabilecegi anlagilmigtr (115,116).

: Ozellikle, L pneumophila’dan izole edilen 38 kDa’luk ¢inko
- metalloproteazin hemolizin aktivitesi olup, hastalifi gegiren bireylerin
* serumlarinda antikor titrelerinin arttig1 saptanmistir (105,117). Metalloproteaz,
- aynt zamanda CD-4 ve IL-2 reseptorlerini enzimatik yolla inaktive ederek, T

~ helper aktivasyonunu inhibe etmektedir (118).

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

olarak bilinen nonpndmonik bir hastaliktir.

2.10.1.Lejyoner Hastahg::

Lejyoner hastah@inin baglica klinik bulgusu pndmonidir. Hastalik, iliml
bir Skstiriilk ve hafif ategden, yaygin pulmoner infiltratyon ve multisistem
yetmezlik ile birlikte olan stupora dek genis bir spektrum igerir. Enkiibasyon
periyodu 2-10 giindtir. Hastalifin baglangi¢ déneminde, ates, miyalji, tslime-
titteme, igtahsizlik, bagagrist gibi nonspesifik semptomlar gézlenir.

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

ndrolojik bozukluktur (74,76,119,120).
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Klinik goriinimii nonspesifik olmasma karsin, tan1 konulamamig

'pntimoni vakalarinda, agagida belirtilen 6zellikler Lejyoner hastalig1 olasiligini

e Respiratuar sekresyonlarin Gram boyamasinda ¢ok sayida nétrofil
- bulunmasina kargin, az sayida ya da hi¢ mikroorganizma gériilmemesi,
. Hiponatremi (serum Na© diizeyi 130 mEq/It’nin altinda ) olmast,
.o Beta laktam (penisilin veya sefalosporin) ve aminoglikozid antibiyotiklere
yanitta yetersizlik olmast,
-« Legionella tiirleri ile kontamine oldugu saptanan, hastane veya gevresel igme
suyu kaynagimin varligidir (12).
Pnomoni disinda, immunsuprese hastalarda, selliilit, siniizit, perirektal

abse, perikardit, pyelonefrit, pankreatit ve endokardit gibi ekstrapulmoner
. tutulumlar  tammlanmigtir  (121-123).  Yayilim bakteremi ile meydana
gelmektedir. Yaralatin, kontamine sular ile yikanmasmdan sonra olusan yara
enfeksiyonlar1 ve Legionella prostetik kapak endokarditi olgu sunumu olarak
bildirilmistir (124-125).
DIC, trombositopeni, glomeruloneftit, rabdomiyoliz, ¢esitli dékiintiiler,

noropatiler ve hepatik yetmezlik gibi ¢esitli klinik tablolar da gdzlenmistir (12).

2.10.2.Pontiac atesi:

24-438 saatlik enkiibasyon periyodunu takiben baglayan, akut, kendi i¢inde
siutli, soguk algimligi benzeri, nonpndmonik bir hastaliktir. Baslica semptomlar

ates, Usiime-titreme, miyalji ve bag afusidir. Nonprodiiktif oksiiriik, bag
lle bir hafta i¢erisinde tam iyilesme gdzlenir (12).

2.11.Laboratuvar Tamsi
Lejyoner hastalifinin klinik ve radyolojik bulgulart spesifik olmadig:

i¢in, tan1 koyabilmek amaciyla 6zel tani yontemlerine gereksinim vardir Bunlar
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- arasinda giincel olaniar; 6zel selektif besiyetlerine kiiltiir yontemi, monoklonal

antikor isaretii DF A, solid faz radioimmunoassay (SPRIA), PCR, tiriner antijen,
'-..DNA hibridizasyonu, IFA, enzimimmunassay (ELISA) ve luzh
- mikroagliitinasyon gibi yéntemler; gerek cevresel gerekse klinik drneklerde
-Legionella tiirlerine ait antijen veya tiirlere karst olusan antikorlar
aptayabilmektedir. Rutin laboratuvarlarda kiiltiir, direkt immunofluoresan ve

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

2.11.1.Boyanma ozellikleri:

Klinik 6rneklerdeki mikroorganizma standart Gram boyama ydntemi ile
iyl boyanamadig1 igin, zit boya olan Safranin’i daha uzun siire uygulamak
(6rnegin 2 dakika) gibi modifiye yontemler kullanilabilir (6).

Gimenez boyasi, Gram boyama ydntemine gore mikroorganizmayi daha
etkili boyamaktadir (12).

Parafin ile fikse dokulardaki mikroorganizmanin gozlenebilmesi icin,
Warthin-Starry ve Dieterle gibi glimiig boyalar1 kullaniimaktadir (12,126).

Besiyetine pasaji yapilan bakteriler, hem klinik 6rneklerde bulunanlardan
daha kolay boyanir, hem de filamantéz ve basil formlarinm birarada gozlendigi
pleomotfik bir yap1 gosterir. Tiirlerin ¢ogunda, Sudan Black B ile boyandiginda
styah renkte goriinen, lipid igeren vakuoller bulunur (6).

L micdadei, L bozemanii ve L dumoffi’nin doku 6rneklerinde zay:if asid-
fast olarak boyandigi, ancak besiyerine pasajlandiktan sonra bu ozelliklerini
kaybettikleri bildirilmistir (6). Bu yontemde, renksizlegtirme isleminde %1°lik
Stlftirik asit kullanilmaktadir. Bu ozellik, L micdadei enfeksiyonlarinin
yanliglikla mikobakteriyel enfeksiyon olarak yorumlanmasma ve tedavide

antitiiberkiiloz ajanlarin kullanimna neden olabilmektedir (12).




Legionella tirleri ile olusan enfeksiyonlarin tamist igin dogrulayic
yontem, Stneklerden, mikroorganizmanin izolasyonudur (12).

Legionella tiirleri standart besiyerlerinde iiretilemediginden; {ireme
faktorleri, boyalar ve degisik antibiyotik kombinasyonlar1 igeren selektif
- besiyerleri kullanilir (Tablo2.2).

Legionella tlrleri ile olusan nadir enfeksiyonlar diginda, genellikle
_' hastanim, balgam, endotrakeal veya transtiakeal aspirasyon mayii,
bronkoalveoler lavaj sivis1 ve akciger biopsi materyali gibi solunum sistemine
ait klinik dimeklerin, 6zel islemlerden sonra kiiltiitleri yapilmaktadir (51).

Izolasyon igin kullanilan primer besiyeri, pH’1 6.9°a tamponlanmig
charcoal yeast extract (BCYE-o) agardir. Besiyerindeki ketoasidler ve Fe
iyonlan ile birlikte biiylimeyi stimiile eden L-sistein, dnemli bir maddedir.
Yeast extract’daki aktif maddeler, en 6nemlisi Guanin olmak {izere piirin ve
primidin deriveleridir (12). Ozellikle 15132 maruz kaldiktan sonra, besiyetinde
stiperoksid radikaller ve peroksitler gibi bilesikler olusur. Aktive charcoal, bu
bilesikleri inaktive ederek besiyerini detoksifiye edet, yiizey gerilimini diizenler
ve mikroorganizmanin {iremesini kolaylastirr  (127). Besiyerindeki -
ketogluterat da mikroorganizmanin iiremesine katkida bulunur (12).

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

Balgam gibi normal flora igeren diger Srneklerin kiiltiirli igin, BCYE-a
agar’a Cefamandole, Polimiksin ve Anizomisin ilavesiyle gelistirilen selektif

BCYE-a bestyeri kullanilir (6).
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Tablo2.2: Legionella tiirleri igin selektif izolasyon besiyerleri

Besiyerleri Hlave edilen antibiyotikier Kaynaklar

CYE polymyxin B (40000 1U/A), Edelstein and Finegold, 1979
vancomycin (0.5 mg/),
Kanli agar + L-cysteine, amphotericin B(2.5 mg/), Greaves, 1980
Fed(P,0, ) colistin (15000 IU/),
trimethoprim (2 5 mg/1),
vancomycin (5 mg/l),
anisomycin (80 mg/i), Edelstein, 1981
cefamandole (4 mg/l),
polynin B {80000 IUA),
cephalotin (4 mg/1), Bopp ef al., 1981
colistin (16 mg/1),
cycloheximide (80 mg/l),
vancomycin (0.5 mg/1),
glycine (3 g/), Wadowsky andYee, 1981
polymxin B (100000 [U/),
vancomycin (5 mg/l),
BCYE«x + bromceresol moru,  anisomycin (80 mg/l), Edelstein, 1982

bromthymoel mavisi glycine (3 g/1),
polymxin B (50000 1U/N),
vancomyein {1 mg/l),
amphotericin (80 mg/}), Okuda ef al., 1984
glycine (3 g/l),
polymxin B (1000006 1U/),
vancomycin (5 mg/l),
cycloheximide (80 mg/l), Dennis ef al., 1984a
glycine (3 g/l),
pelymxin B (100000 IU/),

vancomycin (5 mg/1),

Ekim yapilan besiyerleri, 35-37°C’de, nemli ve %5-10 CO,’li ortamda

enklibe edilir. Legionella tiitlerine ait koloniler, 3-4 giin icerisinde makroskobik

olarak goézlenebilmesine kargin, {ireme gbzlenmeyen besiyerleri onuncu gline
dek enkiibe edilir. Olusan koloniler, S tipinde, 3-4 mm ¢apinda, buzlu cam
gortinimiinde, gri-beyazdan mavi-yesile degisebilen renklerde gozleniiler

(127).




2.11.3. immuno-Fluoresan Yontemler

Immuno-fluoresan ydntemlerde; Rhodamine B isothiocyanate, Lissamine
rhodamine B veya fluorescein isothiocyanate gibi fluoresan boyalar ile tavgan
_. immunglobulini gibi antikorlar 6zel bir yontem ile birlestirilmistir (51).

Legionella enfeksiyonlarinin tamsinda; immuno-fluoresan yontemlerden
antijen aramaya yénelik DFA yéntemi ile, antikor aramaya yonelik IFA yontemi

kullanilmaktadir (51).

2.11.3.1. Direkt Fluoresan Antikor (DFA) Yéntemi:

Hizli sonug verebilmesine karsin, DFA ydnteminin duyarliligs, kiiltiir
yonteminin duyarliligindan daha diisiiktiir. Bunun nedeni, mikroorganizmay:
saptayabilmek i¢in, ornefin her mlt’sinde 10*10° bakteri bulunmas
gerekmektedir (127).

Yontemin duyarliligs, balgam incelendiginde yaklasik %350 iken,
bronkoalveoler lavaj, akciger dokusu biopsi ornegi gibi daha spesifik Srnekler
incelendiginde %70’¢c ulagmaktadir (6).Y8ntemin ozgulligl, %98-99 olarak
bildirilmesine karsm; poliklonal DFA konjugatlart ile P fluorescens,

P aeruginosa ve B.fragilis’in nadir suslarn arasindaki ca raz. reaksivonlar ve
34 Jrag N ¢ .

kontamine musluk suyu ile hazitlanmig DFA reagenlerine bagli yalanci pozitif

reaksiyonlar bildirilmigtir. Ancak, monoklonal antikorlar kullanilarak capraz

reaksiyon olasiligt elimine edilebilmektedir (6).

2.11.3.2. Indirekt Fluoresan Antikor (IFA) Yontemi:

IFA ybntemi Legionella enfeksiyonlarinda gee tam alinmasi nedeni ile,
daha ¢ok epidemiyolojik calismalarda ve potansiyel salginlari 6nlemek
amaciyla kullaniimaktadi. Tek bir serum orneginde, 1/256 ve tizerindeki

antikor titresinin varlign gegirilmis infeksiyonu, akut ve konvelesan faz serum
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ekleri arasinda, en az 1/128 olacak sekilde 4 kathk titre artigt akut
nfeksiyonu diisiindiirmektedir(12).

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

DNA probe ve PCR yontemi, ilk olarak su &rneklerindeki Legionella
ttirlerinin saptanmasi amaciyla kullamlmistir (128,129). Legionella genusu igin
55 tRNA gen dizisinin; L pneumophila tiirleri icin ise mip gen dizisinin
kullanimu, L preumophila’nim diger Legionella tiirlerinden ayirimint saglamigtir
- (129).

Yapilan son ¢aligmalar, su 6rneklerindeki Legionella tiitlerinin PCR ile
saptanmasinim, kiiltiit ve immunofluoresan yontemlerden daha iyi sonug
verdigini gdstermistir (130,131). Buna kargin, suyun kirliligi gibi baz: faktétler,
PCR sonuglarini olumsuz etkileyebilmektedir (132).

Cesitli  caligmalarda, respiratuar  Srneklerdeki mikroorganizmanin
saptanmasi amactyla da PCR kullamlmus; duyarliligs %85, 6zgiilliigii %99
bulunmugtur (133,134). Aynica PCR yontemi, bakterinin idrar Grneklerinde

saptanmasi amaciyla da kullanilabilmektedir (135).

2.11.3.4.0riner Antijen:

Legionella antijenleri idrarda solubl halde bulunabildigi icin, klinik
semptomlarin baglangicindan yaklagik li¢ glin sonra, hastanmn idrarinda
L pneumophila serogrup 1’e ait antijen radio immunoassay (RIA) veya ELISA

yontemiyle saptanabilir. Yontemin duyarliligi %80, ozgiilliigi %100°diir (12).

2.12.Tedavi

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

pefloksasin gibi kinolonlar kullaniimaktadir. Farmakokinetik  6zellikleri




.gtirilen bu yeni antibiyotiklet, eritromisin ile karsilagtirildiginda, in vitro
jarak daha fazla aktiviteye sahiptir (12,136-139).

| Eritromisin i¢in Onerilen doz; 2 gr/ giin/ PO veya 4 gi/ giin/ IV ‘diir.
iiksek dozda (4gr’lik doz) gozlendigi bidirilen ototoksisitenin, reversibl
oldugu ve doz azaltildiginda veya ilag kesildiinde geriledigi bildirilmistir.
.. éli@ebilecek gastrointestinal yan etkileri de dnlemek i¢in tedaviye paranteral
;_b-églayzp, 3-5 giin igerisinde klinik yanit gozlendiginde, oral tedaviye gegilmesi
onerilmektedir (12).

Legionella tiirlerinin ¢ogunlugu B-laktamaz enzimi tiretmektedir. Hiicre
kﬁlti’u‘ﬁ yontemleri ile, makrolidler, kinolonlar, rifampin, trimetoprim-
sulfametoksazol ve tetrasiklinlerin, in vivo kosullarda , Legionella tiirlerine
etkili oldugu saptanmustir. Bu antibiyotiklerin, fagositik hiicrelere miikemmel
- penetrasyonu, klinik olarak B-laktam ve aminoglikozid ajanlara tstlinliigiinii
gostermektedir (12).

Kontrollii ¢aligmalar olmamasma karsin, Lejyoner hastalis oldugu
ditgiiniilen olgulatin baslangi¢ tedavisinde makrolid veya kinolon ile rifampin
kombinasyonu &nerilmektedir (139).

Kinolon grubu antibiyotikler, makrolidier ve rifampin gibi karacigerde
metabolize  olmadigt  igin, siklosporin gibi antirejeksiyon ilaclarin
metabolizmas1 ile etkilesmez. Bu nedenle, &zellikle organ transplant

hastalarindaki Legionellozis tedavisinde tercih edilebilirler (6).

2.13.Rezervuar Dezenfeksiyonu

2.13.1. Su sicakhgy:

Su dagitun sistemlerinden Legionella tiitlerinin eredikasyonu i¢in

genellikle kullanilan yontem, sistemdeki suyun belirli bir siire, 60-85°C’lerde

isitimasidi. Bu yontem gegici olup, mikroorganizmanin sistemlere tekrar

kontaminasyonunu &nleyemez. Bakterinin, su sistemlerinde cogalmasini

onlemek igin, su sicakhigs; 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 lizerinde

abit olarak tutulmalidir (141).

2.13.2. Biocid’ler:
Su dagitim ve sogutma sistemlerinde, serbest klor diizeyi belirli
- arahiklarla 1000 ppm ve giinlilk doz 1-5 ppm olacak sekilde suyun klorlanmasi
'. siklikla kullanilan bir yontem olmasma katsin, baz: dezavantajlari vardu. Klor;
toksik ve koroziv bir maddedir ve sicak suyun dezenfeksiyonu amaciyla
kullanimi giigtiir (142-144).

Yapilan g¢esitli ¢aligmalarda, Legionella tiirletine kargi 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 ¢aligmalardan elde edilen

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

Ozon’un ¢esitli mikroorganizmalar {izerindeki etkinligi aragtiilmisg,
Legionella tiirleri, Ozon’a kars1 E coli, Poliovirus ve HAV’dan daha direngli,
B subtilis sporlarindan daha duyarli bulunmustur (150).

Bakir-giimiis iyonizasyon uniteleri (LiquiTech, Burr Ridge gibi ) irettigi
iyonlar aracigi ile, bakteri hiicte duvarini pargalayarak, hiicre lizisine yol
acarlar. Bu Uniteler su dagitim sistemleri boyunca mikroorganizmanin tekrar
kolonizasyon olasiligini azaltir (151). Yapilan kontrollii galigmalarda yontemin,
L preumophila’nin eredikasyonunda yiiksek derecede etkili olmasina karsin,
sistemin maliyetinin yiiksek olugu ve atik glimiisiin tekrar degerlendirilememesi

nedeni ile kullanimi kisithdir (152).

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

kanitlanmisty (153-155). Rezidiiel koruma saglamadig) igin, diizenlemeden
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sonra distal alanlar, asir1 1sitma veya flushing yontemi ile dezenfekte
edilmelidir.
Gerektiginde UV radyasyonu, klorizasyon veya bakir-giimiis iyonizasyon

yontemleri birarada da kullanilabilmektedir.
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3. HASTALAR VE METOD

L pneumophila  antikor  prevalansing arasturdigimiz ¢alismamizda,
efnodiyaliz hastalarina ait 122 serum Ornegi incelenmistir, Serum &rneklerinin
0’i Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, 52’si isc Akdeniz Universitesi Tip
:akiiltesi Hemeodiyaliz Unitesi’nden temin edilmistir. Kontrol grubu olarak
:saghkh bireylerden alinan 86 serum ornegi incelenmistir.

L pneumophila  antikorlari, IFA yontemi  (Mardx  /30- ~7180) ile
'éragtlrllmlstlr IFA ybnteminde antijen olarak, I, pneumophila serogrup 1-6,
konjugat olarak fluorescein isothiocyanate (FITC) ile isaretli antihuman
globulin kullandmistir. Pozitif kontrol olarak L pneumophila serogup 1’e
spesifik antikor igeren liyofilize maymun serumu, negatif kontro! olarak ise
L preumophila’ya 6zgii  antikor icermeyen liyofilize maymun serumu

kullanilmigtir (Fotograf 1, Fotograf 2).

Fotograf 1.Pozitif kontr ol, 20x’lik objektif ile gortintlilenmistir.,




Fotograf 2 Negatif kontrol, 20x’lik objektif ile gbriintiilenmistir.

Testin uygulanist ve sonuglarin degerlendirilmesi, kitin ¢alisma prensibine
uygun olarak yapilmistit: L preumophila serogrup 1-6 antijenleri ile kapl her
bir lam, 18 kuyucuk icermektedir. Incelenen serum Srnekleri ile kit’e ait kontrol
serumlar 1/64, 1/128 ve 1/256 oraninda dilile edilmistir. Ilk asamada, diliie
edilen serumlar1 igeren preparatlar, 30 dakika, oda 1sisinda ve nemli ortamda
enkiibe edilmistir. Yitksek diliisyondan diisiik diliisyona dogru, vertikal
dogrultuda, lizerinden PBS akitilan lamlar, daha sonra iki kez beger dakika PBS
iceren kaplarda yiizdiiriilerek yikanmistu. Ikinci asamada konjugat (FITC
isaretli anti human IgG) ilave edilen preparatlar, tekiar 30 dakika, oda 1s1s1 ve
nemli ortamda enkiibe edilmistir. 11k asamadaki gibi yikama isleminden sonra
365-546 nm dalga boyutundaki fluoresan mikroskobunda, 20x’lik ve 100x’liik
objektif ile incelenmigtir.

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

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

Fotograf 4. (+4) pozitif érnek, 20x’1ik objektif ile gériintiilenmistir,




4. BULGULAR

Calismamizda, IFA yontemi ile, 122 hemodiyaliz hastasinin 23
(%18.9)linde, 86 kontrol grubunun ise 4 (%4.7)’tinde L preumophila
antikorlart saptanmistir. Hemodiyaliz hastalarinda g6zlenen yiiksek antikor

pozitifligi istatistiksel olarak anlaml: bulunmustur (Tablo4.1).

Tablo4.1: Hemodiyaliz hastalar1 ve kontrol grubunda L preumophila antikot

prevalansi
IFA (H) IFA (-)
n Yo n %o
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 grubu, hemodiyaliz stireleri agisindan incelendiginde, IFA
yontemiyle L pneumophila antikorlart saptanan 23 hastanm ortalama
hemodiyaliz siiresi 40.2 £ 27.9 ay, antikor saptanmayan 99 hastanin ortalama
hemodiyaliz siiresi ise 29.2 + 21.8 ay olarak bulunmustur. Sonuglar ‘iki
ortalama arasindaki farkin énemlilik testi (Student t)’ ile degerlendirildiginde;
iki grubun ortalama hemodiyaliz siiresi arasindaki fark istatistiksel olarak

anlamlr bulunmustur (Tablo4.2).
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Tablo4.2: Hasta grubunda, L preumophila antikor pozitifligi ile hemodiyaliz

stizesi arasindakd iligki.

Hasta sayis1 Hemodiyaliz siiresi (ay olarak)
IFA () 23 40.2
IFA (-) 99 29.2

Student t, p=0.042,

Ortalama hemodiyaliz siireleri arasindaki fark = 11.0 5.3 ay,

Inceledigimiz 122 hemodiyaliz hastasinin yas ortalamast 39.8 + 132, 86
sagliklt kontrol grubunun yas ortalamasi ise 37.1 £ 10.1 olarak bulunmustur.
Sonuglar ‘iki ortalama arasindaki farkin Snemlilik testi (Student t)’ ile
degerlendirildiginde; iki grubun yas ortalamasi arasindaki fark istatistikel olarak

anlamli bulunmamstir (Tab104 3).

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

n Yas ortalamasi
Hasta grubu 122 36.8
Kontrol grubu 86 37.1

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

Hasta grubundaki olgular yas ortalamalarn agisindan incelendiginde;
L pneumophila antikoru saptanan 23 olgunun yas ortalamas: 38.5 + 12.1,

antikor saptanmayan 99 olgunun yas ortalamasi 40.1% 13.4 olarak bulunmustur.

Sonuglar ‘iki ortalama arasindaki farkin Onemlilik testi (Student t) ile
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&egerlendirildiginde, iki grubun yag ortalamasi arasindaki fark istatistiksel

jJarak anlambh bulunmamuistir (Tablo4.4).

ablo4.4: Hasta grubundaki antikor pozitif ve negatif olgularin yas

rtalamalari
Hasta sayisi Yas ortalamasi
FA (+) 23 38.5
IFA (-) 99 40.1

‘Student t, yag ortalamalar: arasindaki fark= 1.6 +3.1, p= 0.61

Kontrol grubundaki L preumophila antikoru pozitif (n=4) ve negatif
(n=182) &rnekler, yag ortalamasi agisindan incelenmigtir. Sonuclar ‘Mann-

'Whitney U’ testi ile degerlendirilmis, iki grubun yas ortalamast arasindaki fark,

istatistiksel olarak anlamli bulunmamistit (p=0.758).

L pneumophila  antikoru saptanan olgular, cinsiyete  gére
- degerlendirildjginde, hasta ve kontiol grubunda, kadin-erkek orant arasindaki

fark, istatistiksel olarak anlamli bulunmamustit (Tablo4.5.ve Tablo4.6).

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

olgulatin cinsiyete gére dagilim.

IFA (+) IFA (-)
Cinsiyet n % n | Yo
Kadmn 6 11.1 48 88.9
Erkek 17 25.0 51 75.0

x’ =3.79, p =0.051
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IFA () IFA (-)
n % n %o
2 4.8 40 95.2
2 4.5 42 95.5
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5. TARTISMA

L preumophila’nin, 1977  yilinda  pnémoni  etkeni  olarak
taumlanmasindan sonta, giiniimiize degin ¢ok sayida nozokomiyal veya
toplumdan kazanilmis, epidemik ve sporodik Lejyoner hastaligi olgular
bildirilmistir (156-159). Baslica enfeksiyon kaynaklari; sogutma kuleleri, sicak
su sistemleri ve evaporatif kondansatétlerdir (51). Bunun yanisira, hastalifin
olusumu ve seyrini etkileyen bireysel risk faktdrleri, epidemiyolojik ¢aligmalar
ile belirlenmistir. Risk faktrleri; 6zellikle sigara kullanma, ilerlemis yas, erkek
cinsiyet, kronik akciger hastaligi ve immunsupresyondur. Immunsupresyon
gesitli hastaliklar veya transplantasyon nedeni ile kemoterap1 veya steroid
kullanimina bagh geligebilmektedir (12).

Insanlata gézlenen Legionella enfeksiyonlarinin primer etkeni 6zellikle,
L pneumophila  setogrup 1’dir  (12). Ancak, laboratuvarlarda, Lejyoner
hastaligmmn tanisina yénelik testler rutin olarak uygulanmadig: igin, olgularin
biiylik kismi saptanamamaktadir. Bu nedenle, Legionella enfeksiyonlarinin
prevalansini belirleyebilmek agisindan epidemiyolojik c¢alismalar Snemlidir.
IFA, ELISA ve mikroagliitinasyon gibi serolojik yontemler bu amagla
kullamImaktadir  (160-163). Belirtilen y®ntemler ile, gerek saglikli
popiilasyonda (161,162), gerekse risk gruplan ve siipheli Lejyoner hastaligi
olgularinda (160,164,165) gesitli calismalar yapilmistir.

Calismarmzda; L preumophila (serogrup 1-6) antikor prevalansi, 122
hemodiyaliz hastas: ile 86 kontrol grubu serum orneginde, IFA yOntemi ile

aragtirtlmistir. Hemodiyaliz hastalarinm 23 (%18.9)’linde, kontrol grubunun ise
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4 (%4.7ytinde pozitiflik saptanmis olup, hasta grubunda g6zlenen vyiiksek
~antikor pozitifligi (%18.9), istatistikse] olarak anlaml: bulunmustur (Tablod. 1).

: 1991 yilinda, Marimoto T’nin yaptigr bir calismada, 269 hemodiyaliz
“hastasi ile 353 saglikly bireyde, IFA yOntemiyle, 7, pneumophila (serogrup 1-6)
-.:antikor prevalansy arastirilmistr.  Antikor titresi,

(273)linde  1/4’den diiiik iken, %

kontrol grubunun %77 3

1.7 (6)’sinde 1/32 olatak saptanmistir.
Kontrol grubunda 1/64 veya daha yiiksek antikor pozitifli

81 bulunmanugtir.
Hemodivaliz hastalarinin;

%64.3 (173y’tinde 1/4’den disiik, %4.9 (13)’unda

- 1/64°e esit veya daha yiksek ve %1.9 (5)" unda 1/128 titrede antikor

- saptanmistir. Hemodiyaliz hastalarinda saptanan yiiksek pozitiflik, istatistikse]
- olarak anlaml; bulunmugtur (166).

Katz SK ve arkadaglar, 1989 yilinda yaptiklar bir aragtirmada, 231

hemodiyaliz hastasi ile 134 sagliklr bireyi, L preumophila (serogrup 1-6) ve
L micdadei antikor ptevalansi agisindan incelemisler, hasta ve kontrol gruby

arasinda istatistiksel olarak anlaml; bjr fark saptamamiglardir (167).

Saglikli bireylerdeki Legionella tiirlerine iliskin antikor prevalansi, gesitli

tilkelerde arastirilmasina karsin (161,162,168), hemodiyaliz hastalarindaki

prevalans calismalar: simirly sayidadir (166,167).

1994 yihinda, Ispanya’daki bir hastanenin hemodiyaliz iinitesinde bulunan

36 hastanin sekizinde klinik ve radyolojik olarak Lejyoner hastaligs salgim

saptanmistir.  Dérdii kadm, dordii ertkek, yas ortalamalan 61 olan ve

immunsupresif tedavi almayan sekiz hastadan ikisinde (%25), IFA yOntemiyle

L preumophila serogrup 1 ve 4’e kars: pozitiflik saptanmugtir. Arastiricilar

%25°lik diisiik serokonversiyonu, hastalarn zayif immunolojik yanitt veya

serokonversiyonun  haftalar sonta  gelisebilmesi ya da higbir  zaman

gézlenemeyebilecegi ile agiklamiglardir. Epidemi siiphesi nedeni ile enfeksiyon

kaynagt aragtirilmig,  sicak sy musluklarindan  ve nemlenditicilerden

L preumophila serogrup 1 ve 4 jzole edilmistir, [, preumophila, hastane sy

- 30




sistemlerinin diger bblgelerinden de izole edilmesine karsin, hemodiyaliz
{initesi diginda Lejyoner hastaligr olgusu tanimlanmamustir (169).

1988 yilinda, Thacker ve arkadaslan, son dénem bobrek yetmezligi ve
bronkopnémonisi olan bir hemodiyaliz hastasmin, agik akcier biopsi
sineginden, L cincinnatiensis izole etmislerdir (170).

Vural T ve arkadaslarinin 1997 yilinda sunduklan bir ¢alismada, altisi
immunkompromize olan (ikisi renal transplant alicisi, ikisi hemodiyaliz hastass,
biri kaviter akciger hastalif: ve biri poliarteritis nodosa) dokuz hastada, DFA ve
kiiltir ydntemi ile L pneumophila serogrup 1 saptanmistir (171).

Diyaliz hastalarindaki, baglica morbidite ve mortalite sebeplerinden biri
olan hemodiyalizin, immun sistem {izerindeki etkileri aragtwmilmistir. Yapilan
caligmalarda, selliloz membran igeren hemodiyalizlerin, kompleman ve
graniilosit aktivasyonuna ve rebound Il6kositoz ile izlenen derin bir
graniilositopeniye yol agtig1 anlasilmigtir (172-175). Bir kompleman inhibitorii
olan, solubl kompleman reseptor 1 (sCR1) ile yapilan deneysel hemodiyaliz
modelinde, sCR1’in, kompleman aktivasyonunu tamamen bozdugu, graniilosit
adezyon molekiillerini degistirdigi ve kismen granilosit reaktif oksijen
tiirevlerinin olusumunu inhibe ettigi gdsterilmistir (174).

1993 yilinda, Falkenhagen D ve arkadaglari, bes diyaliz merkezinde, yedi
farkls diyaliz tipini incelemigler; bakir amonyum selliiloz igerenlerin gerek
beyaz kan hiicreleri sayisinda (monosit, ndtrofil, lenfosit) gerckse kompleman
aktivasyonunda en biiytik degisiklige neden oldugunu saptamislardir (172).

Grantilosit reaktif oksijen tiirevlerinin olusumu, kompleman: aktive eden
ve aktive etmeyen membranlar ile incelenmistir. Komplemant aktive eden
membran ile yapilan hemodiyalizin, graniilosit reaktif oksijen tiirevi (hidrojen
peroksit) olugumunu arttirmasina kargin, daha sonra, diyaliz iglemi siiresince,
S. aureus’a Karsi, reaktif oksijen tiirevi olusumunun azaldig; goriilmistiir
(176). Cuprophane membran igeren hemodiyaliz ile yapilan bagka bir

¢aligmada, diyalizin baglangicinda munosit ve polimotfoniikleer I6kositler
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arafindan reaktif oksijen tlirevi tiretiminin arttif1, ancak daha sonra ekzojen

verilen Csa ve F-Met-Leu-Phe (FMLP) ‘ye karg: graniilosit yanitinda bir azalma

oldugu saptanmigtit (177). Bu sonuglar hemodiyalize iliskin patoloji ve

‘enfeksiyona duyarlilikta, graniilositlerin {irettigi reaktif oksijen tiirevlerinin
roliinii gOstermistir.

Yaptigimiz calisma smasinda; A.S. isimli bir bayan hemodiyaliz
“hastasinda, IFA yontemi ile antikor negatifligi saptanmasina karsin, iki ay sonra
:hastada akut legionellozis tablosu gozlenmis, tam1 DFA ve Kkiiltlir yontemi ile
dogrulanmistir.

Transplant hastalarinda, nakledilen organin fonksiyonu ve rejeksiyonu
disinda, en 6nemli sorun erken ve ge¢ donemde ortaya ¢ikan enfeksiyonlardir.
Bu hastalarda enfeksiyona olan egilimi, transplantasyona ve immunsupresyona
ait faktorler arttizmaktadi(178). Transplant hastalarinda gdzlenen Legionellozis
olgularina iligkin ¢ok sayida yaym bildirilmistir (179-182)

Lo Presti ve arkadaslari, 1997 yii Temmuz ayinda, bir karacifer
transplant hastasinin trakeal aspirat Orneginden, L parisiensis izole etmislerdir
(179).

Harrington RD ve arkadaslari, 1996 yilinda yayinladiklan bir makalede,
kemik 1iligi transplantasyon merkezinde, 1993 yilina dek alti yillik bir
petiyodda, kiiltir yontemi ile dogrulanmis 10 Lejyoner hastaligi olgusu
bildirmislerdir (180).

Singh N ve arkadaglari, 1996 yilinda yaptiklari bir prospektif caligmada,
101 karaciger transplant hastasina siklosporin yerine yeni bir immunsupresif
olan tacrolimus uygulayarak, transplantasyon sonrasi enfeksiyon etkenleri
arasinda farklilik olup olmadigini aragtirmiglar; enfeksiyon etkeni olarak CMV
ve P carinii orani azalmasina karsin, bakteriyel pnoémonilerin %27’°sinde
Legionella tiitlerini etken olarak saptamiglardir (181).

Patel R ve arkadaglarinin, 1997 yili Ocak ayinda yaymladigi bir

makalede, transplantasyon sonrasinda godzlenen enfeksiyon nedenleri; cerrahi
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faktotler, immunsupresyon ve cevresel temaslar olarak bilditilmekte, Legionella
tirleri  ile  olusan oportunistik  bakteriyel enfeksiyonlatin ~ $nemi
vurgulanmaktadir (183),

Sonug olarak; Lejyoner hastalig1, genellikle 50 yas Ustil, immunsuprese,
sigara ve alkol bagimlilig gibi predispozan faktérlerin bulunmas; halinde salgin
ile ortaya ¢ikabilen, hayat: tehdit edici ve laboratuvarlarin yetersizligi nedeni ile

siklikla tanimlanamayan bir enfeksiyondur.
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6. SONUC

L.pneumophila, baglica Lejyoner hastaligi ve Pontiac atesi olmak iizere
gesitli  klinik tablolara sebep olabilmektedir. Gerek su sistemlerindeki
kolonizasyonu, gerekse immun supresyonun onemli risk faktdrlerinden biri
olmasi, nosokomiyal olgularin insidansini arttirmaktadir.

Caligmamizda, IFA ydntemi ile hemodiyaliz hastalarinm %18,9’ unda,
kontrol grubunun ise %4,7’ sinde L. pneumophila antikoru saptanmustir.

Hemodiyaliz stitesi L pneumophila antikoru saptananlarda 40,2 ay
antikor saptanmayanlarda 29,2 ay olup, hasta ve kontrol grubu arasindaki fark
istatiksel olarak anlamli bulunmustur.

Hasta ve kontrol grubunun, yas ortamalari ile kadin-erkek cinsiyet orani
arasinda, istatistiksel agidan anlaml fark bulunmamigtur.

Caligmamizda, antikor prevalans: ve hemodiyaliz siiresi hasta grubunda
anlamli bulunmasma kargin, gerek konuyla ilgili yeterli sayida arastirma
yapilmamasi, gerekse sonuglarin celiskili olmasi (166,167), bu konuda daha

fazla ¢alismaya ihtiyag oldugunu géstermektedir.
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7. OZET

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

IFA yontemi ile, 122 hemodiyaliz hastasi ve 86 kontrol grubu serum
: oreginde L pneumophila antikor prevalansi arastirilmigtir, Hasta grubunun 23
(%18,9)’tinde, kontrol grubunun ise 4 (%4,7)’tinde pozitiflik saptanmstir. Iki
grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,003).

Hasta grubu hemodiyaliz siireleri agisindan incelenmis; L preumophila
antikoru saptanan 23 hastanm ortalama hemodiyaliz siiresi 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 yag ortalamalan karsilastirldiginda; hasta
grubunun yas ortalamas: 39,8; kontrol grubunun yag ortalamast ise 37,1 olup,
ikt grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p=0,11).

Hasta grubundaki, L preumophila antikoru pozitif (n=23) ve negatif
(n=99) olgular yas ortalamalar1 agisindan karsilagtirilmistir. Pozitif olgularin
yag ortalamast 38,5, negatif olgularin yas ortalamasi 40,1 olup, iki grup
arasindaki istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistr (p=0,61)

Kontrol grubundaki, L preumophila antikoru pozitif (n=4) ve negatif
(n=182) &mekler yas ortalamast agisindan kargilagtilmis; iki grup arasindaki
fark, istatistiksel olarak anlaml bulunmamistir (p=0,758).

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

Kontrol grubunda, L. pneumophila antikoru saptanan érneklerin cinsiyete
gore dagihmi incelenmis, kadin-erkek orami arasindaki fark istatistiksel olarak

anlamlr bulunmamistir (p=0,96).
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