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Su kaynakli ¢evresel patojen olan Legionella bakterileri insanlarda 6liimle sonuglanabilen
Lejyoner hastaligina sebep olmalart nedeniyle, halk sagligi sorunu olarak kabul
edilmektedirler. Bu c¢alismada hastane, otel, sanayi merkezlerinin su sistemlerinde
Legionella tiirlerinin dagilimi ve Legionella® nin A549 hiicrelerine sitotoksik etkilerinin
gosterilmesi amaglanmigtir. 2014, 2015, 2016 yillarinda hastane, otel, sanayi
merkezlerinin su sistemlerine ait 1357 su 6rnegi ISO 17731-2 standardina gore filtre
edilmis; besiyerine ekimi yapilmis, lateks agliitinasyon ve monoklonal antikor yontemine
dayali Direkt Floresan Antikor (DFA) yontemi ile serolojik tiplendirmeleri yapilarak
serogrup ve subgruplart belirlenmistir. 2014° de Legionella pozitif oran1 %7.2; %7.8 L.
pneumophila serogrup-1, %92.1 L. pneumophila serogrup 2-14 bulunmustur. 2015’ de
Legionella pozitif oranm1 %8.6 olup; %28.2 L. pneumophila serogrup-1, %64.1 L.
pneumophila serogrup 2-14, %7.7 Legionella species bulunmustur. 2016° da Legionella
pozitif oran1 %10.4; L. pneumophila serogrup-1 %28.6, L. pneumophila serogrup 2-14
%66.6 ve Legionella species %4.7 saptanmistir. Su sistemlerinde bulunan Legionella
bakterileri insanlara solunum yolu ile gecerek pndmoniye kadar ilerleyen Lejyoner
hastaligina neden olmaktadir. Bu nedenle AS549 alveoler epitel hiicrelere sitotoksik
etkilerinin bilinmesi 6nem kazanmaktadir. Bu ¢alismada, su sistemlerinde bulunan
Legionella pneumophila SG-1, L. pneumophila SG 2-14 ve Legionella species’ in 500
MOI ve 96-120 saat uzun siireli enfeksiyonda A549 hiicrelerine sitotoksik etkileri MTT
kolorimetrik yontemi kullanilarak belirlenmistir.Elde edilen bulgulara gore, temas ve
zaman bagimli sitotoksik etkinin degisiklik gosterdigi gozlenmistir. Legionella' nin
serolojik tiplendirilmesi, Ozellikle hastaliga neden olabilecek tiirlerin belirlenmesi
bakimindan 6nem kazanmaktadir. Calisma sonuglarinin, belli bolgedeki Legionella‘ nin
dagilimii ve A549 hiicrelerine sitotoksik etkilerini gdstermesi nedeniyle 6nemli oldugu
ve ileride yapilacak arastirmalara yardimci olacag: diistintilmektedir.
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Legionella bacteria, a water-borne environmental pathogen, are considered a public
health problem because they cause Legionnaires' disease, which result to death in humans.
The aim of this study is to determine the distribution of Legionella species in hospitals,
hotels, industrial centers water systems and the cytotoxic effects of Legionella on A549
cells. In 2014, 2015, 2016, 1357 water samples belonging to hospital, hotel, industrial
centers water systems were filtered according to ISO 17731-2 standard, plated on agar,
serological typed with latex agglutination, subgroups were determined using Direct
Fluorescent Antibody (DFA) method based on monoclonal antibody technique. In 2014,
the Legionella positivity rate was 7.2%, of which 7.8% were L. pneumophila serogroup-
1, 92.1% L. pneumophila serogroup 2-14 were found. In 2015, the Legionella positivity
rate was 8.6%, of which 28.2% were L. pneumophila serogroup-1, 64.1% L. pneumophila
serogroup 2-14 and Legionella species were found in 7.7%. In 2016, 10.4% of those who
were Legionella positive, 28.6% L. pneumophila serogroup-1, 66.6% L. pneumophila
serogroup 2-14 and Legionella species were detected in 4.7%. Legionella, found in water
systems are transmitted to humans through the respiratory tract, causing Legionnaires'
disease, which progresses to pneumonia. Therefore, it is important to know the cytotoxic
effects of Legionella on A549 alveolar epithelial cells. In this study, the cytotoxic effects
of Legionella pneumophila SG-1, L. pneumophila SG 2-14 and Legionella species on
Ab549 have been investigated long term infection of bacteria such as 500 MOI and 96-120
hours using MTT colorimetric method. Our results indicated that, cytotoxic effect is dose
and time-dependent. The serological typing of Legionella gains importance, especially in
terms of determining species that may cause disease. It is thought that the results of the
study are important because it shows the distribution of Legionella in a particular region
and their effects on A549 cells and will contribute to future research.

November 2022, 146 pages
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1. GIRIS

Legionella bakterileri insanlarda solunum sistemine yerleserek grip benzeri (Fricke vd.
2020) Pontiak atesine ve pndmoni benzeri Lejyoner hastaligina sebep olmaktadirlar. Ilk
olarak 1976 yilinda Amerika' nin Philadelphia eyaletinde Lejyoner kongresinin oldugu
otelde goriilen salgin sonucu yapilan arastirmalar, hastaligin sulardan kaynaklandigini
ortaya ¢ikarmistir. Otel sularindan izole edilen bakteriye "Legionella™ (Joshi ve Swanson
1999), sebep oldugu hastaliga da Lejyoner hastaligi (Legionnaires Disease- LD) ismi
verilmistir (Scaturro vd. 2020, Felice vd. 2019). Sulardan bulasmasi nedeniyle
Legionella, su kaynakli ¢evresel patojen olarak kabul edilmektedir (Graham vd. 2020,
Zhan vd. 2014). Protozoa ve amiplerin bulundugu 1lik, sicak, durgun sular ve biyofilm
katmanlar1 Lejyoner hastaligi bakimindan potansiyel tehlike olusturmaktadir (Buse ve
Ashbolt 2011, Tachibana vd. 2013). Legionella, su kaynaklari ve su dagitim sistemlerinde
cogalarak aerosol yolu ile insanlara bulasmaktadir (Felice vd. 2019). Ayrica insandan
insana gegebilecegi de belirtilmistir (Swart vd. 2018). Legionella nemli ortamlarda,
toprakta ve balcikta, dogal ve tatli su kaynaklarinda (Eisenreich ve Heuner 2016) serbest
halde bulundugu gibi ayrica amip ve protozoalarin parazitleri (Tao vd. 2013, Joshi ve
Swanson 1999, Abu Kwaik vd. 1998) seklinde yasamaktadirlar (Felice vd. 2019). Su
sistemlerinde bulunan biyofilm katmanlarinda (Graham vd. 2020) koloniler
olusturmaktadirlar (Felice vd. 2019). Insanlar igin en biiyiik tehlike biyofilm yapilarinda
cogalmalar1 sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Fricke vd. 2020).

Lejyoner hastalig1 diinyanin bir¢ok yerinde %15-20 6liim orani ile hayati tehdit eden bir
pnémoniye (Alli vd. 2003, Abu Kwaik 1998) sebep olmaktadir. Legionella son 50 yilda
patojenite ve viriilansi artan mikroorganizmalar arasinda yer almaktadir (Felice vd. 2019).
Sehirlerin endiistrilesmesi, havuz, spa, klima ve dus sistemlerinin daha fazla kullanilmas1
ve su kaynaklarinda kirlenme, ayrica spor merkezleri, yagh bakim ve barinma merkezleri
gibi toplu yasama alanlarinin artmasi, Lejyoner hastaliginin daha fazla goriilmesine neden

olmaktadirlar (Felice vd. 2019).

Legionella farkli konak hiicreler ve ¢evresel ortamlarda yagamasini saglayacak gelismis

bir mekanizmaya sahiptir (Oliva vd. 2018). Farkli tiir ve suslar arasinda DNA degisimi



ve yliksek rekombinasyon orani nedeniyle genetik olarak iyi donanimli olmasi yaninda,
genomundaki efektor protein gesitliliginden dolayi, farkli okaryot konaklari enfekte
ederek onlarin korunmus hiicresel yolaklarini kullanabilmektedir (Paranjape vd. 2020).
L. pneumophila pleomorfik yapida oldugu i¢in, aymi tiiriin bireyleri arasinda farkli
morfolojik Ozelliklere sahiptir, bu nedenle farkli fizyolojik ve viriilans o6zellikler
gostermektedir (Prashar vd. 2012). Bu durum bakterinin tanimlanmasi ve canlilara

etkilerinin belirlenmesinde zorluklara sebep olabilmektedir.

Legionella’ nin akciger epitel hiicrelerinde replikasyona ugradigi bilinmesine ragmen bu
hiicrelere etkileri hakkinda bilinenler olduk¢a azdir. Enfeksiyon sirasinda aktive olan
alveoler epitel hiicrelerin, ¢ok miktarda proinflamatér maddenin ag¢iga c¢ikmasini
saglayarak immiin cevabin diizenlenmesine katki sagladig: diisiiniilmektedir (Schmeck
vd. 2008). Alveoler epitelde bulunan tip 1 ve tip 2 hiicreler, alveoler yiizeyin %95’inden
fazlasini olugturmasina ragmen in vivo ortamda bakterinin intraselliiler replikasyondaki

potansiyel rolii biiyiik oranda gézden kagirilmistir (Abu Kwaik 1998).

Bu ¢alisma ile, Tiirkiye’ nin I¢ Anadolu Bélgesi’ nde yer alan cesitli sehirlerindeki
hastane, otel ve sanayi tesislerinin su sistemlerinde Legionella bakterileri tespit edilerek,
tiir ve alt tiirleri belirlenmistir. Ayrica farkli Legionella bakterileri ile A549 alveoler Tip

IT hiicreleri enfekte edilerek, alveoler epitel hiicrelere sitotoksik etkileri gosterilmistir.

Bina su sistemleri Legionella bakterisinin insanlara bulagsmasi agisindan oldukga etkili
ortamlardir. Bu nedenle oOzellikle su sistemlerinde yaygin olarak bulunan g¢evresel
Legionella tiirlerinin serolojik tiplendirmeleri yapilarak, alveoler epitel hiicrelere
sitotoksik etkilerinin belirlenmesi toplum sagligi bakimindan 6nem tasimaktadir.
Bakterinin ozelliklerini ve sitopatojenik etkilerini iyi taniyabilmek, sebep oldugu
hastaligin daha hizli tespit edilmesini saglamak agisindan ve etkili tedavinin uygulanmast

yoniinden 6nem kazanmaktadir.

Bu ¢alismada, Tiirkiye’ nin i¢ Anadolu Bélgesi’ nde bulunan farkl: illerindeki hastane,

otel, oto ve kimya sanayilerine ait su sistemlerinde bulunan Legionella bakterileri tespit



edildikten sonra tiir, serogrup ve subgruplari tanimlanmigtir. Daha sonra bu bakterilerin
A549 tip 2 alveoler epitel hiicrelerine sitotoksik etkileri MTT kolorimetrik yontemi ile

belirlenmistir.

1.1 Tarihge ve Kesif

1940' da Georgia' da goriilen ve tipik olmayan atesli salgin hastalik "Brushy Creek fever’’
olarak tanimlanmistir. 1942 yaz aylarinda, North Carolina' da tipik olmayan atesli bir
salgin hastalik olan Fort Bragg goriilmiistiir. Ayn1 hastaligin 1943 yaz mevsiminde tekrar
Fort Bragg' da goriilmesi iizerine, bilim insani Lieutenant Hugh Tatlock, 7 hasta
kanindan, zayif boyanan, gram negatif ve ¢ubuk seklinde yapilara sahip, Rickettsia
benzeri bir organizma izole etmistir. Ilerleyen galigmalar sonucunda izole edilen bu
bakteri ilk olarak CYE (Charcoal Yeast Extract) besiyerinde karakterize edilmistir.
Tatlock, bu mikroorganizmanin Fort Bragg atesine sebep oldugunu o yillarda
gosterememisti fakat ilk buluslarin1 yayimlayarak organizmanin bilinen &zelliklerini
kaydetmenin, gelecekteki gelismeler igin 6nemli olacagini ifade etmisti (Hebert vd.
1980). Boylece Legionella hakkinda ilk kesifler 1947'de baslamis ve “rickettsia benzeri
organizma" olarak tanimlanmistir. Bu bakteri tiirii, 1968'de Michigan eyaletinin Pontiak
sehrinde, saglik merkezi ¢alisanlarin1 ve hastalarim1 enfekte etmistir. Solunum
semptomlar1 hafif seyreden, pnomoni ve 6liim goriillmeyen hastalik Pontiak atesi olarak
isimlendirilmistir. Enfeksiyon etkileri az olmasina ragmen, saglik ¢alisanlar1 arasinda
%95 oraninda enfeksiyon goriilmesi patojenin aerosol ile yayildigin ortaya ¢ikarmistir

(Walker ve McDermott 2021).

1976 yaz aylarinda, Philadelphia' nin Pennsylvania sehrinde, Amerikan Lejyonerler
kongresinin yapildigi otelde, solunum yolu enfeksiyonu ile birlikte, 182 hastada goriilen
pndémoni, 29 kisinin 6lmesine neden olmustur (McDade vd. 1977, Ulleryd vd. 2012).
Salginin, otel sularindan kaynaklandigi distiniilmistiir. 1977° de CDC (Center for
Disease Control)’ den Dr. Joseph McDade’ nin ¢aligmalar1 sonucunda atipik pnomoni
nedeniyle 6 hastanin 6lmesi iizerine yapilan biyopsi ¢alismalarinda, 4' iinlin akciger
dokularindan gram negatif 6zellikte bakteri izole edilmistir (Vural 2014). Ilk olarak

Lejyonerlerde hastalifa sebep olan bu mikroorganizma, Lejyoner hastaligi bakterisi



olarak tanimlanmistir (McDade vd. 1977). Higbir taksonomik gruba uymadigindan
bakteriye yeni bir familya adi olan Legionellacea, yeni cins ad1 Legionella ve tiir ad1
pneumophila verilmistir (Vural 2014). McDade ve arkadaslarinin ¢alismalari ile Lejyoner
hastalig1 bakterisi, gine domuzlar1 ve embriyolu tavuk yumurtas1 kullanilarak izole
edilmistir (Feeley vd. 1979). Ilerleyen calismalar sonucunda, pndmoni nedeniyle ilk
olarak Lejyoner olimlerine sebep olan bakteri, Legionella pneumohila olarak
adlandirilmistir (Eisenreich ve Heuner 2016, Walker ve McDermott 2021). Legionella
pneumohila' nin ilk susu, hastaligin ilk kez Philedelphia' da ortaya ¢ikmasindan dolayi,
Philadelphia 1 olarak adlandirilmistir (Brenner vd. 1979, Winn 1988).

1.2 Morfoloji ve Mikrobiyoloji

Legionellaceae familyasi, Proteobacteria’nin y-2 subgrubunun iginde yer almaktadir
(Mekkour vd. 2013a, Vural 2014). Legionellaceae familyasi tiyeleri gram-negatif, aerob,
sporlanmayan, kapsiil olusturmayan, 0-68 °C sicakliklarda, nemli ortamlarda, 5- 8,5 pH'
da uzun siire yasayan (Tachibana vd. 2013), ¢ubuk seklinde, 0.3-0.9 um genislikte ve 2-
20 um uzunlukta, hareketli, firsat¢r ve yayilma ozelligi gosteren (Prashar vd. 2012)
bakterilerdir (Pancer 2013, Mekkour vd. 2013a). Katalaz ve oksidaz enzimlerine
sahiplerdir (Talapko vd. 2022, Mraz ve Weir 2018). Gram negatif olarak
tanimlanmalarina ragmen hiicre duvarinin yan zincirlerine 9-14 izopren birimleri
baglanmis, %80’ den fazla dallanmis hiicresel yag asitleri icermesi nedeniyle diger gram
negatif bakterilerden ayricalikli 6zellik kazanmuslardir. Bu yapi, bakterilerin gram
boyama ile zor boyanmasina neden olmaktadir (Pancer 2013, Mekkour vd. 2013a, Vural
2014).

L. pneumophila biiyiimesi sirasinda glukozu kullanamamaktadir. Amino asitler
bakterinin cevresel ortamlarda gelismesinde temel karbon ve enerji kaynaklardir.
Enerjilerini Krebs dongiisii ile katabolize edilen amino asitlerden, sekerleri ise Embden—
Meyerhof-Parnas (EMP) ve Entner-Doudoroff (ED) yolagindaki glukoneojenik
enzimlerden sentezlemektedirler (Manske ve Hilbi 2014, Vural 2014).



Legionella, proteaz enzimlere sahiptir ancak sakkarozu par¢alayamaz (sakkoroz negatif).
DNA' s1, %38 ile %52 arasinda G+C igermektedir (Talapko vd. 2022). Legionella
oakridgensis disinda kalan diger Legionella tiirleri tek polar flagella ve ¢ok sayida fimbria
yapilarina sahiplerdir. Flagellanin yapisi sicakliga bagli olarak degismektedir. Legionella
icte ve dista bulunan trilaminer membran, peptidoglikan tabaka ve bazi tiirlerde ise

polisakkarit yapida olan kapsiil icermektedirler (Vural 2014).

L. pneumophila‘ nin optimum biiyiime sicakligi 35 °C' dir. pH 6.0-8.0 olmalidir. 25-42
°C sicakliklar ¢ogalmast i¢in uygun olmaktadir (Mraz ve Weir 2018, Fields vd. 2002).
Ayrica 4-60 °C arasi sicakliklar ve pH 2.7-8.3 arasinda yasayabildigi belirlenmistir.
Sicakliklar 70 °C' ye ulastiginda, bakteri aninda 6lmektedir. L. pneumophila’ nin, 37 °C'
den az sicakliklarda hareketliligi ve konak hiicrelere temasi1 optimaldir. Su sicakliginin
artmasi, bakterinin ¢ogalmasina neden olmaktadir. Besinlerin az oldugu ortamlara
toleranslidir. Bu durum, L. pneumophila' nin yasam dongiisii sirasinda pH, sicaklik ve
konak savunmas1 gibi ¢evresel kosullara dayanikli oldugunu gostermektedir (Mraz ve

Weir 2018, Oliva vd. 2018).

1.3 Ekoloji

Legionella, dogal su kaynaklarinda, toprakta, camurda yasadigi gibi, ozellikle insan
yapimi su sistemlerinde daha fazla bulunmaktadir (Gruas vd. 2013, Chang vd. 2009,
Oliva vd. 2018, Appelt ve Heune 2017, Talapko vd. 2022). Dogada tatli sularda, gol ve
akarsularda, balgik (Eisenreich ve Heuner 2016) ve toprakta, en az 13 amip tiirii (Gao ve
Kwaik 1999a) ve protozoa parazitleri (Tao vd. 2013, Joshi ve Swanson 1999, Abu Kwaik
1998) olarak yasamaktadirlar. Ayrica ¢esme, fiskiye, dekoratif havuzlar gibi yapay
sularda bulunmaktadirlar (Wang vd. 2015). Sularda planktonik olarak serbest halde ve
biyofilm yapilarinda, genellikle tatli su protozoasi ile birlikte bulunmaktadirlar (Oliva vd.
2018), ancak bu ortamlarda ¢ogaldig1 gosterilmemistir (Talapko vd. 2022, Appelt ve
Heune 2017, Boamah vd. 2017).

Yiiksek sicaklik, inorganik ve organik su igerigi ve protozoa varligi, yasamalar1 ve

cogalmalarinda 6nemli rol oynamaktadir. L. pneumophila' nin, 30 °C ile 40 °C arasinda
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(Talapko vd. 2022), ayrica 70 °C’ ye kadar olan sicakliklarda (Yavuz 2018) yasadigi ve
0 ° C' de antarktika tatli su gollerini, 60 °C ve asir1 asidik su kaynaklarini kolonize ettigi
bulunmustur (Oliva vd. 2018). Optimal iireme sicakligi, 32 °C ve 42 °C arasinda olup, 20
°C ve 50 °C arasinda iireyebildigi, su sicakligi 20 °C {izerine ¢ikinca suda ¢ogalmaya

basladig1 belirtilmistir (Yavuz 2018).

L. pneumophila, Klebsiella pneumoniae ve Pseudomonas aeruginosa tarafindan
olusturulan biyofilmler i¢inde biliyiime yetenegindedir (Appelt ve Heune 2017). Bir¢ok
protozoa tiirii ile yasamasi, L. pneumophila' nin farkli konak hiicrelerini isgal etmesinde
ve insanlarda enfeksiyona neden olan mekanizmalar gelistirmesinde etkili olmaktadir
(Talapko vd. 2022).

L. longbeachae, toprakta daha yaygin olup, bahge ve saksi topragi ile iligkili sularda daha
fazla bulunur. L. longbeachae' nin, toprakta yasamak igin sahip oldugu enzimlerin,
bitkilerin bozulmasina sebep oldugu gosterilmistir (Mraz ve Weir 2018). Avrupa' da L.
longbeachae ve diger tiirler, yagmur suyu birikintilerinde, toprakla kirlenmis suda ayrica
Porto Riko' da yerden 30 metre yiikseklikteki yagmur ormanlarinda, tatli suda ve deniz
sularinda bulunmustur. Isvigre' de Legionella' nin depolama tesislerine riizgar ve yagmur
yoluyla getirilebilecegi One sirilmiistiir. L. longbeachae, kompost atiklarda nadiren
bulunur. Bu ¢aligmalar, kompost atiklarin patojenik Legionella tiirlerinin 6nemli bir
rezervuart ve insanlarda enfeksiyon kaynagi oldugunu gdstermekte, ancak Lejyoner
hastaligin1 kompost iiretimine baglayan énemli veriler bulunmamaktadir (Chambers vd.

2021).

1.4 Amip ve Protozoalarla Etkilesim

L. pneumophila ve amipler arasindaki iliski, bakterinin ekolojisinde ve patojenitesinde
onemli rol oynamaktadir (Richards vd. 2013). L. pneumophila' nin protozoa ile
etkilesimi, insanda hastaliga sebep olmasinda &nemli bir mekanizmadir. Protozoanin
hiicre i¢i ortami, L. pneumophila’ y1 ¢evre kosullarindan korumakta ve besin agisindan

zengin ortam saglamaktadir (Boamah vd. 2017).



Protozoonlarin, biyofilm yapisinda bulunan bakterilerle beslenmeleri, L. pneumophila’
nin ¢ogalmak icin yararlandigr 6nemli bir 6zelliktir (Abdel-Nour vd. 2013). Diisiik
sicaklik, yetersiz besin gibi olumsuz sartlarda L. pneumophila, protozoanin trofozoit
formunu enfekte etmektedir. Bu form, bakterinin hiicre i¢i replikasyonunu kolaylastiran
kist formuna farklilasmaktadir (Richards vd. 2013, Boamah vd. 2017). Kistler,
bakterilerin tasima vezikiillerinde paketlenerek kesecikler halinde atilmasini
saglamaktadirlar. Enfeksiyoz etkili bu vezikiiller donmaya, sonikasyona ve biyositlere
direngli oldugu i¢in, vezikiil iginde atilan L. pneumophila, 6 ay sonra tekrar canliligini
kazanabilmekte, ayrica daha kisa yapida, hareketli olup, konak hiicrelerini enfekte etme
kabiliyeti artmaktadir (Richards vd. 2013). Boylece amipler Legionella' nin kimyasal ve
fiziksel etkilere diren¢ gostererek yasamini siirdiirmesi ve patojenitesinin artmasinda

etkili olmaktadirlar (Boamah vd. 2017, Nisar vd. 2020).

Protozoa ile evrim bakterinin genomunu etkilemektedir ¢iinkii L. pneumophila
protozoadan, okaryotik proteinler kodlayan genler kazanmasi, farkli konak hiicrelerde
kolonize olmasinda etkili strateji saglamaktadir. Legionella, konak hiicrenin sinyal
yollarini ve temel hiicresel siireglerini etkileyen yiizlerce efektor proteinini konak hiicreye
salgilayarak konak hiicrenin transkripsiyon ve translasyon siire¢lerini degistirebildigi
gibi, epigenetik mekanizmalarint da kullanabilmektedir. Hiicreye alindiktan sonra
bakteriler, konak hiicrenin bozulmasini saglayan endozomal-lizozomal yolu yeniden
programlamaktadirlar (Talapko vd. 2022, Oliva vd. 2018).

Endositik tagimadaki degisim pmi, mil, dot ve icm gen bdlgeleri tarafindan kodlanan
proteinlerle saglanmaktadir. Bakterinin intraselliller enfeksiyonu sirasinda gen
ekspresyonunda ciddi degisimler goriilmektedir. Bu degisimler bakterinin intraselliiler
ortama uyum saglamasinda ve replikasyonun sonlanmasi sonucu konak hiicrenin

6liimiinde temel rol oynamaktadir (Gao ve Kwaik 1999a).

Dogal gevrenin etkileri sonucu, Legionella tarafindan gelistirilen molekiiler taklit
yetenegi, bakterinin viriilansinda 6nemli olmaktadir (Talapko vd. 2022, Oliva vd. 2018).

Legionella ve konak hiicre arasindaki yatay gen transferi nedeniyle, protozoadan memeli



makrofajlarina gecen Legionella, daha bulasict 6zellik gostermektedir (Mraz ve Weir
2018).

Varyasyonlara uyum gostermesini saglayan genis bir gen havuzuna sahip olmasi, viriilans
Ozellikteki gen bilesimini stirekli gelistirme ve degistirme yetenegi, Legionella' nin ¢ok
farkli konak hiicrelerde yasamasini saglamaktadir (Boamah vd. 2017). L. pneumophila’
nin en az 20 tiir amip, iki tiir siliyer protozoa ve bir tiir siimiik i¢inde parazit olarak
yasadig1 bilinmektedir (Lau ve Ashbolt 2009). Acanthamoeba castellanii, Acanthamoeba
polyphaga, Hartmannella vermiformis, Dictyostelium discoideum, ve Naegleria spp. gibi
serbest yasayan amipler, Legionella i¢in dogal konaklar (Simon ve Hilbi 2015, Appelt ve
Heune 2017) olup ayrica Vermamoeba vermiformis, bakteriyi 1s1 ve dezenfektanlarin

etkilerinden koruyarak, enfeksiyonda etkili olmasina yol agmaktadir (Talapko vd. 2022).

L. pneumophila hem farkli konak hiicrelerde hem de hiicre disi ¢evrede replikasyon
yapmast ve hayatta kalmasini saglayan gelismis bir mekanizmaya sahiptir (Oliva vd.
2018). Hartmanella vermiformis’e L. pneumophila' nin tutunma ve saldirmasi protozoa
yiizeyindeki lektin reseptorlerinin defosforilasyonu ile olmaktadir (Gao vd. 1997).
Besinler protozoada kit hale geldiginde, L. pneumophila gegirgen form olan transmisive
forma, daha sonra kamgili spor benzeri, strese direngli ve metabolik olarak neredeyse
uykuda olan olgun enfeksiy6z forma (Mature Infection Form-MIF) farklilasmaktadir
(Eisenreich ve Heuner 2016). Ortamdaki besin maddeleri tiikkendiginde MIF yapisi,
L. pneumophila' nin yagsamasina katkida bulunmaktadir. Ayrica hastaliklara neden olan
bu yapi, yeni konak hiicrede ikinci bir dongiiyli baglatmak i¢in gerekmektedir (Richards
vd. 2013, Oliva vd. 2018). MIF' ler uzun siire yasayabilme 6zelligine sahiplerdir, ayrica
amipler tarafindan alindiginda tekrar canlanabilen VBNC (viable but not culturable)

yapisina doniisebilmektedirler (Eisenreich ve Heuner 2016).

L. pneumophila sularda 14 aya kadar yasama yetenegindedir. Ilk birka¢ ay sonra
canliliginda azalma olmasina ragmen uzun dénemde, amipler i¢in enfeksiyoz o6zellikte
olan VBNC formunda yasayabilirler. Bakterinin amipler ve memeli hiicrelerinde hiicre
ici bllyiimesi enfeksiyon yetenegini arttirmaktadir. Enfekte 6zelligindeki bu artis bakteri

morfolojisi, hiicre duvari yapisi, makrofajlara girisi gibi 6zelliklerden etkilenmektedir.



L. pneumophila’ nin amiplerde biiyiimesi pnomoni ile sonuglanmaktadir. Fare
akcigerlerinde bakterinin artan replikasyonu enfeksiyona sebep olmustur. L. pneumophila
oldukca gelismis bir programa sahiptir. Legionella‘ nin enfeksiyona sebep olmasi,
replikatif fazdan hizli bir sekilde enfeksiyoz 6zellige sahip transmisive forma gegmesi ile

gerceklesmektedir (Garduiio vd. 2002)

1.5 Yasam Dongiisii

L. pneumophila’ nin yasam dongiisii; replikasyon fazi ve post eksponansiyel faz olarak 2
adimda gergeklesmektedir. L. pneumophila’ nin enerji seviyelerini sinirlamak igin
kullandig1 ve Legionella iceren vakuol (Legionella containing vacuole) olarak bilinen
vakuolde (LCV) meydana gelen yasam dongiisii, yiiksek seviyede bircok faktor
tarafindan diizenlenmekte, ayrica fenotipik olarak Onemli degisiklikler ortaya
cikmaktadir.  Replikatif ve transmisiv faz arasindaki gecis, besin sinirlamasi ile
gerceklesen koordineli bir siiregtir. Replikativ fazda L. pneumophila, Dot/Icm salgilama
sistemi (T4SS) yoluyla salgilanan efektor proteinleri ile konak hiicre fonksiyonlarini
degisime ugratmakta ve LCV iginde aktif olarak ¢ogalmaktadir. Replikasyon fazinda,
besin yoniinden zengin konak hiicrelerde, kosullar cogalmaya uygun oldugu i¢in, viriilans
ve bulagsma ile ilgili genlerin ekspresyonu yapilmamakta ve bakteri iissel sayida
replikasyona ugramaktadir. Ince gubuk seklinde ve hareketsizdir, piiriizlii hiicre duvarina
sahiptir. Metabolizmas1 aktif oldugundan amino asitlerin parcalanmasi, sekerin
asimilasyonu, hiicre boliinmesi gerceklesirken, sitotoksisite ve lizozomdan ka¢gma
ozellikleri gerekli olmamaktadir (Oliva 2018, Chauhan ve Shames 2021, Molofsky ve
Swanson 2004, Mou ve Leung 2018).

L. pneumophila konak hiicrede besinlerin azalmasi ve hiicre 6liimii tizerine hiicre digina
cikmaya hazir hale geldiginde, transmisiv faz olarak bilinen post-eksponansiyel faza
gecmektedir (Mou ve Leung 2018). Bu fom, kisa ve kiint uclu c¢ubuklar seklinde,
hareketli, piirlizsiiz ve kalin hiicre duvari, enerji bakimindan zengin polimerlerden

olusmaktadir (Chauhan ve Shames 2021, Molofsky ve Swanson 2004).



Cogalmanin durdugu transmisiv fazda bakteriler, virulansi saglayan efektor, flagella, Tip
IV pilus genlerinin ekspresyonu sonucu bulasic1 6zellik kazanmaktadirlar. Ayrica
bakterinin lizozomdan kagmasi ve konak hiicreden ¢ikarak planktonik formda yasamasini
saglayan diizenleyici proteinler sentezlenmektedir (Oliva vd. 2018, Chauhan ve Shames
2021).

L. pneumophila, konak hiicreden ¢iktiginda gézenek olusumu ve nekrotik hiicre 6liimiine
neden olmaktadir. Dot/Icm proteini IemT, konak hiicrelerin gézenek olusumu sonucu
parg¢alanmasina, LepA ve LepB efektorleri ise amiplerden litik olmayan ekzositoz yoluyla
cikisina katkida bulunmaktadirlar. Bilinen intraselliiler replikasyon stratejisinin tersine
hiicre 6liimii, L. pneumophila igeren konak hiicrenin, hiicresel mekanizmasi tarafindan

baslatilmaktadir (Chauhan ve Shames 2021, Mou ve Leung 2018).

L. pneumophila® nin hiicrelerde 6liime neden olmasi 2 sekilde gergeklesmektedir. Biri,
enfeksiyonun erken evrelerinde kaspaz-3 aracili apoptozu baslatmasi digeri ise, hiicrede
intraselliiler replikasyonunun sonlanmasi iizerine konak hiicrede por olusumuna yol
acarak konak hiicrenin parcalanmasini tetiklemesi seklinde meydana gelmektedir (Zink

vd. 2002, Gao vd.1998).

L. pneumophila’ nin fazlar arasindaki gegisi transkriptomik degisikliklerle saglanmakta
ve genlerinin yaklasik yarisinin ekspresyonu, replikatif fazdan transmisiv faza gegiste
yapilmaktadir. Yasam dongiisli, gen ifadesini kontrol eden diizenleyici proteinler

tarafindan denetlenmektedir (Richards vd. 2013, Oliva vd. 2018).

L. pneumophila’ nin sitolitik ve hemolitik 6zellikte olan legiolizin, RtxA, metalloproteaz
(MspA), fosfolipaz enzimleri, konak hiicreyi parcalamaktadir (Eisenreich ve Heuner
2016). Bakterinin yeni bir hiicrede replikatif faza donmesi ile yasam dongiisii devam

etmektedir (Oliva vd. 2018).
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1.6 Bulasma Alanlar

25-55 °C sicaklarin oldugu akuatik ortamlar, spa banyolar1 ve klimalar, binalarda az
dezenfekte edilen ve biyofilm katmanlart olusturan su sistemleri Legionella' nin
yasamasina uygun ortamlar saglar ve Legionella etkili salginlarin ortaya ¢ikmasina sebep
olmaktadirlar (Buse ve Ashbolt 2011, Eisenreich ve Heuner 2016). Legionella’ nin en
fazla goriildiigli ortamlar hastane ve otel su sistemleri, dis merkezleri, diyaliz ve solunum
cihazlar1 gibi medikal ekipmanlarin kullanildig: initeler, klimalar, dekoratif havuzlar

hastaligin yayilmasi i¢in riskli ortamlardir (Sikora vd. 2015).

Legionella’ nin bulagsmasinda musluklar gibi icilebilir sular, ayrica duslar, kaplicalar,
sogutma kuleleri ve kondansatorler gibi icilemez su kaynaklari etkili olmaktadir. L.
pneumophila, klima sistemlerinde, sogutma kulelerinde, c¢esmelerde, kaplicalarda,
fiskiyelerde, buz makinelerinde, bitki piskiirtiiciilerinde, dis cihazlarinda ve dus
basliklarinda yasamaya adapte olmustur. Bu ortamlarda bulunan kirlenmis aerosollerin
solunmasi ozellikle bagisiklik sistemi baskilanmis, kisilerde ayrica yasli ve duyarli
insanlarda ciddi zatiirre ile sonuglanabilen Lejyoner hastaligina sebep olmaktadir (Oliva

vd. 2018, Talapko vd. 2022).

1.7 Biyofilm

L. pneumophila su sistemlerinde, Klebsiella pneumoniae ve Pseudomonas aeruginosa,
Flavobacterium breve ve siyanobakteri gibi (Abdel-Nour vd. 2013) farkli bakterilerin
ekzopolisakkaritlerinden olusan biyofilm yapisinda kolonize olarak hayatta
kalmaktadirlar. Bu mikrobiyal yapida bulunan amino asit ve organik karbon kaynaklarini
kullanarak besin elde etmektedirler. Biyofilm olusumu sicaklik ve yiizey materyali
tarafindan diizenlenmektedir. Biyofilmler, su kanallar1 iceren mantar benzeri yapilara

dontigiirler (Abu Khweek ve Amer 2010, Appelt ve Heune 2017).

Biyofilmler ayrica bakterilerin dis etkenlere kars1 direncini arttiran koruyucu

mekanizmalardir. Legionella fiziksel ve kimyasal etkenlere karsi biyofilmler ile direng
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gostermekte, boylece yiiksek viriilans 6zelligi kazanarak hayatta kalmaktadir (Talapko
vd. 2022, Swart vd. 2018).

Biyofilm kolonizasyonu i¢in gerekli etkenlerden biri sicakliktir. Biyofilm olusumu i¢in
ayrica demir gerekli olmakla birlikte yiiksek konsantrasyonda demir bulunmasi, biyofilm
olusumunu engelleyebilmektedir (Abdel-Nour vd. 2013). Demir, bakterinin hayatta
kalmas1 ve geligsmesi, ayrica protozoada hiicre i¢i replikasyonu igin gerekmektedir

(Abdel-Nour vd. 2013, Mraz ve Weir 2018).

Su sistemlerinde biyofilm olusumunda suyun durgunlugu ve akis hizi da 6nemli rol
oynamaktadir. Bu nedenle durgun sular L. pneumophila kolonizasyonunu
kolaylagtirmaktadir. Suyun akis hizinin artmasi, L. pneumophila'’ nmn yiizeye
baglanmasini Onleyerek bakteriyi azaltmasina ragmen, yine de tiirbiilansli sularda
biyofilmler, L. pneumophila popiilasyonunu korumaya yardimci olmaktadir. Biyofilm
olusumunda 6nemli diger etken Legionella kollajen benzeri (Lcl-Legionella collagen
like) proteindir. Lcl, abiyotik substratlara baglanmay: saglayarak biyofilm tiretimini
kolaylastirmaktadir. Biyofilm olusumunda etkili diger faktor Tat salgilama sistemidir
(Abdel-Nour vd. 2013, Talapko vd. 2022). Biyofilm olusumunda ayrica Legionella mip
protein ekspresyonunun da etkili oldugu bilinmektedir (Talapko vd. 2022).

1.8 Viriilans Etkenler ve Patojenez

L. pneumophila' nin viriilans etkenlerinin, genomunda bulunan bir¢ok faktor tarafindan
kodlandig1 belirlenmistir. L. pneumophila' nin en 6nemli virulans mekanizmasi, 300" den
fazla efektor proteinin, Dot/lcm Tip IV salgi sistemi tarafindan konak hiicreye

gonderilmesine dayanmaktadir (Zayed vd. 2021).

Yapilan bircok calisma L. pneumophila’ nin enfeksiyon dongiisiinii etkileyen cesitli
viriilans faktorlere sahip oldugunu gostermektedir. Legionella enfeksiyonu ve
patojenezinde etkili olan konak hiicrelere tutunma, hiicre iginde yasama, replikasyon ve

hiicreden hiicreye yayilma gibi birgok siirecin viriilans faktorlerle baglantili oldugu
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bilinmektedir. Bu faktorler patojen bakterinin genomunda DNA' nin PAls (Pathogenicity
Island Locus) olarak bilinen ayri bir bolgesinde kodlanirken, ayn1 veya benzer bir tiiriin
patojen olmayan susunda bulunmamaktadir. PAIs' ler ve viriilans genlerle kodlanan
viriilans faktorlerin, Legionella patojenezi ile baglantili olduklar1 belirtilmektedir (Zhan
vd. 2015).

Legionella enfeksiyonunun patojenezi olduk¢a komplekstir. Legionella solunumla
viicuda girdikten sonra ya fagositik Ozellige sahip makrofajlar tarafindan fagositoza
ugramakta ya da fagositik olmayan alveoler epitel hiicrelere saldirarak hiicrelere
tutunmaktadir. Hiicre igine giren bakterilerin ¢ogalmasi ve bakteri tarafindan salgilanan
zinc metalloproteaz, fosfolipaz C, legiolizin, sitolitik toksin gibi faktorlerin etkisiyle,
hiicresel cevabin sonucu olarak akciger fonksiyonunda yapisal degisimler gdzlenmekte
ve hastalik ortaya ¢ikmaktadir. Epitel hiicre yiizeyinin bilesimi, enfeksiyonun
gerceklesmesinde ilk adimdir. Konak-patojen etkilesimleri genellikle mikrobiyal
yiizeyde bulunan lektinlerin, 6karyot hiicre yiizeyinde glikolipid ve glikoproteinlerde yer
alan oligosakkarit zincirlerine baglanmasi ile ger¢eklesmektedir. Bu nedenle bakterinin
hiicreye tutunmasi enfeksiyon olusmasinda dnemli rol oynamaktadir (Thomas ve Brooks
2004).

1.9 Flagella ve Pili

Birgok viriilans etkili bakteri konagini enfekte ederken, flagella yapisini kullanmaktadir.
Flagella, bakterinin uygun ortamlara dogru hareketini saglamakla birlikte adezyon,
invazyon ve toksin dagilimi, lizozomdan kagma, pigment iiretimi, yiizey
modifikasyonlar1 ve sitotoksisite olaylarini1 diizenleyerek cesitli viriilans etkilerinin
olusmasina katkida bulunmakta boylece bakteriyel enfeksiyonun artmasinda ve bakteri

patojenitesinde anahtar element olarak gorev almaktadir (Molofsky vd. 2005).

Hiicre ylizeyi reseptorlerine yapisma, bakterinin flagella, pili, lipopolisakkaritler ve dis
membran proteinleri ile saglanmaktadir. L. pneumophila, bazal membran tarafindan, dig
ve i¢ zarin (OM, IM), ayrica peptidoglikan tabakanin i¢ine sabitlenmis flagellum yapisina

sahiptir. Flagella, virulans 6zelligin bir gostergesi olup, Legionella’ nin konak hiicrelerle
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temasini saglamaktadir (Talapko vd. 2022). Flagella intraselliiler ¢cogalma igin gerekli
olmamasina ragmen, bakterinin konak hiicreye adezyon ve invazyonunu saglamaktadir.
Boylece bakterinin enfeksiyon etkisini arttirmakta, ayrica biyofilm olusumunda 6nemli
rol oynamaktadir (Shevchuk vd. 2011, Talapko vd. 2022).

Su ortamlarinda yasayan L. pneumophila flagella yapisina sahip iken, 6zellikle toprakta
bulunan L. longbeachae‘ de ise flagella bulunmamaktadir (Appelt ve Heune 2017).
Amipler i¢in, transmisiv fazda ve hareketli olan Legionella, replikatif fazda ve hareketli
olmayan Legionella' dan daha bulasici 6zelliktedir. FliA, L. pneumophila’ nin kosullar
uygun olmadiginda biyofilm olusturma yetenegini saglamaktadir (Appelt ve Heune

2017).

Bakterilerin replikatif fazdan transmisiv faza gecisi flagella ile diizenlenmektedir.
Flagella diizenleyicileri ayrica konak hiicrede bakterinin lizozomdan kagmasini ve

sitotoksisite gibi onemli viriilans 6zelliklerini kontrol etmektedirler (Shevchuk vd. 2011,

Talapko vd. 2022).

L. pneumophila yiizeyindeki pililer uzun (0.8-1.5 um) ve kisa (0.1-0.6 um) olarak 2
gruba ayrilmaktadir. Pili proteinleri L. pneumophila biyofilmlerinin olusumunu
kolaylasgtirmaktadirlar. PilE proteini, Tip IV pili' nin uzun formunun bilesenidir. L.
pneumophila’ nin konak hiicrelere tutunma ve baglanmasinda rol oynamaktadir. Prepilin
peptidaz (PilD) proteini, hiicre i¢i proliferasyondan ve Tip II salgi sisteminin
aktivitesinden sorumludur. (Shevchuk vd. 2011, Talapko vd. 2022). Protozoa ve memeli
hiicrelerine baglanmada ise Tip IV pili rol oynamaktadir (Mraz ve Weir 2018).

Flagella, LPS, pilE, adezinler, rtxA, MOMP gibi yapilar ile bakterinin konak hiicre
yiizeyine baglanmasi ger¢eklesmektedir. Bakterinin Pil yapisindaki mutasyon, alveoler
epitel hiicrelere tutunmasini %50 azaltmaktadir. Hiicrelere L. pneumophila baglanmasi
muhtemelen birgok faktor tarafindan saglanmakta ve konak hiicre yiizeyi ile ¢oklu

adezinlerin etkilesimini gerektirmektedir (Thomas ve Brooks 2004).
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1.10 Hiicre Zarn

Bakteri hiicre zarlari, bakteriyi ¢evresel tehlikelerden koruma, besinlerin hiicre igine
secici sekilde gecmesi, atik {iriinlerin ve salgi sistemi substratlarinin hiicre disina
salgilanmas1 gibi temel islevleri yerine getirmektedir. Legionella pneumophila' nin
hastaliga neden olma yetenegi hiicre zarmin bilesenlerine ve Ozelliklerine baglidir.
Legionella pneumophila’ nin dahil oldugu gram negatif bakterilerin sitoplazmasi, 3
katmanli zar yapist ile ¢evrelenmistir (Shevchuk vd. 2011). Legionella pneumophila' nin
hiicre zarinda; fosfolipidler (PL), lipopolisakkaritler (LPS) ve lipoproteinler olmak iizere

lipid igeren 3 g¢esit molekiil bulunmaktadir (Kowalczyk vd. 2021).

1.10.1 i¢ zar

Periferik proteinler ve lipoproteinler igeren iki fosfolipid tabakasindan meydana
gelmektedir. Icteki katman, plazma zar olarak adlandirilan i¢ zardir. Demir alimi, L.
pneumophila biiytimesinde ¢ok 6nemli bir siiregtir. Fe (II) alimi, demir tasiyict FeoB
tarafindan gergeklestirilmektedir. Cift lipid tabakasi demir aliminin diizenlenmesini
saglar ve salgi sistemlerinin baslangi¢ noktasidir. Solunum zinciri, detoksifikasyon,
protein sekresyonu gibi hiicresel siireclere aracilik ederek viriilans fonksiyonlarini

etkilemektedir (Shevchuk vd. 2011).

1.10.2 Periplazma

Dis ve i¢ membran arasinda bulunan periplazmik bosluk, giiclii ve ¢apraz baglanmis
peptidoglikan yapisindan olusan jel benzeri ince bir tabakadir. Coziiniir proteinleri ve
cevredeki zararli maddeleri pargalayan detoksifiye enzimleri icermektedir. I¢ zar1 gegen
proteaz, niikleaz ve salg1 maddeleri periplazmik bosluktan ge¢mektedirler (Shevchuk vd.
2011). Periplazmada metalloproteaz, fosfataz, izomeraz gibi enzimler, Dot/lcm
bilesenleri, konak hiicrelere girisi saglayan ve viriilans1 etkileyenproteinler
bulunmaktadir. Peptidoglikan yapisinda muramik asit, glukozamin, glutamik asit, alanin

ve mezodiaminopimelik asit bulunmaktadir. Peptidoglikan, lizozime direnglidir, zor
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sartlarda bakterinin hayatta kalmasin1 saglamaktadir. Periplazma, bakteriye giren zararl
maddeleri pargalayan bakir-¢inko-siiperoksit dismutaz (Cu—Zn—SOD) gibi bir¢ok enzimi
igcermektedir. Cu-Zn-SOD, Legionella' nin konak hiicre disinda oldugu zamanlarda,
oksidatif strese karsi uzun siire hayatta kalmasma yardimci olabilir. Periplazmada
bulunan ve Dot/lcm bileseni olan IcmX, makrofaj zarinda Legionella igeren vakuol

(LCV) ve gozenek olugmasinda rol oynamaktadir (Shevchuk vd. 2011).

1.10.3 Dis zar (Outer Membran-OM)

Dis zar (OM), fosfolipidler, lipoproteinler, lipopolisakkaritler (LPS) ve proteinlerden
olusan lipid tabakasi olup, gram negatif bakterilerin ayirt edici yapilaridirlar.
Fosfolipidler ve lipoproteinler, dis zar1 peptidoglikana baglayan dis zarin i¢ kisminda
bulunmaktadir (Kowalczyk vd. 2021). Dis zar, olgun LPS molekiillerinin ve digar1 atilan
OMV (Outer Membran Vesiculles)’ lerin oldugu yerde bulunmaktadir (Zhan vd. 2015).
Bu vezikiiller bakterinin dkaryotik hiicrelerle temasina aracilik etmekte, ayrica toksinler
ve viriilans faktorlerin hiicre yiizeylerine yapismasini saglamaktadirlar. OMV" ler lipolitik
ve proteolitik aktivitelere sahip cok sayida viriilans protein igermekte, viriilans faktorlerin
uzakta bulunan konak hiicre ve dokulara tasinmasina aracilik etmektedirler (Shevchuk
vd. 2011, Jung vd. 2016).

OMV' ler ayrica biyofilm olusumu ve ¢ekirdek algilama fonksiyonlarinin
modiilasyonlarinda etkilidirler. Hiicrelerin bagisiklik tepkisi, sitokin profilleri,
iltihaplanma, bakteriyel OMV' lerle temas sonucu degisiklige ugramaktadir. Bir¢cok
protein, Tip II, III veya IV salgilama sistemlerinden baska, OMV"' ler ile tasinmaktadir.
OMV' lerin insan alveolar epitel hiicrelerinin sitoplazmik membrani ile iligkisi
bulunmaktadir. OM’ lerden dis zar vezikiillerinin atilmasi1 sonucu, alveolar epitel
hiicrelerinden interlokin-6, -7, -8, -13 ile a G-CSF, IFN-y ve MCP-1 gibi spesifik
sitokinlerin salinmasiyla, konak organizmada hiicresel tepki ortaya g¢ikabilmektedir.
Ozellikle IL-7 ve IL-8, sadece OMV" lerle uyarilma sonucu salgilanmaktadir. OMV” leri
kaplayan lateks boncuklar, Legionella igeren vakuollerin (LCV), lizozomlarla fiizyonunu

inhibe etmekte boylece bakterilerin Sliimiine engel olmaktadirlar. Bu 6zellik, Legionella
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enfeksiyonlarina OMV' lerin aracilik ettigini gostermektedir (Shevchuk vd. 2011, Jung
vd. 2016).

Temel dis membran proteini olan MOMP (Major Outer Membrane Protein) ise, L.
pneumophila‘ nin konak hiicrelere tutunmasini, 1s1 soku proteini (Heat shock protein) olan

Hsp60 ise, HeLa hiicrelerine tutunmasini ve hiicreye girmesini saglamaktadir (Zhan vd.
2015).

1.11 Lipopolisakkaritler (LPS)

Dis membranin dis kisminda bulunan lipopolisakkaritler, Legionella’ nin temel
antijenleridirler (Zhan vd. 2015). L. pneumophila LPS’ leri benzersiz ve 6zgiin yapilardir.
LPS, konak hiicrenin immiin sistemi ile etkilesim saglamada énemli rol oynamaktadirlar.
LPS molekiilii, az toksik potansiyele sahip endotoksin ile birlestirilmis O-spesifik zincir,
¢ekirdek ve lipid A olmak iizere 3 bilesenden olusmaktadir. LPS birgok genisletilmis,
dallanmis yag asidi ve O- ve N-asetil grubu igermektedir (Kowalczyk vd. 2021).

Olduk¢a hidrofobik yapidadirlar. O zincir ve kor (core), polisakkarit bolgesini
olustururken, lipid A dis membrandaki LPS’ lerin kokeni olan molekiil olup,
membrandaki LPS’ lerin sabitlenmesini saglamaktadir. O-antigen sistemine gore, L.
pneumophila, 15 serogruba ayrilmaktadir. Her bir serogrup, monoklonal subgrup olarak
adlandirilmaktadir. Ornegin, serogroup 1° in, 10 subgrubu bulunmaktadir (Talapko vd.
2022, Shevchuk vd. 2011). Konak hiicrenin enfeksiyonunda etkili olan proteinlere ek
olarak, lipidler de konak hiicrelerle etkilesim saglamada 6nemli rol oynamaktadirlar
(Kowalczyk vd. 2021).

L. pneumophila SG-1 LPS’ leri, Legionaminic asit baglantili olan O-sakkarit zincir
igcermektedir. Bu asitin yapisinda, bakteri yiizeyinin hidrofobik olmasini saglayan serbest
hidroksil gruplar eksiktir. Boylece Legionaminic asit, Legionella’ nin hidrofobik yiizey
kazanmasin1 saglayarak hedef hiicrenin membranina tutunmasma yardim etmektedir

(Thomas ve Brooks 2004).
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1.12 Mip Proteini

Mip (Macrophage infectivity potentiator) proteini, membran bagimli homodimerik
protein olup, bakteri yilizeyinde bulunmaktadir. Ayrica intraselliiler enfeksiyonun erken
evrelerinde makrofajlar, alveoler epitel hiicreler ve protozoa gibi konak hiicrelerde
replikasyon yapmasi ve yasamasi i¢in rol oynamaktadir (Talapko vd. 2022, Shevchuk vd.
2011).

L. pneumophila‘ nin hem memeli hem de protozoa hiicrelerini etkili sekilde enfekte
etmesi, Mip proteini ile olmaktadir. Bu protein mip geni tarafindan kodlanmig olup, 35
Legionella tiiriinde Mip sekansi %82 ile %99 amino asit seviyesinde korunmustur. Mip,
FK506 baglayici enzim ailesine aittir ve C-terminal domaini, peptidyl-prolyl cis/trans

izomeraz (PPlase) aktivitesi saglamaktadir (Fields vd. 2002).

L. pneumophila® nin yiizeyinde bulunan mip proteini bakterinin enfekte etkisini
saglamaktadir. L. pneumophila’ nin yiiksek organizmalarda tam viriilansa sahip olmasi
icin hem Mip proteini hem de PPlase aktivitesinin gerekli oldugu gosterilmistir.
Mip proteini, insan makrofajlar1 ve protozoayi istila etme ve konak hiicrelere yerlesme
icin 6nemlidir, ancak hiicre igi replikasyon igin gerekli degildir. Mip proteini, insan
monositik hiicresinin istilasindan hemen sonra baskilanir, 24 saat hiicre i¢i replikasyonun
ardindan aktivitesini yeniden kazanmaktadir. Mip aktivitesinin yeniden kazanilmasi,
bakterilerin replikasyondan sonra tekrar enfekte olmasina izin vermektedir. Bu nedenle

mip geni 6nemli bir viriilans gostergesidir (Mraz ve Weir 2018).

1.13 Sekresyon Sistemleri

L. pneumophila enfeksiyonunda proteinlerin temel rol oynamasi nedeniyle, salgi
sistemleri 6zellikle incelenmistir. L. pneumophila’ da i¢ zar boyunca tasima igin, Sec ve
Tat salgilama sistemlerinin her ikisi bulunmaktadir. Dis zar boyunca tagima igin, Tip 1l
PilD' ye bagimli Lsp, Tip IVB Dot/lcm salgt yolu ve Tip IVA Lvh sistemi ile L.
pneumophila Paris susunda tanimlanan Tip | ve Tip V salgilama sistemleri oldukga

onemlidir (De Buck vd. 2007). Legionella tiirleri gesitli pigmentler, toksinler ve proteaz,
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lipaz, fosfataz, fosfolipaz, siiperoksit dismutaz (SOD) gibi enzimleri salgilamaktadirlar.
Ayrica, okaryot benzeri alanlar igceren efektor protein salgilarlar. Birgok efektor protein
konak hiicreye salgilanarak Legionella' nin hiicre i¢i replikasyonunu kolaylastirmaktadir.

Bu salgi sistemleri L. pneumophila’ da temel viriilans faktorleridir (Talapko vd. 2022).

L. pneumophila’ nin hiicre i¢i yasam dongiisiiniin en 6nemli 6zelliklerinden biri, ER
(Endoplazmik Retikulum) ile Golgi kompleksi arasinda vezikiil tasima yetenegine sahip
olmasidir. ER' den vezikiillerin ayrilmasi, LCV plazma zarmin ER 6zelliklerine sahip
membranlara doniistiiriilmesini  kolaylastirmaktadir. Bu vezikiiller ayrica bakteri
replikasyonu sirasinda LCV' nin genislemesini desteklemek i¢in membran malzemeleri
saglamaktadirlar (Xu ve Lou 2013). Patojen-konak etkilesimi olusturmak i¢in, viriilans
proteinlerinin bakteri ylizeyine, hiicre disi ortama veya dogrudan konak hiicreye
tasinmasi gerekmektedir. Bu durum, gram negatif bakterilerde zor olmaktadir, ¢linkii

salgilanan proteinler i¢ ve dis zar1 gegmelidir (De Buck vd. 2007, Talapko vd. 2022).

Tip | salgi sistemi Lss, proteinleri her iki zar boyunca tasiyabilen, membran fiizyon
proteini ve dis zar proteinlerini iceren ABC (ATP baglayan yapi) tasiyict proteinden
olusmaktadir. ABC transporter ve membran fiizyon proteini iceren Lss gen kiimesi
(LssXYZABD), biitiin L. pneumophila suslarinda bulunmaktadir (De Buck vd. 2007,
Talapko vd. 2022).

Tip 1l salgi sistemi (T2SS), Lsp olarak adlandirilmaktadir. L. pneumophila® nin diisiik
sicakliklarda yasamasi ve virulans etki gostermesi i¢in gerekmektedir. Tip II salgi
sistemi 12 komponent (C, D, E, F, G, H, I, J, K, L, M ve O) iceren (Talapko vd. 2022) 4
alt kompleksten meydana gelmektedir. 1. subkompleks Secretin olup, T2S D
oligomerlerinden olusur ve dis membran boyunca substrat translokasyonunu
saglamaktadir. T2S D oligomerleri ikinci subkompleksin i¢ membrandaki heterooligomer
ile iliskilidir, ayrica periplasmik kanal olustururlar. 3. subkompleks, periplazmik
pseudopilus olup T2S G, H, 1, J ve K komponentlerinden olusurlar, dis membran boyunca
substratlarin ileri taginmasi i¢in piston gorevi yaparlar. 4. subkompleks, T2S E proteinin
hekzameri olan bir ATPaz’ dir (Chauhan ve Shames 2021).
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Legionella, Dot/Icm’ ye ek olarak, efektor proteinlerini hiicre digina yiizeye gondermek
icin Tip II salg: sistemini kullanmaktadir. Bu sistem tarafindan salgilanan yaklagik 27
proteinin varligi tammmlanmstir (Isaac ve Isberg 2014). Tip Il salgi sistemi, i¢ zar boyunca
tasinmanin iki asamal1 gergeklestigi bir siirectir. Ik 6nce Sec ve Tat sistemleri, daha sonra
sinyal peptidinin tiiriine gore protein substratlari, Tip II salgt sistemine girmektedir (De
Buck vd. 2007).

T2SS, ¢esitli viriilans faktorler, toksinler, lipazlar, proteazlar, chitinazlar ve yeni olusan
proteinleri bakteri hiicresinden disariya tasiyarak, patojenik etkisini saglamakta ayrica L.
pneumophila’ nin hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 yasaminda 6nemli rol oynamaktadir
(Chauhan ve Shames 2021). Bu nedenle T2S salgilama sistemi ve substratlarinin,
enfeksiyonda onemli rolii bulunmaktadir. T2S, enfeksiyon sirasinda, memelilerde
dogustan bagisiklik tepkisini zayiflatmakta, boylece hem makrofajlar hem de akciger
dokusunun tahrip olmasini saglayarak enfeksiyonda etkili olmaktadir. T2SS, konak
hiicrede sinyal iletimini, sitokin gen transkripsiyonunu ve sitokin yanitin1 azaltarak,
makrofaj ve epitel hiicrelerde L. pneumophila biiyiimesini desteklemektedir (Chauhan ve
Shames 2021, Mallama vd. 2017).

Tip I salgi sistemi, sitoplazmik substratlarin dogrudan konak hiicre sitoplazmasina
translokasyonunu saglayan protein tasima mekanizmasidir. Tip IVB salgi sistemindeki
DotD proteini ile homolog yapida olup, Tip Il salgi sisteminin bir pargasi olarak,

flagellum kodlayan genleri ve sekretinleri igermektedir (Talapko vd. 2022).

Tip IV salgi sistemi ilk olarak, Agrobacterium tumefaciens T-DNA transfer system (Vir
system or type IVA system) ve I-tipi konjugasyon sistemiyle iligkili olan sistemlerde
tanimlanmistir (Tra system or type IVB system). Transport proteinleri hedef hiicrelere

tastyan Tip IV salgi sistemi, kanal ve pilus yapilarindan olusmaktadir (De Buck vd. 2007).

T4SS, genellikle 6karyotik konak hiicrelerle etkilesime giren bakterilerde bulunurlar ve
makromolekiiler tasima sistemleri olarak tanimlanirlar. Viriilans proteinler olan
efektorlerin, bakteri hiicresinin dis zar1 boyunca ve dogrudan dkaryotik konak hiicrelere

tasinmasin1 sagladiklar1 i¢in, L. pneumophila' nin en iyi karakterize edilen viriilans
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faktorleridirler (Hubber ve Roy 2010). Tip IV salg sistemi, Tip IVA (Lvh) ve Tip IVB
(Dot/lcm) olarak 2 alt gruptan olusmaktadir (Talapko vd. 2022).

Tip IVA salgi sistemi, Lvh (Legionella vir homologues) olarak bilinmekte ve L.
pneumophila‘ da bulunmaktadir. 30 °C' de yasayan L. pneumophila‘ nin konak hiicreyi
enfekte etmesi i¢in Onemlidir. Lvh, cevresel ve Klinik izolatlarda tespit edilen L.
pneumophila‘® da bulunmustur. Bu genlerin bakteri viriilansinda 6nemli oldugu
diistintilmektedir (De Buck vd. 2007).

Lvh salgi sistemi, hareket faktorlerini ve enzimleri kodlayan genleri igermektedir. L.
pneumophila’ nin hiicre i¢i replikasyonunda énemli rolii bulunmaktadir. Lvh, Dot/lcm
salg1 sisteminin fonksiyonuna yardimci olabilmekte, boylece Dot/Icm yoniinden mutant
L. pneumophila‘ da Dot/lcm salg: sistemi yerine gorev yapabilmektedir. Tip Il ve IVB
salg1 sistemleri tiim Legionella suslarinda bulunurken, Tip I salg1 sistemi L. pneumophila’
ya Ozeldir. Baz1 Legionella suslarinda Tip II ve IV salgi sistemleri bulunmaktadir.
Bununla birlikte, Tip II, III ve IV salgi sistemlerinin bazi efektor proteinleri, Tip VB
salgt sisteminin bilesenleri ile homolog yapida olup tiim Legionella suslarinda

bulunmamaktadir (Talapko vd. 2022).

1.14 Dot/Icm

Tip IVB salg: sistemi, Dot (Defective in organelle trafficking) ve Icm (Intracellular
multiplication) olmak iizere iki lokustan olusan, 27 gen iriinlerini bir arada bulunduran

makromolekiiler bir tasima kompleksidir (Speir vd. 2014).

1998 yilinda Ralph Isberg ve Howard Shuman, L. pneumophila‘ da replikatif ortam
olusturma, hiicre ig¢inde replikasyon ve makrofajlarin 6ldiiriilmesini saglayan, dot ve icm
olarak adlandirilan 20' den fazla gen kesfetmislerdir. 2002 yilinda L. pneumophila' nin
Dot/Icm sistemi ile RalF protein substratini konak hiicre sitozoliine génderdigi ve 100'
den fazla L. pneumophila Dot/Icm proteininin translokasyona ugradigi deneysel olarak
gosterilmistir. Dot/Icm, Tip IVB sekresyon sistemini (T4BSS) ifade etmek igin
kullanilmaktadir (Nagai ve Kubori 2011).
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Dot/Icm Tip IV salgt sistemi, L. pneumophila’ nin endositik fiizyondan kagmasi ve LCV'
nin piiriizli. endoplazmik retikulumdan (RER)’ den olusan bir yapt kazanmasi igin
gerekmektedir (Santic vd. 2007). Dot/lcm, L. pneumophila' nin viriilansi i¢in vazgegilmez
bir salgi sistemidir. Cesitli konak hiicrelerle dogrudan etkilesime giren substratlar
saglamakta ve bakteri replikasyonu igin gereken vakuol (LCV) olusmasinda rol
oynamaktadir (Xu ve Lou 2013). Dot/lcm sistemi, bakteri i¢in besinden zengin LCV
olusmasinda ve bakterinin lizozomal flizyondan kagmasinda Kritik rol oynamakta ve
fagozomun biitlinliiglinii korumaktadir. Bdylece apoptozun baslamasini ve konak
hiicrenin parg¢alanmasini saglamaktadir (De Buck vd. 2007). Bakteri enzimleri, hiicrelerin
parcalanmasini ve konagin Sliimiinii saglayarak akciger dokusuna zarar verirler. Dot/Icm
proteinleri, Legionella igeren vakiiolin membran boyunca tagmmasi igin
gerekmektedirler (Talapko vd. 2022).

Patojenin, kolesterol agisindan zengin genis vakuollere girmesi Dot/Icm sistemi ile
saglanmaktadir. Ayrica bu vakuollerin endoplazmik retikulumun endozomal yolaga
verilmesini 6nlemektedir (Molofsky ve Swanson 2004). L. pneumophila‘ nin alveoler
makrofajlar: enfekte etmesi sonucunda Dot/Icm salg1 sistemi, vezikiil tasinmasi, dogal
bagisiklik ve protein sentezi gibi konagin hiicresel siireglerini diizenlemek ve bakteri
replikasyonunu saglamak i¢in genomunun ~%10'unu olusturan yaklasik 300 efektor
proteini konak hiicreye gondermektedir (Chauhan ve Shames 2021, Zhu vd. 2013, Swart
ve Hilbi 2020). Bu nedenle Dot/Icm salg: sisteminde ortaya ¢ikan mutasyonlar sonucu,
Legionella tiirleri hiicre i¢inde ¢ogalamazlar, ayrica lizozomlarla fiizyondan

kagcamadiklar1 i¢in enfeksiyonda etkili olamazlar (Hubber ve Roy 2010).

Tip IVA (Lvh) ve tip IVB (Icm/Dot) sistemi disinda, farkli L. pneumophila suslarinda
yeni Tip IVA ve gesitli Tra-like (Tip IVB) sistemleri tanimlanmistir. Yeni Tip [VA salgi
sistemi, Trb-1 olarak adlandirilan genomik bolgede kodlanmakta ve L. pneumophila’ nin
Corby serogrubunda bulunmaktadir. Yeni Tip IVB salg: sistemi ise, L. pneumophila
AA100 susunda olmasina ragmen Philadelphia serogrubunda bulunmamaktadir (De Buck
vd. 2007).
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1.15 Efektorler

L. pneumophila, enfeksiyonun farkli evrelerinde regiilasyon, transkripsiyon,
translokasyon, protein stabilitesi gibi konak hiicre fonksiyonlarini degistirebilme
Ozelligindedir. Bu aktiviteleri saglayan protein substratlarina, efektorler adi

verilmektedir. (Xu ve Lou 2013, Speir vd. 2014).

L. pneumophila' nin en 6énemli patojenik belirleyicisi olan efektor proteinler, Dot/Icm
sisteminden salgilanmaktadir (Steinert vd. 2007). Biyokimyasal aktivite saglayan bu
proteinler, olduk¢a cesitli yapidadirlar, birgcogu Legionella' ya &zgii olup diger
proteinlerle homoloji gostermezler. Ayrica bu protein genlerinden birinin yok olmast
standart deney kosullarinda Legionella' nin hiicre i¢i biiylimesinde kusurlara yol
acmaktadir. Efektor proteinler, konak hiicrelerde 6zel replikatif organel olusumunda,
ayrica konak hiicre bagisikligini tetikleyen haberciler olarak rol oynamaktadirlar (Luo

2012, Simon ve Hilbi 2015).

Legionella en 6nemli viriilans faktorii olan efektor proteinlerinin translokasyonu igin salgi
sistemlerini kullanarak konak hiicrede etkili viriilans stratejisi saglamaktadir. Bakteri
efektorlerinin temel ozelligi, konak hiicre proteinlerini ve protein yolaklarmi hedef
almalaridir. L. pneumophila ayrica diger efektorlerin fonksiyon ve islevlerini
diizenleyerek virlilansa katkida bulunan meta-effektorleri de kodlamaktadir. Meta-
effektorler, L. pneumophila’ nin viriilans stratejisinde hem efektorlerin etkilesimini hem

de fonksiyonel diizenlemenin 6nemini gostermektedir (Joseph ve Shames 2021).

Translokasyona ugramis efektorler cesitli fonksiyonlara ve aktivitelere sahip olup, tiirler
arasinda biyiik farklar gostermektedirler. Legionella tiirleri, bugiine kadar tanimlanan
biitiin hiicre i¢i patojen efektorlerinin en biiylik miktarini ve fazla gesidini kodlamaktadir
(Chauhan ve Shames 2021).

58 farkli Legionella tiirinden 80 susun incelenmesi sonucu, T4BSS efektorlerinin
havuzunda 18.000' den fazla protein olabilecegi ve efektdr proteinlerin son derece yiiksek

cesitlilige sahip oldugu ortaya ¢ikmistir. Ayrica efektor genlerin ¢ok sayida ve gesitli
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okaryot benzeri proteinleri kodladiklari bulunmustur. Legionella' nin konak hiicrede
replikasyon ve enfeksiyon yapabilmesinde rol oynayan bu proteinleri, protozoadan yatay
gen transferi yoluyla sagladigi diisiiniilmektedir (Chambers vd. 2021). Bu nedenle L.
pneumophila‘ nin bir¢ok efektdr proteini, okaryotik protein bolgelerine sahiplerdir.
Makrofaj i¢inde biiyiimenin {issel fazinda islevleri heniiz bilinmeyen ¢ok sayida efektoriin
ekspresyonu yapilmaktadir. Bu efektor proteinler, 6karyot hiicrelerde sinyal iletimi, hiicre
iskeleti dinamigi ve membran tasinmasi gibi temel siiregleri bozmaktadirlar (Swart ve
Hilbi 2020).

Endositik tagima, motor proteinler dahil olmak tlizere vezikiil olgunlagmasi i¢in gerekli
olan ¢ok sayida konak proteininin tagima olaylarin1 yonlendirmektedir. Fagozom
olgunlagmasi, endositik yolu olusturan organellerle etkilesimleri gerektirir. Dot/Icm
sistemi oldukc¢a erken bir asamada L. pneumophila igeren vakuolleri endositik yoldan
uzaklastirir ve lizozomlara tasinmay1 onler. L. pneumophila yiizeyindeki lipopolisakkarit
(LPS) molekiilleri de endozomal vakuollerin lizozomlarla fiizyonunu geciktirmekte ve L.
pneumophila’ nin lizozomlarla fiizyonu Onleme Kkapasitesini arttirmaktadir. T4SS
bilesenlerinin konak hiicre sitozoliine ulasirlar ve LCV'nin taginmasini diizenlemede rol

oynarlar (Hubber ve Roy 2010).

Endositik yolaktan kagma L. pneumophila nin konak hiicrede yagsamina devam etmesini
saglayan i¢in 6nemli bir olaydir (Hubber ve Roy 2010). Bakterinin endozomal-lizozomal
yolaktan kagmasi ve LCV biyogenezi, Dot/lcm sistemi ile konak hiicreye gonderilen ve
L. pneumophila‘ nin intraselliiler replikasyonunda rol oynayan RalF, LidA, SidC, LepA
efektor proteinleri tarafindan saglanmaktadir (Abu-Zant vd. 2005). Ankx (LegA8 ve
AnkN) protein, dkaryotik konak hiicrelerde sentezlenmekte hem endositik vezikiillerin
hem de salgi vezikiillerinin taginmasini diizenlemede rol oynamaktadir. SNARES
(¢Oziiniir NSF baglanma proteini reseptorleri) olarak bilinen konak hiicre proteinleri

membran fiizyon olaylarina aracilik etmektedir (Hubber ve Roy 2010).
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1.16 LCV (Legionella Containing Vacuol)

Legionella igeren vakuol olarak bilinen LCV (Legionella containing vacuol), mitokondri,
ribozom ve kiigiik vezikiiller gibi konak hiicre organellerinin yiizeyinden olusan
yapilardir (Manske ve Hilbi 2014). Bu yapi, bakterinin hiicreye girmesi sirasinda
olusmaya baglar ve birkag¢ dakika i¢inde tamamlanmaktadir. Poliiibikuitinli proteinlerle
hizla donatilmasindan sonra, fagozomda L. pneumophila replikasyonu baslamaktadir.
Endoplazmik retikulumdan Golgi kesesine vezikiill tasinmasi, LCV tarafindan
engellenmektedir (Richards vd. 2013, Oliva vd. 2018). LCV olusumu ve bakteri
replikasyonu saglayan uygun bir organele doniistiiriildiigii siire¢ karmasik ve bifaziktir,
tamamlanmas1 saatler almakta ve Dot/lcm salgi sistemi tarafindan yonetilmektedir
(Hubber ve Roy 2010, Barlocher vd. 2017). LCV, L. pneumophila’ nin konak hiicrenin
bagisiklik sistemi tarafindan taninmasina engel olmakta ve bakteri replikasyonu i¢in besin

saglamaktadir (Xu ve Lou 2013).

L. pneumophila' nin konak hiicreler tarafindan fagositozla alinmasindan sonra, kaba
endoplazmik retikulumdan (RER) iiretilen vezikiiller, LCV yakininda toplanirlar, bu
sirada mitokondri azalmakta ve vakuol ¢evresinde ribozomlar gézlenmektedir. Piiriizsiiz
vezikiiller, kaba endoplazmik retikulum (RER) ve mitokondri, enfeksiyonun
baglamasindan 2 saat sonra LCV igine alinirlar. Bakteriler vakuol iginde gogalarak
sayilarin1 50 kat arttirarak 100 katina ¢ikarirlar. 24 saat sonra makrofaj pargalanmasi
gerceklesmekte, Legionella sitozele ¢ikarak ve yeni hiicreleri enfekte etmeye
baslamaktadir. Dot/Icm tip IV salgilama sistemi, bakteri hiicre duvari ve LCV zan
boyunca uzanan diizenek araciligiyla, 320 efektorii bakteri sitozoliinden konak hiicre
sitozoliine iletmektedir. Konak GTPazi1 olan Rabl1, piiriizsiiz vezikiillerin alim1 sirasinda,
LCV’ nin sitoplazmik yiizeyinin olugmasindan sorumludur (Swanson ve Isberg 1996,
Truchan vd. 2017).

Konak hiicrede bakteri replikasyonunu saglayan LCV, asitlenmeyen yapida oldugu i¢in

bakterinin konak hiicrede endozomlar ve lizozomlarla etkilesime girerek bozulmasini

onlemektedir. Sitoplazmik yiizeyinde lipidler ve proteinlerden zengin vezikiillerin
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toplanmasiyla olusan tek zara sahip oldugu i¢in, patojen olmayan bakterileri igeren

vakuolden farklilik gostermektedirler (Oliva vd. 2018, Hubber ve Roy 2010).

Patojen Legionella replikasyonunun gergeklestigi vakuol, asitlenmedigi ve lizozomlarla
kaynasmadigi i¢in bozunmaya karsi direng gostermektedir. Olgunlasan LCV,
endoplazmik retikulum (ER) ile siirekli olarak etkilesim halindedir. L. pneumophila, LCV
olusumu ve hiicre i¢i replikasyonu saglamak amaciyla konak hiicrenin PI
(Phosphoinositol) lipidlerini kullanmaktadir (Swart ve Hilbi 2020). Hiicre igi
proliferasyonun ileri evrelerinde konak hiicrede besin tiikkenmesi sonucu L. pneumophila
LCV' den sitozole ¢ikmakta, boylece proliferasyon tamamlanmaktadir (Richards vd.
2013, Oliva vd. 2018).

LCV olusumu, enfeksiyonun erken evresinde ER’ dan salgilanan vezikiillerin ele
gecirilmesini, ayrica ER ve Golgi arasinda vezikiil tasinmasinda rol oynayan GTP bagli
proteinler olan Rabl ve SNARE Sec22B’ nin gorev almasimi gerektirmektedir. IFN-Y ile
aktive olan makrofajlar iginde bulunan LCV, intraselliiler replikasyonun ileri evrelerinde
lizozomla fiizyona girmesi sonucunda membrani tahrip olmaktadir. Bakteri bu sirada
sitoplazmaya ¢ikarak burada replikasyon yapmaya baslamasi sonucunda, konak hiicrenin
mitokondri ve vezikiilleri dagilmaktadirlar. Sitoplazmada replikasyondan sonra, hiicrenin
plazma membran1 da pargalanmakta, boylece bakterinin konak hiicreden ¢ikisi
gerceklesmektedir (Abu-Zant vd. 2005).

L. pneumophila igeren aerosoller solundugunda bakteriler makofajlara ya bilinen
fagositoz ya da kivrilma fagositoz (coiling) ile yani LCV iginde girmekte boylece
asitlesmeye ve lizozomlarla fiizyona ugramamaktadirlar. Buna ragmen, konak hiicrede
diiz vezikiiller, mitokondri ve ribozomlarla etkilesime girmektedir. L. pneumophila‘ nin

hiicreye tutunma ve girmesi, bakterinin viriilansi ile baglantilidir (Samrakandi vd. 2002).

1.17 Fagositoz

L. pneumophila, cesitli reseptorler kullanarak, fagositoz, sarmal veya kivrilma (coiling)

fagositoz ve pinositoz olmak tiizere gesitli yollarla konak hiicreleri istila etmektedir.
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L. pneumophila farkli konak hiicre tiirlerini enfekte etmek icin farkli ydntemler
kullanmakla birlikte, ayni1 konak hiicre iizerinde birden fazla istila yontemi de

kullanabilmektedir (Mraz ve Weir 2018).

L. pneumophila, makrofajlar, fibroblastlar, epitel hiicreler ve protozoaya girerek
buralarda replikasyon yapmaktadir. Bu hiicrelere girmesi kompleman reseptorleri ile veya
yeni bulunan bir mekanizma olan kivrilma (coiling) fagositoz ile olmaktadir. Bakteri
Ozellikle epitel hiicrelere giriste bu mekanizmay1 kullanmaktadir (Cirillo vd. 1994).
Ayrica monositik hiicrelere de coiling fagositoz ile girdigi gosterilmistir (Cirillo vd.
1999). Asimetrik fagositoz sekli olan kivrilma (coiling) fagositoz, plazma membraninda
kivrimlar olugmasi ile, bakterinin ¢evresinde asimetrik coil veya filopodia yapisi olusarak
bakterinin hiicre igine alimi seklinde gergeklesmektedir (Cirillo vd. 1994, Cirillo vd.
1999). Bakterinin hiicrelere kompleman reseptorleri ile girisi sirasinda MOMP (major
outer membrane protein), hiicre membranina ya direkt olarak ya da kompleman

reseptorleri olan C1 ve C3 reseptorleri ile baglanmaktadir (Cirillo vd. 1999).

L. pneumophila konak hiicreye fagositozla girmesinden sonra, bunu yutulma siireci
izlemektedir. L. pneumophila' nin fagositozu fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) aracili
aktin polimerizasyonuna dayanan aktif bir siiregtir. Koroninler adi verilen aktin baglayici
proteinler fagositozda 6nemli rol oynamaktadir. L. pneumophila' nin fagositler tarafindan
alinmasinda en az bir efektor protein gerekmektedir. L. pneumophila fagositozu ¢esitli
konak hiicreler arasinda molekiiler diizeyde korunmaktadir (Chauhan ve Shames 2021).
Fagositler, yutulan mikroorganizmalar1 lizozomal sisteme vererek yok etmektedirler.
Hiicre ici yasam donglisli olmayan bakteriler, ¢esitli aktif hidrolitik enzimler igeren ve
asidik bir ortama sahip olan fagolizozom iginde etkili bir sekilde sindirilmektedirler.
Fagositozla alman L. pneumophila, birka¢ dakika sonra, LCV iginde replikasyona
baslamaktadir (Hubber ve Roy 2010).

L. pneumophila' nin konak hiicrelere baglanmasi, cesitli bakteri faktorleri tarafindan

saglanmaktadir. rtxA, pilE, 1ladC ve enhC I salgi sistemi, Tip IV pili, i¢ zarla iligkili

protein ve periplazmik protein, L. pneumophila' nin konak hiicre yiizeyine yapismasini
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saglamakta, boylece hem amiplere hem de memeli hiicrelerine girmesini

kolaylastirmaktadir (Zhan vd. 2015, Chauhan ve Shames 2021).

L. pneumophila solunum yolu ile insan viicuduna girerek akcigerlere ulastiktan sonra,
epitel hiicre ve makrofajlara saldirmakta ve bu hiicrelerde replikasyona ugramaktadir.
Bakterinin replikasyon ortami olan LCV’ nin olusumu Dot/Icm ile diizenlenerek kontrol
edilmektedir. Bu benzersiz intraselliiler replikasyon yapisi i¢inde bakteri, genotipik
modulasyona ugramaktadir. Bu olaylarin hem protozoa hem de insan makrofajlarinda
benzer oOzellikler gostermesi, L. pneumophila® nin farkli konak hiicrelerde ayni

mekanizmay1 kullandigini ortaya ¢ikarmaktadir (Zink vd. 2002).

1.18 Konak Hiicreler

L. pneumophila' nin farkli konak hiicrelerde yasamasi konak hiicrelerin fagositik 6liim
yolaklarindan basarili bir sekilde kagmasi ile saglanmaktadir (Mou ve Leung 2018).
Legionella' nim, farkli protozoonlarda replikasyon yapmasi, insan alveolar
makrofajlarinda ¢ogalma o&zelligini arttirmaktadir (Abu Khweek ve Amer 2010).
L. pneumophila’ nin insan ve protozoadaki hiicre i¢i yasami benzerdir, ancak fagozomun
lizozomla flizyondan kagma mekanizmasi farklilik gosterebilmektedir. L. pneumophila,
insan fagositik hiicreleri iizerinde bulunan kompleman reseptori 1 (CR1)’ e ve
kompleman reseptorii 3 (CR3)’ e baglanarak, ayrica plazma membraninin psédopod
yapis1 olusturmasi sonucunda bakteriyi sardig1 kivrimli (coiling) fagositoz ile hiicrelere

girmektedir (Abu Khweek ve Amer 2010).

L. pneumophila‘ nin makrofajlara girisini saglayan FlaA, Mip, DotO ve DotH
proteinlerinin ekspresyonu, makrofajlari istila etmesi ve hiicreden ¢ikisi sirasinda
yapilmaktadir (Molofsky ve Swanson 2004). Fagositozla konak hiicreye giren bakteri,
hiicre mitokondrisi ile etkilesime girmekte ve endoplazmik retikulum (ER)’ dan ¢ikan
vezikiilleri tutarak piriizli ER zan ile g¢evrili bir vakuol (LCV) olusturmaktadir.
Bu fagozom yapisi i¢inde bakteri, lizozomlarin etkisinden kurtulmaktadir. Bakterilerin
cogalarak vakuolii doldurmasi sonucu konak hiicre par¢alanmaktadir (Zink vd. 2002, Abu
Khweek ve Amer 2010).
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L. pneumophila, konak hiicre 6liimiinii baslatmak i¢in konak hiicre tipine gore farkli
mekanizmalar kullanmaktadir. L. pneumophila’ nin memeli hiicrelerini dldiirmesi 2
mekanizma ile olmaktadir. Bunlardan biri, alveoler makrofajlar ve epitel hiicrelerde
(Tachibana vd. 2013), kaspaz-3 aktivasyonu ile apoptozu baslatmasi, diger mekanizma
ise flagellinin etkisi ve por olusum aktivitesini kullanarak konak hiicrenin par¢alanmasi
(Alli vd. 2003, Tachibana vd. 2013) ve kaspaz-1 aktivasyonu ile piroptoz hiicre 6limiinii
baslatmasidir (Mou ve Leung 2018).

Legionella tiirleri, yagsamak i¢in memelilerin alveoler makrofaj ve epitel hiicrelerini tercih
ederler (Zhan vd. 2015, Benitez ve Winchell 2013). Ayrica insan monosit hiicrelerinde
doz ve viriilans bagimli olarak apoptoza neden olduklar1 gdsterilmistir. Apoptoz,
bakterinin intraselliller replikasyonundan ¢ok, bakterinin hiicreye adezyonu ile
tetiklenmektedir (Neumeister vd. 2002). L. pneumophila’ nin, makrofaj ve monositler

disinda epitel hiicrelerde de viriilans etkileri oldugu gosterilmistir (Yan ve Cirillo 2004).

A549 hiicreleri Tip 2 alveoler epitel hiicreleri 6zelligi gosteren ve surfaktant apoprotein
salgilayan insan akciger kanseri hiicreleridir. Legionella tiirlerinin adezyon, invazyon ve
hiicre i¢i biiytimesi ile ilgili yapilan ¢aligmalarda L.dumoffii Tex-KL serogrubunun A549
hiicrelerine baglanma ve saldirma 6zelliginin oldukga fazla oldugu goriilmistiir. Tip 1 ve
Tip 2 alveoler epitel hiicreler arasinda morfolojik farkliliklar bulunmaktadir: Tip 1
hiicreler ince ve diiz, hiicre sitoplazmasi az olup birkag organel icermekte ve alveoler
yiizeyin ¢ogunu kaplamaktadir. Tip 2 hiicreler ise, alveoler duvar boyunca dizilmislerdir,
hiicrelerin yiizeyinde ¢ok sayida mikrovillus, sitoplazmalarinda ince tabakali yapilar ve
genis vezikiiller bulunmaktadir. L. dumoffii‘ nin A549 hiicrelere adezyon ve invazyon
yaptig1, genis vezikiillerde proliferasyona ugradigi gosterilmistir (Maruta vd. 1998).
Sonraki yillarda L. dumoffii ile yapilan ¢alismalarda A549 hiicrelerine saldirma ve
baglanma Ozellikleri molekiiler diizeyde arastirilmistir. L. dumoffii' de bulunana traC
geninin A549 hiicrelerinde adezyon, invazyon ve hiicre i¢i biiylimede 6nemli rol oynadigi

bulunmustur (Tian vd. 2016).

Alveoler epitel hiicreler Legionella® ya karst dogal immun cevabin olusturulmasinda

onemli fonksiyonlara sahiptirler. Akcigerde dogal bagisiklig1 diizenleyen ve buna aracilik
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eden prostoglandinler, proinflamator maddeler, bakteri enfeksiyonu sonucunda pnémoni
stirecini etkileyen sinyal yolaklart ve NF-KB yolaginin aktivasyonu akciger hiicreleri
tarafindan diizenlenmektedir. Solunum yolu patojenlerine karst konak hiicrenin ilk
mekanik ve immiinolojik bariyerlerini olusturmakta boylece patojen ve patojen tarafindan
salgilanan maddelere maruz kalmaktadirlar. TLR (Toll Like Receptor) reseptorler ile
patojenleri tanima 6zelligine sahip olmakla birlikte kemotaktik maddeler, kemokinler ve
sitokinler gibi gesitli antibakteriyal peptidleri salgilamaktadirlar. Legionella ile enfekte
AS549 hiicrelerde IL-6 IL-8 ve TNF-a gibi ¢esitli sitokinlerin ekspresyonu gosterilmistir.
Bu nedenle alveoler epitel hiicreler Lejyoner hastaliginda konak immun cevabin
diizenlenmesine olduk¢a 6nemli ve potansiyel olarak katkida bulunmaktadir (Schmeck

vd. 2007, N’Guessan vd. 2007).

L. pneumophila protozoa, makrofajlar, fibroblastlar ve epitel hiicrelere girerek
replikasyon yaptiklar1 bilinmektedir. Epitel hiicrelere girisi kompleman reseptorleri ile
olmaktadir. Fagositik hiicrelerde ise sarmal (coiling) fagositoz denen kivrilma seklinde
farkli bir fagositoz gergeklesmektedir. Epitel hiicreler profesyonel olarak fagositik
Ozellikte olmadiklari i¢in bakterinin bu hiicrelere alim1 daha az olmaktadir. Bu nedenle in
vitro ¢alismalarda genellikle kullanilmazlar, fakat gesitli ¢alismalar Legionella’ nin epitel
hiicrelere girdigini ve replikasyon yaptigin1 gostermektedir. Ayrica bakterinin alveoler
epitel hiicrelere girmesi ve yasama yeteneginin, akciger enfeksiyonlarina sebep olmasi

bakimindan 6nemli oldugu belirtilmistir (Cirillo vd. 1994).

1.19 Legionella Etkili Hastalklar

Legionella, dogal tatli sularda yasamasi ve ¢ogalmasini saglayan adaptasyon ve
kolonizasyon yetenegi sonucunda, insanlarda hastaliga sebep olmaktadir (Chauhan ve

Shames 2021).

L. pneumophila’ nin pnémoniye sebep olmasi makrofajlara, monositlere saldirarak,
replikasyon yapma yetenegine baghdir (Tachibana vd. 2013). Legionella alveoler
fagositik hiicrelerde olmakla birlikte, surfaktant apoprotein-A iireten Tip 2 alveoler

hiicrelerde de bulunmaktadir. Bu durum, L. dumoffii' nin in vivo olarak insan akciger
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hiicrelerine girebildigi gorisii ile desteklenmektedir (Maruta vd. 1998). Legionella
tiirlerinin bir¢gogu insanlarin solunum sistemine girdikten sonra alveoler epitel hiicrelerde
biiyiime yetenegine sahiptirler. L. dumoffi ' nin Lejyoner hastaliginda 4. veya 5. sirada
onemli etken oldugu belirtilmistir. Bakteriler epitel hiicrelere girdikten sonra hiicreyi

tahrip ederek hizli ve ciddi derecede pnomoniye sebep olmaktadirlar (Tian vd. 2016).

Legionella’ nin bulundugu havanin solunmasi ile {ist solunum yoluna giris yapan
bakterilerin bir kismi mukoza tarafindan tutulmaktadir (Olivia vd. 2018, Benitez ve
Winchell 2013). Akciger alveollerine ulasan bakterilerin alveollere tutunmasi sonucunda
(Oliva vd. 2018, Mekkour vd. 2013a, Sikora vd. 2015), konagin savunma sistemi olan
makrofajlarla karsilagirlar. Makrofajlarin fagositoz yapmasi sonucu olusan fagozoma
yerlesen Legionella, bu sekilde hiicrenin lizozim etkisinden korunmakta ve fagozom
iginde ¢ogalmaya baglamaktadir (Richards vd. 2013, Reichardt vd. 2010).

Yaklasik 6 saatlik duraklama (lag fazi) evresinden sonra fagozom iginde transmisiv
formdan, enfeksiyon 6zelligine sahip replikatif forma doniismektedirler. Birkag ¢ogalma
periyodundan sonra tekrar viriilans 6zellige sahip post-eksponansiyel biiyiime fazina
girmektedirler (Yan ve Cirillo 2004). Replikasyonun, konak hiicrede devam etmesi ile
48 saat sonra c¢ok sayida fagozom olugsmaktadir. Enfeksiyon evresinde, Legionella
sayisinin artmastyla hiicre nekroza ugrayarak parcalanmakta, bdylece yeni olusan
Legionella bakterileri serbest kalmaktadir (Prashar vd. 2012, Wang vd. 2015).
Legionella® nin hiicre disina ¢ikan bu formu, yeni konak hiicreleri yeniden enfekte
etmekte ya da bakterinin uzun siire hayatta kalmasini saglamak igin canli yapida olup
kiiltirlenemeyen VBNC (Viable but non culturable) forma farklilagsmaktadir. VBNC
formlar1 amip tarafindan alindiklarinda yeniden canlanabilme 6zelliginde olan yapilardir
(Appelt ve Heune 2017).

Legionella bakterilerinin bazilar1 hafif seyreden ve grip benzeri olan Pontiak atesine
sebep olurken bazilar1 atipik pndmoni seklinde seyreden ve siklikla oldiiriicii olan
Lejyoner hastaligina sebep olmaktadirlar (Prashar vd. 2012, Wang vd. 2015). Ayrica
Legionella, akciger disinda diger organlar1 da etkileyerek daha tehlikeli hastaliklarin

goriildiigii ekstra pulmoner sendroma sebep olmaktadir (Yavuz 2018).
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Pontiak atesi, grip benzeri ve pnémoni etkisi olmayan bir hastaliktir. Inkiibasyon ve
hastalik siiresi genellikle 48 saat olmaktadir. Hastalik akut ilerlemektedir, %95 oraninda
nobetler goriilmesine ragmen 6liim oran1 %0’ dir (Prashar vd. 2012, Wang vd. 2015). Bu
hastalik, L. pneumophila, L. feeleii, L. micdadei, L. anisa ve L. longbeachae dahil olmak
tizere ¢esitli Legionella tiirlerine maruz kalma sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Pontiak atesi,
belirgin olmamast ve teshis edilememesi nedeniyle c¢ok ciddiye alinmamaktadir
(Chambers vd. 2021). Patojenezi net olmayip, antimikrobiyal tedavi gerektirmemektedir
(Talapko vd. 2022).

Lejyoner hastaliginin, inkiibasyon siliresi 2-14 giindiir. Pndomoni ve sistemik
enfeksiyonlarla birlikte goriilmektedir (Prashar vd. 2012, Wang vd. 2015). Lejyoner
hastalarinda ates, Oksiiriik, titreme ve basagrisi olmaktadir. L. pneumophila‘ nin akut
akciger hasarina neden olmasi ile solunum sisteminde alveoler kapiler endotel ve epitelin
hasar gormesi, notrofil inflamasyonu, mikrovaskuler ve epitel gecirgenligin artmasi
sonucunda alveollerde hava yiizeylerinin olusmasi nedeniyle hayati tehdit eden bir

pnémoni meydana gelmektedir (Furugen vd. 2008).

Lejyoner hastaliginda, alveoler epitel hiicreleri nekroza ugrar ve inflamator hiicrelerin
parcalanmasiyla inflamasyon yayilmaktadir. Okaryotik alyuvarlarin pargalanmas,
L. pneumophila’ nin por olusum aktivitesi ile saglanmaktadir. L. pneumophila’ nin gesitli
faktorleri (ProA ve PlaB) hemolizi desteklerken, Rtx A proteini por olusum aktivitesini
ve makrofaj adezyonunu saglayarak makrofaj sitotoksisitesi i¢in gerekli olmaktadir.
Bunlarda bir mutasyon olmasi, sitotoksik etkisinin yetersiz olmasina sebep olmaktadir

(Molofsky vd. 2005, Zhan vd. 2015).

L. pneumophila disindaki tiirlerin neden oldugu hastaliklar hafif gegmesine ragmen
bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda daha siddetli goriildiiglinden toplum {izerinde
hastalik yiikii olmaya devam etmektedir. L. longbeachae toplum kdkenli Lejyoner
hastaliginin 6nemli bir nedeni olarak bilinmektedir. L. longbeachae ve diger Legionella
tiirlerinin epidemiyolojisi, vakalar olmasina ragmen, olduk¢a az tanimlanmistir Diger

Legionella tiirleri ayrica cilt ve yumusak doku enfeksiyonu, septik artrit ve bakteriyel
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endokardit vakalarinda tespit edilmislerdir. Bu vakalar ciddi olabilirler ancak zor teshis

edilmektedirler (Chambers vd. 2021).

Lejyoner hastaligi (LD) etkeni olan L. feeleii serogrubunun hem makrofajlarda hem de
alveoler epitel hiicrelerde yiiksek enfeksiyon yeteneginin, Pontiak atesine sebep olan L.
feeleii serogrubundan daha fazla oldugu gézlenmistir. LD etkeni L. feeleii' nin insan epitel
hiicrelerinde 40 °C gibi yiiksek sicakliklarda yasayabildigi gosterilmistir. Ayrica 1s1 soku
proteini HSP (heat shock protein)' nin, bakterinin yiiksek sicakliklara dayanikli olmasini
sagladigl, boylece bakterinin yiiksek atesli hastalarda yasamasi i¢in avantaj oldugu
distiniilmektedir. Lejyoner hastaligina neden olan L. feeleii' nin flagella kazandigi,

Pontiak atesine neden olan L. feeleii' nin ise flagellali olmadigi bilinmektedir (Wang vd.
2015).

Legionella tiirlerinin ¢ogu kamgili olmakla birlikte, patojenik Legionella' nin hepsinde
flagella bulunmamaktadir. Ancak enfeksiyon sirasinda alveollerden izole edilen
L. pneumophila, flagella yapisina sahip oldugu i¢in, hastaligin akcigerlere yayilmasinda
ve bakterinin virtilansinda, hareket yeteneginin 6nemli oldugu belirtilmektedir (Appelt ve
Heune 2017, Prashar vd. 2012).

L. pneumophila genomu, yatay gen transferi (horizontal gene transfer) 6zelligi ile 6karyot
konak hiicrelerden 6karyotik benzeri proteinler (eukaryotic-like proteins) kazanmaktadir.
Bu nedenle serogrouplar arasinda viriilans yoniinden spesifik farkliliklar bulunmaktadir
(Steinert vd. 2007, Talapko vd. 2022). L. pneumophila SG 2-14’tin etkili oldugu
vakalarda, hastalar tipik Lejyoner hastalig1 6zellikleri gostermelerine ragmen, Legionella

iriner antigen testleri negatif sonu¢ vermektedir (Lagana vd. 2019, Talapko vd. 2022).

Hastaligin ilerlemesinde patojen-konak etkilesimi ve konagin immiin sistemi énemli rol
oynamaktadir. Ozellikle 60 yas {istii ve sigara igen kisiler, ayrica kronik akciger, bobrek,
bagirsak hastalig1 olanlar, diyabetliler, kanser hastalari, organ nakli olanlar, romatoid
artrit hastalar1, kortikosteroid hormon ve anti-TNFa kullanan hastalar daha ¢ok riskli

grupta bulunmaktadirlar. Lejyoner hastaliginda 6liim orani, kronik kalp ve solunum

33



sistemi hastalarinda, diyabet hastalarinda, tibb1 bakim goren kisilerde, yaslilarda ve sigara

icenlerde daha fazla olmaktadir (Sikora vd. 2015).

Legionella‘ nin insanlara bulasmasi bakteri i¢in olumsuz bir durumdur, ¢linkii insanda
enfeksiyona neden olup varligi tespit edildiginde, tedavi uygulanmasi sonucu bakterinin
yasami son bulmaktadir. Ayrica enfeksiyonun ilerlemesi ile konak hiicre o6liimii
gerceklesmekte ve bakteri yasami yine sonlanmaktadir. Her iki durum da Legionella' nin
insanlara bulagmasinin, yasamini devam ettirmesi bakimindan avantajli bir olay

olmadigini ortaya ¢ikarmaktadir (Chambers vd. 2021).

Solunum yolu enfeksiyonlarinda, dldiiriicii komplikasyonlar artarak akut akciger hasari
ve solunum sistemi sendromunu ortaya ¢ikarmaktadir. Bu durumda, alveoler damarlarda
endotelin bozulmasi, epitel gegirgenligin artmasi ile epitel hiicrelerin hasar gérmesi,
noétrofil inflamasyonu sonucu alveollerde hava yiizeylerinin olustugu goriilmektedir. L.
pneumophila etkisiyle bu sendromu gegiren hastalarin alveoler epitel hiicrelerinde
apoptotik etkilerin gézlenmesi nedeniyle, bakterinin sitotoksik etkiye sebep oldugu
diistiniilmektedir (Molofsky vd. 2005, Furugen vd. 2008). L. pneumophila’ nin
makrofajlar ve monositlerde replikasyona ugradig1 gibi, Tip | ve Tip Il alveoler epitel
hiicrelerde Lejyoner hastaligina sebep oldugu gosterilmistir (Gao ve Abu Kwaik 1999a).

Yapilan bir ¢alismada insan alveoler epitel hiicrelerinde L. pneumophila‘ nin patojen
etkisinin oldugu, doz ve zamana bagimli olarak hasara yol agtig1 gosterilmistir. Alveoler
epitel hiicreler Legionella tiirlerinin sebep oldugu enfeksiyonlarda onemli olmakla
birlikte gorevleri tam olarak agiklanmamistir. Yeni tanimlanan bir sitokin olan HMGB1
(High Mobility Group Box 1) proteininin, hiicre 6liimii sirasinda ortama salindigi ve
virulans etkili susla enfekte olan epitel hiicrelerde HMGB1 seviyesindeki artis tespit
edildigi belirtilmistir (Furugen vd. 2008). L. pneumophila' nin viriilans ve patojenik
ozelliklerini saglayan, Lsp Tip Il ve Dot/icm Tip IV sekresyon sistemi, por olusum
toksini, Tip 1V pili, flagella, stres durumunda salgilanan 1s1 soku proteini HSP (Heat
shock protein) gibi bir¢ok faktoriin apoptozun baslamasinda etkili olduklar1 bilinmektedir

(Tachibana vd. 2013).
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L. pneumophila® nin sitotoksik etkisi sonucu A549 hiicrelerinde kaspaz 3, 8, 9 ve 1
aktivitesinin meydana geldigi ayrica L. pneumophila' nin viriilans faktorlerini 6zellikle

Dot/Icm salg1 sistemi ile sentezlendigi ve bakteri viriilansina katki sagladigi gosterilmistir

(Furugen vd. 2008).

L. dumoffii‘ nin sebep oldugu pndémoni sonucu 6len hastanin akciger biyosisi ile yapilan
calismada, L. dumoffii‘ nin akcigerlerin hem makrofaj hiicrelerinde hem de Tip 1 ve Tip
2 alveoler epitel hiicrelerde bulundugu gdzlenmistir. In vitro ortamda Legionella tiirleri
ve diger bakterilerin epitel hiicrelere saldirdiklar: gosterildigi gibi, bu ¢alismada in vivo
olarak da L. dumoffii‘ nin fagositoz yetenegi olmayan insan alveoler epitel hiicrelere
saldirarak fagositozu uyardigi ve hiicreye girebildigi gosterilmistir. Ayrica Legionella‘
nin bazi suslarinin enfeksiyonun erken evrelerinde epitel hiicrelere saldirarak hiicreye
girmesi sonucunda pndémoniye neden oldugu gosterilmistir. Bakterinin epitel hiicrelerde
goriilmesi olmasi1 oldukca onemlidir, ¢linkii epitel hiicreler patojenlere karsi bariyer
gorevi yaparlar ve sitokin salgilanmasindan sorumludurlar. Enfeksiyon, bagisikligi zayif
hastalarda goriilmesine ragmen, L. dumoffii' nin insanlarda diger Legionella tiirlerinden

daha hizli ve etkili pndmoniye sebep oldugu belirtilmektedir (Maruta vd. 1998).

L. pneumophila‘ nin pnémoniye sebep olmasi, alveoler makrofajlar, monositler ve epitel
hiicrelere saldirmast sonucu bu hiicrelere girmesi ve replikasyon yapmasina baglidir.
Bakterinin konak hiicreye tutunmasi pili, Hsp60 ve MOMP proteinleri ile olmaktadir.
Konak hiicreye girmesiyle birlikte L. pneumophila lizozomlarla fiizyona ugramayan
fagozom icinde replikasyona baslar. Legionella’ nin i¢inde bulundugu bu fagozom
(LCV), lizozomlarla fiizyona ugramamaktadir (Gao ve Abu Kwaik 1999a).

L. pneumophila SG-6, nadiren olmakla birlikte, 6zellikle L. micdadei ve L. bozemanii
immun sistemi baskilanmis hastalarda Lejyoner hastaligina sebep olmaktadirlar. L.
micdadei ve L. bozemanii Mono Mac 6 hiicrelerinde multiplikasyon yapma yetenegi bu
tiirlerin klinik 6nemini ortaya ¢ikarmaktadir. L. pneumophila SG-6’ in ise Mono Mac 6
hiicrelerinde multiplikasyon yapmadig belirtilmistir. Ayrica Legionella oakridgensis’ in
Mono Mac 6 hiicrelerinde multiplikasyon yaptigi gosterilerek, bu tiiriin klinik 6neminin

bilinenden fazla olacagi belirtilmektedir (Neumeister vd. 1997).
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1.20 Bagisikhik Sistemi ve Tedavi

Bagisiklik sistemi, iki ana bilesenden olusmaktadir: Birincisi, fagositoz ve lizozomal
sindirim, digeri ise patojenle iliskili molekiiler kaliplar1 (PAMP: Pathogen-associated
molecular pattern) taniyan reseptorlerden olusan sinyal yollaridir. Tanima reseptorleri
olan bu reseptorler; hiicre yiizeyindeki ligandlar1 taniyan ve lizozom/endozom iligkili Toll
benzeri reseptorler (TLR: Toll Like Receptor) ve sitoplazmada bakteriyal ve viral
molekiilleri tespit eden Nod benzeri reseptorler (NLR: Nod Like Receptor) olarak iki
gruba ayrilabilir. Alveolar makrofajlar tarafindan yutulan L. pneumophila hiicrede
sindirilmek yerine, hiicre i¢inde biiyiimesi sonucu doku hasarina ve hastaligin

ilerlemesine neden olmaktadir (Luo 2012).

Memelilerde dogal immiin sistemde akcigerler enfeksiyonun dnlenmesinde 6nemli rol
oynamaktadir. Alveoler epitel hiicreler ve makrofajlar patojene karsi akcigerlerin 6n
savunmasinda rol oynamakta ve sitokin iretimini baglatarak inflamasyona sebep
olmaktadirlar. Patojen, bu sistemden kagmay1 basarirsa akciger epitel dokularina zarar
verebilir. Bu nedenle bakteri viriilansinin etkisiyle olusan pndémoni, konak hiicrenin zarar
gormesi ve konak hiicrede inflamasyonu baslatma yetenegi nedeniyle 6nemli olmaktadir

(Wang vd. 2015).

L. pneumophila, insan alveoler epitel hiicrelerinde sitokin ve kemokinlerin
salgilanmasina yol acan transkripsiyon diizenleyici Niikleer faktér Kb (NF-kB)’ yi aktive
etmektedir. Bu aktivasyon, bagisiklik tepkisini tetiklemesi nedeniyle konak hiicre igin
yararli olmaktadir. L. pneumophila enfeksiyonu sirasinda, insan hiicrelerinde dogal
bagisikligin uyarilmasi ile antimikrobiyal sitokinler olan TNF-a, IL-6, IL-1, IFN-y ve
makrofaj aktivasyonu saglanmaktadir. TNF-a, makrofajlarin bakterisidal aktivitesini
arttiran giiglii bir sitokindir. TNF-a iiretiminin inhibisyonu, bakteri replikasyonunun
artmast ile baglantilidir. INF-y ve TNF-o’ nin aksine, Interlokin-10 (IL-10) ise makrofaj
aktivitesini inhibe eden bir sitokindir. Bu nedenle Lejyoner hastalar1 daha az INF-y
tretmektedir. Akut Lejyoner hastaliginda, INF-y ve IL-12, Thl gibi sitokinlerin
seviyesinin yiikselmesi, L. pneumophila replikasyonunu kisitlayabilmektedir. Hiimoral

bagisikligin, Lejyoner hastaligina (LD: Legionnaires' Disease) karsi konak savunmasinda
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etkisi sinirl goriinmesine ragmen, hiicresel bagisikligin, L. pneumophila replikasyonunu
kisitlamada oldukga kritik bir rol oynadigi disiiniilmektedir. L. pneumophila’ nin
monositlere girisini destekleyen kompleman ve antikorun, monositlerde L. pneumophila
¢ogalma hizini inhibe etmedigi gosterilmistir. Aktive edilmis insan monositleri, hem
fagositozu hem de bakterinin hiicre i¢i ¢ogalmasini inhibe etme kapasitesine sahip
olurlarsa, L. pneumophila viriilansinin azalmasini saglamaktadirlar (Abu Khweek ve
Amer 2010).

Makrofajlar dogal bagisikligin kilit hiicreleridir ve ¢esitli bagisiklik tepkilerini
diizenlemektedirler. Bunlarin en 6nemlisi, hiicre i¢i patojenlerin 6ldiiriilmesini saglamak
amactyla hiicresel intihar1 baglatmasidir. Spesifik mikrobiyal ligandlar ile proinflamatuar
sitokinler olan IL-1p ve IL-18" in salgilanmasinda rol oynayan sistein-aspartik proteaz,
kaspaz-1' e bagimli hiicre 6liimii olan piroptozu baslatmaktadir. Piroptoz, aktive edilmis
notrofiller araciligiyla, hedef alinan bakterilerle birlikte sitozolik i¢erigin hizl bir sekilde
hiicreden salinmasi ile meydana gelmektedir. Buna karsilik, klasik mitokondriyal
apoptoz, kaspaz-3 ve kaspaz-7' nin aktivasyonu ile sonuglanan mitokondriyal membran

biitiinligiiniin kaybindan kaynaklanmaktadir (Speir vd. 2014).

Legionella enfeksiyonunun erken evrelerinde, insan monosit hiicrelerinden olusan
makrofajlar, TNF-a gibi apoptozu baslatan faktorlere direngli hale gelmektedirler.
Legionella transkripsiyon faktorii NF-kB' yi aktive ederek ¢esitli konak hiicrelerde anti-
apoptotik genlerin ekspresyonunu baslatmaktadir. NF-kB' nin inhibisyonu ise apoptozun
baglamasimni saglayarak Legionella biiyiimesini engellemektedir. Legionella ayrica
dendritik hiicreler dahil olmak iizere diger bagisiklik hiicreleriyle etkilesime

girmektedirler (Speir vd. 2014).

Antibiyotik ve oksijen takviyesi dahil olmak iizere destekleyici bakima ragmen, 6zellikle
bagisiklik sistemi baskilanmig hastalarda %50" ye ulasan yiiksek Olim oranlar
bildirilmistir. Oksijen takviyesi genellikle Lejyoner hastali§i dahil olmak iizere ciddi
pnémoni hastalarina uygulanmakta olup siddetli hipoksemi gosteren hastalar i¢in oldukca
destekleyici ve dnemli tedavi yontemidir. Uzun siireli ve gegici oksijen takviyesi, akciger

hasarmin artmasina sebep olabilir. Hiperoksiye bagli olarak, zarar gorme riski tasiyan
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hiicreler arasinda alveolar epitel hiicresi ve akciger mikrovaskiiler endotel hiicreleri
bulunmaktadir. Oksijen tedavisinin, asir1 akciger dokusu hasarina neden olmadig:
durumlarda bile, Lejyoner hastaligi dahil olmak tizere spesifik pulmoner enfeksiyonlarda

akut akciger hasarini siddetlendirebilecegi gosterilmistir (Tateda vd. 2003).

Legionella, B-lactamaz enzimine sahip olmasi nedeniyle beta-lactam antibiyotikleri
Lejyoner hastaliginin tedavisinde etkili olmazlar. Levofloxacin ve moxifloxacin igeren
Azithromycin ve Fluoroquinolon, Legionella etkili pnémoni tedavisinde tavsiye
edilmektedir. Semptomlar: uzun siire devam etmemesine ragmen, Lejyoner hastaliginin

tedavisi uzun siireli olmaktadir (Talapko vd. 2022).

1.21 Epidemiyoloji

60" dan fazla Legionella tiirii ve 70' den fazla serogrup bulunmakadir (Graham vd. 2020,
Mazzotta vd. 2021). Bunlardan 30 tiiriin insanlarda hastaliga sebep oldugu belirtilmistir
(Erdogan 2018). Klinik enfeksiyonlarin goguna yaklasik %90 oraninda L. pneumophila
neden olmaktadir (Chauhan ve Shames 2021, Sikora vd. 2015, Mazzotta vd. 2021).

Patojenik olan Legionella pneumophila 16 serogrup igermektedir (Lagana vd. 2019).

En fazla hastalik etkeni olan ise L. pneumophila serogroup 1' dir. Diinyada %80-90
oraninda hastalik etkeni oldugu (Lagana vd. 2019, Talapko vd. 2022, Nisar vd. 2020) ve
vakalarin %85' inden sorumlu oldugu belirtilmistir. Ayrica yapilan bir ¢alismada L.
pneumophila SG-1’ in Paris subgrubunun Fransa, Isvicre, Italya, Isveg, USA, Kanada,

Japonya ve Senegal’ de en yaygin sus oldugu bildirilmistir (Mekkour vd. 2013b).

SG 2-14 ise toplum etkili vakalarda %15-20 oraninda etkili olup %50' den fazlasi su
sitemlerinden izole edilmistir (Lagana vd. 2019, Talapko vd. 2022). L. pneumophila SG-
1, SG-4 ve SG-6 insanlarda yaklasik %85 oraninda hastalik etkenleridir. L. micdadei, L.
bozemanii, L. dumoffii, L. gormanii, and L. longbeachae immun sistemi baskilanmig

hastalarda enfeksiyona neden olmaktadir (Gruas vd. 2013).
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L. pneumophila‘ nin SG-1, SG-6, SG-7 serogruplari ve diger tiirlerden L. micdadei, L.
feeleii, L. anisa ve Legionella longbeachae, Pontiac atesine sebep olmaktadir (Wang vd.
2015, Kirschner 2016). Enfeksiyonda etkili diger tiirler, Legionella feeleii, Legionella
micdadei, Legionella longbeachae, Legionella anisa, Legionella dumoffii ve Legionella
bozemanii' dir (Talapko vd. 2022).

ABD' de L. pneumophila SG-1, vakalarin %84.2' sinden, SG 2-14 %7.4' iinden, L.
longbeachae, % 3.9' undan, L. bozemanii ise %2.4' inden sorumludur. Avustralya ve
Yeni Zelanda' da L. pneumophila SG-1 vakalarin %45.7' sinden ve L. longbeachae' in

vakalarin %30.4' inden sorumlu oldugu belirtilmektedir (Mraz ve Weir 2018).

1.22 insidans

CDC (Center for Disease Control) tarafindan acgiklanan Lejyoner hastaligi (LD) vakalari,
1976' da 235 iken 1990' da 1370 oldugu agiklanmistir. USA' da vakalar 1990-2002
yillarinda yavas artarken 2003' de hizlanmaya baslamistir. 1992-2002 yillarinda ortalama
1221 iken 2003-2018 arasinda ortalama 439 olarak belirtilmistir (Barskey vd. 2022).
USA ve Avrupa' da LD artmaya devam etmektedir. USA' da 2000' den 2015' e kadar 4,5
kat artis olmustur (Paranjape vd. 2020).

2001-2006 yillar1 arasinda, Amerika' da L. pneumophila, %70’ den fazla Lejyoner
hastaligina sebep oldugu icin su kaynakli patojenlerin en etkinleri arasinda 3. sirada yer
almaktadir (Buse ve Ashbolt 2011). ABD' de LD vakalar1 2005 yilinda 2301' den %300
artig gosterirken, 2018' de 7104' e ylikselmis (Nisar vd. 2020), ayrica 2013-2014
yillarinda, i¢gme suyuna bagli salginlarda %88 oraninda bulunan Legionella, liimlerin en
¢ok bildirilen nedeni olmustur (Walker ve McDermott 2021). Lejyoner hastaligindaki
artig nedeni ile Legionella, US' de halk sagligi sorunu olarak goriilmektedir (Llewellyn
vd. 2017).

ECDC (European Center for Disease Control)' nin 2015 kayitlarina gore Avrupa Birligi
ve Norveg’ te 2013 yilinda Lejyoner hastaligt %1,14 iken, CDC' nin 2011 kayitlarina gére
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2009 yilinda ABD' de bu oran %]1,15 olarak belirlenmistir. Bu verilere gore yeni yiizyilin
sonlarina dogru hastalikta artis oldugu gozlenmistir. Bu artisin potansiyel nedenleri
arasinda oOzellikle sogutma sistemlerinin Legionella’ nin ¢ogalmasina uygun sekilde
yapilmasi, enfeksiyonun yayilmasinda etkili yasli populasyonun artmasi, teshis ve
kayitlarin diizenli olarak yapilmasi sayilabilmektedir (Kirschner 2016). ECDC ayrica,
Avrupa' da vakalarin yaklasik %70' inde, spesifik olmayan cevresel risk faktorleri
tanimlamistir. Bu nedenle LD; toplum kaynakli, seyahat iligkili ve hastane kaynakli
olarak smiflandirilmaktadir (Yavuz 2018). UE/EEA (European Union/ European
Economic Area) verilerine gore, 2011' den 2018' € %1.2 den %1.8’ e yiikselmis, USA' da
ise 2000' de %0.038 iken, 2010' da %0.040 daha az artis oldugu belirtilmistir (Ricco vd.
2021).

Diinyada Lejyoner hastaligt onemli halk sagligi sorunudur. Vakalarin %70 toplum
kaynakli, %20 seyahat iligkili, %10 hastane kaynakli oldugu belirlenmistir (Yavuz 2018).
Oliim oran1 %10 olup, hastane kaynakl1 olanlarda %25, seyahat baglantili olanlarda %6
oraninda dliim gozlenmistir (Kyritsi vd. 2018). Avrupa' da, rapor edilen LD vakalarinin
sayist 2013' den 2017' ye kadar %50 (Paranjape vd. 2020), 2014-2018 yillar1 arasinda
%065 oraninda artig gosterirken, bu vakalarin % 85' inin L. pneumophila SG-1 kaynakli
oldugu belirtilmis olup 8974 vakanin, %8' i 6liimle sonuglanmistir. Bunlarin ise %72
toplum kaynakli, %20 seyahat iliskili, %6 hastane kaynakli ve %2 ise diger etkenler
olarak belirlenmistir (Mazzotta vd. 2021).

L. longbeachae, L. bozemanii ve L. micdadei, diinyada enfeksiyonlarmn %2-7" sini
olusturmaktadir. L. longbeachae, Avustralya ve Yeni Zelanda' da yaklasik %30 oraninda
LD' ye neden olmaktadir. L. pneumophila' ya kiyasla, diger Legionella tiirleri genellikle
hastane enfeksiyonlarina neden olmaktadir (Chauhan ve Shames 2021, Scaturro vd.
2020, Chang vd. 2010).

Avustralya ve Yeni Zelanda' da L. longbeachae, Lejyoner vakalarmin %50' si ile
baglantili bulunmaktadir (Nisar vd. 2020). L. longbeachae' in, ABD' deki vakalarin
%0.3-3.6' sin1, Japonya' da %0.7" sini ve Avrupa' da %1' ini olusturdugu bildirilmistir.
Iskogya ve Hollanda' da L. longbeachae vakalarinin arttig1 belirtilmektedir. L. micdadei
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ve L. bozemanii' nin bagisiklik sistemi zayif hastalar arasinda pndmoniye neden oldugu
aciklanmistir (Chambers vd. 2021).

Su sistemlerinde bulunan L. anisa ve L. bozemanii tiirlerinin sebep oldugu Lejyoner
hastaliginin, toplam vakalarin %]1' inden az oldugu bilinmektedir. ABD' de sogutma
kulelerinde yapilan ¢alismada, pozitif orneklerin %47' sinin diger Legionella tiirleri
oldugu bildirilmistir. Fransa' da ise, Lejyoner hastaligi vakalarinin %98' i L. pneumophila
ile baglantili bulunmus ancak sogutma kulelerinden kaynaklanan salginlara Legionella

tiirlerinin neden oldugu belirlenmemistir (Walker ve McDermott 2021).

Yetersiz tani, tan1 yontemlerinde farkliliklar, farkindalik diizeyi ve iilkeler arasindaki
raporlama standartlar1 nedeniyle LD prevalansinin 6l¢iilmesi zor olmaktadir. Birgok
yerde L. pneumophila SG-1 tespiti sadece, iiriner antijen testine dayanmaktadir
(Chambers vd. 2021). Legionella pneumophila’ da 6liim oran1 %7 ve %25 arasindadir.
Diger Legionella tiirlerinde 6liim orani ise %5 olarak belirlenmistir (Talapko vd. 2022).
Hastane salginlarinda 6liim oran1 %48' e kadar ¢ikabilmektedir (Nisar vd. 2020). LD,
toplum kokenli pndmoninin %2-9' unu olusturmaktadir (Talapko vd. 2022). Salginlarda
6liim oraninin bagisiklik sistemi zayif hastalarda %30' a kadar artmasi nedeniyle Lejyoner
hastalig1 (LD), yasal olarak Halk Sagligi sorunu olarak kabul edilmektedir (Zhan vd.
2014).

ELDSNet (European Legionnaires’ Disease Surveillance Network) ve WHO (World
Health Organisation), su sistemlerinde Legionella’ nin hastalik riski yoniinden potansiyel
tehlike oldugunu, bu nedenle su sistemlerinin diizenli olarak Legionella agisindan kontrol
edilmesinin gerekliligine dikkat ¢ekmislerdir (Sikora vd. 2015). Otel su sistemlerinde
Legionella tiirlerinin kolonize olmasi seyahat baglantili Lejyoner hastaliginin (LD)
yayilmasina sebep olmaktadir. Bu nedenle ECDC ve ELDSNet, Avrupa Birligi diizeyinde
LD surveyansini1 dnermektedir (Papadakis vd. 2021).
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1.23 Salginlar

1965 yilinda Washigton DC St. Elizabet’s psikiyatr hastanesinde pndmoni salgini sonucu
81 hastanin 14’ {i hayatin1 kaybetmistir. Salgin sirasinda saklanan serum ornekleri
salgindan 12 yil sonra incelendiginde %85’ inde L. pneumophila antikorlari tespit
edilmistir (Vural 2014). Louisiana’ da bir markette sebzeleri nemli tutmak amaciyla
kullanilan ultrasonic sisleme makinasindan kaynaklanan Lejyoner hastaligi salgini
bildirilmistir (Koksal vd. 2002). 1976 yilindan sonraki biiyiik salgin, 2014 yilinda
Portekiz' de goriilmiis; 400 vakadan 14’ iiniin Oliimi ile sonuglanmistir. Lejyoner
hastaliginin, bilinenin aksine kisiden kisiye bulastig1 ve hastalik etkeninin L. pneumophila
SG-1’ in 1905 susu oldugu bildirilmistir (Borges vd. 2016).

Hastanelerde goriilen Lejyoner hastaligi salginlarinin sicak sularda bulunan Legionella
ile baglantili oldugu belirtilmektedir. Sicak su sistemlerinde 1sinin yiikseltilmesi
enfeksiyonlart Onlemis ancak bakteriyi tamamen yok etmemistir. 1982 yilinda
Amsterdam' da bir liniversite hastanesinde L. pneumophila SG-1 enfeksiyonlarinin ortaya
¢ikmasiyla yapilan analizler sonucu, sicak su drneklerinde L. pneumophila SG-1 ve SG-
6 izole edilmistir. 1982 Nisan ayinda sicakliklarin yiikselmesiyle, L. pneumophila SG-1'
in sebep oldugu 4 hastane enfeksiyonu meydana gelmistir. 1985 Kasim ayinda hasta
balgamindan ilk kez serogrup 6 izole edildiginde, bunun hastane enfeksiyonu oldugu

distintilmistiir (Zanen-Lim ve Zanen 1988).

1988-1989 yillar1 arasinda Giliney Avustralya' da ozellikle bah¢ivanlar arasinda goriilen
salgin lizerine yapilan arastirmalar sonucunda, L. longbeachae saksi topraklarindan izole
edilmistir. Lejyoner hastaligi i¢in risk faktorii olan L. longbeachae’ in Yeni Zelanda,
Japonya, Amerika Birlesik Devletleri ve Kanada' da, saksi ve bahge topraklarinin

kullanimiyla iligkili oldugu ac¢iklanmistir (Chambers vd. 2021).

Sogutma kulelerinde Legionella® nin kolay tiremeleri ve yiiksek konsantrasyonlara
ulagmalari sonucunda, kulelerin fan sistemlerinde olusan aerosoller ile ortama yayilmakta

ve boylece insanlara bulasabilmektedirler. Bu nedenle sogutma kulelerinin

42



mikroorganizmanin yayilmasinda etkili 6nemli kaynaklar olduklar1 belirtilmektedir

(Akbas vd. 1999).

2011-2014" de USA' da goriilen salginda 74 igme suyu kaynakli salgin goriilmiistiir.
Bunlarin %61' inden Legionella etkili oldugu bildirilmistir. Bunlardan %17’si hastalikla
sonuglanmis, %881 hastane tedavisi gormiis olup, 27 6liimiin Legionella kaynakli oldugu
belirlenmistir (Buse vd. 2020).

2014 ve 2015' de Michigan eyaletinin Flint bolgesinde salgin meydana gelmistir. Evlerin
su tesisatinin %12' sinde, Legionella bulunmus ve en yaygin serogrubun L. pneumophila
SG-6 oldugu agiklanmistir (Byrne vd. 2018).

New York' da 2015 yilinda goriilen salginda, 138 vakanin 18' i dliimle sonuglanmustir.
2017 Disneyland salgininda ise, 12 kayithh vaka belirlenmistir. Sogutma kulelerinin
salginda etkili olduklari belirtilmistir. L. pneumophila’ nin 12 km kadar uzaga gidebildigi,
hava ile yayildig1 ve bu nedenle aerosol yoluyla bulasmanin enfeksiyon riski tasidig: ifade

edilmistir (Paranjape vd. 2020).

Polonya' da, 2002' den beri ulusal olarak bildirimi zorunlu bir hastalik olmasina ragmen,
Legionella tanisinda diigiik maliyetli teknikler tercih edilmesi nedeniyle, hastalik
genellikle ileri asamada fark edilmekte, bu durum ise verilerin yetersizligine neden

olmaktadir (Pancer 2013).

Tirkiye' de 1996 yilinda Saglik Bakanligi tarafindan yayinlanan genelge ile Lejyoner
hastalig1 ulusal olarak bildirilmesi zorunlu hastalik olarak kabul edilmis ve Tiirkiye 2001
yilinda Avrupa Legionella Enfeksiyonlart Caligma Grubu' na (EWGLI-European
Working Group Legionella Infection) dahil edilmistir (Akbas 2013).

Japonya' da hamamlarin neden oldugu dort biiyiik salgin nedeniyle (Amemura-Maekawa
vd. 2010), Japonya Ulusal Epidemiyolojik Siirveyans ve Enfeksiyon Hastaliklar1 Merkezi
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tarafindan, 6zellikle kaplicalar ve hamamlarin, L. pneumophila bulasmasinda sogutma

kulelerinden daha etkili kaynaklar oldugu belirtilmistir (Amemura-Maekawa vd. 2012).

1.24 Su Sistemlerinde Dezenfeksiyon

Su dagitim sistemleri ve aritma tesisleri, Legionella bulagsmasinda o6nemli rol
oynamaktadir. Su kaynakli salginlarin %66’ s1 ve hastaliklarin %26' sinda Legionella' nin
etkili oldugunu gosteren Haftalik Morbidite ve Mortalite Raporu, uygulanan igme suyu

aritma standartlarinin yeterli olmadigini diistindiirmektedir (Schwake vd. 2021).

Sicaklik, su sistemlerinde L. pneumophila’ y1 kontrol etmenin en etkili yoludur. Su
sistemlerinde 12 °C ile 50 °C arasindaki sicakliklar Legionella' nin ¢ogalmasini etkileyen
en onemli faktorlerden biridir (Cervero-Aragoa vd. 2019). Sicak suyun sistemde 50 °C'
de kalmasi &nerilmektedir. Ozellikle su sicakligini anlama yetenegi olmayan demans
hastalariin oldugu saglik merkezlerinde, suyun yiiksek sicakliklarda olmasi tehlikeli
olabilmektedir. Bu nedenle aralikli olarak siiper 1s1 kullanma yani sistemdeki suyun 70
°C' de tutulmasi ve musluklarin 30 dakika boyunca akitilmasi Legionella salginlarinin

kontroliinde etkili olmaktadir (Mraz ve Weir 2018).

70 °C ve 80 °C gibi daha yiiksek sicakliklarda termal soklar dezenfeksiyonda
kullanilmaktadir. Yine de Legionella hayatta kalmakta, termal islemden haftalar sonra su
sistemini yeniden kolonize edebilmektedir. Bu onlemler, kiiltiirlenebilir Legionella
konsantrasyonlarini azaltmada etkili olmasina ragmen, su sistemlerinde bakterinin yok

edilmesinde basarili olamamaktadirlar (Cervero-Aragoa vd. 2019).

Protozoa varligmin L. pneumophila salginlari i¢in risk faktorii oldugu belirtilmektedir
(Abdel-Nour vd. 2013). Protozoa, L. pneumophila' nin dezenfektanlara karsi direng
gostermesini saglamaktadir. Bu nedenle dezenfeksiyonda, protozoa direncinin ve L.
pneumophila ile protozoa etkilesimlerinin bilinmesi gerekli olmaktadir (Nisar vd. 2020).
Acanthamoebae iginde yasayan L. erythra ve L. pneumophila, planktonik olarak serbest
Legionella' ya gore 1s1l isleme direnglidir. Amip kistleri termal dezenfeksiyon boyunca

Legionella yasamasina imkan saglamaktadirlar. Bu nedenle termal dezenfeksiyonun
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Legionella tasiyan Acanthamoebae' nin kontroliinde yetersiz olacagi bildirilmistir.
Ayrica, soguk ve sicak suda yasayan Legionella tiirleri de farkli 6zeliklere sahiplerdir.
L. pneumophila' nin termal toleransi 1s1 sokuna tepki gostermesinden kaynaklanmaktadir
(Whiley vd. 2016). Isil islem hastaneleri dezenfekte etmede kullanilan en yaygin
yontemlerden biridir. ABD, Almanya ve Slovakya'da nozokomiyal Lejyoner hastaligi
salgimlarinin 6nlenmesi i¢in termal dezenfeksiyonun uygulanmasi kabul edilmistir (Nisar

vd. 2020).

UV isinlamast genotoksik 6zellikteki dezenfeksiyon yontemidir. UV uygulamasi, L.
pneumophila’ da azalma saglamakta ancak tiim kiiltiirlenebilir L. pneumophila’ y1 ortadan
kaldiramamaktadir. Polivinil kloriir ve polietilen yiizeyler iizerindeki Legionella
biyofilmlerinin ve amip iligkili L. pneumophila’ nin yiiksek dozlarda UV 1sinlarini tolere
edebildigi bildirilmistir (Nisar vd. 2020).

Dezenfeksiyonda ozon uygulanmasi, L. pneumophila’ nin azalmasini saglamaktadir.
Ozonun sudaki yart omrii ¢ok kisa oldugundan konsantrasyonu korumak zordur.
Klorlama ve ozonlama kombinasyon halinde kullanilirsa, hem L. pneumophila' y1 hem de
protozoonlar1 6nemli dlglide azalttign gozlenmistir (Nisar vd. 2020). Ozonun gaz ve
¢ozlinmiis sekli, DNA'ya zarar vermesi nedeniyle L. pneumophila’ ya klordan daha etkili
olmaktadir (Mraz ve Weir 2018).

WHO (Word Health Organisation) tarafindan, igme sularinin dezenfeksiyonunda klor
onerilmektedir. Klor uygulamasi, L. pneumophila' nin azalmasi ile sonuglanmaktadir.
Klorun Legionella' ya karsi etkinliginin 43 °C' de arttigi gozlenmistir. Bakteriler
Acanthamoeba kistleriyle etkilestiginde, serbest klora yiiksek diizeyde tolerans
gbstermistir. In vitro ¢aligmalarda, klor dioksit L. pneumophila’ nin azalmasia sebep
olurken, amiple birlikte bulunan L. pneumophila' da etkili olmamuistir. Polivinil kloriir,
polietilen ve paslanmaz ¢elik malzemeler iizerindeki Legionella biyofilmleri klor dioksiti
tolere edebilmektedirler (Abdel-Nour vd. 2013).
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Serbest yasayan L. pneumophila, klor ¢ozeltisine maruz kaldiktan sonra 3 dakika iginde
oliirken, biyofilmlerde yasayan L. pneumophila’ nin klorla yok edilmesi ¢ok daha zordur.
Diisiik klorda bakterinin VBNC haline geldigi belirtilmektedir. Klor, Legionella' da
yeterince etkili olmamustir, ¢iinkii L. pneumophila' y1 yok etmek igin biyofilmin igine
nifuz etmesi gerekmektedir. Bu nedenle, sok hiperklorizasyon kullanilmasi
onerilmektedir. Ancak sularda yiiksek diizeyde klor hem insan sagligina zararlidir hem

de borularin asinmasina sebep olabilmektedir (Mraz ve Weir 2018).

Klor dioksitin, bakir borularda biyofilmlere niifuz ederek L. pneumophila' y1 azalttig1 ve
klor, monokloramin, elektro klorlama, ozon ve bakir-giimiis iyonizasyonuna kiyasla en
etkili yontem oldugu belirtilmektedir (Mraz ve Weir 2018). Klor dioksit, klorun aksine
biyofilm yapisinin igine niifuz edebilir, ayrica L. pneumophila' nin yasadigi serbest
yasayan amipleri etkisiz hale getirebilmektedir. Bu nedenle hastane sistemlerinde

Lejyoner hastaligi riskini azaltmak i¢in klor dioksit kullanilmaktadir (Talapko vd. 2022).

2004-2009 yillarinda yapilan bir ¢alismada, 2 hastanenin 11 farkli yerindeki sicak su
sistemlerinden alinan 271 6rnegin analiz sonuglarina gore, L. pneumophila %37, SG 2-
14 %68.3 oraninda, SG-1 %18.8 olarak bulunmustur. 2004’ den 2006’ ya kadar 5 kez
klorlama yapilmis. Su sicakligi 50 °C’ den 60 °C’ ye dereceye ¢ikarilmis ancak L.
pneumophila kolonizasyonunda azalma beklenirken artig gézlenmistir. 2005’ den 2006’
ya kadar yapilan arastirmada, hastanenin L. pneumophila degerinin 6nceki yillara gore,
%48 iken %87 oldugu goriilmistiir. Klorin miktar1 azaltildiginda her iki hastanede L.
pneumophila artmis, %27 iken %73 oldugu goriilmiistiir. Olumsuz sonuglardan dolay1
dezenfeksiyon yontemleri yeniden diizenlenmis, su sistemleri siirekli klorin diokside
maruz birakilmistir. Bir hastanede L. pneumophila kolonizasyonu %68’den %8, digerinde
ise %77’ den %12 oldugu, L. pneumophila konsantrasyonunun kabul edilebilir sinirlara
ulastig1 bildirilmistir. Sonraki arastirmalarda, 2007-2008” de %10 ve %5, 2008-2009° da
ise %8 ve %0 bulunmustur. Ayrica2004-2009° da Legionella etkili oldugu klinik bulgular
goriilmemistir. Bu durum klorin  dioksit uygulamasinin, L. pneumophila
konsantrasyonunu kabul edilebilir sinirlar arasinda tutmada etkili oldugunu ortaya

cikarmaktadir (Tesauro vd. 2010).

46



Klor tiirevi olan kloramin, L. pneumophila' y1 su ortamlarinda biyofilmlerden tamamen
yok etmemektedir (Abdel-Nour vd. 2013). Sadece planktonik olarak yasayan Legionella’
ya etki gosterirler. Poliheksametilen ve benzizotiazolon biyositleri, A. polyphaga' da
yasayan L. pneumophila' ya karst etkili olmamustir, bu durum amiplerde bulunan
proteinlerin Legionella' da biyositlere direng sagladigini gostermektedir (Lau ve Ashbolt
2009).

Amonyak tiirevi olan monokloramin (NH2CI), dezenfeksiyonda serbest klordan daha
etkili olmaktadir. Monokloraminin biyofilmlere daha etkili niifuz edebildigi belirtilmis,
ancak bakteri monokloramine direng gésterdigi i¢in sulardan yok edilememistir (Mraz ve
Weir 2018). Ayrica hastanelerde monokloraminin L. pneumophila' nin VBNC (Viable
but non culturable) formuna doniismesine neden oldugu bildirilmektedir. Bazi L.
pneumophila suslarmin  yiiksek seviyelerde monokloramini tolere edebildigi
gosterilmistir (Abdel-Nour vd. 2013).

Brom ve iyot hem ylizme havuzlari hem de sogutma sularinin dezenfekte edilmesinde
etkili olurken, igme sularinda brom dnerilmemektedir. Iyot 6zellikle L. pneumophila' y1
biyofilm iginde 6ldiirmekte etkisiz kalmistir. Demir, organik karbon, azot ve fosfor gibi
yiiksek besin igerigi L. pneumophila' nin biiylimesini ve kaliciligini desteklemesi
nedeniyle dokme demir borular L. pneumophila i¢in en fiiretken, plastik borular orta

diizeyde, bakir borular ise en az iiretken malzemelerdir (Mraz ve Weir 2018).

Su sistemlerinde ylizey malzemesinin bilesimi L. pneumophila' nin yapigsmasinda 6énemli
rol oynamaktadir. Su tesisatlarinda kullanilan plastik L. pneumophila' nin yapismasini
saglarken, bakir ise engellemektedir (Abdel-Nour vd. 2013). Bu nedenle bakir kullanimi
Lejyoner hastaligi riskini azaltirken, plastik artirmaktadir (Talapko vd. 2022).

Kalsiyum ve magnezyum katyonlari L. pneumophila'’ nin abiyotik yiizeylere
baglanmasin1 kolaylastirmaktadir. Yiiksek ¢inko, magnezyum ve manganez, L.
pneumophila kontaminasyonunu arttirmaktadir. Cinko, L. pneumophila’ nin insan akciger

epitel hiicrelerine baglanmasini saglamaktadir. Karbon, besin sagladigi igin,
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biyofilmlerde L. pneumophila kolonizasyonunu desteklemekte, ayrica 20 °C sicakliklarda
biyofilm yapisinda artisa neden olmaktadir (Abdel-Nour vd. 2013).

Kimyasal dezenfeksiyon yontemleri olan ozonlama, klorlama, monokloramin, klor
dioksit ve Cut/Ag + iyonlari, su kaynaklarinda Legionella igeren amip kistlerini tamamen
ortadan kaldiramaz (Nisar vd. 2020). Bu nedenle L. pneumophila' nin biyofilmlerde
bliyiimesini  Onlemek ig¢in spesifik fajlar kullanilabilmektadir. Faj kullanimi
polisakkaritleri parcalayarak biyofilm yapisini dengesizlestirmektedir. Giimiisiin
antimikrobiyal aktivitesi nedeniyle biyofilm hacminde azalma oldugunda, giimiis

nanopartikiilleri olumlu sonuglar gostermektedir (Talapko vd. 2022).

Legionella tiirleri {izerinde antimikrobiyal etki gOsteren antimikrobiyal peptitler,
biyosiirfaktanlar ve ugucu yaglar gibi dogal bilesikler bulunmaktadir. Ayrica filtrasyon
yontemleri kullanilabilir, ancak hastane sisteminde filtrelerin kullanimi ve bakiminin,

maliyeti onemli 6l¢iide artirabilecegi belirtilmektedir (Talapko vd. 2022).

Nanopartikiiller, L. pneumophila-amip etkilesimini ve biyofilm yapisin1 bozmalari
nedeniyle, L. pneumophila’ y1 insan yapimi su sistemlerinde bulunan biyofilmlerden etkili
sekilde temizlemek amaciyla, son zamanlarda uygun bir dezenfeksiyon yontemi olarak

gortilmektedir (Abdel-Nour vd. 2013).

Kimyasal yontemler, suyun asir1 1sinmast ve UV 1s1masi gibi yontemler kisa stireler i¢in
basarili olsa da bakteriler daha sonra tekrar tespit edilmektedir. Bu nedenle L.
pneumophila’ y1 sulardan yok etmek i¢in hem bakterilere hem de protozoa konaklara kars1

etkili ve siirekli uygulamalar kullanilmas1 gerekmektedir (Nisar vd. 2020).

1.25 Halk Saghg ve Onlem

Legionella tiirlerinden 6zellikle L. longbeachae bahge faaliyetleri ile ugrasan kisilerde
goriilmektedir. Bahgivanlarda fazla goriildiigii igin, eldiven ve maske kullanmalar1 ayrica
aerosol olusumunu en aza indirmek i¢in saks1 topraginit nemlendirmeleri 6nerilmektedir.

Avrupa’ da L. longbeachae daha az goriilmektedir. Saks1 topraklarinin pastorize edilmesi
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ve c¢am TUriinlerinin saksi topraklarindan azaltilmasi veya elimine edilmesi ve L.
longbeachae igin uygun yesil atiklarin kullanilmasi bu enfeksiyonlari azaltabilmektedir
(Chambers vd. 2021).

Hastanelerde Lejyoner hastaliginin onlenmesi genis capta tartisilmig, Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) ve birgok ulusal kurum tarafindan su standartlar1 belirlenmistir. Bunlar
ozellikle L. pneumophila' nin oldugu sicak su sistemleri dahil olmak {iizere, biitiin su
sistemlerinin bakimini igermektedir. Bitisik soguk su borularinin 1sinmasini 6nlemek igin
sicak su borularinin uygun sekilde yalitilmasi, su tutma tanklar1 gibi suyun durgunlastigi
alanlarin ortadan kaldirilmasi ve Legionella biiylimesini destekleyen malzemenin en aza
indirilmesi gerekmektedir. 55-59 °C sicakliklar ve 20 °C' nin altindaki soguk suda
Legionella tiirlerinin tespit edilme ihtimalinin olduk¢a diisiik oldugu belirtilmektedir.
Legionella tiirleri tespit edildiginde ise hastalik riskini azaltmak amaciyla monokloramin,
1s1, ultraviyole 151k, bakir-glimiis iyonizasyonu ve klorlama gibi ydntemler

kullanilmaktadir (Chambers vd. 2021).

Hastaneler Lejyoner hastalifi yoniinden riskli kisilerin bulundugu ortamlar olmalari
nedeniyle, LD bakimindan etkin kontrol programlarinin uygulanmasi zorunlu hale
gelmektedir. Kontrol programinda iki 6nemli etkenden biri, hastane su sistemlerinin
Legionella kolonizasyonu yoniinden degerlendirilmesi ve su tesisatinda koruyucu
onlemlerin almmasidir. Diger etken ise, hastalarda goriilen aktif vaka siirveyansinin
izlenmesi ve siipheli belirtiler goriildiigiinde hastalara Legionella yo6niinden tani

testlerinin yapilmasidir (Solmaz ve Solmaz 2020).

WHO, su sistemlerinde Legionella' nin 6nlenmesi igin gesitli belgeler yaymlamistir.
Legionella konsantrasyonundaki degisimleri degerlendirmek igin, Legionella seviyesinin
diizenli olarak kontrol edilmesi WHO tarafindan tavsiye edilmektedir (Diaz-Flores vd.
2015).
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2. KAYNAK OZETLERI

Legionella bakterileri sularda ve dogal ¢evrede yasamalar1 ve ¢ok gelismis bir yasama ve
¢ogalma mekanizmasina sahip olmalarindan dolay1 insanlarda oliimle sonuglanabilen
ciddi enfeksiyonlara sebep olmalar1 nedeniyle bakterilerin sularda izolasyonu,
identifikasyonu ve tiplendirilmeleri epidemiyolojik yonden Onem tagimaktadir. Bu
amagla diinyanin ¢esitli iilkelerinde ve Tiirkiye’ de serolojik yonden arastirilan surveyans
calismalar1 yapilmis olup bu c¢alismalar, Legionella bakterilerinin serogrup ve
subgruplarin dagiliminda iilkelere goére c¢ok fazla ¢esitlilie sahip oldugunu

gostermektedir.

Legionella enfeksiyonunu diger pnomonilerden ayirdetmek oldukg¢a zordur. Legionella
enfeksiyonunun tanimlanmasinda kullanilan kiiltiir, tiriner antijen, serolojik yontemler,
doku ve kan sivisindan bakteri bulunmasi ayrica PCR gibi molekiiler yontemler
bulunmaktadir. Populasyonda seroprevalans diizeyini belirlemek amaciyla serolojik

testlerin olduk¢a 6nemli oldugu kabul edilmektedir (Graham vd. 2020).

Yapilan bir ¢alismada, birbirleri ile baglantilar1 olmayan, klinik ve ¢evresel drneklerin
serogrup ve subtipleri karsilastirilmistir. Hastadan ve igme suyundan izole edilen 6rnekler
caligmaya alinmistir. Monoklonal antikorlar kullanilarak serotipleri ve subgruplari

belirlenmistir (Luck vd. 1998).

2003-2007 yillar1 arasinda Israil'in farkli sehirlerindeki otel, hastane, yasli bakim evi ve
saglik kurumundan alinan su érneklerinin Serogrup ve subgruplari belirlenmistir. Israil’de
L. pneumophila SG-3’iin SG-1’e gore daha baskin serogrup oldugu belirtilmistir. En fazla
otellerde, sonra sirastyla hastane, yasli bakim evleri, saghk kurumlar1 ve diger farkli
yerlerden alinan su 6rneklerinde Legionella bulunmustur. Bunlarin hepsi sicak-soguk,
merkezi igme suyu sistemlerine sahip olan ve diizenli dezenfeksiyon yapilmadigi igin
Legionella bakterilerinin yagamasi ve ¢ogalmasina uygun yerlerdir. Bu durum toplu halde
insanlarin yasadigi kalabalik yerlerin ve su sistemlerinin yapisinin Legionella bakimindan

daha riskli oldugunu gostermektedir (Yarom vd. 2010).
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Yapilan bagka bir ¢alismada, Tayvan ve diger iilkelerde SPA sulariin sebep oldugu
enfeksiyonlardan dolayr su o6rnekleri incelenmis ve SG-1 olmayan L. pneumophila
bulunmustur. Ancak hastalarin {iriner antijen testlerinde sadece SG-1 antijeni tespit
edilmistir. Uriner antijen testleri sadece SG1 tespit edilmesine uygun oldugundan, diger

serogruplarin kayba ugramis oldugu diisiiniilmiistiir (Chang vd.2010).

Japonya’da yapilan bir ¢alismada banyo, sogutma kuleleri ve topraktan alinan ¢evresel
ornekler MAb ve SBT tiplendirme ile tanimlanmistir. Banyo sular1 ve topraktan alinan
orneklerde SG-1 baskin diizeylerde bulunmustur. L.pneumophila SG-1’in 9 subgrubu:
Allentown/France, Bellingham, Benidorm, Camperdown, Heysham, Knoxville, OLDA,
Oxford ve Philadelphia olarak tespit edilmistir. Klinik ve gevresel orneklerde farkli
serogruplarin oldugu gozlenmis, ayrica Legionella’ nin toprakta 6nemli risk faktori
oldugu belirtilmistir. Cesitli iilkelerde buna benzer yapilan ¢aligmalarda saksi topragi ve
giibrelenmis toprakta L. pneumophila SG-1 bulunmustur. Bu durumun aydinlatilmasi i¢in
toprak ile daha fazla 6rnek galisilmasinin 6nemi vurgulanmistir (Amemura-Maekawa vd.
2012).

Serotipleme yapilan baska bir ¢alismada, Isve¢’in Lidkoping sehirinde sogutma
kulesinden ve salgin sirasinda hastanede yatan hastadan alinan klinik Ornekler
calistimistir. Calismalarda hem klinik hem de sogutma kulesi Orneklerinde
L. pneumophila SG-1 in Benidorm, Bellingham, Portland ve OLDA subgruplari
bulunmustur. Sogutma kulelerinin bu salginda etkili oldugu veaerosol yoluyla Legionella

yayilmasinda rol oynadigi belirtilmistir (Ulleryd vd. 2012).

Ispanya’ da Lejyoner hastaligmin yiiksek oranlarda olmasi nedeniyle Catalan ve
Valenciana boélgelerinde klinik ve gevresel Orneklerde L. pneumophila arastirmasi
yapilmistir. MAb (monoklonal antibody) ve SBT (sequence based typing) yontemleri
kullanilarak serolojik tiplendirme yapilmistir. Hastane kaynakli klinik Ornekler ve
hastaneye ait su sistemlerinden alinan Ornekler arasinda yiiksek oranda benzerlik
olmasinin, bakterinin viriilans kapasitesinden ¢ok, su orneklerde bakterinin daha fazla
miktarda bulunmasi ve bunlara hastalarin duyarliligindan kaynaklanmis olabilecegi

belirtilmistir (Quero vd. 2018).
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2000-2019 yillar1 arasinda 132 otele ait oda, yiizme havuzu, banyolarin sicak ve soguk su
sistemlerinden alinan 6rneklerde Legionella analizi yapilarak, lateks agliitinasyon testi ile
serogruplar1 tanimlanmistir. Calismada ECDC' nin yillik kayitlarina gére belirlenen
vakalarin sadece %]10'unun kiiltiirle dogrulanmakta olup, muhtemelen diger Legionella
tirlerinin goz ard1 edildigi ayrica Lejyoner hastaligimnin, %80’den fazlasinin L.

pneumophila serotiplerinden kaynaklandig: belirtilmistir (Papadakis vd. 2021).

Tiirkiye’ de ise, su sistemlerinde bulunan Legionella oranlar ile ilgili istatiksel veriler
olmamasia ragmen, cesitli sehirlerde bulunan otel, hastane gibi su sistemlerinde

Legionella analizi ve serolojik tiplendirmesi ile ilgili ¢alismalar bulunmaktadir (Yavuz

2018).

1998 yilinda Istanbul’ da 3 egitim hastanesine ait depo ve musluk sularinda Legionella
analizi yapilmistir. 61 6rnegin dahil edildigi calismada su 6rneklerine membran filtrasyon
ve kiiltiir yontemi uygulanmistir. 13 depo suyunda Legionella tespit edilmemistir. 48
musluk suyunun 4’ tinde Legionella bulunmustur. Bunlarin 3’ i L. pneumophila SG-1 ve

diger 1 ornekte ise Legionella species oldugu saptanmistir (Koksal vd. 2002).

1995-1997 yillar1 arasinda Ege ve Akdeniz Bolgeleri’ nde otel ve tatil koylerinden alinan
su Ornekleri ile Legionella analizi yapilmistir. Bu ¢alismaya dahil edilen oteller, Tiirkiye’
ye tatil amaciyla gelip iilkelerine donen ve ¢esitli Avrupa tilkelerinde Lejyoner hastalig
tanist konan hastalarin konakladigi ve oteller olup, hastaliga sebep olabileceginin
bildirilmesi lizerine arastirilan oteller olmasi bakimindan 6nemlidir. Bu bildirimler, WHO
ve Avrupa calisma grubu olan EWGLI (European Working Group of Legionella
Infection) tarafindan seyahat iliskili Lejyoner hastaligi siirveyans arastirmalarinin
yiiriitiilmesi sirasinda, PHLS (Public Health laboratory Service) Communicable Disease
Surveillance Centre-London tarafindan yapilmistir. Serolojik tiplendirme ¢alismalari ile
otellerde farkli L. pneumophila serogruplarinin oldugu goriilmistiir. Bu ¢alisma ile oteller
ve vakalar arasinda epidemiyolojik baglanti saptanmamasina ragmen, Lejyoner hastalig
goriilen kisilerin konakladig1 otellerin arastirilmasi yoniiyle 6nemli oldugu belirtilmistir

(Akbas vd. 1999).
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Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinin degisik servislerinden alman su
orneklerinde Legionella analizi yapilmistir. Ozellikle cocuk sagligi ve hastaliklar:
anabilim dali servislerine ait su 6rneklerinde 1 6rnekte L. pneumophila SG-1 ve 1 6rnekte
ise Legionella species, ayrica anesteziyoloji ve reanimasyon birimlerindeki musluk
sularinda ise Legionella species bulunmustur. Ureme gériilen su deposundan dagilan
klinik birimlerin su sistemlerinde Legionella iiremesi gozlenmedigi belirtilmistir (Ignak
ve Giirler 2012).

Ege bolgesinde Izmir, Aydin, Mugla illeri ve Bodrum'da bulunan turistik otellerin
musluk, sogutma kulesi, jakuzi gibi su sistemlerinden alinan o6rneklerde Legionella
analizi yapilmistir. Lateks agliitinasyon ile L. pneumophila SG 2-14 olduklari bulunan
orneklerin serogruplart DFA yontemi ile belirlenmistir. Serogruplarda oldukga ¢esitlilik
oldugu goézlenmistir. L. pneumophila SG-1, Lejyoner hastaliginin en 6nemli etkeni
olmasina ragmen, turizm bélgelerinde diger serogruplarin da yaygin oldugu ve hastaligin
arastirtlmasi bakimindan serogruplari belirlemenin 6nem tasidigi vurgulanmistir (Afacan

vd. 2006).

Alanya’ da yeni agilan otelde goriilen Legionella salgin1 nedeniyle, otelin su sistemlerine
ait sular ve klinik 6rnekler birlikte aragtirilmistir. Gerekli veriler yeterli toplanamamasi
ve ayrintilt testler yapilamamasina ragmen, Salginin oteldeki su sistemlerinden
kaynaklandig1 diisiiniilmiistiir. Bu nedenle yeni agilan otellerde su sistemlerinin Lejyoner

hastalig1 bakimindan risk tasidigi belirtilmistir (Erdogan ve Arslan 2013).

L. pneumophila’ nin pndmoniye yol agma yeteneginin makrofajlara ve monositlere
saldirarak bu hiicreler iginde replikasyon yapma yetenegine bagli oldugu belirtilmektedir
(Tachibana vd. 2013). L. pneumophila’ nin makrofaj ve monositler disinda epitel
hiicrelerde viriilans etkileri oldugu gosterilmistir (Yan ve Cirillo 2004). L. micdadei' nin
insan monositleri lizerindeki etkileri arastirilmistir ve cogalmak i¢in 6zellikle monositleri
tercih ettikleri gdzlenmistir (Weinbaum vd. 1984). Insan makrofaj hiicre benzeri olan
U937 hiicrelerinde L. pneumophila’ nin biiyiimesi arastirilmis, bu hiicrelerin L.
pneumophila’ nin viriilent ve viriilent olmayan suslarinda intraselliiler hiicre biiylimesine

imkan sagladiklar1 bildirilmistir (Pearlman vd. 1988).
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L. pneumophila’ nin farkli hiicre hatlarinda, invazyon ve intraselliiler replikasyonu
sirasinda morfolojik 6zelliklerinde degisiklikler gozlenmistir. Calismalar, adezyon ve
invazyon arasinda pozitif iliski oldugunu ortaya ¢ikarmaktadir. Makrofaj benzeri ve
fagositik olmayan hiicrelerde bakterinin hiicreye girisinde farkli mekanizmalarin rol
oynadigi ve L. pneumophila' nin makrofaj benzeri hiicrelere, fagositik olmayan hiicrelere
gore daha kolay girebildigi gosterilmektedir. Makrofajlarin bakterinin yapismasi
bakimindan daha avantajli oldugu belirtilmektedir. Ayrica fagositoz yapmayan
hiicrelerde L. pneumophila’ nin invazyonunda farkliliklar bulunmaktadir. Yapilan
calismalar mikrofilament ve aktin polimerizasyonu gibi hiicrenin yapisal biitiinliigiinii
saglayan faktorlerin, non-fagositik hiicrelere L. pneumophila aliminda 6nemli rol
oynadiklarini gostermektedir. Hiicrelere bakteri girisindeki farkliliklarin hiicre iskeleti ve
membran yapisindaki karakteristik farklardan kaynaklandigi ve bunlarla baglantili oldugu
diistiniilmektedir (Xiong vd. 2017).

1996 yilinda yapilan bir ¢alismada L. pneumophila’ nin viriilans etkili protenleri olan Mip
ve Msp proteinlerinin apotoza etkileri HL-60 hiicrelerinde arastirilmistir. Bu ¢alisma ile
L. pneumophila' nin HL-60 hiicrelerinde apoptozu uyardigi gosterilmistir (Miiller vd.
1996).

1998 yilinda yapilan bir ¢aligmada L. dumoffii' nin alveoler epitel hiicrelere girisi in vitro
olarak A549 hiicrelerinde ¢alisilmistir. L. dumoffii' nin insan akciger hiicrelerine
girebildigi, alveoler makrofajlar disinda tip I ve II alveoler epitel hiicrelerde yasadiklar
ve ¢ogaldiklar1 gosterilmistir. L. dumoffii' nin alveoler epitel hiicrelerini istila ederek
insanda pndmoniye yol agtiklari belirtilmistir. Legionella‘ nin hem fagositik tip [ hem de
fagositik olmayan tip 2 alveoler epitel hiicrelerde bulunduklar1 a¢iklanmistir. Bu sonug,
L. dumoffii° nin in vivo ortamda insan akciger hiicrelerine girebildigi gorisiinii

desteklemektedir (Maruta vd. 1998).

Biiyiime fazinin sitotoksisiteye etkisini belirlemek amaciyla makrofajlar L. pneumophila
ile enfekte edilerek, makrofaj canliligi kolorimetik yontemle belirlenmistir. L.
pneumophila etkili sitotoksisitenin, biiyiime faziyla baglantili oldugu agiklanmistir. L.

pneumophila‘ nin, post-eksponansiyel fazda iken, eksponansiyel faza gore daha hareketli,
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bulasic1 ve makrofajlar1 6ldiiriicti etkisinin oldugu belirtilmistir. L. pneumophila‘ nin
viriilansin1 nasil diizenlediginin bilinmesinin, patojenin sulardan ve enfekte olmus
akcigerden yok edilmesi amaciyla Onlemlerin alinmasinda gerekli olacag

diistiniilmektedir (Byrne ve Swanson 1998).

1999 yilinda yapilan bir ¢alismada L. micdadei ve L. pneumophila' nin amip ve makrofaj
hiicrelerindeki viriilans 6zellikleri ve replikasyon yapabilme 6zellikleri karsilagtirilmistir.
Calisma sonuglarina gore L. micdadei ve L. pneumophila tiirlerinin birbirlerinden farkli
ozelliklere sahip olmalar1 nedeniyle taksonomik olarak ayr1 olduklar: belirtilmektedir. L.
micdadei ve L. pneumophila virulansla ilgili ortak ozeliklere sahip olduklari gibi
farkliliklarda bulunmaktadir. L. micdadei, L. pneumophila gibi flagella, asit fosfataz ve
mip kodlamakta ancak fosfolipaz C ve zinc metalloproteinaz enzimleri bulunmamaktadir.
Bu enzimlerin L. pneumophila virulansinda 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. Aralarinda
diger fark ise L. micdadei‘ nin kivrimli fagositoz (coiling) ile makrofajlara girmesidir. Bu
nedenle konak hiicrede ER ile etkilesim yaptiklar1 gézlenmemektedir. Bu tiirlerin amip
ve makrofajlarda replikasyon yapabilmeleri i¢in farkli 6zelliklere sahip olduklari ortaya
cikarilmigtir. Boylece Legionella tiirlerinin konak hiicreleri enfekte etmek igin farkli
yollar izledikleri agiklanmustir. L. micdadei ve L. pneumophila benzer virulans faktorler
kodlamalarina ragmen L. micdadei‘ de bunlardan bazilarinin eksik olabilecegi
belirtilmistir. Bu nedenle de konak hiicreleri enfekte etme ve sitotoksisitede L. micdadei*

nin alternatif bir strateji kullanmis olabilecegi diisiiniilmektedir (Joshi ve Swanson 1999).

L. pneumophila® nin, makrofajlar ve aveoler epitel hiicrelerde replikasyon ve
sitopatojeniteye etkileri farkli enfeksiyon siireleri uygulanarak arastirilmistir. Bu durum
bakteri sayisinin artmasi ve bakteriyel iiriinlerin birikmesinin sitopatojenite i¢in gerekli
oldugunu diisiindiirmektedir. Sitopatojenitenin WI-26 tip I alveoler epitel hiicrelere
etkilerinin, makrofajlar ile benzer sonuglar gosterdigi agiklanmistir. Mutant bakterilerin
intraselliiler replikasyon yapmalarina ragmen, apoptoz ve sitopatojenite yeteneklerinin
olmadig1 gosterilmistir. Makrofaj ve alveoler epitel hiicrelerde, sitopatojenitenin doz
bagimli oldugu belirtilmistir. Apoptozla birlikte bakterinin sitotoksik etkiye yol agtigi,
alveoler epitel hiicreler ve makrofajlarda hizli nekroza sebep oldugu gosterilmistir (Gao

ve Abu Kwaik 1999a).
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L. pneumophila’ nin U937 makrofaj benzeri monosit hiicre hatti, alveoler epitel hiicreler
ve periferik kan monositlerinde doz bagimli apoptozu indiikledigi baska bir calismada
gosterilmistir. Apoptozun baslamasi ile L. pneumophila sitotoksik etkiye neden olmakta,
eksponensiyal fazdan c¢ikarak hizli sekilde nekrozu baslatarak post-eksponansiyel
biiylime fazina girmektedir. Farkli biiylime evrelerinde L. pneumophila’ nin apoptozu
indiikledigi, bakteri bliylimesine bagli olarak apoptozun artmasinin, post- eksponansiyel
faza ulasan bakterilerin hiicrelere saldirmasindan kaynaklandigr belirtilmistir.
Replikasyonun bitmesinden 24 saat sonra, duragan faza gegen bakterilerin canliliginin {i¢
kat azalmasiyla apoptozun uyarilmasi da azalmaktadir. Isiyla oldiiriilen bakterilerin ise
apoptoza neden olmadiklart gézlenmistir. Hiicre digindaki L. pneumophila' nin, U937
hiicresinde apoptozu indiikledigi ve ekstraselliiler bakteri istilasinin apoptoz siirecinde

artisa neden oldugu gosterilmistir (Gao ve Abu Kwaik 1999b).

Yapilan diger ¢aligmada, L. pneumophila' nin sigan alveoler makrofaj hiicreleri olan MH-
S hiicrelerine etkileri incelenmistir. L. pneumophila enfeksiyonu sonucu, makrofajlarda
sitokin cevabinin diizenlenmesi arastirilmistr. Viriilent etkiye sahip L. pneumophila’ nin
alveoler makrofajlarda IL-12 diretimini, diger sitokinlere gore daha az uyardigi

gosterilmistir (Matsunaga vd. 2001).

Baska bir ¢aligmada, gine domuzu L. Longbeachae SG-1' in klinik izolati ile aerosola
maruz birakildiktan sonra, L. pneumophila' nin hastalik ve o6lime neden oldugu
aciklanmistir. L. longbeachae SG-1° in, U937 makrofaj hiicrelerinde replikasyon
yapabildigi, Mono Mac-6 (MM6) makrofaj hiicrelerinde ve amip tiiri olan
Acanthamoebae castellanii’ de ise replikasyon yapamadiklar1 belirlenmistir (Doyle vd.
2001).

L. longbeachae“ in HL-60 hiicrelerinde biiyiime ve sitotoksik etkileri, Klinik izolat ASH5
ve mip mutant susu olan B8 kullanilarak ve MTT yontemi ile arastirilmistir. L.
longbeachae' in hiicreyi enfekte etmesi sonucunda hiicrenin apoptoza ugradigi, boylece
doza bagiml sitotoksik etkinin HL-60 hiicrelerinde 6liime neden oldugu agiklanmistir
(Arakaki vd. 2002). Legionella bakterilerinin insan monosit hiicrelerinde apoptoza neden

oldugu Mono Mac 6 (MM6) hiicre hattinda gdsterilmistir. Apoptoz diizeyinin doz ve
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viriilansa bagli oldugu, apoptozun, bakterinin hiicre i¢i replikasyonundan ¢ok hiicreye

adezyonu ile artis gosterdigi belirtilmistir (Neumeister vd. 2002).

L. pneumophila SG-1, L. micdadei Rivera, L. dumoffii' yi i¢ceren grup-1 ve L. longbeachae
suslarindan olusan grup II arasinda apoptoz indiiksiyonu, gézenek olusturma aktivitesi ve
hiicre i¢i biiyiime gibi virulans 6zelliklerin hiicre 6liimiine etkileri, U937 makrofajlarinda
karsilastirilmistir.  Sitopatojenitede dnemli rol oynayan gézenek olusturucu aktivite ve
hiicre i¢i biiyiimenin, patojenik bakterilerde meydana geldigi gézlenmistir. L. dumoffii ve
L. micdadei Rivera’ nin patojen olmalarina ragmen gozenek olusturmadiklart
gozlenmistir. Bu nedenle por olusturmanin sitopatojeniteden sorumlu tek faktér olmadigi,
L. pneumophila' nin tanimlanmasi ve teshisine yardimer olabilecegi belirtilmistir. L.
longbeachae serogrup-1, U937 makrofajlarinda replikasyon yaparken, Mono Mac-6
makrofajlar1 ve Acanthamoebae castellanii' de replikasyon olmamistir. Sonuglara gore
patojenik Ozelliklerin, tiirler arasinda heterojenlik gosterdikleri agiklanmistir. Apoptoz
indiiksiyonu, gézenek olusturma ve hiicre i¢i biiylimede varyasyon olmasinin, Legionella

tirlerinin insidansindaki degiskenligi belirleyen etken olabilecegi belirtilmistir (Alli vd.
2003).

2004 yilinda sigan alveoler makrofaj hiicrelerinde (MH-S) yapilan c¢alismada, L.
pneumophila’ nin monosit ve alveoler makrofajlarda replikasyona ugradiklari, 6zellikle
enfeksiyon sirasinda alveolar makrofajlarda yerlestikleri gosterilmistir (Yan ve Cirillo

2004).

2008 yilinda yapilan ¢alismada A549 alveoler epitel hiicrelerde L. pneumophila® nin
intraselliiler biiytimesi ve enfeksiyonu gosterilmistir. Viriilent suslarda intraseliiler
bliylime gozlenmis, Virulent olmayan dotO mutantlarinin cogalmadiklar1 gozlenmistir. L.
pneumophila ‘ nin doz ve zamana bagli olarak sitotoksisitedeki artiginin, alveoler epitel

hiicrelerde hasara neden oldugu aciklanmistir (Furugen vd. 2008).

Biiyiime fazinin sitotoksisitedeki etkisini anlamak amaciyla, bakteri farkli besiyerlerinde
bekletildikten sonra makrofajlara enfekte edilmis ve hiicre canlilifi arastirilmistir.

Eksponansiyel biiyiime fazinda iken bakterinin daha az yayilma o6zelligi gosterdigi
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ve makrofajlar1 6ldiirmedigi, post-eksponansiyel fazda ise makrofajlar 61diiriicii etkisinin
oldugu gézlenmistir. L. pneumophila’ nin filament yapisinin bakterinin viriilans 6zelligini
etkiledigi, bu durumun alveoler epitel hiicrelere yayilmasini sagladigi gosterilmistir.
Bu nedenle flagellanin, bakterinin patojenik 6zelligini arttirdig: diistiniilmektedir (Prashar
vd. 2012).

Japonya’ da farkli ortamlardan (8 ayak spa merkezi, 7 kaynak suyu, 4 koy suyu, 3 golet
suyu) alinan 22 su 6rneginin analizinde Hepsi L. pneumophila pozitif olan 5 6rnekten 3’
it ayak spa merkezindeki su orneginde saptanmustir. Bakterilerin serotiplendirmeleri
yapilmis ve PCR ile virulansi etkileyen gen bolgeleri (IvhB3, rtxA, hsp60, dotaA)
belirlenmistir. HeLa hiicreleri ve THP-1 hiicrelerinde intraselliiler biiylime ve sitotoksik
etkileri LDH (Lactate dehydrogenase) yontemi ile arastirilmistir. 1 saat enfeksiyondan
sonra, 2 ayak spa merkezi suyu ve 1 kaynak suyundan izole edilen 3 susun Hela
hiicresine invazyonun, virulans etkili referans Lp02 susuna gore 10 kat daha fazla oldugu
gozlenmistir. 24 ve 48 saat sonra intraselliiler bakterilerin hiicre i¢i biiylime sayisi
belirlenmistir. 24 saat enfeksiyondan sonra, 2 ayak spa merkezi suyu ve 1 gélet suyundan
izole edilen 3 sus, olduk¢a biiylime gdstermis ve intraselliiler sayis1 Lp02 referans susa
gore 10 kat artmistir. 24 ve 48 saat enfeksiyonda 3 sus yiiksek sitotoksik etkiye neden
olmus, 24 saat enfeksiyonda hiicrelerin zarar gordiigii tespit edilmistir. 48 saat
enfeksiyonda ise biitiin suglarin sayist azalmistir. Biitiin suslar THP-1 hiicrelerinde
yiiksek sitotoksik etkiye neden olmustur. Ozellikle ayak spa merkezinden izole bir susun
hem HeLa hem de THP-1 hiicrelerinde intraselliiler biiylime meydana gelmis ayrica
yiiksek sitototoksik etkiye neden oldugu gosterilmistir. IvhB3, rtxA, hsp60, dotaA
virulans faktorler biitiin suslarda tanimlanmasina ragmen, intraselliiler biiyiime ve
sitotoksik etki ile aralarindaki baglanti bilinmemektedir. Bu virulans faktorlerin
insanlarda patojenik etkiye neden olacag: belirtilmektedir. Sitotoksik etkisi yiiksek olan
susun, sularda ilk izolasyonda konsantrasyonunun standart seviyenin istiinde oldugu
bildirilmistir. Bu ¢alisma ile ayak spa mekezinin Legionella enfeksyonuna sebep
olabilecegi belirtilmistir (Tachibana vd. 2013).

L. dumoffii’ nin makrofajlar disinda A549 alveoler epitel hiicrelere saldirdigi ve hiicrelere

girerek ¢ogaldig1 gosterilmesi iizerine, ayni bakterilerin A549 hiicrelerine saldirma ve
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hiicrede ¢ogalma yeteneklerinin mekanizmalarini molekiiler diizeyde arastirmak
amactyla ¢alisma yapilmistir. TraC geninin HeLa ve A549 hiicrelerine tutunma, saldirma
ve hiicre i¢inde bliylimede rolii oldugu bulunmustur. Arastirmacilar L. dumoffii Tex-KL
susunda TraC ve TraD operonlarinin epitel hiicrelere invazyonda 6nemli olduklarini
belirtmislerdir. L. dumoffii ilk olarak 1977 yilinda hem sogutma kulesinde alinan su
orneginde hem de pndmoni nedeniyle 6len kisinin akciger dokusundan izole edilmistir.
Ik olarak tipik olmayan Legionella benzeri organizma olarak tanimlanmis daha sonra
yeni bir tiir olarak siiflandirilarak L. dumoffii seklinde adlandirilmistir. L. dumoffii
insanlarda Lejyoner hastaliginin 6nemli etkeni olarak 4. veya 5. sirada yer almaktadir.
Flagella, katalaz, jelatinaz gibi enzimleri bulunmakta ancak viriilans faktorlerden olan
lipaz, oksidaz, zinc metalloproteaz enzimleri bulunmamaktadir. L. dumoffii‘ nin A549 ve
Vero hiicrelerine saldirmasi ve hiicre i¢i replikasyonu L. pneumophila’ dan daha etkin
olmaktadir. Ayrica makrofajlarin ise, L. pneumophila biiyiimesinde epitel hiicrelerden
daha etkili olduklar1 belirtilmektedir (Tian vd. 2016).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Su Ornekleri

Analizi yapilacak su 6rnekleri, 1000 ml’ lik steril kahverengi kaplara alindiktan sonra 48
saat i¢ginde laboratuvara gonderilmislerdir (Akbas vd. 1999). 24-48 saat i¢inde gonderilen
ornekler icin soguk zincir gerekli olmamaktadir. Ornekler uygun bir tasima kabia
diizgiince yerlestirilmeli, sise veya cam tiiplerin kirilmamas1 ve dokiilmemesi i¢in gerekli
onlem alinmalidir. Laboratuvara gelen su Ornekleri hemen ¢alisiimali, bekletilmesi

gereken durumlarda ise mutlaka buzdolabinda saklanmalidirlar (Anonim 2014).

3.1.2 Besiyerleri

BCYE (Buffered charcoal yeast extract) ve DGVP (Dye-glycine-vancomycin-polymyxin
B) besiyerleri, kimyasal maddeler gerekli miktarlarda tartilarak erlen igerisinde hazirlandi
(Sekil 1 ve 2). Legionella analizinde kullanilan BCYE ve DGVP besiyerleri ¢evresel su
orneklerinde bulunan ¢esitli mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etkenler igerir.
BCYE antifungal maddeler igerir, bu nedenle 6zellikle sogutma kuleleri ve i¢ilemeyen su
orneklerine uygulanan kiiltiir yonteminde kullanilir (Pierre vd. 2017). BCYE, Legionella
tirlerinin izolasyonu i¢in 1ideal ortam saglamaktadir. Suda yasayan diger
mikroorganizmalarin liremesini engellemek amaciyla ise, glisin ve antibiyotik iceren
DGVP kullanilmaktadir (Akbas vd. 1999, Anonim 2014). DGVP agar, Dye-glycine-
vancomycin-polymyxin B icermesinden dolayi, su florasinda bulunan diger
organizmalar1 inhibe etmede oldukca etkilidir. Ayrica diisiik konsantrasyonlu antibiyotik

icerdigi i¢in kullanimi avantajlidir (Zhan vd. 2014).
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Sekil 3.1 Besiyeri i¢in kimyasal maddelerin tartiimasi

Sekil 3.2 Besiyerinin erlen i¢inde hazirlanmasi
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3.2 Yontem

3.2.1 Sulann filtrasyonu ve on islemler

Su orneklerinin alinma yerlerine gore uygulanan farkli yontemler Cizelge 3.1° de

goriilmektedir (Zhan vd. 2014, Anonim 2014).

Su orneklerinin filtrasyonu ve ekim oncesi islemlerde; direkt ekim, asit uygulama ve

filtrasyon sonrasi asit uygulama seklinde 3 farkli yontem uygulandi.

3.2.1.1 Sogutma kulesinden alinan su érneklerinde ekim

Direkt Ekim: 0.1 ml su 6rnegi BCYE ve DGVP besiyerleri iizerine direkt olarak
pipetlendi. Steril L-6ze kullanilarak yayma ekimi yapildi.

Asit Uygulama: Cam kapakli tiip i¢inde hazirlanan 2 ml. HCI-KCI (pH 2.2) asit ¢6zeltisi
icine, 2 ml su 6rnegi ilave edildi; tiip vortekslendi. 3 dakika bekletildi, tekrar vortekslendi.
Pipetle tiipten 0.1 er ml alinarak BCYE ve DGVP besiyerleri iizerine damlatildi. Sreril

L-6ze ile yayma ekimi yapildu.

3.2.1.2 Sicak ve soguk su tanklarindan alinan su 6rneklerinde ekim

Direkt Ekim: 0.1 ml su 6rnegi BCYE ve DGVP besiyerleri iizerine direkt olarak
pipetlendi. Steril L-6ze ile yayma ekimi yapildi.

Filtrasyon ve Asit Uygulama: Su 6rneginin 50 ml' si 0,45 um filtre kagidi kullanilarak,
filtrasyon cihazinda filtre edildi (Sekil-3). Filtre kagidi, steril pens yardimiyla dikkatli
bir seklide alinarak, 5 ml steril distile su iceren kapakli tiipiin i¢ine birakildi. Tiip 30 sn
vortekslendi. Bu tiipten 2 ml 6rnek alinarak, 2 ml HCI-KCI (pH 2.2) asit ¢ozeltisi igeren
tiipe aktarild1 (Zhan vd. 2014). Tiip vortekslendi, 3 dakika bekletildi, tekrar vortekslendi.
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Tiipten 0.1” er ml 6rnek alinarak, BCYE ve DGVP besiyerlerine pipetlendi. Steril L-6ze
ile yayma ekimi yapildu.

Sekil 3.3 Sularm filtre edildigi filtrasyon cihazi

3.2.1.3 Musluk ve duslardan alinan su érneklerinde ekim

Filtrasyon ve asit uygulama: Su 6rneginin 50 ml.si 0.45 um por ¢aplt seliiloz asetat
filtre kagidi kullanilarak, filtrasyon cihazinda filtre edildi. Filtre kagidi steril pens
yardimiyla dikkatli bir seklide alinarak, 5 ml steril distile su i¢eren kapakli tiipiin igine
birakildi. Tiip 30 sn vortekslendi. Bu tiipten 2 ml 6rnek alinarak, 2 ml HCI-KCI (pH 2.2)
asit ¢ozeltisi igeren tiipe aktarildi (Akbas vd. 1999). Tiip vortekslendi, 3 dakika bekletildi,
tekrar vortekslendi. Tiipten 0.1” er ml 6rnek BCYE ve DGVP besiyerlerine pipetlendi.
Steril L-6ze ile yayma ekim yapildi.
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Cizelge 3.1 Sularin filtrasyonu ve kiiltiir 6ncesi 6n islemler

. . Su Tanki Musluk
Sogutma Kulesi ) .
(Sicak/Soguk) Dus Bagligl
0,1ml Asitle islem 0,1ml : :
Dircktekim [ 2ml su/2 ml asit Direkt ekim i Filtrasyon

3 dk Filtre kagidi 5 ml Filtre kagidi 5 ml
bekleme orjinal suya konur orjinal suya konur

0,1 ml ekim

Asitle islem
2 ml su/2 ml asit

Asitle islem
2 ml su/2 ml asit

0,1 ml ekim

0,1 ml ekim

i@

3.2.2 inkiibasyon

BCYE ve DGVP besiyerlerine ekimleri yapilan petriler, 37 °C ve nemli ortam igeren
etiivde inkiibasyona birakildi (Sekil 3.4- 3.5).

Sekil 3.4 Legionella kiiltiiriinde kullanilan etiiv
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Sekil 3.5 Etiivde besiyerine ekimi yapilan petriler

3.2.3 Mikroskobik identifikasyon

Legionella kolonilerinin birgogu 5 giin inkiibasyon sonunda koloniler gériilmektedir.
Legionella suslarinin yaklasik %90' 1 ise, 3. glinden sonra besiyeri plaklarinda goriilmeye
baslamaktadirlar (Zhan vd. 2014).

Legionella bakterileri morfolojik olarak; yiizeyleri diizgiin, hafif bombeli, merkezleri gri-
beyaz, kenarlar yesil, mavi, mor veya pembe, buzlu cam gibi parlak yapidadirlar (Vural
ve Er 1999, Zhan vd. 2014). Dis goriiniisleri bakimindan benzeyen Legionella siipheli
bakteriler, koloni mikroskobunda (Olympus SZ-40) incelendiler (Sekil 3.6). Koloni
mikroskobunda Legionella bakterileri, Sekil 3.7” de goriildiigii gibi mat olmayan, parlak,
canli ve isiltili yapilar seklinde goriilmektedir. Siipheli Legionella kolonilerini
dogrulamak i¢in, aynt anda hem BCYE hem de TSA (Triptic Soy Agar) veya kanl
besiyerine ekimleri yapildi. Bu amagla ayni koloniden steril 6ze ile alinarak bir kismi
BCYE ve bir kismu sistein igermeyen besiyerine ekim yapildi. Legionella, kanli agar ve
TSA' da sistein olmadigindan tiremeyecegi i¢in (McDade vd. 1977), sadece BCYE' de
tireyen kolonilerin Legionella olduguna karar verildi (Akbas vd. 1999, Anonim 2014).
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Sekil 3.6 Koloni mikroskobu

Sekil 3.7 Legionella' nin koloni mikroskop goriintiisii
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3.2.4 Lateks agliitinasyon testi

Koloni mikroskobunda morfolojik tanimlamasi yapilan ve BCYE’ de iireyen kolonilerin
karakteristik Legionella bakterileri olduklari dogrulandiktan sonra, ileri tanimlama
amaciyla agliitinasyon testi uygulandi. Ticari olarak hazirlanan Legionella Lateks
aglutinasyon kitinde (Oxoid, Latex; Oxoid Limited, UK), L. pnemophila serogrup-1,
L. pnemophila serogrup 2-14, diger Legionella tiirlerini (Legionella longbeachae 1 ve
2, Legionella bozemanii 1 ve 2, Legionella dumoffii, Legionella gormanii, Legionella
jordanis, Legionella micdadei ve Legionella anisa) saptamaya yonelik reaktifler, pozitif
ve negatif kontrol, tampon sivis1 ve reaksiyon kartlar1 bulunmaktadir (Sekil 3.8). Lateks
agliitinasyon kiti, Legionella® nin belirli tirlerine ve L. pnemophila serogrup 2-14
serotiplerine duyarli olup, mavi lateks parcaciklar icerir. Bu parcaciklar, antikor agliitinat
ile hassaslastirilmis ve spesifik Legionella hiicre duvarinda bulunan antijenlerin
varliginda goriiniir kiimeler halinde agliitinasyon olusturmaktadirlar. Boylece, patojenik
Legionella tiirleri ve L. pnemophila serogrup 2-14 serotiplerinin hizli ve kolay bir sekilde
tanimlanmas1 saglanmaktadir. Pozitif reaksiyon, 6rnekte Legionella® ya kars1 antijenlerin
varhigim1 gosterir. Boylece bakterinin hangi serogruba veya tlre ait oldugu

belirlenmektedir.

Testin uygulanmasi su sekilde yapilmaktadir: Tanimlanmasi yapilacak olan Legionella‘
nin BCYE’ de tireyen kolonisinden plastik 6ze ile bir miktar alindi. Kit i¢indeki tampon
sivisi ile homojenize edilerek reaksiyon karti tizerinde bulunan ii¢ ayr1 daire seklinin igine
gelecek sekilde dagitildi. L. pnemophila serogrup-1, L. pnemophila serogrup 2-14, diger
Legionella tiirlerini igeren 3 ayr1 plazma sivisi, her bir daire i¢cinde bulunan 6rnek tizerine
damlatildi. 3-5 dakika yavas sekilde ve dairesel hareketlerle ¢evrilerek agliitinasyon sivisi
ile bakterinin etkilesimi saglandi. Aglutinasyon meydana gelen daire i¢ine damlatilan
plazma sivisina gore Legionella® nin tiir ve serogrubu belirlendi. Agliitinasyon, siyah
kapakli tiip damlatilan 6rnekte ise L. pnemophila serogrup-1, sar1 kapakli tiip damlatilan
ornekte ise L. pnemophila serogrup 2-14, beyaz kapakli tiip damlatilan 6rnekte ise
Legionella species olduklari belirlendi (Sekil 3.9).
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Sekil 3.8 Legionella Lateks agliitinasyon kiti

Sekil 3.9 Legionella pozitif agliitinasyon goriintiisii

3.2.5 Direkt Floresan Antikor (DFA) testi

DFA, kiiltiirden izolasyonu yapilan ve stipheli Legionella kolonilerinin tanimlanmasi igin
kullanilmaktadir (Pierre vd. 2017). Ayrica L. pneumophila SG-1' in subgruplarinin
belirlenmesinde monoklonal antikorlarin kullanilmasinin 6nemli bir epidemiyolojik
yontem oldugu, ¢esitli serogrup ve subgruplarin prevalans ¢alismalarinda kullanildiklari

belirtilmistir (Brindle vd. 1987).
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Bu nedenle c¢aligmamizda Legionella izolasyonu igin kiiltiir yontemi, serolojik
tiplendirme ve subgruplarin belirlenmesi ig¢in ise DFA yontemi uygulanmigtir.
Serotiplendirme yontemi, L. pneumophila' nin lipopolisakkarit yapisina bagli olup DFA'
da kullanilan monoklonal antikorlar (MADb), serogruba spesifik olmalidir. Ayrica
serogruplarin bir¢ogu ortak antijene sahip olduklarindan, ¢apraz reaksiyona sebep olan

poliklonal antikorlar serumdan ¢ikarilmalidir (Helbig vd. 1997).

Lateks agliitinasyon testi sonucuna gore, L. pnemophila SG 2-14 olan orneklerin
serotiplerini, L. pnemophila SG-1 olanlarin subtiplerini ve Legionella tiirlerini belirlemek
amaciyla Direkt Floresan Antikor (DFA) yontemi uygulandi. Bu test icin m-TECH ticari
kiti (Monoclonal Technologies Inc. Milton, GA) kullanilmistir (Anonymus 2014).

Legionella tespit edilmesinde kiiltiiriin altin standart oldugu (Fricke vd. 2020), biitiin
Legionella tiir ve serogruplarinin kiiltiir yontemi ile tanimlanabilecegi belirtilmistir. DFA,
deneyim gerektiren ve ozellikle hizli mikroskobik tanida kullanilan bir test olup, L.
pneumophila serogroup 1 tespitinde duyarliligi %70 ve spesifikligi yaklagik %99’ dir.
DFA yontemi hizli sonug¢ vermesine ragmen, kiiltiir yontemine gore duyarliligr distiktiir.
Bunun nedeni mikroorganizmay tespit etmek icin alman su drneginin her ml sinde 10*
ve 10° bakterinin olmasinin gerekliliginden kaynaklanmaktadir. Yontemin &zgiilliigii
%98-99 olarak belirtilmesine ragmen poliklonal DFA konjugatlari baz1 pseudomonas
suslar1 arasinda ¢apraz reaksiyon vermekte ayrica kontamine musluk suyu ile hazirlanmig
DFA reajenlerine bagli olarak ortaya c¢ikan yalanci pozitif reaksiyonlar oldugu
belirtilmistir. Bu nedenle, monoklonal antikorlar kullanarak ¢apraz reaksiyon olusumu
onlenebilmektedir (Vural ve Er 1999).

DFA testinde, Legionella tiirleri ve serogruplarina karsi tavsanlardan elde edilen FITC
(Fluorescein IsoThio Cyanate) ile isaretlenmis antikorlar kullanilmaktadir. Legionella'
nin hedef antijenine baglanan floresan isaretli antikorlar ile spesifik bakteri antijenlerinin
varlig1 tespit edilmektedir. Test protokoliine gore, floresan isaretli monoklonal antikorlar,
bakteri hiicre duvarindaki antijene baglandiktan sonra, floresan mikroskobunda yesil

renkte 1s1ma gortilmektedir.
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Ik olarak -70 °C derin dondurucuda saklanan bakteriler hizla ¢dzdiiriilerek besiyerine
ekimleri yapildi. Besiyerinde iireyen saf Legionella kolonileri steril 6ze ile toplanarak,
PBS (Phosphate Buffered Saline) iginde homojenize edildi (Feeley vd. 1979) ve berrak
bir siispansiyon (McFarland No.l) hazirlandi. Testin yapilmasi i¢in, saf Legionella
kiiltiirleri PBS icinde homojenize olacak sekilde, berrak bir siispansiyon (McFarland

No.1) hazirland1 (Cherry vd. 1978).

Teflon kapli lam tizerinde bulunan her bolmeye 20 ul pipetlendi. Alevde fikse edildi ve
oda sicakliginda kurumaya birakildi (Sekil 3.10). DFA ticari kitinde bulunan antiserumlar
vortekslendi, lam tizerinde kuruyan 6rnege 20 ul damlatildi. Lamlar 37 °C etiivde, nemli
ortamda 30 dakika bekletildi. Etiivden ¢iktiktan sonra lamlar, PBS (phosphate buffered
saline) dolu kaplarin i¢inde ve oda sicakliginda 10 dakika bekletilerek yikamalari
saglandi (Sekil 3.11). Sonra ayn1 sekilde distile su ile yikandi ve kurumaya birakildilar
(Sekil 3.12). Tamamen kuruyan Ornek iizerine Mounting Medium damlatildi. Lamel
kapatilarak floresan mikroskopta (Leica DM1000) incelendi (Palmer vd. 1993). Test
sonucunu dogrulamak amaciyla deneyde Orneklerle birlikte ayni zamanda pozitif ve

negatif kontrol 6rnekleri de ¢alisildi.

Sekil 3.10 Lamlarin kurutulmasi
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Sekil 3.11 Lamlar1 PBS iginde yikama

Sekil 3.12 Lamlarin yikama sonrasi kurutulmasi

3.2.6 Floresan mikroskopta inceleme

Teflon kapli lamlar, lamel kapatilarak floresan mikroskopta (Leica DM1000) incelendi.
FITC isaretli antikor, Ornekte bulunan Legionella antijenine spesifik olarak
baglanmaktadir. Legionella® da uygun antijen yoksa, antikor reaktifi baglanmaz ve
yikama sirasinda temizlenir. FITC isaretli antikorun, incelenen Legionella‘ da uygun
antijene baglanmasi sonucu, floresan 1g1ma ortaya ¢ikmaktadir. Sekil 3.13. a, b' de oldugu
gibi, mikroskopta ¢ubuk seklinde ve parlak yesil renkte goriilen Legionella bakterilerinin,

serogrup ve subgrubu, DFA kitinde kullanilan antikora gére belirlenmektedir.
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Legionella nin hangi serogrup ve subgrubuna 6zel olarak hazirlanan hangi reajen, test
edilen Legionella iizerine damlatildiktan sonra 1s1ma ortaya ¢ikarsa, bu reajen belirlemek

istedigimiz Legionella bakterisinin serogrubu ve subgrubunu tanimlamamizi

saglamaktadir.

b)

Sekil 3.13. a, b Legionella® nin floresan mikroskop goriintiisii (Scale Bar: 20 pm)

3.2.7 Legionella bakterilerinin saklanmasi

Legionella oldugu belirlenen koloni, BCYE agara ekilerek bakterinin ¢cogalmasi saglandi.
37 °C ve nemli etiivde, birkag giin i¢inde besiyeri yiizeyini kaplayacak sekilde ¢ogalan
bakteri kolonisi, 6ze ile toplandi. Daha dnce hazirlanan ve 2 ml' lik kapakli tiiplere konan
%16 glycerol buyyonlu besiyeri iginde iyice homojenize edildi. Daha sonraki
caligmalarda kullanilmak iizere -80 °C derin dondurucuda saklamaya birakildi (Anonim
2014).

3.2.8 A549 hiicresinin Kiiltiir ekimi

A549 ATCC hiicrelerini kiiltirinde RPMI 1640 besiyeri kullanildi (Steiner vd. 2019).
Ticari olarak alinan ve 2 mM L-glutamine igeren RPMI 1640 s1v1 besiyerine, %10 FCS

(Fetal Calf Serum) ve %0,1 penicilline-streptomicin antibiyotigi eklendi (Steiner vd.
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2019). Ayrica, FCS yerine FBS (Fetal Bovine Serum)' de kullanilabilmektedir (Furugen
vd. 2008, Tian vd. 2016). Hiicre ekimi yapilmadan Once besiyerinin su banyosunda 36

°C’ ye kadar 1sinmas1 saglandi.

S1v1 azot tankinda 2 ml vial i¢cinde donmus halde bulunan A549 hiicresi, su banyosunda
buzu tam ¢oziinmeyecek sekilde kisa siire bekletildi. Tiip i¢indeki hiicre sivisi, RPMI

1640 besiyeri ile karistirildi, hiicre siispansiyonu 75 cm' lik flaska aktarildi.

Flask, 37 °C ve %5 CO?' li etiivde inkiibasyona birakildi. Hiicrelerin geligimi izlendi
(Sekil 3.14), hiicreler flask yiizeyinde gelismeye baslayip besiyerini kullandiklarinda yeni
besiyeri eklenerek hiicrelerin biiylimeleri saglandi. Hiicreler flask yiizeyini yeterince
kapladiklarinda bir kismi yapilacak deneyde kullanilmak, bir kism1 ise dondurucuda

saklamak amaciyla pasajlama iglemleri yapildu.

3.2.9 A549 hiicresini pasajlama

Hiicreler biiyliimeye baslayip ortamdaki besiyerini tilketmeye basladiklar1 zaman flask
icindeki besiyeri alinarak yeni RPMI 1640 besiyeri eklendi. Birkag giin sonra ise hiicreler
flask ylizeyini kapladiklar1 zaman, pasajlama islemi uygulandi. Bu islem i¢in 25 cm' lik
3 kiiciik flask hazirland1 (Sekil 3.15). 75 cm' lik flask igindeki besiyeri, steril pipetle
aliarak atik kabina atildi. Flaskin icine dnce 5 ml. PBS eklenerek yavasca calkalandi,

tekrar steril pipetle alindi.

Flask yiizeyine yapismis halde bulunan hiicrelerin yiizeyden kalkmasini saglamak
amaciyla, 3 ml Tripsin-EDTA eklendi (Day vd. 2013). Tripsin, serin proteaz enzimi olup
sicak ortamda etkilidir. Bu nedenle aktivite gostermesi i¢in flask, 37 °C ve %5 CO2 iceren
etiivde 5 dakika bekletildi. Tripsin tek bagina kullanildiginda hiicrelere zarar verebilir, bu
nedenle EDTA ile birlikte kullanilmaktadir. EDTA (Etilen diamin tetra asetik asit) ise
besiyeri iginde bulunan Ca*? iyonlarmin etkisini bloke ederek hiicrelerin yiizeyden

kalkmasin1 kolaylastirmaktadir.
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Siire sonunda etiivden alinan flask i¢ine %10 FBS ve %0,01 penisilline-streptomycin ile
yeni hazirlanan RPMI 1640 besiyerinden 3 ml eklendi. Flask icinde yavasca pipetaj
yapilarak yiizeye yapismis kalan hiicrelerin de kalkmas1 saglandi1 (Sekil 3.16). Invert
mikroskopta (Olympus) incelendi, hiicrelerin yiizeyden kalkarak sivi icinde hareket
ettikleri gozlendi (Sekil 3.17). 25 cm' lik 3 ayr1 flask i¢ine yeni hazirlanan besiyerinden
12 ml ilave edildi. Hiicrelerin bulundugu biiyiik flask i¢indeki sividan ise 3 ml alind1 ve

25' lik 3 ayn flask i¢ine aktarildi.

Flasklarin i¢inde bulunan hiicreler invert mikroskopta incelendi. Gelismeleri i¢in 37 °C
ve %5 COzigeren etiive kaldirildi. Boylece, biiytik flask icinde gelisen hiicreler, deneyde
kullanmak ve bir kismi1 saklanmak iizere, ¢ogalmalari amaciyla yeni flasklara aktarilmis

oldular ve pasajlama islemi gerceklestirildi.

Sekil 3.14 A549 hiicrelerinin mikroskop goriintiisii
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Sekil 3.15 A549 hiicrelerinin pasajinin yapilmasi

Sekil 3.16 A549 hiicrelerinin flask yiizeyinden kaldirilmasi
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Sekil 3.17 A549 hiicrelerinin mikroskopta hareketli goriintiisii

3.2.10 Thoma laminda hiicre sayim

Hiicrelerin bakteri ile enfeksiyonu sirasinda bakterilerin hiicrelere olan etkisini gérmek
amaciyla hiicre sayisinin bilinmesi gerekmektedir. Bu amacgla deneyde kullanilacak
hiicrelerin, sayim islemi yapilmalidir. Pasajlama isleminde sirasinda 3 ml Tripsin-EDTA
eklendikten sonra hiicrelerin yiizeyden kalkmasi saglandiktan sonra, hiicre siispansiyonun
bir kismi pasaj i¢in kullanildi, bir kismi ise santrifiij tlipiine aktarildi. 1500 Rpm devirde
5 dakika santrifiij yapildi. Ust kisimdaki supernatant sivisi dikkatlice alindi. Hiicrelerin
bulundugu pelletin dagilmamasina dikkat edildi. Pellet iizerine 2 ml antibiyotiksiz
hazirlanan RPMI 1640 besiyeri eklendi. Hiicre siispansiyonundan 20 pl alindi. Thoma
lamina pipetlenerek, mikroskopta hiicrelerin sayimi1 yapildi (Sekil 3.18- 3.19- 3.20).
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Sekil 3.18 A549 hiicrelerinin Thoma lamina pipetlenmesi

-

Sekil 3.19 Thoma laminda A549 hiicre sayim1 yapilmasi
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Sekil 3.20 A549 hiicrelerinin Thoma laminda mikroskop goriintiisii

3.2.11 A59 hiicrelerinin saklanmasi

Hiicrelerin bir kismi daha sonra tekrar kullanilmak {izere dondurularak saklandi.
Dondurma isleminde DM SO (Dimetil siilfoksit) kullanildi (Day vd. 2013). DMSO donma
asamasinda hiicrelerin igine gecerek su molekiillerini baglamaktadir. Bdylece
kristallesmeyi Onlemekte ve ani ozmotik basinca karst hiicrelerin  korunmasi

saglanmaktadir.

Saklama islemi i¢in once besiyeri hazirlandi. Besiyerine 1/10 oraninda DMSO eklendi.
Kalan besiyeri i¢inde hiicrelerin flask yiizeyinden kaldirilmasi saglandi. Flask icerigi
santrifiij tiipiine bosaltildi. 1500 Rpm devirde 5 dakika santrifiij edildi. Ust kisimdaki
slipernatant yavagca pipetle alindi. Hiicrenin bulundugu pellet iizerine 1 ml DMSO igeren
RPMI 1640 besiyeri eklendi. Pipetajla hiicrelerin ylizeyden kalkmasi saglandi. 2 mm' lik
kapakl tiiplere aktarildi. Kademeli olarak once +4 °C' de 30 dakika, sonra -20 °C' de 30
dakika bekletildikten sonra, -80 °C derin dondurucuya kaldirildi.
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3.2.12 Legionella bakterilerinin kiiltiirlenmesi

Derin dondurucuda -80 °C' de ve %16 gliserollu buyyon besiyeri iginde dondurularak
saklanan bakterileri canlandirmak amaciyla BCYE besiyerine ekimleri yapildi. Bunun
i¢in gliserollu buyyonun tamami ¢dziinmeden buzlu sekilde bir miktar steril 6ze ile alarak
BCYE besiyerine ekimleri yapildi. 3 giin 37 °C nemli etiivde bakterilerin iiremeleri

gozlendi.

Daha sonra BCYE besiyerinde iireyen bakteri kolonisinden bir 6ze dolusu alinarak BYE
s1v1 besiyerinde siispanse edildi. Legionella' nin siv1 besiyerinde kiiltiirlenmesinin; temas
bagimli sitotoksisite, etkili enfeksiyon baslamasi, fogozom-lizozom fiizyonundan kagis
gibi (Joshi ve Swanson 1999) bakteri infektivitesi ve biiylime fazi ile ilgili olarak hiicre
i¢1 yagsam dongiisiinii gosteren bir model olduklar1 kabul edilmektedir (Joshi ve Swanson
1999, Reichardt vd. 2010). Legionella pneumophila, post-eksponansiyel fazda iken,
eksponansiyel fazdan daha ¢ok virulent 6zellikler kazanmaktadir. Bakterinin hiicresel ¢ift
fazli yasam dongiisii sivi kiiltiirde gosterilmektedir. Replikasyondan sonra bakteri
eksponansiyel biiylime fazindan transmisiv formdaki post-eksponansiyel ve degismeyen
(stationary) faza gegmektedir. BYE siv1 besiyeri, Legionella pneumophila‘ nin sabit faza
gecmesi i¢in bliylimesini saglamaktadir. BCYE besiyerine benzer ancak komiir tozu

(charcoal) ve agar igermemektedir (Reichardt vd. 2010, Abdelhady ve Garduno 2013).

Bu amagla deneylerde, Legionella bakterilerinin BYE s1v1 besiyerinde kiiltiirleri yapildi.
Spektrofotometrede (BOECO) 620 nm' de optik dansite (OD) degerleri belirlendi. 24-56
saat i¢inde, 12 saat araliklarla 6lgiimleri yapilarak bakterilerin post-eksponansiyel faza
ulagmalar1 saglandi (Abdelhady ve Garduno 2013).

3.2.13 Legionella bakterilerinin ekstraselliiler ekimleri

Hiicreleri enfekte etmeden once bakterilerin ekstraselliiler ortamda biiyiimeleri saglandi.
Bakterilerin daha etkin ve virulent olduklar1 bilinen post-eksponansiyel faza ulagsmalari
amaciyla, bir miktar bakteri kolonisi BYE (Buffered yeast extract) sivi besiyeri i¢inde

stispanse edildikten ve 37 °C nemli etiivde bekletildikten sonra bakterilerin 12 saat
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araliklarla, 620 nm spektrofotometrede optik dansite (OD) degerleri belirlendi.
OD degerleri 1.5-2.0 arasinda olacak sekilde belirlenen ve post-eksponansiyel faza
geldikleri diisiiniilen Legionella bakterileri 1. Deneyde 100, 200 ve 500 MOI ve 2.
deneyde 100, 500 ve 1000 MOI olacak sekilde A549 hiicrelerine enfekte edildi.
Hazirlanan siispansiyonda bulunan bakteri kolonilerinin sayilarii ifade eden CFU
(Colony Forming Unit) degeri, standart plate hesabina dayali olarak hesaplandi
(Matsunaga vd. 2001).

CFU degerini hesaplamak i¢in 6nce bakteri siispansiyonunun 1/10 diliisyonlar1 yapildi.
Bu amagla kapakli tiiplere 1' den 10' a kadar numara verilerek, tliplere 4.5 ml PBS
konuldu. Bakteri siispansiyonu iyice vortekslenerek iyice karismasi saglandi. 500 pl 1.
tiipe eklendi, bu tiipten 2. tiipe 500 pl (0.5 ml) aktarildi; 10. tipe kadar ayni islemler
uygulandi.

Yiiksek konsantrasyondaki siispansiyonlarda bakteri oraninin ¢ok yogun olmasindan
dolay1 petrilerde yogun ilireme olacag1 tahmin edilerek ve 6., 7. ve 8. tiiplerde, saymaya
uygun koloni iiremesi olacagi disiiniilerek, sadece bu tiiplerdeki siispansiyon ekimden
once vortekslendi. 0.1 ml BCYE besiyerine pipetlendi, steril L 6ze ile yayma ekimleri
yapildi. 37 °C ve nemli ortam igeren etiive kaldirildi. 2-3 giin sonra bakterilerin liremesi

gdzlendi, lireyen kolonilerin sayimlar1 yapildi (Sekil 3.21).
Deney sonuglarmin etkinligini belirlemek ve bakterinin intraselliiler cogalmasini

hesaplamak i¢in hiicreye enfekte edilen bakteri sayisinin bilinmesi gerekmektedir.

Boylece hazirlanan siispansiyondaki bakteri miktart CFU olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.21 Ekstraselliiler Legionella iiremeleri

3.2.14 A549 hiicrelerinin Legionella ile enfekte edilmesi

Hiicreler farkli MOI oranlarinda hazirlanan bakteri slispansiyonu ile enfekte edildi. MOI
(Multiplication of Infection), bir hiicreyi enfekte eden bakteri sayisidir. Diger bir ifadeyle
MOI, Bakteri/Hiuicre oranidir. 1 MOI denince; 1 hiicrenin 1 bakteri ile, 100 MOI' de; 1
hiicrenin 100 bakteri ile enfekte edildigi anlagilmaktadir.

Bu amagla, tiipe antibiyotik icermeyen ancak %10’luk Fetal Bovin Serum (FBS) igeren
4.5 ml RPMI 1640 konuldu. CFU degeri hesaplanan ve koloni miktart bilinen bakteri
stispansiyonu, deneyde kullanilacak MOI oranlarina uygun olacak miktarda eklendi.
Boylece, BYE icinde biiyiime fazina ulasan bakteriler, dncelikle kiiltiir besiyeri ortami
olarak kullandigimiz RPMI 1640 besiyeri iginde siispanse edildi ve hiicreleri enfekte
etmek i¢in hazirlandi (Gao vd. 1997).

Deneylerde 96 kuyucuk igeren plate kullanildi. Oncelikle flaskta bilyiimesi saglanan ve
tiipe aktarilan A549 alveoler epitel hiicresi, Thoma laminda sayim1 yapildiktan sonra plate
kuyucuklarma 0.2 ml olarak pipetlendi. Hiicrelerin kuyucuk yilizeyine yapismalarini
saglamak amaciyla, 37 °C ve %5 COz' li etiivde 24 saat inkiibasyona birakildi.
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Inkiibasyon sonunda, hiicreler bakteri ile enfekte edilmeden énce kuyucuklarin icinde
bulunan ve A549 hiicrelerini ekimde kullandigimiz RPMI 1640 besiyeri yavasca pipetle
alinarak uzaklastirildi. Uygun konsantrasyonlarda hazirlanan bakteri siispansiyonu, A549
hiicrelerinin bulundugu kuyucuklara 0.2 ml olarak pipetlendi. 37 °C ve %5 COz' i etiivde

2 saat inkiibasyona birakildi.

3.2.15 Hiicreye bakteri enfeksiyonu ve invazyon

Inkiibasyon sonunda kuyucuk igindeki sivi, ependorf tiipe alindi. 10 kat diliisyonlar
hazirlandi. BCYE besiyerine ekimleri yapildi. Boylece enfeksiyondan sonra
kuyucuklarda kalan ve hiicrelere giremeyen bakteri miktari belirlendi. Yikama ile
uzaklagsmayan hiicre dis1 bakterilerini ortamdan yok etmek amaciyla Gentamisin

antibiyotigi kullanildi (Gao ve Abu Kwaik 1999a).

Her kuyucuga ml' sinde 100 pg Gentamisin igeren %5’ lik RPMI 1640 besiyerinden 0.2
ml eklendi. Plate 37 °C ve %5 CO2' 1i etiivde 1 saat inkiibasyona birakildi. Gentamicin
kalintilarin1 yikamak amaciyla kuyucuga, 0.1 ml antibiyotik i¢germeyen RPMI 1640
besiyeri pipetlendi ve tekrar pipetle yavas bir sekilde alindi. 2-3 kez yikama islemi
uygulandi. Kuyucuklara tekrar %10 FBS ve %0,1 oraninda penicilline-streptomycin
antibiyotikleri ile hazirlanan RPMI 1640 besiyeri eklendi. 37 °C ve %5 CO?' li etiivde,
uygun enfeksiyon stirelerinde (48, 96 ve 120 saat) inkiibasyona birakildi.

Her siire sonunda kuyucuklar, antibiyotik icermeyen RPMI 1640 besiyeri ile 2 kez
yikandi. Hiicrelerin patlamasi ve hiicre i¢ine girdikleri diistiniilen bakterilerin hiicre disina
cikmalarimi saglamak amactyla, 0.5 ml steril distile su eklendi. 37 °C ve %5 CO2' li etiivde
10 dakika inkiibasyona birakildi.

Stire sonunda kuyucuklara pipetaj islemi uygulanarak hiicrelerin patlamasi saglandi.
Kuyucukta hiicrelerin patlamasi ile agiga ¢ikan lizat sivisi, ependorf tiiplere alindi. 10 kat
diliisyonlar1 hazirlandi (Maruta vd. 1998). Hiicreden ciktiklar: diisliniilen bakterilerin

koloni sayimlarinit belirlemek i¢in CFU degerlerini hesaplamak amaciyla, BCYE
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besiyerine ekimleri yapildi. Uremeler sonunda koloni sayilar1 hesaplandi. Bu sekilde

bakterilerin, hiicre i¢i cogalmalarinin miktar1 belirlendi.

3.2.16 Sitotoksisite testi

A549 hiicrelerinin, Legionella bakterileri ile etkilesimleri sonucunda olusan sitotoksik
etkiyi gézlemek amaciyla, kolorimetrik yontem olan MTT testi uygulandi. Sadece canli
hiicrelerin varligini tespit etmeye yonelik olan MTT yonteminin, ¢ogalma ve sitotoksisite
testlerinde uygulanan ¢ok yonlii ve kantitatif bir yontem oldugu belirtilmistir (Mossman

1983).

Bu yontemde canli hiicrelerde bulunan mitokondrinin siiksinat dehidrojenaz enzimi
etkisiyle, MTT (3-(4,5-dimethythiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide)
solisyonu i¢inde bulunan tetrazolium halkasi pargalanmaktadir. Canli hiicre
mitokondrisinin reaksiyonu sonucunda, acik sar1 renkte olan MTT, formazon olusumu ile
koyu-mavi ve mor renge doniismektedir. Olii hiicrelerde mitokondri aktivitesi olmayacag
icin, MTT sar1 renkte kalacak ve renk degisimi olmayacaktir. MTT kolorimetrik yontemi,
makrofajlarda bulunan canli Legionella bakterilerini belirlemek amaciyla da ¢alismalarda
kullanilmigtir (Gebran vd. 1994). Canli Legionella' nin mitokondriyal aktivitesi ile MTT'
de bulunan ve sar1 renk veren tetrazolium halkas1 ayrilmakta ve koyu renkli formazon

olusumu gozlenmektedir.

Bu nedenle deney sirasinda canli Legionella bakterilerinin etkisiyle MTT" de renk
degisiminin olugsmasini dnlemek amaciyla, 1. deneyde; 48, 96 ve 120 saat; 2. deneyde ise
72, 96, 108 saat uygulanan inkiibasyon siireleri sonucunda, her kuyucukta bulunan
supernatant alindi. Boylece hiicreler tarafindan ekstraselliiler ortama salinan bakterilerin

uzaklastirilmasi saglandi.
Daha sonra intraselliiler bakterilerin hiicreden disar1 ¢gikmalarini i¢in, hiicrelerin patlamasi

saglandi. Bu amagla, kuyucuklara 100 ul steril distile su eklendi, 10 dakika bekletildi.

Hiicrelerin patlamasi sonucu ortama salinan lizat sivisi tekrar uzaklastirildi. Boylece
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hiicre i¢inde bulunan canli bakterilerin etkisiyle MTT' de renk degisiminin olmasi

onlenmeye ¢alisildi (Higa vd. 1998).

Her kuyucuga 10 ul MTT/100 ul besiyeri olacak sekilde, 20 ul MTT stok (5 mg/ml)
solusyonu igeren 0.2 ml RPMI 1640 eklendi. 37 °C ve %5 CO2' li etiivde 4 saat
inkiibasyona birakildi. Deneyde kullanilan canli hiicrelerin mitokondri aktivitesi sonucu,
MTT' de bulunan ve suda ¢oziiniir 6zellikteki tetrazolium tuzu, suda ¢Oziinmeyen

formazon kristallerine doniismektedirler.

Olusan kristal yapilarin ¢oziinmesi i¢cin Dimetil Siilfosit (DMSO)’in en iyi ¢6ziicli oldugu
belirtilmistir (Twentyman vd. 1987). Bu nedenle inkiibasyon sonunda MTT iceren
supernatant sivis1t kuyucuklardan uzaklastirildi. Formazon kristallerini ¢6zmek amaciyla
kuyucuklara 0.1 ml DMSO (Dimethyl Sulfoxide) eklendi. 15 dakika oda 1sisinda ve
karanlikta bekletildi. Bir saat gegmeden ELISA okuyucu cihazinda spektrofotometrik
Olctimleri yapildi (Mossman 1983).

3.2.17 Besiyerleri ve kimyasallarin hazirlanmasi

BCYE (Buffered Charcoal Yeast Extract) besiyeri hazirlama

ACES : 10g¢g
Yeast extract : 109
Bacto agar . 17¢g
a-ketoglutarik asit :  1g
Charcoal 29
KOH . 2,49
Distile su : 985 ml

Kimyasal maddeler erlen i¢inde karistirildi.
pH : 6.90-6.97 olacak sekilde ayarlandi.
Otoklavda 121 °C’da 15 dakika bekletildi.
Is1s1 ayarlanmis benmaride 55 °C’a sogutuldu.
Manyetik karistiricinin iistiine alindu.

L-cysteine ve Ferric fosfat ayri olarak hazirlandi (Anonim 2014).
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L-cysteine (0.4 g/4 ml)

400 mg L-cysteine tartildi

3.5 ml steril distile su i¢inde ¢oziinmesi i¢in vortekslendi.
pH 6.6-6.7 ayarlandu.

Hacim 4 ml olana dek su eklendi

Filtreden gegirilerek sterilize edildi (Day vd. 2013).

Ferric fosfat (0.25 g/10 ml)

2.5 g Ferric fosfat tartildi

5 ml steril distile H20 i¢inde ¢6ziinmesi i¢in vortekslendi

Hacim 10 ml olana kadar distile H20 eklendi

Filtreden gegirilerek steril 15 ml konikal tiipe aktarildi (Day vd. 2013).

L-cysteine ve Ferric fosfat hazirlandiktan sonra, 55 °C’a sogutulmus olan besiyerine
eklendi. Manyetik karistiricida karismasi saglandi. pH 6.9’a ayarlandi.

90 mm ¢apinda steril petrilere dokiildi.

DGVP (Dye-Glycine-Vancomycine-Polymixine B) besiyeri hazirlama

ACES : 10¢g
Yeast extract : 10g
Bacto agar . 179
a-ketoglutarik asit : 1
Charcoal : 15¢
KOH . 2,49
Glycine : 34¢9
Distile su : 975 ml

Erlen igine eklenen kimyasal maddeler manyetik karistiricida karistirildi
pH : 6.90-6.97 olacak sekilde ayarlandi
Otoklavda 121 °C’de 15 dakika bekletildi

Isis1 ayarlanmig benmaride 55 °C’ a sogutuldu.
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Boya ve antibiyotikler ayr1 olarak hazirland1

Besiyerine eklendi.

Manyetik karistiricida karismasi saglandi.

pH 6.9’a ayarlandi.

90 mm ¢apinda, steril petrilere dokiildii (Anonim 2014).

Boyalarin hazirlanmasi

BTB (Bromothylmol Blue) : 10 mg (1 ml)
BCP (Brom Cresol Purple) : 10 mg (1 ml)

Antibiyotik hazirlanmasi

Vancomycin HCI : 1 mg (1 ml)
Polymyxin B : 50.000U (1 ml)

HCI-KCI (pH 2.2) asit calisma solusyonu hazirlama

Stok 0.2N HCI hazirlama
INHCI : 20ml
Distile su : 80ml

Stok 0.2N KCI hazirlama
KCI . 15¢g
Distile su : 100 ml
HCI-KCI (Calisma Solusyonu) Hazirlama amaciyla stok HCI ve KCI gereken miktarlarda
mezurda oOl¢tldii.
HCI (0.2N stok) : 5.3 ml
KCI (0.2N stok) : 25 ml
100 ml Distile suya eklendi
pH 2.2’ ye ayarlanda.

Filtrasyonla veya otoklavlanarak sterilize edildi (Anonim 2014).
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Glycerol (%16) Buyyon hazirlama

Nutrient Broth (Difco) : 1g
Glycerol : 20.1g
Distile su : 100 ml

Kimyasal maddeler manyetik karistiricida karistirilarak erimesi saglandi
pH: 7.2+0.5’ e ayarlandi
Kapakli tiiplere boliinerek 115 °C” da 10 dakika otoklavlandi (Anonim 2014).

Ringer c¢ozeltisi (1/40 ) hazirlama

Sodium chloride . 225mg
Potassium chloride : 11lmg
Calcium chloride anhydrous : 12 mg
Sodium bicarbonate : 5mg
Su 1L

Uygun oranlarda hazirlandiktan sonra otoklavlanarak sterilize edildi (Anonim 2014).

PBS (Phosphate Buffered Saline) hazirlama

NaCl (137 mM) . 8¢
Na2HPO4 (10mM) : 144g
KCI (2,7 mM) 029
KH2PO4 2mM) : 0249
Distile su > 800 ml

Kimyasallarin steril distile suda ¢oziinmesi saglandi
pH 7.4 olacak sekilde ayarlandi

1 ml olana kadar steril distile su eklendi

Agz1 kapakli 500 ml cam siselere dagitildi

30 dakika otoklavlandi (Day vd. 2013).
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BYE (Buffered Yeast Extract) sivi besiyeri

ACES : 10g
Yeast Extract : 109
L-cysteine . 049
Ferric pyrophospate : 10 ml
KOH . 229
a-ketoglutarate 19

Kimyasal maddeler tartildi.

Otoklavlandi. Sogumaya birakildi.

L-cysteine (0.4 g/4 ml) ve Ferric pyrophosphate (0.25 g/10 ml) ayri olarak hazirlandi.
Her biri ayn sekilde filtreden gecirilerek besiyerine eklendi (Day vd. 2013).

Gentamisin hazirlama (10 mg/ml stok)

100 mg Gentamicin siilfat tartildi, 15 ml' lik tiipe aktarild1
10 ml olana kadar steril distile su eklendi

Vortekslendi

0,2 um filtreden gegirilerek sterilize edildi

Ependorf tiiplerde aliqotland:

-20 °C derin dondurucuda sakland1 (Day vd. 2013).

RPMI 1640 besiyeri hazirlama (%10 FBS ve %0.1 penicillin-streptomycin)

Ticari olarak satilan steril 20 mM L-glutaminli, sodyum bikarbonat icermeyen RPMI
1640 (Sigma) kullanildi.

RPMI 1640 igerisine %10 FCS ve %0,1 penicillin-streptomycin antibiyotikleri eklendi.
+4 °C’de sakland1 (Tiaden vd. 2013).

MTT hazirlama

5 mg MTT tartildi. 1 ml PBS iginde ¢oziinerek filtreden gecirildi (Mossman 1983).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

2014 yilinda 484 otel, 145 hastane, 54 oto sanayii ve 23 diger binalarin su sistemlerinin

farkli noktalarindan alinan 706 su 6rneginde Legionella analizi yapilmistir.

2015 yilinda 98 otel, 278 hastane, 53 oto sanayii ve 21 diger binalarin su sistemlerinin

farkli noktalarindan alinan 450 su 6rneginde Legionella analizi yapilmistir.

2016 yilinda 143 hastane, 41 oto sanayii ve 17 diger binalarin farkli noktalarindaki su

sistemlerine alinan 201 su 6rneginde Legionella analizi yapilmustir.

2014, 2015 ve 2016 yillarinda analizi yapilan sularin nerelerden alindiklart Sekil 4.1,
Sekil 4.2 ve Sekil 4.3° de goriilmektedir.

2014
Sularin Alinma Yerleri
600
500 484
400
300
200 145
100 54
-
0 —
Otel Hastane Oto Sanayi Diger

Sekil 4.1 2014 yilinda sularin alinma yerleri
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2015
Sularin Alinma Yerleri

278
98
53
21
Hastane Otel Oto Sanayi Diger

Sekil 4.2 2015 yilinda sularin alinma yerleri

2016
Sularin Alinma Yerleri
143
41
17
0 N
Hastane Otel Oto Sanayi Diger

Sekil 4.3 2016 yilinda sularin alinma yerleri
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4.1 Lateks Aglutinasyon Testine gore Serotiplendirme

2014 yilinda ¢aligmaya alinan 706 su 6rneginin lateks aglutinasyon testi sonucuna gore,
51 (%7.2) ornek Legionella yoniinden pozitif olup, bunlarin serogrup dagilimlari; 4’
(%7.8) L. pneumophila SG-1, 47’si (%92.1) L. pneumophila SG-2-14 olarak
bulunmustur (Sekil 4.4).

2015 yilinda ¢aligmaya alinan 450 su 6rneginin lateks aglutinasyon testi sonucuna gore,
39 ornek (%8.6) Legionella yoniinden pozitif olup, bunlarin serogrup dagilimlari; 11’1
(%28.2) L. pneumophila SG-1, 25’1 (%64.1) L. pneumophila SG-2-14 ve 3’1 (%7.7)
Legionella spp. olarak bulunmustur (Sekil 4.5).

2016 yilinda caligmaya alinan 201 su orneginin lateks aglutinasyon testi sonucuna gore,
21 ornek (%10.4), Legionella yoniinden pozitif olup, bunlarin serogrup dagilimlari; 6’s1
(%28.6) L. pneumophila SG-1, 14’i (%66.6) L. pneumophila SG-2-14 ve 1’1 (%4.7)
Legionella spp. olarak bulunmustur (Sekil 4.6).

2014
L. pneumophila Serogruplarin Dagilimi
50 47
45
40
35
30
25
20
15
10
4
5
0 ]
$SG-1 G 2-14

Sekil 4.4 2014 yil1 L. pneumophila serogruplarin dagilimi
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Sekil 4.6 2016 y1l1 Legionella Serogrup ve Tiirlerin Dagilim1
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Sekil 4.5 2015 yil1 Legionella serogrup ve tiir dagilimi

2015
Legionella Serogrup ve Tiir Dagilimi

25
11
3
SG-1 SG 2-14 L. spp.

2016

Legionella Serogrup ve Tiir Dagilimi

SG-1

14

SG 2-14 L. spp.
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2014
L. pneumophila serogrup Dagilimi

8%

B SG-1 mSG2-15

Sekil 4.7 2014 yil1 L. pneumophila serogrup yiizde oranlari

2015- Legionella
Serogrup ve Tiirler

BSG1 mSG2-14 HWlLspp.

Sekil 4.8 2015 yili Legionella serogrup ve tiirlerin yiizde oranlari
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2016- Legionella
Serogrup ve Tiirler

mSG1 SG2-14 H L. spp.

Sekil 4.9 2016 yil1 Legionella serogrup ve tiirlerin yiizde oranlari

4.2 DFA ile Legionella Serogrup ve Subgruplarin Belirlenmesi

2014 yilinda, 706 su 6rneginin Legionella yoniinden analizi yapilmig, bunlardan 51°i
(%7.2) pozitif bulunmustur. Pozitif 6rneklerden 4’1 (%7.8) L. pneumophila serogroup-1
bulunmustur. Bunlar otellere ait su sistemlerinde bulunmus olup; 2’ si Philadelphia
subgrubu, 1'i OLDA subgrubu, diger 1 ornek ise Knoxville subgrubu olarak
tanimlanmustir. Pozitif orneklerden 47 si (%92) L. pneumophila serogroup 2-14
bulunmustur. Bunlardan 41’1 L. pneumophila SG-2 ve 3’ SG-3 olup otellere ait su
sistemlerinde, diger 6rneklerden 2’ si SG-6 ve 1 6rnek ise SG-10 olarak tanimlanmis olup
hastanelere ait su sistemlerinde tespit edilmiglerdir. Sularin alinma noktalarinin verileri

bulunmamaktadir.

2015 yilinda, 450 su 6rneginin Legionella yoniinden analizi yapilmis, bunlardan 39’ u
(%8.6) pozitif bulunmustur. Pozitif 6rneklerden 11’1 (%28) L. pneumophila serogroup-1
bulunmustur. Bunlardan 6’ s1 Philadelphia subgrubu olup; otele ait musluk suyu, oto
sanayi binasinin dus suyu, hastanede oda suyundan alinan 6rneklerde tespit edilmistir.
4’ i OLDA subgrubu olup; hastane kondansator, oto sanayi binasinin sicak dus suyunda
bulunmustur. Diger 1 6rnek ise Bellingham subgrubu olup; hastane yogun bakiminda

musluk suyunda bulunmustur.
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25 (%64) su 6rnegi L. pneumophila serogroup 2-14 bulunmustur. Bunlardan 14' i L.
pneumophila SG-5 olup; hastane odasi, tuvalet, dus basliklari, su kazanina ait sularda
tespit edilmistir. 10’u L. pneumophila SG-6 olup; hastane oda suyu ve tuvaletinde,
hastane su kazanina ait sularda bulunmustur. Diger 1 6rnek ise L. pneumophila SG-10
olup; hastane odast musluk suyunda saptanmistir. Oto sanayine ait sogutma kulelerinden
alman 3 (%7) su orneginde ise Legionella spp. bulunmustur. Bunlardan 1 &rnekte L.

micdadei ve 2 6rnekte ise L. longbeachae tespit edilmistir (Sekil 4.7- 4.8- 4.9).

2016 yilinda, 201 su 6rneginden 21’1 (%10.4) Legionella yoniinden pozitif bulunmustur.
Bunlardan 6’s1 L. pneumophila SG-1 olup; 2’si Philadelphia subgrubu ve 4’ic OLDA
subgrubu olarak ve oto sanayi dus bashigindan alinan su 6rneklerinde tespit edilmistir. 14
(%67) su ornegi L. pneumophila serogroup 2-14 bulunmustur. Bunlardan 6’s1 L.
pneumophila SG-5 olup; hastanenin sicak su tanki, aritma kulesi ve kimya sanayi
havuzuna ait sulardan tespit edilmistir. 4t L. pneumophila SG-6 olup; hastanenin banyo
muslugu, hastane odasindaki dus basligi, hastanenin sicak su kazanina ait sulardan tespit
edilmistir. 4’t L. pneumophila SG-2 olup; hastane odasinin musluk suyu ve musluk
basligi, hastane odasinin dus basligina ait sularda, diger 1 ornek ise L. micdadei olarak
belirlenmis ve oto sanayi sogutma kulesinden alinan su 6rneginde bulunmustur (Sekil

4.8- 4.9 4.10).

L. pneumophila SG-1 Subgruplari

M Philadelphia
OLDA

Bellingham

4 4
I1o1 P o Ioo

2014 2015 2016
M Philadelphia 2 6 2
OLDA 1 4 4
Bellingham 0 1 0
1 0 0

Knoxville

o B N W & U1 O N

Knoxville

Sekil 4.10 L. pneumophila SG-1 subgruplarinin dagilimi
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L. pneumophila SG 2-15 Dagilimi

41
B SG-2
HSG-3
B SG-5
14
SG-6 10
B 5G-10 3 , 4 6 4
0 1 0 0 1 . 0 . 0
2014 2015 2016
B SG-2 41 0 4
HSG-3 3 0 0
B SG-5 0 14 6
SG-6 2 10 4
B SG-10 1 1 0

Sekil 4.11 L. pneumophila SG 2-14 serogruplarin dagilimi

L. species Dagilimi

2015
¥ L. micdadei 1 1
L. longbeachae 2 0

Sekil 4.12 2015-2016 yillarinda Legionella species dagilimi

2015 ve 2016 yillarinda caligilan su 6rneklerinde tespit edilen serogrup ve subgruplarin

dagilimi Cizelge 4.1, 4.2, 4.3 de goriilmektedir.
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Cizelge 4.1 2015 yil1 Legionella pneumophila serogrup ve subgruplarin bulundugu sular

Legionella | Sayila Yerler Legionella | Sayilar Yerler
SG2-14 |r SG-1
1 Hastane tuvalet Philadelphia | 1 Oto sanayii dus
2 Hastane oda 1 Hastane oda musluk
SG-5 musluk suyu suyu
6 Hastane sicak su 4 Otel lavabo
kazani
5 Hastane oda dus | Olda 1 Oto sanayii sicak dus
baglig1
1 Hastane tuvalet 1 Bina sicak su kollektor
1 Hastane oda dus 2 Hastane  sicak  su
SG-6 baglig1 kondansator
4 Hastane sicak su
kazani
4 Hastane oda | Bellingham |1 Hastane yogun bakim
musluk suyu lavabo
SG-10 1l Hastane oda
musluk suyu

Cizelge 4.2 2016 yil1 Legionella pneumophila serogrup ve subgruplarin bulundugu sular

Legionella | Sayilar Almma Yerleri Legionella Sayilar Yerler
SG 2-14 SG-1
1 Hastane sicak su kazani
1 Kimya sanayii aritma
SG-5 Kulesi-soguk Philadelphia 2 Oto
2 Kimya sanayii aritma sanayii
kulesi dus
2 Kimya sanayii aritma baslig
havuzu
SG-6 1 Hastane banyo musluk
suyu
2 Hastane oda dus bagligi
1 Hastane sicak su kazani
SG-2 2 Hastane oda musluk | o|da 4 Oto
suyu sanayii
1 Hastane oda musluk dus
basligi baslig1
1 Hastane oda dus basligi
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Cizelge 4.3 2015-2016 yillarinda Legionella spp’ lerin  bulundugu sular

Yillar Legionella Sayilar Yerler
Spp
2015 L. micdadei 1 Oto sanayii sogutma
kulesi
L. longbeachae | 2 Oto sanayii sogutma
kulesi
2016 L. micdadei 1 Oto sanayii sogutma
kulesi

4.3 Legionella Bakterilerinin Ekstraselliiler Biiyiimesi

Calisma sonuglarimiza gore sularda Legionella bakterilerinin ¢ok farkli serotip ve
subgruplari bulundugu goriilmektedir. Deneylerimizde ayrica g¢evresel Legionella
bakterilerinin, AS549 alveoler epitel hiicrelerine sitotoksik etkilerinin gosterilmesi
amaclanmistir. Bu amagla L. pneumophila SG-1, L. pneumophila SG 2-14 ve Legionella
species bakterilerin farkli MOI oranlar1 kullanilarak A549 hiicreleri farkli siirelerde

enfekte edilmis, sitotoksik etkilert MTT kolorimetrik yontemi ile gosterilmistir.

Daha once yapilan ¢alismalarimizda sulardan izole edilen farkli Legionella bakterileri
eksponansiyel fazda iken A549 hiicrelerine enfekte edilmisler, bu ¢alismalarda
bakterilerin sitotoksik etkileri gozlenmemistir. Biiyiime fazmin sitotoksik etkisinin
bilinmesi nedeniyle, yaptigimiz bu calismada sulardan farkli zamanlarda izole edilen
Legionella bakterileri kullanilmistir. Post-eksponansiyel faza ulagmalart saglandiktan

sonra A549 hiicrelerine enfekte edilmislerdir.

Calismada kullandigimiz L. pneumophila SG 2-14 bakterilerin (A-B) ve L. pneumophila
SG-1 bakterilerin (C-D) BYE agarda gelisimleri saglanarak 620 nm spektrofotometre
cihazinda optik dansite (OD) degerleri Sekil 4.10 ve Sekil 4.11° de goriilmektedir.
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Sekil 4.13 L. pneumophila SG 2-14 olan bakterilerin zamana bagli bityiime grafigi (620

OD Degerleri

nm OD)

Zamana Bagh Biiyiime
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Zaman (Saat)

=—C =D E

Sekil 4.14 L. pneumophila SG-1 olan bakterilerin zamana bagl biiyiime grafigi (620 nm

OD)
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Sekil 4.15 Legionella species olan bakterilerin zamana baglh biiyiime grafigi (620 nm OD)

4.4 MTT ile Sitotoksisite Belirlenmesi

Sitotoksisite deneylerinin ilk calismasinda, hastanelerin oda musluk suyu ve dus

basligindan alinan su 6rneklerinden izole edilen L. pneumophila érnekleri kullanilmistir.

L. pneumophila SG 2-14 olan A 6rneginde, 48 saat enfeksiyonda, 100 MOI de %70 200
MOT' de %100 ve 500 MOT' de %200 intraselliiler cogalma meydana gelmistir. 100 ve
500 MOI de sitotoksik etki olmamis, sadece 200 MOI de bir kuyucukta %10 sitotoksik

etki gozlenmistir.

96 saat enfeksiyonda, 100 MOI' de %150, 200 MOI' de ise %300, 500 MOI' de ise %500
oraninda intraselliiler cogalma meydana gelmistir. 200 MOI' de 1 kuyucukta %15, 500
MOT' de 2 kuyucukta %20 ve %15 oraninda sitotoksik etkiye neden olmustur.

120 saat enfeksiyonda, 100 MOI' de %300, 200 MOI' de %500, 500 MOI' de ise %700
intraselliiler cogalma goriilmiistiir. 100 MOI de triplicate olarak calisilan kuyucuklardan
birinde %96, 200 MOI de bir kuyucukta %95, 500 MOI de ise ii¢ kuyucukta %50, %34

ve %73 oranlarinda hiicre 6limii gézlenmistir.
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Sekil 4.16 A bakterisinde zaman ve MOI’ ye bagli intraselliiler gogalma

L. pneumophila SG 2-14 (A)
120
100 - ™ 100 MOl ® 200 MOI = 500 MOI
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" |
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=
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0 - 0 0
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48 9 120
Zaman (Saat)

Sekil 4.17 A bakterisinde zaman ve MOI’ ye bagl sitotoksisite
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L. pneumophila SG 2-14 olan B 6rneginde, 48 saat enfeksiyonda 100 MOI' de %300, 200
MOTI' de %400 ve 500 MOT' de %200 intraselliiler cogalma olurken, her MOI de hiicre

6limii gbzlenmemistir.

96 saat enfeksiyonda, 100 MOI' de %400, 200 MOI de %700, 500 MOI' de %800

oraninda intraselliiler gogalma olurken, her MOI de hiicre 6liimii gézlenmemistir.

120 saat enfeksiyonda, 100 MOI' de %600, 200 MOI' de %900, 500 MOI' de %900
intraselliiler ¢cogalma meydana gelmistir. 100 MOI' de triplicate (3 kuyucuk) olarak
caligilan kuyucuklarin 2' sinde %93 ve %94, 200 MOI de 2 kuyucukta %95 ve %96, 500
MOI de 3 kuyucukta %91, %97 ve %98 oranlarinda sitotoksik etki gozlenmistir.

L. pneumophila SG 2-14 (B)

1000

900 900
900

800 + m 100 MOl ™ 200 MOI m 500 MOI
700

700

600

500

400

intraselliiler ¢ogalma (%)

300

200

100

48 96 120
\_ Zaman(Saat) Y,

Sekil 4.18 B bakterisinde zaman ve MOT’ ye bagl intraselliiler cogalma
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L. pneumophila SG 2-14 (B)
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Sekil 4.19 B bakterisinde zaman ve MOI” ye bagli sitotoksisite

L. pneumophila SG-1 olan C 6rneginde, 48 saat enfeksiyonda 100 MOI de %70, 200 MOI
de %200 ve 500 MOTI’ de %200 intraselliiler cogalma meydana gelmistir. 100 ve 500
MOI de sitotoksisite gozlenmemistir. 200 MOT' de %13 sitotoksik etki gdzlenmistir.

96 saat enfeksiyonda, 100 MOI' de %200, 200 MOI de %600, 500 MOI de%300

intraselliiler cogalma meydana gelmistir, higbirinde sitotoksisite gézlenmemistir.

120 saat enfeksiyonda, 100 MOI de %700 ve 200 MOI de %800 intraselliiler ¢ogalma
meydana gelmis, ancak sitotoksik etki gézlenmemistir. 500 MOI de ise, %900 hiicre
intraselliiler cogalma meydana gelmis, triplicate (3 kuyucuk) olarak calisilan 3

kuyucuktan birinde %98 maksimum sitotoksik etki gézlenmistir.
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L. pneumophila SG-1 (C)

1000 -
900
900 -
_ 800
X 800 - m 100 MOl m 200 MOl =500 MOI
©
E 700 -
©
b0
S 600 -
g
= 500 -
2
® 400 -
£
300
200 200 200 200
200 -
100 -
0 .
48 Zaman (Saat) 96 120
Sekil 4.20 C bakterisinde zaman ve MOI” ye bagli intraselliiler cogalma
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Sekil 4.21 C bakterisinde zaman ve MOI’ ye bagli sitotoksisite
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L. pneumophila SG-1 olan D o6rneginde, 48 saat enfeksiyonda, 100 MOI' de %150
intraselliller ¢cogalma meydana gelmis, bir kuyucukta %11 sitotoksik etkiye neden
olmustur. 200 MOI' de bakteriler hiicre i¢inde %100 intraselliiler ¢ogalma meydana
gelmis, ancak sitotoksik etki gozlenmemistir. 500 MOI' de %300 intraselliiler ¢ogalma

olurken, bir kuyucukta %3 oraninda sitotoksik etki gozlenmistir.

96 saat enfeksiyonda, 100 MOI' de %200 intraselliiler ¢cogalma meydana gelmis, %44
sitotoksik etki gdzlenmistir. 200 MOI' de %300 intraselliiler cogalma meydana gelmis, 3
kuyucukta %42, %35 ve %28 oranlarinda sitotoksik etki gézlenmistir. 500 MOI' de %500
intraselliiler ¢ogalma olurken, 2 kuyucukta %29 ve %18 oranlarinda sitotoksik etki

gozlenmistir.

120 saat enfeksiyonda, 100 MOI' de %600 intraselliller cogalma meydana gelmis, 2
kuyucukta %63 ve %99 maksimum sitotoksisite gozlenmistir. 200 MOI de %400
intraselliiler ¢cogalma olurken, 1 kuyucukta %40 sitotoksik etki gézlenmistir. 500 MOI'
de, %700 intraselliiler gogalma meydana gelmis olup, ii¢ kuyucukta %90, %98 ve %99

oranlarinda maksimum sitotoksisite gozlenmistir.

L. pneumophila SG-1 (D)
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Sekil 4.22 D bakterisinde zaman ve MOI’ ye bagli intraselliiler cogalma
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Sekil 4.23 D bakterisinde zaman ve MOI’ ye bagl sitotoksisite

A, B, C, D olarak isimlendirilen L. pneumophila SG-1 ve L. pneumophila SG 2-15 olan
orneklerin, 6zellikle 120 saat enfeksiyonda etkili olduklar1 goriilmektedir. Bu nedenle
100, 200 ve 500 MOI oranlarindaki bakterilerin intraselliiler ¢ogalmalar1 ve sitotoksik
etkileri agagidaki grafiklerde gosterilmektedir.

L. pneumophila SG 2-15 (A)
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Sekil 4.24 A bakterisinde 120 saat enfeksiyon siiresinde MOI’ ye bagli intraselliiler
cogalma ve sitotoksik etki
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L. pneumophila SG 2-15 (B)
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Sekil 4.25 B bakterisinde 120 saat enfeksiyon siiresinde MOI” ye bagli intraselliiler
cogalma ve sitotoksik etki

L. pneumophila SG-1 (C)
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Sekil 4.26 C bakterisinde 120 saat enfeksiyon siiresinde MOI’ ye bagl intraselliiler
cogalma ve sitotoksik etki
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L. pneumophila SG-1 (D)
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Sekil 4.27 D bakterisinde 120 saat enfeksiyon siiresinde MOI’ ye bagli intraselliiler
cogalma ve sitotoksik etki

AS549 hiicrelerine Legionella bakterilerinin sitotoksik etkisini gdstermek amaciyla
yapilan ikinci deneyde, L. pneumophila SG-1, L. pneumophila SG 2-15 ve L. species olan
bakteriler E, F, G, H seklinde isimlendirilerek kullanilmistir. Bu ¢alismada 100, 500 ve
1000 MOI oranlart ile 72, 96 ve 108 saat enfeksiyon siireleri uygulanmistir.

L. pneumophila SG-1 olan E bakterisi, 72 saat enfeksiyonda 100 MOI' de %300
intraselliiler ogalma ve bir kuyucukta %50 sitotoksisite, 500 MOI' de %400 intraselliiler
cogalma ve bir kuyucukta %52 sitotoksisite, 1000 MOI’ de %800 intraselliiler cogalma
ve bir kuyucukta %56 sitotoksisite meydana gelmistir. 96 ve 108 saat enfeksiyonlarda

cok az intraselliiler cogalma meydana gelirken, sitotoksik etki gozlenmemistir.
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L. pneumophila SG-1 (E)
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Sekil 4.28 E bakterisinde 72 saat enfeksiyon siiresinde MOI’ ye bagli intraselliiler
cogalma ve sitotoksik etki

L. pneumophila SG 2-14 olan F 6rneginde, 72 saat enfeksiyonda 100 MOI' de %150
intraselliiler cogalma olurken, bir kuyucukta %49 sitotoksik etki olmustur. 500 MOI' de
%300 intraselliiler cogalma olurken, bir kuyucukta %51 sitotoksik etki olmustur. 1000
MOI' de %500 intraselliiler ¢ogalma olmus ve bir kuyucukta %52 sitotoksik etki
gozlenmigtir. 96 ve 108 saat enfeksiyonlarda ¢ok az intraselliiler ¢ogalma meydana

gelmis olup, sitotoksik etki gdzlenmemistir.

109



L. pneumophila SG 2-15 (F)
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Sekil 4.29 F bakterisinde 72 saat enfeksiyon siiresinde MOI’ ye bagli intraselliiler

cogalma ve sitotoksik etki

Legionella species olan G Orneginde, 72 saat enfeksiyonda 100 MOI' de %120
intraselliiler gogalma olmus ve bir kuyucukta %40 sitotoksik etki gdzlenmistir. 500 MOI
de %100 intraselliiler ¢ogalma olmus ve bir kuyucukta %35 sitotoksisite goriilmiistiir.
1000 MOT' de %200 intraselliiler ¢ogalma olmus ve bir kuyucukta %45 sitotoksik etki
gozlenmigtir. 96 ve 108 saat enfeksiyonlarda ¢ok az intraselliiler ¢ogalma olmus ve

sitotoksik etki gdzlenmemistir.
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L. species (G)
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Sekil 4.30 G bakterisinde 72 saat enfeksiyon siiresinde MOI’ ye baglh intraselliiler
cogalma ve sitotoksik etki

Legionella species olan H Orneginde, 72 saat enfeksiyonda 100 MOI' de %300
intraselliiler ¢ogalma olmus ve %52 sitotoksik etki goriilmistiir. 500 MOI' de %600
intraselliiler ¢cogalma olmus ve %56 sitotoksik etki goriilmiistiir. 1000 MOI' de %400
intraselliiler cogalma olmus ve %50 sitotoksik etki goriilmiistiir. 96 saat enfeksiyonda ¢ok

az intraselliiler ¢ogalma olmus ve sitotoksik etki gozlenmemistir.
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L. species (H)
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Sekil 4.31 H bakterisinde 72 saat enfeksiyon siiresinde MOI’ ye bagh intraselliiler
cogalma ve sitotoksik etki

108 saat enfeksiyonda 100 MOI’ de %60 intraselliiler ¢cogalma olmus ve iki kuyucukta
%22 ve %13 sitotoksisite gozlenmistir. 500 MOI” de %80 intraselliiler ¢ogalma olmus ve
1 kuyucukta %25 sitotoksik etki gozlenmistir. 1000 MOI” de %70 intraselliiler cogalma
olmus ve 1 kuyucukta %18 sitotoksik etki gozlenmistir.

L. species (H)
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Sekil 4.32 H bakterisinde 108 saat enfeksiyon siiresinde MOI’ ye bagl intraselliiler
cogalma ve sitotoksik etki
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Cizelge 4.4 Post-Hoc Tukey testine gore MTT sonucunun istatiksel analizi

Post
Veri Degisken  S.D K.T K.O F p Hoc
(Tukey)

al 2 ,268 ,536 1,092 ,367

Plate a2 2 1,140 2,279 3,375 ,069

a3 2 1,379 2,758 3,307 ,072

al 2 147 ,293 ,597 ,566

Deger a2 2 ,160 ,319 AT72 ,635
a3 2 1,187 2,375 2,847 ,097

al 3 1,502 4505 6,116 ,009

Grup a2 3 1,799 5396 5,327 014

a3 3 ,394 1,183 ,946 449

al 4 713 2,853 2,905 ,068

Plate*Deger a2 4 ,323 1,294 ,958 465
a3 4 ,709 2,835 1,700 214

al 6 ,601 3,606 2,447 ,088

Plate*Grup a2 6 1,475 8,851 4,369 014
a3 6 ,379 2,274 ,909 520

al 6 ,430 2,578 1,749 ,193

Deger*Grup a2 6 248 1,487 7134 ,632
a3 6 ,648 3,887 1,553 ,243

Plate (Zaman) = 48 saat, 96 saat, 120 saat

Deger (MOI) = 100, 200, 500

Grup (Legionella pneumophila) A bakterisi (2-14)

B bakterisi (2-14)

C bakterisi (SG-1)
D bakterisi (SG-1)
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Sekil 4.34 Gozlenen degerler ile MOI grafigi
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Sekil 4.35 Gozlenen degerler ile Legionella grafigi

4.5 istatiksel Analiz

Tim deneyler ii¢ tekrarli olmasi amaciyla, ayn1 zamanda ve ayni plate icinde ii¢
kuyucukta olacak sekilde uygulanmistir. Elde edilen sonuglarin standart hatalari

hesaplanmuistir.

Deneylerde kullanilan tim Legionella tiirlerinin, hem farkli enfeksiyon siireleri hem de
farkl1 MOI oranlar1 uygulandiginda, incelenen alveoler epitel hiicrelerde olusan sitotoksik
etkileri ve bu etkiler arasinda anlaml bir fark olup olmadigi, Post-hoc Tukey testi ile

incelenmistir.

Gozlenen degerler dikkate alindiginda grup degiskenine ait al ve a2 kuyucuklart ile plate
ve grup karsilastirmasinda, a2 kuyucugunda anlamli bir farklilasma oldugu
gorilmektedir. Farkliligin kaynagini bulmak icin yapilan Post-hoc Tukey testine gore al
kuyucugunda bulunan L. pneumophila SG 2-14 (A) 6rneginin, L. pneumophila SG-1 (D)

orneginden yliksek olmasi nedeniyle kaynaklandig1 gézlenmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Su orneklerinde Legionella‘nin tespit edilmesi ve serolojik tiplendirilmesi ile ilgili ¢ok
fazla calisma bulunmaktadir. Bu calismalarda 6zellikle kiiltiir ve serolojik yontemler
kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda otel, hastane, ¢esitli sanayi tesisleri, hamamlar,
kaplicalar, SPA merkezi ve meskenler gibi farkli binalarin su sistemlerinde ayrica toprak
ve ylizme havuzunda Kkolonize olan Legionella bakterilerinin izolasyonu ve
identifikasyonu yapilmis, su sistemlerinde Legionella bakterilerinin oldukga farkli tiir,

serotip ve serogruplarinin oldugu ortaya ¢ikarilmistir.

1998 yilinda yapilan ¢alismada, hastadan izole edilen 1 6rnek ve igme suyundan izole
edilen 2 oOrnekte Legionella arastirmasi yapilarak bunlarin, serogrup ve subtipleri
belirlenmistir. Klinik 6rneklerin 4' iinde L. pneumophila SG-1’ in subgrubu Bellingham,
4' i ise L. pneumophila SG-12 bulunmustur. Cevresel 6rneklerde, 47 Legionella pozitif
ornek bulunmus, 5 'inde Legionella species, 42" si L. pneumophila bulunmustur. SG-1" ¢
ait subgruplar, 19' u Camperdown, 3' i Bellingham olup, SG 2-14 olanlar ise, 6' st SG-6
ve 14' i SG-12 olarak tanimlanmistir (Luck vd. 1998). Calismamizda klinik ornekler
kullanilmamis ancak, SG-1° in Bellingham subgrubu ve SG-6 bulunmasi ile benzelik

gorilmiistiir.

2004 yilinda apartman, otel ve hastaneden alinan 137 sicak su orneginde Legionella
arastirmas1 yapilarak, serogrup ve subtipleri belirlenmistir. 59 apartmanin sicak su
sistemlerinde %30.5 Legionella pozitif bulunmus, bunlardan %22 L. pneumophila ve
%38.5 diger Legionella tiirleri bulunmustur. L. pneumophila pozitif olan 13 6rnekten; 4’0
SG-3 ve 4'ii SG-9, 3’1 SG-6, 2’si SG-8; 1 6rnekte L. micdadei, 1 6rnekte ise L. bozemanii
bulunmustur. 11 otelin 4’tinde Legionella tespit edilmemis, diger 3’ iinde SG-1, 3’ iinde
SG-6, 1’inde SG-3 ve SG-6 birlikte bulunmustur. 5 hastaneden alinan 32 sicak su
orneginin 5’inde %93.7 oraninda L. pneumophila SG-3, diger 2’sinde az oranlarda L.
anisa ve L. bozamanii bulunmustur (Leoni vd. 2005). Bizim sonuglarimizda ise, %96.4
L. pneumophila, %3.6’ s1 Legionella spp. olarak bulumus ve L. pneumophila yiiksekligi
ile benzerlik gostermektedir. Ayrica L. pneumophila SG-3, SG-6 ile Legionella

tiirlerinden L. micdadei bulunmas1 yoniinden benzerlik goriilmektedir.
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1980-2008 yillar1 arasinda 86 klinik ornekten L. pneumophila suslart izole edilmistir.
%80.2 oraninda L. pneumophila SG-1, digerleri ise L. pneumophila SG-2, SG-3, SG-4,
SG-5, SG-6 ve SG-9 olarak belirlenmistir. SG-5, SG-3 ve SG-2, diger serogruplara gore
yiiksek oldugu belirtilmistir. SG-1" in monoklonal tiplendirilmesi sonucunda, %44.9
Benidorm, %17.4 Allentown/France, %14.5 OLDA, %115 Bellingham, %10.1
Philadelphia, %7.2 Knoxville, %4.4 Oxford subgruplari tespit edilmistir. En ¢ok baskin
grubun Benidorm oldugu belirtilmistir. SG-1 olan 6rneklerin erkek hastalarda (%87.5),
kadin hastalara gore (%40) fazla oldugu belirtilmistir. L. pneumophila SG-1, ¢alisma
sonuglarimizda elde edilen orandan fazla olmasmna ragmen Bellingham, OLDA,
Philadelphia ve Knoxville subgruplarimin bulunmasi yoniinden benzerlik oldugu
goriilmektedir. Sonuglarmiza gére OLDA ve Philadelphia bu ¢alisma sonuglarindan
yiksek bulunmustur. Ayrica L. pneumophila‘ nin SG-2, SG-3, SG-5 ve SG-6
serogruplarinin bulunmast yoniinden sonuglarimizla uyumlu oldugu goriilmektedir..
Arastirmamizda klinik Ornekler ¢alisilmamis olup cinsiyet arasinda bir oran
yapilmamakla birlikte, erkek ve kadinlar arasindaki oranin fazla olmasi (12/4), bu konuda
daha ayrintilh arastirma yapilmasmin gerekliligine dikkat c¢ekmektedir (Amemura-

Maekawa vd. 2010).

2003-2007 yillar1 arasinda Israil' in farkli sehirlerindeki otel, hastane, yash bakim evi ve
saglik kurumundan alinan su 6rneklerinin serolojik tiplendirmesi yapilmistir (Yarom vd.
2010). SG-3, sonuglarimizda elde edildigi gibi bulunmus olmasina ragmen, farkli olarak

L. pneumophila SG-3’ iin SG-1’ e gore daha baskin serogrup oldugu goriilmektedir.

Yapilan bagka bir ¢alismada, SPA merkezinden alinan su 6rneklerinin tanimlanmasi
amaciyla, DFA yonteminde mTech antikorlar1 kullanilmistir. %40’ dan fazla L.
pneumophila SG 2-14 ve %S57.6 oraninda L. pneumophila SG-1 bulunmustur. L.
pneumophila SG 2-14 dagilimi; %36.4 oraninda SG-5 ve en az %6.1 oraninda SG-10
olarak tespit edilmistir (Chang vd. 2010). Sonuglarimizda L. pneumophila SG 2-14 orani
daha yiiksek bulunmasina ragmen, SG-5 ve SG-10 serogruplarinin saptanmasi yoniinden

benzerlik bulunmaktadir.
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Japonya’ da yapilan bir ¢alismada banyo, sogutma kuleleri ve topraktan alinan ¢evresel
ve salgin kaynakli olan klinik oOrnekler karsilastirilmistir. Sogutma kulelerinde
L. pneumophila %67 oraninda SG-1, %23 oraninda SG-7 bulunmustur. Banyo sularinda
%42 Bellingham, %14 Oxford ve %12 OLDA, %12 Benidorm, %8 Philadelphia, %2
Knoxville; sogutma kulelerinde %72 Oxford, %24 OLDA, %2 Philadelphia, %2
Benidorm; toprakta %51 OLDA, %31 Bellingham, %3 Oxford, %3 Philadelphia, %3
Benidorm; klinik 6rneklerde %45 Benidorm, %17 Allentown/France, %15 OLDA, %10
Philadelphia, %7 Knoxville bulunmustur (Amemura-Maekawa vd. 2012).
Sonuglarimizdan farkli olarak L. pneumophila SG-1 yiiksek oranlarda bulunmasina
ragmen L. pneumophila SG-1 subgruplart olan Bellingham, OLDA ve Philadelphia ve

Knoxville bulunmasi yoniiyle buldugumuz verilerle uyumlu oldugu gériilmektedir.

Isvec' in Lidkoping sehrinde goriilen salginda, 15 farkli sogutma kulesinden alian 61 su
ornegi ve salgin nedeniyle hastanede yatan 84 kisiden alinan 6rneklerde serotipleme
calismasi yapilmistir. Hastalardan izole edilen 6rnekte, L. pneumophila SG-1' in
Benidorm ve Bellingham subgruplar1 bulunmugstur. Sogutma kulelerinin 3' iinde, L.
pneumophila SG-1’ in Benidorm, Bellingham, Portland ve OLDA subgruplari
bulunmustur (Ulleryd vd. 2012). Bu sonuglar, ¢alisma sonuglarimizda elde edilen L.
pneumophila SG-1' in Bellingham ve OLDA subgruplari ile benzerlik gostermektedir.
Calisma sonuglarimizda sogutma kulesine ait sularda L. micdadei ve L. longbeachae

bulunmasi yoniiyle farklilik oldugu gézlenmektedir.

1989-2016 arasinda Ispanya’ da yapilan calismada, 109 klinik, 157 ¢evresel olan toplam
266 Ornegin serotipleri arasinda karsilagtirmalar yapilmistir. %13.5 oraninda SG-1
olmayan L. pneumophila bulunmustur. L. pneumophila SG-1 subgruplarmnin dagilima;
%26.61 oraninda Philadelphia, %19.27 oraninda Knoxville, %14.68 oraninda OLDA,
%14.68 oraninda Benidorm bulunmustur. Klinik 06rneklerde %31.9 oraninda
Philadelphia, %27.8 oraninda Knoxville, %24.24 oraninda OLDA, %27.27 oraninda SG-
1 olmayan L. pneumophila bulunmustur. Cevresel 6rneklerde, %33.1 oraninda OLDA,
%17.2 oraninda SG-1 olmayan L. pneumophila tespit edilmistir. Sogutma kulelerinde;
%26.7 oraninda OLDA, %17.4 oraninda Oxford, %12.8 oraninda SG-1 olmayan L.

pneumophila bulunmustur. Hastane sularinda %51.6 oraninda OLDA, %35.5 oraninda
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SG-1 olmayan L. pneumophila bulunmustur (Quero vd. 2018). Farkli oranlarda
olmalarina ragmen OLDA, Knoxville ve Philadelphia subgruplarinin bulunmasi yoniiyle
sonug¢larimiza benzer oldugu goriilmiistiir. SG-1 olmayan L. pneumophila' nin oldukga
yiiksek degerlerde oldugu ancak bu serogruplarin ayri olarak belirtilmedigi goriilmiistiir.
Ayrica ¢evresel Oornek disinda klinik 6rnekler calisilmasi yoniiyle de galismamizdan

farklilik gostermektedir.

2000-2019 yillar1 arasinda yapilan ¢alismada, Yunanistan’ in Girit adasinda bulunan 132
otelin oda, yiizme havuzu, banyo sularinin sicak ve soguk su sistemlerinden alinan 3311
su orneginde Legionella analizi yapilmistir. 83 otelin 685 su 6rneginde L. pneumophila
bulunmus, %30.96 oraninda SG-1, %18.27 oraninda SG-3 olduklar1 belirlenmistir. Sicak
su dagitim sistemlerinde %36.81 oraninda, soguk sularda %12.4 ve tortu 6rneklerinde
%24.43 oraninda L. pneumophila bulunmus olup, sicak sularda L. pneumophila yoniinden
yiiksek pozitiflik oldugu goriilmiistiir (Papadakis vd. 2021). Sonuglarimizda sicak ve
soguk sistemler arasinda karsilastirma yapilmamasina ragmen, pozitif ¢ikan su
orneklerinin sicak sulara ait olduklari goriilmektedir. Ayrica L. pneumophila SG-1
degerinin yiiksekligi bakimidan sonuglarimizdan farklilik gdstermektedir. SG-3’ iin

sonuglarimiz bulunan %3.5 oranina gére oldukea yiiksek bulundugu goriilmektedir.

Ocak 2009 ve Aralik 2010 arasinda Morocco (Fas)’ nun farkli bolgerindeki 9 farkli
sehirde bulunan 26 otel, 6 fabrika ve 2 spor merkezinden alinan toplam 156 sicak su
orneginde Legionella analizi yapilmistir. Otellerde 118, fabrikada 33 ve spor
merkezinden 5 su 6rnegi caligmaya alinmistir. Analiz sonuglarinda %38.2 oraninda L.
pneumophila bulunmustur. %36.5 oraninda otellerde, %40 oraninda spor merkezinde ve
%12.2 oraninda fabrikada L. pneumophila pozitifligi gézlenmistir. L. pneumophila‘ nin
serogrup dagilimlan ise, %37 SG-1, %4 SG-3, %14 SG-4, %37 SG-6 oldugu
belirlenmistir. En yaygin olarak, SG-1 ve SG-6" nin oldugu belirtilmistir (Mekkour vd.
2012). SG-1 pozitifliginin sonuglarimiza gore oldukga yiiksek degere sahip oldugu
goriilmektedir. Ayrica SG-3 ve SG-6 bulunmasi yoniiyle benzerlik olmasina ragmen, SG-
3 degerlerinin birbirine yakin oldugu, ancak SG-6’ nin sonuglarimizdan oldukga yiiksek

oldugu goriilmektedir.
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Cevresel drneklerle yapilan aragtirmalar sularda Legionella pozitif oraninin yaz aylarinda
daha yiiksek oldugunu gostermistir. Lejyoner hastaliginin surveyans ve epidemiyolojik
arastirmalarinin, salgmlarin saptanmasi ve diger epidemiyolojik 0Ozellikleri ortaya
cikarmakla birlikte ayrica, hastaligi onleme ve kontrol stratejilerinin olusturulmasina
katki saglayacagi belirtilmektedir (Leung vd. 2020). Calismamizda mevsimsel
degerlendirme yapilmamistir. Y1l i¢inde farkli zamanlarda su sistemlerinden alinan su
orneklerinin analizleri yapilmistir. Ancak mevsimsel farkliliklara goére epidemiyolojik

arastirma yapilmasinin gerekli oldugu diisiiniilmektedir.

Tirkiye’de farkli sehirlerde bulunan gesitli su sistemlerinden alinan su 6rneklerinde

Legionella analizi yapilmis ayrica Serogrup ve subgruplari tespit edilmistir.

Ege bolgesinde Izmir, Aydin, Mugla ve Bodrum' da bulunan turistik otellerin musluk,
sogutma kulesi, jakuzi gibi su sistemlerinden alinan o6rneklerde Legionella analizi
yapilmis, DFA yontemi ile serogruplart belirlenmistir. Sonuglara gore L. pneumophila
serogruplarinin dagilimlari; [zmir' de SG-3, SG-6, SG-8, SG-10, SG-11, SG-13; Aydin'
da SG-11 ve SG-3; Mugla' da SG-6 ve SG-8; Bodrum' da sadece SG-6 olarak bulunmustur
(Afacan vd. 2006). Sonuglarimiza gore, otellerde L. pneumophila SG-3, SG-6 ve SG-10

bulunmasi yoniinden uyumlu oldugu goriilmiistiir.

2009 yilinda Istanbul' da yapilan bir calismada 61 meskene ait toplam 122 sicak su 6rnegi
L. pneumophila ve serbest yagsayan amipler yoniinden arastirilmistir. Ev sularinda, %21.3
L. pneumophila ve %31 oraninda serbest yasayan amipler bulunmustur. Su 6rneklerinin
19.6% oraninda ve swap Orneklerinin %6.5 oraninda L. pneumophila pozitifligi
bulunmustur. Bunlarin %87.5 oraninda L. pneumophila SG 2-14, %12.5 oraninda L.
pneumophila SG-1 olduklari belirlenmistir (Burak ve Zeybek 2010). Calisma
sonuglarimizda oldugu gibi L. pneumophila SG 2-14 oraninda yiiksek pozitiflik olmasi

nedeniyle benzerlik gézlenmektedir.

2010 yil1 Ocak-Aralik aylarinda yapilan ¢alismada Antalya' da 56 farkli otelden alinan
1403 su orneginde, otellerin %37.5" inde ve toplam su Orneklerinin %10.1" inde L.

pneumophila pozitifligi belirlenmistir. Pozitif orneklerin %85' i L. pneumophila SG
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2-14, %15' i ise L. pneumophila SG-1 yéniinden pozitif oldugu tespit edilmistir (Ozen
vd. 2012). Bu sonuglar, L. pneumophila SG-1 ve yiiksek oranda pozitif L. pneumophila

SG 2-14 olmasi nedeniyle, ¢alisma sonuglarimizla uyumlu bulunmaktadir.

Kayseri' de hastane, okul, otel ve meskenlerin alinan 120 su 6rneginde Legionella‘ nin
lateks agliitinasyon ile serogruplart belirlenmistir. 8 6rnekte Legionella pozitif olup, 6
ornekte L. pneumophila SG-1 ve 2 6rnekte Legionella species bulunmustur. Legionella
species olanlar otellerin musluk-dus basligi, L. pneumophila SG-1 olanlar ise hastanelerin
depo, musluk ve dus sistemlerinden alinan su 6rnekleri oldugu belirlenmistir (Akkaya ve
Ozbal 2011). Bu calismada otellerde Legionella species, hastanelerde L. pneumophila
SG-1 yiiksek pozitif oldugu belirtilmistir. Caligma sonuglarimiza gére hastane ve otellerin
depo, musluk ve dus sularinda Legionella pozitifliginin tespit edilmesi yoniinden

sonuglarda benzer olduklar1 goriillmektedir.

Istanbul Universitesi T1p Fakiiltesi Hastanesinin degisik servislerinde dus baslig1, musluk
ve depo sularindan alinan toplam 100 su 6rneginde Legionella analizi yapilmistir. Dus
basligi ve musluklara ait 6 su orneginin 3' iinde L. pneumophila SG-1 ve 3 ornekte
Legionella species, 8 depo suyunun 1' inde ise Legionella species bulunmustur. Cocuk
saglig1 ve hastaliklar1 anabilim dali servislerinden alinan su 6rneklerinin 1' inde L.
pneumophila SG-1, diger 1' inde ise Legionella species, anesteziyoloji ve reanimasyon
birimlerinde musluk sularinda Legionella species bulunmustur (Ignak ve Giirler 2012).
Burada sadece serotipleme ¢aligmasi yapilmis olup, su sistemlerinde SG-1 ve Legionella

species bulunmasi yoniinden ¢aligma sonuglarimizla uyumlu oldugu goriilmektedir.

Alanya' da yeni agilan bir otelin su sistemlerinin 10 farkli yerinden alinan su 6rnekleri ve
otelde goriilen salgin nedeniyle 6 hasta ve 26 hastalik siiphesi olan kisilerden alinan klinik
ornekler ¢caligilmistir. 13 farkli su 6rneginin 11" inde L. pneumophila SG-1 bulunmustur.
6 hastanin idrar 6rneginde L. pneumophila SG-1 pozitif bulunmus, ayrica bir hastanin
serumunda, L. pneumophila SG-1 antikor pozitifligi tespit edilmistir. Hastalik sikayeti
olan 26 kisinin idrarinda L. pneumophila SG-1 pozitifligi bulunmamistir (Erdogan ve
Aslan 2013). SG-1 pozitifligi, calisma sonuglarimizin verilerinden daha yiiksek olmakla

birlikte, otel sularinda L. pneumophila' nin farkli serogruplarmnin bulunmasi 6zellikle
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toplum kaynakli salginlarda L. pneumophila’ nin o6nemli bir etken oldugunu
gostermektedir.

Erzurum ve ¢evre illerdeki otel, hamam ve alis-veris merkezlerine ait 2025 su 6rneginin,
65" inde L. pneumophila tespit edilmistir. Serolojik tiplendirme ile %70.8 oraninda
L. pneumophila SG 2-14, %27.7 oraninda L. pneumophila SG-1 bulunmustur. Ayrica bir
su orneginde L. pneumophila SG 2-14 ve L. pneumophila SG-1 birlikte bulunmustur.
Sicak su musluklarinda %11.6 oraninda, sicak su tanklarinda %6.1 oraninda, dus
sularinda %4.8 oraninda pozitiflik oldugu belirtilmistir (Yilmaz ve Orhan 2021).
Bu ¢alisma, yiiksek oranda L. pneumophila SG 2—14 pozitifligi olmas1 yoniiyle ¢alisma
sonuclarimizla uyumlu bulunmaktadir. Ayrica sicak su musluklarinda, sicak su
tanklarinda ve dus sularinda Legionella® nin pozitif bulunmas: yoniiyle sonuglarimiza

benzerlik gostermektedir.

Calismamizda ayrica, su orneklerinden izole edilen farkli Legionella bakterileri A549
alveoler epitel hiicrelerine enfekte edilmistir. Legionella bakterilerinin A549 hiicrelerine
girerek hiicre icinde yasadiklar1 ve c¢ogaldiklar1 ayrica zaman ve doza bagl olarak
sitotoksik etkiye neden olduklar1 gosterilmistir. Bu konu f{izerinde yapilan birgok
arastirma sonuglart Legionella bakterilerinin A549 hiicrelerine oldugu gibi diger solunum

yolu hiicrelerine de sitotoksik etkilerinin oldugunu gostermektedir.

L. pneumophila® nin HL-60 makrofajlarinda sitotoksik etkisi MTT yontemi ile
gosterilmistir. MOI:50” de 48 saat enfeksiyon sonunda Legionella corby etkisi ile hiicre
canliligr %82’ den 4. giinde %53 azalma meydana gelmistir. MOI:500 de ise, %57
oraninda maksimum sitotoksisite gozlenmistir. L. pneumophila® nin mip ve msp
yoniinden mutant suslart MOI:10’ da enfekte edilince, canlilik %62.8 ve %43.2 olarak
bulunmustur. L. corby* nin farkli MOI ve farkli inkiibasyon siireleri uygulaninca HL-60
hiicrelerini %18-%56 arasinda oldiirebildigi gozlenmistir (Miiller vd. 1996). Calisma
sonuglarimizda oldugu gibi 48 saat enfeksiyon siiresinin hiicre canliligini ¢ok fazla
etkilemedigi goriilmektedir. Hiicre canliliginin 4. giinde azalma gdstermesi, farkli MOI
ve inkiibasyon siireleri uygulandiginda hiicreleri farkli oranlarda etkilemesi yoniinden

calisma sonuglarimiz ile uyumlu bulunmaktadir.
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L. dumoffi Tex-KL ve L. pneumophila Philadelphia-1 (ATCC 33152) suslarinin, A549
hiicrelerine enfeksiyondan 1-2 giin sonra hiicre i¢inde biiyiidiikleri gbézlenmistir. L.
dumoffii Tex-KL susu, L. pneumophila Philadelphia-1 susuna gore A549 hiicreleri ile 10
kat fazla etkilesim gostermistir. L. dumoffii‘ nin A549 hiicrelerine adezyon ve invazyon
ozelliginin, L. pneumophila Philadelphi-1’ den fazla oldugu, yaklasik 3 saatte ikiye
katlanarak hizla ¢ogaldigi gozlenmistir (Maruta vd. 1998). Calisma sonuglarimiza gore
SG-1 olan C, D ve E orneklerinde intraselliiler replikasyonlar1 farkli oranlarda olmasina
ragmen, yapilan ¢alisma sonuglari ile uyumlu olarak, A549 hiicreleri ile etkilesimlerinin

fazla oldugu goriilmektedir.

L. pneumophila® nin biiyiime fazinin sitotoksisiteye etkisini belirlemek amaciyla
makrofajlar, farkli biiylime evresindeki bakterilerle 1 saat enfekte edildikten sonra,
makrofaj canliligi kolorimetrik yontemle belirlenmistir. Post-eksponansiyel fazdaki L.
pneumophila makrofajlar1 6ldiiriicken, eksponansiyel fazdaki L. pneumophila® nimn
makrofajlart 6ldiiremedigi gézlenmistir. MOI:8 ile 1 saat enfeksiyonda, makrofajlar %9
canli kalmiglardir. MOI:15 ile 1 saat enfeksiyonda %80 canli kalmislardir. Sitotoksik
etkinin alveoler epitel hiicrelerde de biiylime faziyla baglantili oldugu yapilan
arastirmalarda gosterilmistir. Bakterinin post-eksponansiyel fazda iken, eksponansiyel
faza gore daha hareketli, bulasici ve 6ldiriicii etkiye sahip oldugu belirtilmistir (Byrne ve
Swanson 1998). Calismamizda A549 hiicreleri kullanilmis olup bakterilerin post-
eksponansiyel fazda enfekte edilmeleri saglanmis, 6zellikle yiiksek MOI oranlart ve uzun
stireli enfeksiyonda sitotoksik etkiye neden olduklart gozlenmistir. Verilerimiz yapilan

arastirma sonuglari ile uyumlu bulunmaktadir.

1999 yilinda yapilan ¢alismada, 4 farkli L. micdadei susu (Rivera, Camilleri, 31B, D2676)
ile, iyi tanimlanan bir L. pneumophila susunun viriilans 6zellikleri, fare makrofajlar1 ve
U937 makrofajlarinda karsilastirilmistir. Makrofajlarda L. micdadei nin %1-%3
oraninda, L. pneumophila‘ ya gore daha az baglanma ve yasama 6zelligine sahip oldugu
gosterilmistir. U937 hiicrelerinde ise L. micdadei ve L. pneumophila suslarinin 48 saat
enfeksiyondan sonra daha fazla biyiidiikleri gdzlenmistir. 72 saat enfeksiyonda ise L.
micdadei nin 31B susu ile L. pneumophila‘ nin CFU oranlar1 100 kat artig gostermistir.

24 saatte L. micdadei nin Rivera ve Camilleri suslar1 10 kat artarken sonra tekrar azalma
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gostermistir. Camilli, Rivera ve D2676 suslari, makrofajlarda az biiyiime oranina sahip
iken 31 B susu, L. pneumophila‘ nin Lp02 susu kadar virulans etki gostermistir. MOIL:5’
ten fazla uygulaninca L. pneumophila makrofajlarin %95’ ini 61diirebilmistir. L. micdadei
hem eksponansiyel hem de post-eksponansiyel fazda iken MOI:50 oraninda enfekte
edilmis, ancak makrofaj canliligin1 etkilememistir. L. micdadei 31B ise, replikasyona
ugramasina ragmen temas bagimli sitotoksisite meydana gelmemistir (Joshi ve Swanson
1999). Calisma sonuglarimizda da goriildiigii gibi aym tiiriin farkli serogruplari, farkli
MOI ve enfeksiyon siireleri kullanilarak hiicreye uygulandiginda, serogruplar arasinda

intraselliiler cogalma ve sitotoksik etki yoniinden degisiklikler oldugu gézlenmektedir.

U937 makrofajlart MOI:50 oraninda L. pneumophila’ nin virulans etkili susu ile 1 saat
enfekte edildiginde %31 oraninda, 3 saat enfeksiyonda ise %56 oraninda sitopatojenite
gozlenmistir. Enfeksiyondan 12 saat sonra ise %100 artis goriilmiistir. MOI:0.5 ve
MOI:5’ de, yani daha az MOI uygulaninca sitopatojenik etkinin daha geg siirede meydana
geldigi gosterilmistir. Bu sonuglar makrofaj ve alveoler epitel hiicrelerde
sitopatojenitenin doz bagimli oldugunu ortaya ¢ikarmaktadir (Gao ve Abu Kwaik 1999a).
L. pneumophila’ nin U937 makrofaj benzeri monosit hiicre hatti, alveoler epitel hiicreleri
ve periferik kan monositlerinde doz bagimli apoptozu uyardigi gosterilmistir. MOI:0.5’
de, enfeksiyondan 2-3 saat sonra apoptoz meydana gelmis, apoptozun Sitopatojenite ile
baglantili oldugu belirtilmisgtir. MOI:5 ve MOI:50 ile U937 makrofajlar1 1 saat enfekte
edildikten sonra 2-3 saatte apoptotik hiicreler gozlenmistir (Gao ve Abu Kwaik 1999b).

Farkli biiyime evrelerinde L. pneumophila' nin apoptoza sebep oldugu, bakteri
bliylimesine bagli olarak apoptozun artmasinin, post-eksponansiyel faza ulasan
bakterilerin hiicrelere saldirmasindan kaynaklandig: belirtilmistir (Gao ve Abu Kwaik
1999a). Deney sonuglarimiz bu ¢aligmalarla uyumlu olarak sitopatojenik etkinin meydana
gelmesinde doz ve enfeksiyon siiresinin etkili oldugunu gostermektedir. MOI az
uygulandiginda ve uzun siireli enfeksiyonda sitotoksik etkiye neden olmadigr ancak
yiiksek MOI’ de sitotoksisite meydana geldigi gézlenmektedir. Deneylerimizde apoptoz
aragtirmasi yapilmamistir, ancak intraselliiler ¢ogalma ve sitotoksisitenin hiicrede

apoptozu uyarmasi nedeniyle bu konunun arastirilmasi gerektigi diistiniilmektedir.
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L. longbeachae' in klinik izolati ASHS ve mip mutant1 B8 suslari, MOI:10 ve MOI:100
ile HL-60 makrofajlarina enfekte edildikten 12 saat sonra, intraselliiler replikasyon
meydana gelmistir. 6 saat sonra, ASH5 susunda %15.5 oraninda, B8' de %7.8 oraninda
sitotoksik etki gozlenmistir. 100 MOI' de ve 48 saat enfeksiyon siiresinde ise %74,3
oraninda maksimum toksisite gozlenmistir (Arakaki vd. 2002). Calismalarimizda
MOI:100 ile enfeksiyonda 48 saat sonunda maksimum sitotoksik etki goriillmemistir. D
orneginde MOI:100’ de 96 saatte %44 oraninda, MOI:200’ de 96 saat enfeksiyonda 3 ayri
kuyucukta yaklasik %40 oranlarinda sitotoksik etki gozlenmistir. MOI:100° de
maksimum sitotoksisite 2. grupta yapilan deneylerde ve 72 saat enfeksiyonlarda
gozlenmistir. E, F, G ve H olarak isimlendirilen 6rnekler MOI:100 oranlarinda ve 72 saat

enfeksiyon siiresinde maksimum diizeyde sitotoksik etki goriilmistiir.

L. pneumophila SG-1, L. micdadei Rivera, L. dumoffii' yi igeren grup-1 ve L. longbeachae
suslarin1 igceren grup II arasinda, U937 makrofajlarinda hiicre i¢i biiyiimenin hiicre
oliimiine etkileri karsilastirilmistir. Bakterilerin hiicre i¢i biiylimesinin meydana geldigi
hiicrelerde sitopatojenik etkinin oldugu goézlenmistir. L. pneumophila’ nin U937
makrofajlarinin %50' den fazlasimi o6ldiirebildigi gozlenmistir. Grup II' de bulunan
bakteriler ise, 72 saatlik enfeksiyondan sonra U937 makrofajlarinin %49' dan azim
Oldiirebilmistir (Alli vd. 2003). Calismalarimizda bu sonuglara benzer olarak 2. grupta
calisilan deneylerde kullandigimiz E, F, G, H bakterilerinde 72 saat enfeksiyon siiresi ve
her 3 MOI (100, 500 ve 1000)’ de yiiksek sitotoksik etki meydana gelmistir. 96 ve 108
saat enfeksiyonda sitotoksik etki gozlenmemis, ayrica bu siirelerde bakterilerin
intraselliiler replikasyonunun c¢ok az oldugu goriilmiistiir. Bu arastirma sonuglarina gore

hiicre i¢i ¢ogalma ve sitotoksik etki arasinda baglant1 oldugu diisiintilmektedir.

Alveoler makrofajlar istilaci bakterileri hiicresel siireclerle yok edemezlerse, bakterilerin
hiicre i¢i replikasyonu sonucu pndmoni meydana gelmektedir (Bérlocher vd. 2017).
L. pneumophila' nin HL-60 makrofajlarinda, 48 saatte sitotoksisiteye neden oldugu
gosterilmistir. MOIL:50” de Legionella corby' nin etkisi ile hiicre canliliginda 2. giinde
%82' den 4. giinde %53' e kadar azalma olmustur. MOI:500 oldugunda %57 maksimum
sitotoksisite gozlenmistir. L. corby' nin HL-60 hiicrelerini %18' den %56' ya kadar
oldiirdiigli belirtilmistir (Abu Khweek ve Amer 2010). Bu calismadan farkli olarak
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deneylerimizde A549 alveoler epitel hiicreleri kullanilmakla birlikte, MOI:500 oraninda
bakteri ile enfekte edildikten sonra hiicrede yiiksek sitotoksik etkinin meydana gelmesi

bakimindan ¢alisma sonuglarimizla uyumlu bulunmaktadir.

15 gevresel ve 7 klinik 6rnek kullanilarak L. pneumophila suslarmin makrofajlarda
sitotoksik etkileri karsilagtirilmistir. Cevresel suslar MOIL:25' de enfekte edildiginde,
makrofaj canliliginda ortalama %41.3 ile %3.6 azalma, MOI:75’ de ise %73.7 ile % 2.9
azalma gozlenmistir. dotA mutant susu ile MOI:25° de enfekte edilince, makrofaj
canliliginda azalma % 3.1 ile % 1.9 arasinda, MOI:75’ de ise, makrofaj canliliginda
azalma % 4.4 ile % 2.6 arasinda meydana gelmistir. dotA mutant susun sitotoksisik
etkisinin az oldugu gozlenmistir. Cevresel suglarin klinik suslara gére THP-1
makrofajlarina karsi daha sitotoksik olduklari belirtilmistir (Sharaby vd. 2018).
Deneylerimizde klinik o6rnekler olmamasina ragmen, gevresel Orneklerde gozlenen
sitotoksik etkiler bakimindan, sonuglarimizla uyumlu bulunmaktadir. Bakterilerin
bazilarinda MOI oranlarindaki artigla birlikte hiicrede sitotoksik etkilerinin arttig1

gozlenmektedir.

Legionella pneumophila® nin insanlarin solunum sistemine girerek akciger dokusunda
makrofaj ve monositler disinda alveoler Tip I ve Tip Il epitel hiicrelerine zarar vererek
pnomoniye ve Lejyoner hastaligina yol agan en onemli patojenlerden biri oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle alveoler epitel hiicreler Lejyoner hastaliginin patojenezinde
oldukg¢a 6nemli yer almaktadir (N’Guessan vd. 2007, Gao ve Abu Kwaik 1999a).
Alveoler epitel hiicrelerde apoptotik etkilerin gozlenmesi nedeniyle, bakterinin bu
hiicrelerde sitotoksik etkiye sebep oldugu diisiiniilmektedir (Molofsky vd. 2005, Furugen
vd. 2008).

AS549 epitel hiicrelerinde L. pneumophila enfeksiyonu ve intraselliiler biiylimesini
gosteren bir ¢aligmada, L. pneumophila® nin viriilans etkili susu A549 alveoler epitel
hiicrelerine enfekte edildikten 1 giin sonra, hiicrelerde intraselliiler biiylime gozlenmis,
enfeksiyonun 3. giiniinde ise bakterinin hiicrede100 kat arttigi goriilmiistiir. Virulans
etkisi olmayan dotO mutantlarinin ise A549 hiicrelerinde ¢ogalmadiklari gézlenmistir.

L. pneumophila' nin, doz ve zaman bagl olarak sitotoksisite artiginin, alveoler epitel
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hiicrelerde hasara neden oldugu aciklanmistir (Furugen vd. 2008). Calismamizda
kullanilan suslarin viriilans 6zellikleri bilinmemesine ragmen, bakterilerin hepsinde farkli
oranlarda intraselliiler ¢ogalma oldugu goriilmiis ve sitotoksik etkinin farkli oranlarda

meydana geldigi gozlenmistir.

L. feeleii’ nin Pontiak atesine (PF) sebep olan SG-1 ve Lejyoner hastaligina (LD) sebep
olan SG-2, makrofajlar ve A549 hiicrelerine enfekte edilmislerdir. 12, 24 ve 48 saat sonra
SG-2' nin, SG-1' den daha fazla enfeksiyon yetenegine sahip oldugu gozlenmistir.
Enfeksiyondan 4 saat sonra her iki serogrup makrofajlarda ¢ogalirken, 24-48 saat sonra
CFU miktarinin 10-100 kat arttig1 tespit edilmistir. LD etkeni olan L. feelii SG-2’ nin, 0.
saatte hiicre igine girme 6zelligi, PF etkeni olan L. feeleii SG-1" den 100 kat fazla olmakla
birlikte, 24 saat enfeksiyonda J774" de %93 ve U937' de %70 oraninda sitotoksik etki
nedeniyle hiicre 6limii gézlenmistir (Wang vd. 2015). Burada hiicre igine girme
yeteneginin enfeksiyonu etkilemesi bakimindan Onemli oldugu anlasilmaktadir.
Deneylerimizde 2 saat enfeksiyondan sonra hiicre disinda kalan bakterilerin CFU
degerleri hesaplanarak hiicre icine giren bakteri miktarlari bulunmustur. Intraselliiler
cogalmanin, hiicre i¢ine giren bakteri sayilari ile baglantili oldugu goriilmiistiir. Ayrica,

SG 2-15 ve SG-1 bakterilerin biliylime ve sitotoksik etkilerinde farklililar gozlenmistir.

Intraselliiler replikasyon L. pneumophila‘ nin ekolojisini ve patojenezinin merkezini
olusturmaktadir, bu nedenle intraselliiler replikasyonun anlagilmasi ile bakterinin
molekiiler mekanizmasinin bilinmesi ile miimkiin olacaktir. Bakterinin memeli
hiicrelerinde intaselliiler enfeksiyonunda etkili olan molekiiller ayrica bakterinin
cevreden yok edilmesi amaciyla da kullanilabilmektedir. Intraselliiler replikasyon icin
gerekli olan demir, bakterinin yok edilmesinde terapotik molekiil olarak kullanilabilir,
diger bir ifadeyle demirin ortamdan yok edilmesi sonucu bakteri replikasyon
yapamamaktadir (Abu Kwaik 1998).

Yapilan arastirmalar metalloproteaz enziminin si¢anlarin yumurtalik hiicrelerinde
sitotoksik etkiye neden olurken, HL-60 hiicrelerinde intraselliiler yasama ve
sitotoksisitede etkisinin olmadigini, metalloproteaz yoniinden mutant susun ise J774 fare

makrofajlarinda oldukga sitotoksik etkiye neden oldugunu gostermistir. L. pneumophila
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siganlarin yumurtalik hiicrelerinde protein sentezini inhibe ettigi gosterilmis ancak buna
sebep olan toksin tanimlanmamustir. L. pneumophila‘ nin legiolizin toksini Vero hiicreleri
ve si¢anlarin yumurtalik hiicrelerinde ekstraselliiler sivida tespit edilmis, fakat sitotoksik
etkiye neden olmamistir (Husmann ve Johnson 1994). Deneylerimizde sitotoksik etkiye
neden olan toksin arastirilmasi yapilmamistir. Ayrica sitotoksik etkinin meydana
gelmesini saglayan virulans faktorler belirlenmemistir. Bu nedenle sitotoksik etkiye yol
acan faktorlerin belirlenmesinin Lejyoner hastaliginin patojenezinin aydinlatilmasi

bakimindan 6nemli olacagi diisliniilmektedir.

Cesitli faktorlerin etkisiyle hiicrede sitotoksik etkinin meydana gelmesi igin, hiicrenin
biiyiime hiz1 ve boliinme zamaninin da 6nemli oldugu yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir.
Bu amacla, ¢esitli bitki ekstraktlari, farkli hiicre hatlarina enfekte edilerek hiicrelere
sitotoksik etkileri karsilastirilmistir. Her hiicre i¢in biiyiime hiz1 ve bdliinme zamaninin
karakteristik oldugu goriilmiistiir. ilag ve kimyasal madde gibi cesitli etkenlerle hiicre
biiylimesi uyarilmakta veya inhibe olmaktadir. Ortamda yogunlugunun artmasi ve
substratlar metabolize etmesi sonucu hiicre, bitylimenin neredeyse sifir oldugu durgun
faza girmektedir. Bitki ekstraktlar1 ile yapilan calismada AS549 hiicresinin bdliinme
zamani (DT: doubling time) disiik oldugunda, tiimor kokenli olmayan hiicrelere gore
daha duyarl oldugu goriilmiistiir. Hiicrenin besin ihtiyact ve kokeni, kiiltiir ortam1 gibi
faktorler hiicrenin biiyiimesinde etkili olmaktadir (lloki Assanga vd. 2013). Bakteri ile
enfekte oldugunda hiicrenin biiylime hizi ve boliinme zamani degisiklik gosterecektir.
Deneylerimizde farkli Legionella bakterilerinin etkisi ile A549 hiicrelerinin biiylime
ozelligi ve bolinme zamani bilinmemektedir. Bu durum elbette deney sonuglarinin

yorumlanmasi bakimindan farkliliga sebep olabilmektedir.

Legionella tiirlerinin serogrup ve subgruplar: arasinda farkli virulans 6zellikler olmakta
ve L. pneumophila suslar1 arasinda genetik farkliliklar goriilebilmektedir. Bakterinin
patojenik etkisi konak hiicrelerle etkilesim, hiicre savunmasinda kagma, konak hiicrede
yasama ve replikasyon yetenegiyle miimkiin olmaktadir. Legionella bakterilerinin
insanlarda patojenik etkilerinin tanimlanabilmesi i¢in bu mekanizmalarin ayrintilarini
bilmek gerekmektedir. Bu nedenle Legionella' nin serogrup ve subgruplarimin iyi

tanimlanmas1 énemli olmaktadir (Sopena vd. 2007). Bakterinin LPS, flagella, hidroliz
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enzimleri gibi farkli patojenik faktorlerinin aktivasyonunda rol oynayan molekiiler
mekanizmalarin daha ayrmtili arastirilmasi gerekmektedir (Samrakandi vd. 2002,
Schmeck vd. 2007). L. pneumophila‘ nin farkli suslarini karsilastirmak gen regiilasyonu
ve patojenezine daha incelikle yaklasim saglamak bakimindan 6nem kazanmaktadir
(Samrakandi vd. 2002). Suslarin genomik analizlerinin yapilarak aralarindaki
farkliliklarin molekiiler temelini belirlemek, hastaligin patojenezini anlamamiza, boylece
hastaliktan korunma ve hastaligi 6nleme i¢in gereken potansiyel yollarin belirlenmesine

yardimei1 olacaktir.

Bakterinin konak hiicreye girmesi, enfeksiyonda dnemli bir asama olup Legionella tiirleri
arasinda farklilik gostermektedir. L. pneumophila‘ nin monositlere adezyon, invazyon ve
replikasyon yetenekleri ile ilgili yapilan bir arastirma sonucunda enfeksiyon siirecinin her
adiminin bakteri suslar1 arasinda farkliliklar gosterdigi belirtilmistir (Samrakandi vd.
2002). L. dumoffii‘ nin alveoler epitel hiicrelere girmesi efektor aracili endositoz ile
olurken, L. pneumophila mikrofilament bagimli fagozitoz ile hiicreye girmektedir. L.
dumoffii enfeksiyonun erken evrelerinde endozomal vakuollerden konak hiicrenin
sitoplazmasina kagabilme ve RER ile c¢evrili sitoplazmada proliferasyon yapabilme
yetenegindedir. L. pneumophila ise sadece ribozomla ¢evrili endozom iginde

proliferasyon yapmaktadir (Atlas 1999).

Lejyoner hastaliginin insanda etkilerini aragtirmak igin gine domuzlar1 model organizma
olarak kullanilmaktadir. Yapilan bir ¢alismada gine domuzunal0® CFU (colony forming
unit) L. dumoffii enjekte edilmis, 3 saat sonra alveoler yiizeydeki hiicrelerin birgcogunda
bakteri tespit edilmistir. L. dumoffii Tex-KL susu enjekte edildikten 24 saat sonra
hayvanin akcigerinde bircok alveoler hiicreyi tahrip etmistir. 10* CFU bakteri enjekte
edildiginde ise 48 saat sonra hayvanin hastalandigi gozlenmistir (Maruta vd. 1998).
Yapilan bir ¢calismada L. pneumophila SG-1’ in Corby subgrubunun farelerde enfeksiyon
etkisinin, L. pneumophila SG-1° in Philadelphia subgrubundan daha fazla oldugu
gosterilmistir (Vinzing vd. 2008).

Basgka bir ¢alismada ise L. pneumophila susu gine domuzuna enjekte edildiginde

bakterinin hiicrede intraselliiler replikasyon yapmadigi ancak hastaliga neden oldugu
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gosterilmis ve ekstraselliiler bakterilerin aktivitesi sonucu bu etkinin meydana geldigi
belirtilmistir (Husmann ve Johnson 1994). Deneylerimizde ekstraselliiler bakterilerin
etkisi arastirlmamustir. Intraselliiler replikasyon olmamasina ragmen sitotoksisitenin
meydana geldigini gosteren arastirmalar, deneylerde ekstraselliiler bakterilerin sitotoksik
etkilerinin dikkate alinmasi gerektigini ortaya ¢ikarmaktadir. Ayrica hiicre kiiltiirii ile
yapilan ¢alismalara ek olarak deneylerin canli organizmada in vivo ortamda
gerceklestirilmesinin  bakteri patojenezini anlamamiz bakimindan O6nemli olacagi

distintiilmektedir.

Lejyoner hastaliginin ortaya ¢ikmasinda bakterinin dozu etkili olmakla birlikte kiginin
yasi, sigara kullanimi, kronik akciger hastaligi, kanser, bagisikligin baskilanmasi gibi risk
faktorleri, ayrica dogal bagisikligi diizenleyen genlerde ortaya ¢ikan polimorfizm gibi
genetik faktorler de 6nemli rol oynamaktadir (Vinzing vd. 2008).

Lejyoner hastaligi, bagisikligi az kisilerde daha riskli olmasi nedeniyle o6zellikle
hastanelerin su sistemleri denetim altinda tutulmalidir. Legionella bakterileri su kaynakl
olmalar1 nedeniyle insanlara aerosol yoluyla bulastigi gibi ayrica seyahat baglantili ve
toplum kokenli bulasma nedeniyle iilkeler arasinda farkli serogrup ve subgruplar
gortilebilmektedir. Arastirmalar, toplu halde insanlarin yasadigi kalabalik yerlerin ve su
sistemlerinin Legionella bakimindan daha riskli ortamlar oldugunu gostermektedir
(Yarom vd. 2010). Bu nedenle L. pneumophila enfeksiyonlarinin arastirilmasi, halk

sagliginin korunmasi bakimindan 6énem kazanmaktadir (Leoni vd. 2005).

Legionella bakterilerinin makrofaj, monosit ve epitel hiicrelere sitotoksik etkisinin
insanlarda o6liimle sonuglanabilen enfeksiyonlara neden olmasindan dolayi, Legionella
bakterileri ve canlilara olan etkileri uzun yillardan beri arastirilmaktadir. Diinyanin bir¢ok
tilkesinde ¢evresel ve klinik 6rneklerde Legionella® nin farkli serogrup ve subgruplari
tespit edilmesine ragmen, L. pneumophila disinda kalan Legionella bakterilerinin
insanlarda enfeksiyona etkileri ve diinya tizerindeki hastalik yiikii tam olarak

bilinmemektedir.
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Lejyoner hastaliginin, %80’ den fazla L. pneumophila' nin farkli serogruplarindan
kaynaklandig1 belirtilmektedir (Papadakis vd. 2021). Legionella enfeksiyonunun
tanimlanmasinda kiiltiir, iiriner antijen, serolojik yontemler, doku ve kan sivisinda bakteri
tespiti ve PCR gibi molekiiler yontemler kullanilmaktadir. Yine de Legionella
enfeksiyonunu diger pnomonilerden ayirdetmek zor olmaktadir. Bu nedenle bakterinin
populasyonda seroprevalans diizeyini belirlemek amaciyla yapilan serolojik testlerin
oldukca 6nemli oldugu kabul edilmektedir (Graham vd. 2020).

Cok farkli gevresel ortamlara adapte olmasi ve ¢ok ¢esitli konak hiicrelerde yasama
yetenegine sahip olmasi, sulardan aerosol yoluyla insanlarin solunum sistemine
yerleserek akut ve 6liimciil hastaliga neden olmasindan dolay1 6zellikle su sistemlerinin
¢ok fazla kullanildigi ortamlar Legionella® nin hastalik potansiyelinin artmasina sebep

olmaktadir.

Legionella' nin fizyolojisi, patojenik Ozellikleri, konak hiicrelerle etkilesiminin
anlasilmasi ve aydinlatilmasi Lejyoner hastaliginin daha kolay tanimlanmasina katki
saglayacaktir. Ayrica Legionella' nin ekolojisini daha iyi anlamak ¢evresel patojen olmasi
nedeniyle yayilimina, su sistemlerine kolonizasyonuna ve insanlara bulasmasina engel
olmak amaciyla gereken onlemlerin belirlenmesine ve bu 6nlemlerin uygulanmasina

yardimc1 olacaktir.

Ozellikle hastane kaynakli enfeksiyonlarda Legionella® nin teshis ve tanimlanmasinin
olduk¢a 6nemli olmasi nedeniyle ¢evresel ve klinik kokenli Legionella bakterilerinin
ozelliklerinin, ayrica insanlara patojenik etkilerinin bilinmesi Lejyoner hastaliginin daha
hizli tespit edilmesine, daha iyi tanimlanmasina ve uygulanacak tedavinin etkili olmasina

katki saglayacaktir.

Calismalarimizda, Tiirkiye’ nin I¢ Anadolu Bolgesi’ nde yer alan farkli sehirlerindeki
otel, hastane ve sanayi merkezlerine ait su sistemlerinden alinan su Ornekleri
kullanilmistir. Sularda bulunan Legionella bakterilerinin izolasyonu saglanmis ve
serolojik tiplendirilmeleri belirlenmis, A549 hiicrelerine sitotoksik etkisinin oldugu

gosterilmistir.
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Elde edilen verilerimiz gesitli arastirma sonuglartyla uyumlu bulunmustur. Bu dogrultuda
bulgularimiz, otel, hastane ve sanayi merkezlerinin su sistemlerinde SG-1’in
subgruplarinin ve SG 2-14 dagiliminin oldukea ¢esitlilik gosterdigini, Sicak ve soguk su
sistemlerinde L. pneumophila‘ nin serogrup ve subgruplarinin degisik oranlarda kolonize

oldugunu, diger Legionella tiirlerinin ise ¢ok fazla bulunmadigini1 gostermektedir.

Sitotoksisite deneylerimizin sonucunda, bu konuyla ilgili yapilan arastirmalara benzer
veriler elde edilmistir. Bu dogrultuda verilerimiz, farkli Legionella tiirlerinin A549
alveoler epitel hiicrelerde sitotoksik etkisinin doz ve zamana bagli olarak farkli
olabilecegini, intraselliiler replikasyonun sitotoksisitede etkili rol oynayabilecegini

gostermektedir.

Bu konuda yapilan arastirmalarin Tiirkiye’ de heniiz baslangi¢c asamasinda oldugu tahmin
edilmektedir. Lejyoner hastaliginin epidemiyolojik olarak arastirilmasiyla birlikte
Legionella bakterilerinin sitotoksik etkisini belirlemek amaciyla, daha gesitli serogrup ve
subgruplarin farkli hiicrelerde etkileri kapsamli ve ayrintili olarak incelenmelidir.
Calisma sonuglarimiz bu konularin arastirilmasina dikkat ¢ekmesi ve gerekliligini

belirtmesi bakimdan énem tasimaktadir.

Aragtirma sonug¢larimizin, dncellikle halk sagligini ilgilendiren patojen olmasi nedeniyle
Legionella bakterileri hakkinda detayli ve kapsamli ¢alismalar yapilmasi konusunda

farkindalik saglayacagi diistiniilmektedir.

Deneylerden elde edilen sonuglarin, Legionella bakterilerinin izolasyonu, serolojik olarak
tanimlanmasi, serogrup ve subgruplarinin dagilimi, virulans ozellikleri ve insanlara
patojenik etkileri hakkinda ileride yapilacak daha ayrintili arastirmalar i¢in bilgi ve 6n

veri saglamasi yoniiyle katkisinin olacagi beklenmektedir.
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