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OZET

(AKSEL) YALCIN, S. Klinik Belirtili Kopeklerde Legionella pneumophila SG1
Varh@inin Kiltir, PCR ve Uriner Antijen Aranmasi Yéntemleri lle Aragtiriimasi.
Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitlisti, Mikrobiyoloji ABD. Doktora Tezi.
Istanbul. 2010

Bu cgalismada, solunum yolu semptomlari olan kopeklerde L. pneumophila
serogrup 1 etkeninin varligi Turkiye’'de ilk kez arastirildi.

Solunum sistemi hastaligi semptomlari gosteren 96 adet kopekten
bakteriyolojik, PCR ve ELISA incelemeleri yapmak i¢in sirasiyla kan, serum ve
idrar ornekleri alindi. Kultir amaciyla pediatrik lizis izolatér (Oxoid) tuplere
alinan kanlardan BCYE agara ekimler yapildi. Etken identifikasyonu amaciyla
legionella lateks aglutinasyon kiti (Oxoid) kullanildi. Serum 6érneklerinden DNA
ekstraksiyonlari QlAamp DNA Mini ekstraksiyon kiti (Qiagen) ile yapildi ve
drnekler bakterinin mip geni varligi yéniinden PCR yéntemiyle incelendi. idrar
orneklerinde bakteriyel antijen varligi ELISA kiti (Diagnostic Automation,INC) ile
incelendi. incelenen tim 6rneklerin kiltir, PCR ve ELISA testleri sonucunda
negatif olarak saptandi.

Legionellozis, legionella turleri icerisinde 0Ozellikle Legionella pneumophila
serogrup 1 tarafindan olusturulan, basta insanlar olmak Uzere hayvanlarda da
gorulebilen bakteriyel bir infeksiyondur.

Hayvanlarda Legionelloz infeksiyonlarinin varhigr hakkinda oldukga sinirli
sayida galisma bulunmaktadir. Bu arastirmada incelenen orneklerde negatif
sonuglarin bulunmasinda, 6érnek sayisi, 6rnek turt, mevsim faktorinin etkili
olabilecedi dusiintlmektedir. Ulkemizde &zellikle pet hayvanlarinda bu konu
hakkinda daha ileri caligsmalarin yapilmasi gerektigi, kliniklere solunum sistemi
sorunlari ile getirilen, etkeni belirlenemeyen olgularda legionellozisin de
arastinlmasinin hastaligin varliginin belirlenmesi acgisindan vyararli olacagi
dusunulmektedir.

Anahtar Kelimeler: Legionella pneumophila, Kopek, PCR, ELISA, Kaltur

Bu calisma, istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: T-99/15122006
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ABSTRACT

(AKSEL) YALCIN, S. The Investigation of Legionella pneumophila SG1
presence in Clinical symptomed dogs by Culture, PCR, and Urinary Antigen
methods. istanbul University, Institute of Health Science, Department of
Microbiology, Doctorate Thesis. Istanbul. 2010.

In this study, dogs with respiratory symptoms were examined for the precense
of L. pneumophila serogrup 1, for the first time in Turkey.

Blood, sera and urine samples were collected from 96 dogs with respiratory
symptoms for bacteriological, PCR, and ELISA examinations, respectively. For
culture, blood samples collected with pediatric lysis isolator tubes (Oxoid) were
inoculated to BCYE agar. Latex agglutination kit (Oxoid) was used for the
identification. The DNA extraction was made from serum samples by using
QlAamp DNA Mini extraction kit (Qiagen) then the samples were examined for
the presence of Mip gene by PCR. The presence of bacterial antigen in urine
samples were examined with a ELISA kit (Diagnostic Automation,INC). As the
results of culture, PCR and ELISA tests all the samples were found to be
negative.

Legionellosis is a bacterial infection which is generated especially by Legionella
pneumophila serogroup 1 among all legionella species and can be seen
particularly in humans and also in animals.

There are very limited studies on the occurrence of Legionellosis in animals.
The number and type of the samples collected and seasonal factors might have
been played a role for the negative result obtained in this study. In conclusion, it
seems like further studies on this disease are needed especially for pet animals,
and for the determination of the disease status in our country each case
including respiratory symptoms and indeterminate infectious agents should be

examined for the presence of legionella species.

Key Words: Legionella pneumophila, Dog, PCR, ELISA, Culture

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University.
Project No. T-99/15122006



1. GIRIS VE AMAG

Legionella infeksiyonlari, basta insanlar olmak Uzere hayvanlarda da
gorulen akut, infeksiydz karakterde bir hastaliktir. Legionellozis yluksek ates,
halsizlik, kilo kaybi ve genel pneumoni ile karakterize olup, etkeni Legionellacea
familyasi i¢inde yer alan Legionella pneumophila’dir. Ozellikle immun sistemi
baskilanmis bireylerde infeksiyona yol acan etken, basta su kaynaklari olmak

uzere dogal ¢gevrede yaygin olarak bulunmaktadir.

1940’ yillarda Riketsiya benzeri mikroorganizmalar olarak bilinen
legionella cinsi mikroorganizmalar, 1976 yillinda Amerika Birlesik Devletlerinde
Philadelphia’da bir otelde Amerikan Lejyoner askerlerinin yaptigi bir toplanti
sirasinda ortaya cikan salgindan sonra, toplantiya katillan Lejyonerlerden
“Legionellozis” adini almig, etkenin adi da Legionella pneumophila olarak

belirlenmistir.

L. pneumophila 6zellikle immun sistemi baskilanmig bireylerde bakteriyel
pneumoniye yol acan etkenlerden biridir. Etken Ozellikle dogal su
ekosistemlerinde; tath sularda, akarsu ve gollerde bulunmakla birlikte tim dogal
cevrede siklikla bulunur. Bu su kaynaklarinda bulunan mavi-yesil alglerde,
amipler ve siliyali protozoonlar icerisinde intraselluler olarak ureyebilir. Bu
sayede Islya, asiditeye, yuksek osmolariteye kargi daha dayaniklidir. Bunun
yaninda etken, havalandirma ve sogutma sistemlerinden, dus basliklar ve
musluklar gibi su dagitim sistemlerinden de birgok kez izole edilmistir. insan
yap! sistemlerinde Ozellikle zamanla olugsan biyofilm tabakasi igerisinde daha
yogun konsantrasyonlarda bulunmaktadir. Bulasma hava yoluyla etrafa dagilan
legionella ile kontamine su zerreciklerinin inhalasyonu ya da kontamine
sivilarin aspire edilmesi ile meydana gelir. Ayrica, etkenle kontamine sularla
temasi sonrasinda olusan yara infeksiyonlari, nadiren kan yoluyla bulasma ve

sindirim sistemi infeksiyonlari varligi da bildirilmistir.

Legionella etkenlerinin dogada ve su ortamlarinda yaygin olarak
bulunmasi yurt disinda birka¢ arastiriclyr farkli hayvan turlerinin infeksiyona
kargl duyarli olabilecegi dusuncesine yoOneltmistir. Arastirmalar, evcil

hayvanlardan at, sigir, domuz, koyun, kegi, kopek ve tavsanda, yabani



hayvanlardan da antilop su bufalosu, deve ve guvercinlerde infeksiyonu
serolojik olarak ortaya gikarmistir. italya’da bir buzagida gérilen ve etkeni
L. pneumophila olarak belirlenen Legionellozis olgusunda sekillenen klinik ve
patolojik bulgularin, insanlarda gorulen hastalik tablosunda sekillenen bulgularla

cok benzer oldugu bildirilmigtir.

Tarkiye’de yapilan arastirmalarda bu etkenin sadece beseri hekimlik ve
cevresel izolatlar Gzerinde durulmustur. Ulkemizde beseri hekimlik agisindan
L. pneumophila GUzerine birgok ¢alisma yapilmasina karsin bu konuda veteriner
hekimlik ve hayvan saghgi acgisindan yapilan herhangi bir arastirma mevcut
degildir. Bu nedenle hayvanlarda gorulen pneumoni olgularinda bu infeksiyon
akla gelmedigi gibi sagaltimi amaciyla da herhangi bir uygulama
yapilmamaktadir. Calismamizda kopeklerde goérilen pneumoni olgularinda
L. pneumophila varh@inin kalttr, PCR ve uUriner antijen aranmasi yontemleriyle
arastinimasi ve bu tani yontemlerinin karsilastirmali olarak degerlendiriimesi

amagclanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hastaligin Tanimi, Tarihgesi ve Etkenin Siniflandiriimasi

Legionelloz basta insanlar olmak Uzere hayvanlarda da gorulebilen,
pneumoni tablosundan 6lume kadar gidebilen, basta Legionella pneumophila
olmak uUzere diger legionella turlerinin de olusturdugu, akut karakterde,
bakteriyel bir infeksiyondur (33,51,90).

Legionella’lar 1940’li yillarda Riketsiya benzeri mikroorganizmalar olarak
bilinmekteydi (75,90). Joseph Mcdade ve arkadaslari 1947 yilinda solunum
yetmezIigi bulunan bir hastadan izole ettikleri, Riketsiya benzeri mikroorganizma
olarak adlandirdiklari ve siniflandirilamayan etkenin legionella cinsi ile ayni
Ozellikleri tasidigini 1979 yilinda bir dergide rapor halinde yayinlamiglardir
(45,59). Legionella ilk olarak 21-24 Temmuz 1976 tarihinde Philadelphia’da 70
yillik gec¢misi olan The Bellevue Stratford Hotel'de gerceklesen Amerikan
Lejyonlari Pensilvanya Departmani’nin 58. geleneksel yillik toplantisi esnasinda
ortaya c¢ikan zaturre salginindan sonra tanimlanmistir (19,45,85). Toplantiya
yaklagik 4400 uUye katiimis, salgina yakalanan 182 kisiden 147’'si (%81)
hastaneye kaldinimig, hastaneye kaldinlanlardan 29 kisi (%16) hayatini
kaybetmistir. Uzun incelemeler sonucu salgindan yaklasik 6 ay sonra etken,
Center of Disease Control'de calisan Dr. Joseph Mcdade ve arkadaslari
tarafindan dlen kisilerin akcigerlerinden izole edilmistir (35,45,87). Hastalik, bu
toplantiya katilan Lejyoner’lerden dolayi Legionellozis olarak isimlendirilmis ve
etken adi da Legionella pneumophila olarak belirlenmigtir (73,78,90). “Legion”
kelimesi Amerikan Lejyonlarindan, “pneumo” Yunanca akciger kelimesinden,

“philos” ise Yunanca seven kelimesinden gelmektedir (86).

Broad caddesinde bulunan Bellevue Stratford Hotel'de ortaya ¢ikan bu
salgindan sonra 1 Temmuz-18 Agustos tarihleri arasinda, otel ile ¢ok yakin
iligkisi olmayan ve epidemi sirasinda otel binasina giris ¢ikigi olmamig, otel
binasina bir blok mesafelik alanda bulunan 39 farkli kiside de Legionellozis
sekillenmigtir. O donemde bu hastaliga Broad Street Pneumoni’si de denmis,

Philadelphia halki arasinda hastalik blyik yanki uyandirmistir (85).



Geriye donuk yapilan galismalarda; 1965 yilinda Washington’da bir
psikiyatri hastahanesinde 51 Kkiginin akciger hastaligina yakalanip 15’inin
Olmesiyle sonuglanan salginda, hastalarin %85’inde etkenin L. pneumophila
oldugu belirlenmigtir. Bu bilinen ilk legionella salginidir. Ayrica 1968 yilinda
Michigan eyaletinde 144 kisi, legionella etkenlerinin neden oldugu belirlenen
pontiac atesine yakalanmig, 6lum olgusu gorulmemistir. Bu olgularin disinda
ingiltere’de bir hastanede 1985 vyilinda gdrillen pneumoni salgininda ise
hastalija yakalanan 68 kisiden 22’si hayatini kaybetmistir. Yine Madrid’in Alcala
de Henares sehrinde 11 Eylul-18 Ekim 1996 tarihleri arasinda meydana gelen
salginda etkenin L. pneumophila serogrup 1 ve kaynaginin ¢evredeki sogutma
kuleleri oldugu belirlenmigtir. Bu salginda 197 kisi pneumoniye yakalanmig, 11
kisi hayatini kaybetmigtir. Bir ¢ok kisi de hastaligi grip benzeri bulgularla
seyreden pontiac atesi formunda gecirmistir. Bu salgin Avrupa’da meydana

gelen en buyuk legionella salginidir (45).

Legionella pneumophila, Protobacteria sinifinin, gamma-2 alt grubunun,
Legionellales takiminin, Legionellaceae familyasinda, Legionella cinsine ait bir
turdur (64,86). Legionellaceae familyasinda legionella cinsine ait 50'den fazla
tur, en az 70 serogrup bulunmaktadir (55,64,83). Klinik arastirmalar temel
alinarak bunlardan 20’den fazla legionella turinun insanlarda infeksiyona neden
oldugu saptanmistir (83). Son yillarda yapilan DNA-DNA hibridizasyon analizleri
ve elektroforetik enzim degigkenligi g¢alismalarina dayanarak
L. pneumophila’nin; L. pneumophila subsp. pneumophila, L. pneumophila
subsp. fraseri ve L. pneumophila subsp. pascullei olmak Uzere 3 alt turu
belirlenmistir. Ayrica, yapilan serolojik ¢alismalarla L. pneumophila’nin, ¢ogu
L. pneumophila subsp. pneumophila alt tirtne ait olan 15 serogrubu bulundugu

belirlenmistir (49).

Bir ¢cok legionella turl insanlarda infeksiyon olusturabilmesine karsin
bunlarin igcinde en patojen tur L. pneumophiladir (10,20,24,49,83).
L. pneumophila infeksiyonlarindan ise en fazla L. pneumophila serogrup 1
sorumludur (1,20,48,77,83). Bunun yaninda serogrup 1'den sonra en fazla
serogrup 4 ve 6 (20) olmak Uzere serogrup 2, 3 ve 5 tarafindan da infeksiyonlar

sekillenebilmektedir (48). Yaklasik olarak legionella infeksiyonlarinin %75’i



L. pneumophila serogrup 1 tarafindan olusturulurken, %20- 30'u
L. penumophilanin diger serogruplari tarafindan olusturulmaktadir. %5-10’u ise
diger legionella turleri tarafindan olusturulmaktadir. Birden fazla legionella

tirintn katildigi infeksiyonlar da bildirilmigtir (55).

2.2. Etken Ozellikleri

Legionella cinsi bakteriler, intraselller olarak ¢ogdalabilen, gram negatif,
sporsuz, kapstulstz, flagellalari sayesinde aktif hareketli, 0,3-0,9 um kalinhginda
ve 2-20 pm uzunlugunda kokobasillerdir (50,87). Mikroskobik olarak ilk
izolasyonlarinda ve dokulardan direkt olarak hazirlanan preparatlarda
pleomorfik kisa comaklar halinde, kiltirden yapilan preparatlarda ise flamentéz
yapida daha uzun basiller olarak gorundrler (87). Gram negatif bakterilerdir
ancak Gram boyama ile zayif boya alirlar. Gumugleme (Silver impregnation,
gumus ile igleme) ve giemsa boyama teknikleri ile daha iyi boyanirlar (60,90).
(Sekil 2.1.) Legionella oakridgensis hari¢ tum legionella tarleri hareketlidir.
L. pneumophila’nin in vivo ve in vitro ortamlarda polar ve lateral flagellalar (90)
ile fimbrialarinin bulundugu ve ruthenyum kirmizisi ile yapilan boyamalarla da

ekstraselller bir asit polisakkarit tabakasinin varligi saptanmistir (87).

Legionellalar aerobik bakterilerdir. 35-37 °C’lerde Ureyebilir (55) ancak
optimal Greme 1silari 35 °C’dir ve %2,5-5 oraninda CO; igeren nemli ortamlarda
daha iyi Ureme gosterirler (34,85). Etken 28-40 °C arasindaki sicakliklarda
gelisme Ozelligine sahiptir ancak 20 °C’nin altinda ¢ogalamaz ve 60 °C ve Uzeri

sicakliklarda inaktive olur (73).

Legionella pneumophila standart besiyerlerinde Uremez. Ureyebilmesi
icin sistein ve demir tuzlarina gereksinimi vardir. Bakterinin izolasyonu igin
selektif bir besiyeri olan pH’'si 6,9’a tamponlanmis buffered charcoal yeast
extract agar (BCYEa agar) kullanilir (24,32,34,86,90). Ayrica iso vitale-x ve
hemoglobin ile zenginlestiriimis Mduller Hinton agar da izolasyon amaciyla
kullanilabilir (34,50,85). McDade ve arkadaslari tarafindan L. pneumophila ilk
olarak embriyolu tavuk yumurtasi ve kobaylar kullanilarak Gretilmis, daha
sonralari ise besiyeri olarak %1 hemoglobin ve %1 iso vitale-x ilave edilmis
Muller Hinton agar kullaniimistir (34). Feeley ve arkadaslari (34), bu besiyerini

analiz etmisler ve iso vitaleX ile hemoglobinin yerine L-sistein ve ¢dziinebilir



ferric pyrophosphat kullanilabilecegini (F-G agar) ve L. pneumophila’nin en iyi
pH 6,9, 35 °Cde %2,5 CO; igeren ortamlarda Ureyebildigini saptamislardir.
Sonraki calismalarinda ise F-G agarda protein kaynagi olarak kullanilan
kazeinin asit hidrolizati yerine yeast extract ve bunun yaninda besiyerinde
olusabilecek suUperoksit radikallerinin ve peroksit bilesiklerinin inhibe etme
Ozelliginden yararlanmak amaciyla aktive edilmis komur kullanarak charcoal
yeast extract agar besiyerini gelistirmiglerdir. Bu yeni besiyeri sayesinde,
standardize edilmis doku oOrneklerinden yapilan ekimlerle kolonilerin
makroskobik olarak gorulebilir hale gelme suresinin kisaldigi ve koloni sayisinin

arttigi belirlenmistir (34).

L. pneumophila yavas ureyen bir bakteridir. Koloniler 35-37 °C’de nemli
ortamda en az 3-5 gunluk inkubasyondan sonra makroskopik olarak gorulebilir
(50,90). Orneklerden yapilan ilk ekimlerde inkubasyon siiresi 10 giine kadar
uzayabilir (55,85). L. pneumophila 3-5 mm ¢apinda gri kaygan yapida koloniler
olusturur. Bu Kkoloniler stereo mikroskop altinda 1sigin duzensiz kirllmasi
sonucunda tipik kesik cam seklinde gorulurler (55,90). L. anisa, L. dumaffi, L.
gormanii ve L. tucsonensis gibi bazi legionella turleri kolonileri ultraviyole 1sik

altinda otoflouresans gosterirler (60).

L. pneumophila katalaz enzimine sahiptir ancak zayif reaksiyon verir.
Oksidaz negatif ya da zayif pozitif (45,85,90), Ureaz ve nitrat negatiftir. Jelatinaz
enzimine sahiptir ve jelatini eritir. Hippurati hidrolize eder ve bu 6zelligi ile diger
legionella turlerinden ayrilir. B-laktamaz aktivitesi vardir. Tirozin iceren yeast
extract agar besiyerinde besiyeri Uzerine vyayilabilen melanin benzeri
kahverengi pigment olusturur (45,86). Karbonhidratlari fermente etme yetenegi
yoktur, nisastayi hidrolize eder (50,85). Kemoorganotropik bir bakteridir ve
aminoasitleri karbon ve enerji kaynagi olarak kullanir (90). Legionella turleri
hemolizin, proteaz, esteraz, endonukleaz, fosfataz ve aminopeptidaz gibi birgok
enzim uretirler (86). Bunun yaninda L. pneumophila ¢esitli bakteriyel toksinlere
de sahiptir (87).

L. pneumophila hucre igi bir patojendir. Etken lizozim enzimine direnglidir
ve Proteinaz ve sitotoksin uretir. Dogada amip ve protozoonlarda ve canlilarda

makrofaj ve kanda bulunan monositlerde ¢odalma yetenegine sahiptir ve bu



yetene@i kazandiran cesitli virilens faktorlerini icerir (52,65). Hortwitz (40),
L. pneumophila’nin monositlerde fagozom-lizozom flizyonunu inhibe etme
Ozelligini saptamistir (40). Yine Hortwitz ve Maxfield (41), L. pneumophila’nin
fagozomun asit etkisini inhibe edici 06zelligini belirlemiglerdir  (41).
L. pneumophila’nin fagositler icerisinde c¢ogalabilme yetene§i macrophage
infectivity potentiator (mip) gen tarafindan kodlanan virulens faktortyle ilgilidir
(68). Bu virulens faktori 24 kDa’luk ylzey proteinidir ve bu proteinden yoksun
suslarda infeksiyon olusturma yeteneginde 80 kat azalma gérulir (30,52). Son
yapilan ¢alismalarla L. pneumophila’nin bu toksin ve enzimlerinin yanisira dotH,
dotl, dotO, dotA (2), nudA (28), IvgA (27) adi verilen genler tarafindan kodlanan
ve hucre igerisinde gelisim yetenedini artiran yeni virllens faktorlerini kazandigi

da saptanmistir.

L. pneumophila gram negatif bakterilerin karakteristik 6zelligi olan ve
yapisal olarak bakterilere endotoksik etki 6zelligi kazandiran lipid A, serotip
spesifitesini belirleyen O-antijenik yan zincir ve polisakkarit kisimlarindan olusan
(67), 1siya oldukca dayanikh lipopolisakkarit (LPS) antijenine sahiptir (60,87,90).
Ancak bu lipopolisakkarit tabaka diger gram negatif bakterilerin LPS
tabakasindan farkli Ozellik gosterir (44,67). L. pneumophila’nin  LPS
tabakasinda dallanmis yag asidi zincirleri baskin olmasina karsin, diger gram
negatif bakterilerde lipid A tabakasinin genel yapisal komponentini olusturan
hidroksi yag asitleri bulunmamaktadir yada c¢ok dugsuk miktarlarda
bulunmaktadir (67). LPS tabaka L. pneumophila serogrup 1’de major dis
membran proteinine (MOMP) sikica baglanmis yapidadir (87). Major dis
membran proteini L. pneumophilada yaygin capraz disulfit badlariyla
sekillenmigtir ve bu 6zellik, bir intraselller patojen olan Chlamydia turlerinde de

gOrulmesiyle dikkat geker (67,87).

Legionellalar aside direncli degildir ve dezenfektanlara duyarlidir ancak
suda 4 ile 25 °C’lerde 4-5 ay ile bir yila kadar canliigini koruyabilir. Oda

Isisinda 7 ay saklanan toprakta L. pneumophila’ya rastlanmigtir (60).



Sekil 2-1: Legionella pneumophila serogrup 1 ATCC 33152 BCYE agarda olusan
kolonilerden yapilan giemsa boyama ile bakterinin mikroskobik goriiniimii

2.3. Epizootiyoloji

L. pneumophila nehirler ve goller gibi dogal su kaynaklarinda ve sogutma
kuleleri ve kaplicalar gibi (42) insan yapimi su sistemlerinde yaygin olarak
bulunan bir bakteridir (1,38,55). insan yapimi su sistemlerinde ylksek
konsantrasyonlarda, dogal ¢evrede ise daha duslk konsantrasyonlarda bulunur
(86).

L. pneumophila g¢evresel su kaynaklarinda, su gerisinde serbest halde,
mavi-yesil algler ve amip ve protozoonlar icinde ve zamanla olusan biyofilm
tabakasi icerisinde olmak Uzere g farkh sekilde bulunabilir (45). Acanthamoeba
ve Naegleria turleri dahil (72), amiplerin 15 tarG ve siliali protozoonlarin
Tetrahymena sp. ve Cyclidium sp. (87) olmak Uzere 2 turu legionellalar igin
potansiyel bir konaktir (86). Etken mauvi-yesil algler ile amip ve kamgili
protozoonlarin karbon ve enerji kaynaklarini kullanarak gogalir, besin kaynagi
azalinca ve sayica belirli bir yogunluga ulasinca bu canlilari pargalayarak
serbest hale geger (38,45). intraselliier bir bakteri olmasi ve amipler ve
protozoonlar igerisinde simbiyotik yasam surdurebilmesi, asidite, yuksek
osmolarite gibi olumsuz etkilere karsi L. pneumophila’yt daha dayanikli

kilmaktadir (45,55). Kirli sularda ve yeralti sularinda legionellalar daha cok



bulunmaktadir (60). Dogal kaynaklar yada insan yapimi su sistemlerinde
zamanla olusan kir, sediment ve bu tabaka igerisindeki besinsel birikimler ile
cevresel mikroflora bakterinin yltizeylere tutunmasi ve gogalabilmesi icin uygun
ortami saglamaktadir (86). Klorun ve biyositlerin bu biyofilm tabakasi icerisine
girisinin ¢ok zayif olmasi nedeniyle de bakteri bu maddelere karg! bir direng
gelistirmektedir (38,45).

Bulundugu ortamin sicakligi L. pneumophila’nin gelisme ve g¢ogalma
yetenedini etkilemektedir.  Etken, 0-20 °C’de Ureyemez fakat canhligini
korumaktadir. Ureme &zelligi 20-25 °C’'de ¢ok dusik orandadir. Bakterinin
¢ogalabilmesi icin 25-42 °C’ler uygun 1silardir ve 37 °C’de uygun sartlarda
oldukga hizli gogalmaktadir. Bakteri, 50 °C’de birka¢ saat, 60 °C‘de birkag
dakika canliigini korur ve 70 °C’de ise korozyon, sistemin proje yapisi gibi

ortamin sartlarina bagli olmakla beraber yasama sansi yoktur (45).

Legionellalarin gelisimini etkileyen faktorler arasinda ortam rutubet orani
da 6nem tasimaktadir. Yapilan arastirmalarla L. pneumophila’nin %55 alt sinir
olmak Uzere artan nem oranlarinda canlliklarini koruyabildikleri ve daha kolay

gelistikleri saptanmigtir (60,90).

Dogal su kaynaklarinda dusik konsantrasyonlarda bulunan legionellalar
sebeke suyuna az sayida gegmektedir fakat bulunduklari su sistemlerinde
suyun durgun oldugu bolgeler ve Olu bosluklar gibi Gremeleri igin uygun ortam
bulduklarinda sayica artmaktadirlar (72). Buna bagl olarak L. pneumophila, en
fazla sicak-soduk su sistemleri, su tanklari, sicak su musluklari, dus basliklari,
oda nemlendiricileri, kaplicalar, termal banyolar, gamurlar ile sogutma kuleleri
ve klima cihazlarinin suyunda bulunmaktadir ve etkenin yayilmasinda bu su
dagitim sistemleri énemli rol oynamaktadir (45,73,86). infeksiyonun bulasma
sekli insanlarda gorulen salginlarda incelenmistir (60). Bulasma, L. pneumophila
ile kontamine suyun su dagitim ve sogutma sistemleriyle aerosolize hale
gelerek ortama yayllmasi sonucu bakteriyi iceren su damlaciklarinin
inhalasyonu ya da aspirasyonu ile meydana gelmektedir (56,57,68,82). Bu su
damlaciklari igerisinde legionellalar ortamda 2 saaten fazla kalabilirler (72).
Etkeni igceren su damlaciklarinin bulundugu havanin solunum sdresi de

infeksiyonun bulagsmasinda énemli rol oynamaktadir (60). Fabbi ve arkadaslari
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(33), 1997’de italya’da bir sigir striisiinde bulunan yaklasik 20 ginlik olan bir
buzagida ortaya cikardiklari L. pneumophila serogrup 1 ve serogrup 10’dan
kaynaklanan legionella olgusunda kaynagin hayvanlarin beslenmesinde
kullanilan elektirikli su isiticisi oldugunu belirlemiglerdir. Bu i1siticidan saglanan
su ile buzagiya verilen sutler sulandirilmig, bulasmanin da bu su ile kontamine
olmus sutlerin buzagiya veriimesi esnasinda aspirasyonu ile sekillendigi

dusunulmustdr.

Hastalidin mortalite orani bazi risk faktorlerine bagl olarak %5-80
arasinda degismektedir (73). Bulasmada da bu risk faktoleri 5nem tagimaktadir.
Hastaligin erkeklerde gorilme orani kadinlara goére daha yuksektir. Yas birlikte
hastalija yakalanma riski de artmaktadir (45,73). Hastalik ¢ocuklarda nadiren
gorulmektedir ve olgularin ¢ogunlugunu yenidoganlar ve immunsuprese
cocuklar olusturmaktadir (84). Nagai ve arkadaslar (63), 1999°da Tokyo'da
kisisel evinde suda dogum yapan bir annenin bebeginde, L. pneumophila
serogrup 6 tarafindan olusturulan Legionellozis olgusu saptamiglardir. Bu
neonatal olguda 4 gun sonra genel hastalik semptomlari goralmus, 8. gunde
solunum ve kalp yetmezliginden o6lum gerceklesmigtir. Yine Kibrista 2008
yilinda bir hastanede yenidogan 8 bebekte L. pneumophila’nin neden oldugu
Legionellozis olgusu bildirilmistir (84). Bunlarin yaninda, sigara ve alkol
bagdimlihdi, kronik akciger ve kalp hastaligi, kortikosteroid gibi immunsupresif
ilac kullanimi ve immun yetmezlik, hairy-cell [6semi, organ nakilleri ve cerrahi
girisimler de hastaligin olusmasinda predispoze edici faktérlerdendir (45). Saijo
ve arkadaslari (79), 56 yasinda bir hastada invasiv aspergillosis olgusunu
takiben sekillenen L. pneumophila olgusu bildirmiglerdir (79). Luck ve
arkadaslar (56), 66 yasinda bir hastada bdébrek transplantasyonu sonrasinda
sekillenen Legionellozis olgusu bildirmislerdir. Ayrica legionella ile kontamine
aletlerle uygulanan entubasyon ve mekanik ventilasyon  girisimleri de
aspirasyon yoluyla hastalik olusma riskini artirmaktadir (45,72). Legionella

infeksiyonlarinda insandan insana bulagsma saptanmamistir (72).

Legionella ile ilgili salginlar ¢ogunlukla yaz ve sonbahar aylarinda
goOrulmektedir (45). Olgular kaynagina gore hastane kaynakli ve toplumdan

kazanilmig olmak Uzere ikiye ayrilmaktadir. Toplumdan kazaniimig
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Legionellozis olgulari seyahatle iligkili ya da diger yasamsal yerlerden
kaynaklanan olgulardir (45,55). Avrupa’da sadece 2006 yilinda, c¢esitli
ulkelerde, seyehatle iligkili toplam 921 Legionela olgusu bildirilmistir (76).

Legionellozis siklikla sporadik olgular seklinde ortaya ¢ikmasina karsin,
kaplicalar, hastane ve otel duslari gibi ortak kaynaklar nedeniyle biyuk salginlar
da ortaya cikabilir. Ornegin sogutma kuleleri uzak mesafelere bile kontamine
aerosoller yayabilmektedir (82). Sonder ve arkadaslan (82), 2006 yilinda
Hollanda Amsterdam’da 31 kisinin hastalandigi ve kaynagdinin cevredeki
sogutma kuleleri oldugu bir legionella salginini rapor etmislerdir. Bu salginda
hastalia yakalanan kigilerin blyidk c¢ogunlugunun sehir merkezinde, merkez
tren yolu istasyonunun yaklasik 500 m dogusunda, 2,5-3 km’lik alani kapsayan
bir bolgede yasamakta olduklari belirtiimistir. Etienne ve arkadaslari (66),
Belcika’da 41 farkl kreste bulunan su isiticilarindan aldiklari su drneklerini
incelemisler, 12 ornekten L. pneumophila serogrup 1, 14 Ornekten serogrup
2-14, 2 ornekten ise L. pneumophila serogrup 1 ve serogrup 2-14 izole
etmiglerdir ve ortak yagsam alanlarindan biri olan gocuk kreglerinin de hastaneler

gibi bir infeksiyon kaynagi olabilecegini bildirmislerdir.

Legionella infeksiyonlariyla ilgili Turkiye’de hayvanlar Uzerine yapilmis
herhangi bir aragtirma mevcut degildir. insanlar (izerine yapilan aragtirmalar da
sinirl sayidadir. Erdodan ve Arslan (31), Tlrkiye’'de 29 farkli otelden topladiklari
su ve swab Orneklerinden ekimler yapmislar, 136 su o6rneg@inin 26’sinda
(%19,1), 111 swab 6rneginin 24’Unde (%21,6), yuksek oranda L. pneumophila
(tm izolatlarin %50’si L. pneumophila serogrup 6) olmak Uzere gesitli legionella
turleri saptamiglardir. Turkiye’de insanlarda seyehatle iliskili legionella olgulari
daha 6nce rapor edilmesine karsin ilk hastane kaynakli legionella salgini Ozerol
ve arkadaglar tarafindan bildirilmistir (68). Ozerol ve arkadaslar (68),
Malatya’da merkezi bir havalandirma sistemine sahip olan ve salgin esnasinda
higbir dezenfeksiyon programi olmayan 8 yillk gecmise sahip bir egitim
hastanesinde, 4’Unun hastane personeli oldugu 6 kiside legionella olgusu
bildirmigler ve hastanenin su sistemlerinden aldiklari orneklerden de L.
pneumophila izole etmislerdir. Yine Turkiye’de Bagdath ve arkadaslari (4)

tarafindan, hemodiyaliz hastalarindan alinan serum 6rneklerinde indirekt
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flouresan antikor yontemiyle L. pneumophila antikorlarinin prevalansi
arastinlmis ve hemodiyaliz hastalarinda gorilen yuksek antikor pozitifligi

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

L. pneumophila sadece insanlara 6zgu bir patojen degildir ve bu etkenle
farelerde ve kobaylarda infeksiyon olusturulmus ve infeksiyon sonrasi dlumler
gorulmustir (78). infeksiyon ik olarak 1977'de McDade ve arkadaslari
tarafindan kobaylarda olusturulmustur. Kobaylarin da inhalasyon yoluyla
infeksiyona karsi duyarh olduklari belirlenmis ve deneysel infeksiyon
modellerinde kobaylar siklikla kullanilmistir. Infeksiyon daha sonralari

maymunlarda, ratlarda ve farelerde de olusturulmustur (51).

Legionella bakterilerinin dogada ve c¢evresel kaynaklarda yaygin olarak
bulunmasi ve insanlarda gorulen legionella olgularn yurt digindaki bazi
arastirmacilari  hayvanlarin da Legionella spp. ile infekte olabilecegi
diisiincesine yoéneltmistir (6,18). ilk olarak 1978'de Page ve Lattimer (69)
tarafindan, komplement fikzasyon yontemiyle sigir, koyun, at ve kobaylarda
clamidya ve legionella anikorlari arastinimig, clamidya ve Legionella
pneumophila antikorlari arasinda kross reaksiyon olup olmadigi incelenmistir.
Calisma sonucunda atlarda dusuk seviyede (%6) legionella antikorlari
saptanmig ve clamidya ve legionella arasinda énemli derecede kross reaksiyon
gorilmemigtir. 1980 vyilinda Pricthard ve arkadaslan tarafindan indirekt
flouresan antikor test yontemi kullanilarak yapilan ¢alismada 164 sigir ve 112
domuz serumunda legionella antikorlarina rastlanmamistir (18). Collins ve
arkadaglari (18) tarafindan 1981 yilinda, hayvan populasyonlari icerisinde
Legionella pneumophila’ya kargi olusmus antikorlarin prevalansini saptamak
amaciyla farkli hayvan tlrlerinden alinan toplamda 2586 serum oOrnegi
mikroaglutinasyon test yontemiyle incelenmis ve atlarda %31,4, sigirlarda %5,1,
domuzlarda %2,9, koyunlarda %1,9, kdpeklerde %1,9, kecilerde %0,5 ve vahsi
hayvanlarda %0 oranlarinda seropozitiflik belirlenmigtir. Ayrica insanlardan
alinan 2800’den fazla serum 6rneginde de %0,4 oraninda pozitiflik saptanmigtir.
Evcil hayvanlarla beraber kanatlilarda da infeksiyon varligi mikroaglutinasyon

testlerle serolojik olarak ortaya c¢ikariimistir (70).
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Barth ve arkadaslari (6) tarafindan, 50’si sigir, 50’si domuz, 48’i koyun ve
48'i at olmak uUzere 196 hayvan serumunda flouresan antikor teknigiyle,
L. pneumophila serogrup 1-5, L. bozemanii, L. dumoffii, L. gormanii ve
L. micdadeirye karsi olusmus antikorlari saptamak Uzere yapilan arastirmada
yuksek titrelerde antikor seviyeleri bulunmustur. Calismada domuz serumlarinin
tumuinde, at serum Orneklerinin %88’inde, en azindan bir serogurup yada ture
kargl 1/16 yada daha ylksek oranlarda antikor seviyesi saptanmistir. Koyun
serum oOrneklerinin %100’Gnde 1/32, %96’sinda 1/64 dilusyonlarda, en azindan
bir serogurup yada ture karsi olusmus antikorlar belirlenmigtir. Sigir serum
Orenekleri ise en dusuk antikor titresine sahip grubu olusturmustur; sigir
serumlarinin %38’i 1/16 ve Uzeri titre gostermis, 2 sigirda ise (%4) en yuksek

antikor seviyesi olan 1/64 titre bulunmustur.

Daha 6nceki ¢calismalarda atlarda gorulen ylksek antikor seviyeleri, 1983
yihinda Cho ve arkadaslar’ni (14) atlarin da L. pneumophila igin bir konakgi
olabilecegi yonunde dusundurmugtur. Bundan yola c¢ikarak atlarda,
L. pneumophila Philadelphia 1 ve Bloomington 2 suslariyla, aerosolizasyon
yoluyla, deneysel infeksiyon olusturuimus ve sekillenen klinik bulgular
g6zlemlenmistir. Klinik bulgu olarak atlarda gegici ates, inokulasyondan 2 gun
sonra lenfosit sirkilasyonunda gegici bir azalma gorulmustur. Nekropside orta
derecede generalize lenfadenopati saptanmistir. Histolojik olarak akcigerlerde
alveoler ceper hucrelerinde fokal proliferasyon, birka¢ nétrofil ve eozinofille
karakterize hafif yangisal bir yanit belirlenmistir. Dokulardan yapilan
boyamalarda etken gorulmesine karsin, kan, nasal ve faringeal swablar ile
dokulardan yapilan kuiltirlerden etken izole edilememigtir. Bunun yaninda
atlarda inokulasyondan 3-4 gin sonra L. pneumophila serogrup 1’e karsi
sekillenen aglutinan antikorlarda artis gorulmustar. Bu ¢alismada dogal olarak
infeksiyona yakalanma yoénlinde bir kanit olmamakla birlikte L. pneumophila
serogrup 1 ve 3’Un atlarda patojenitesinin dusik oldugu belirtilmistir. 1984
yihinda yine Cho ve arkadaslar (15) tarafindan yapilan diger bir calismada ise,
serum havuzundan rastgele segilen 106 adet at serumu o6rnekleri indirekt
fluoresan antikor testi yontemiyle ve mikroaglitinasyon yoluyla L. pneumophila
antikorlar yéninden incelenmis ve bu iki farkh test sonuglari arasinda yuksek

korelasyon (r=0,89) saptanmistir. Bu calismada arastirma ciftliginde bulunan
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156 attan da kan serumu oérnekleri alinmis ve L. pneumophila’nin 1’den 4’e
kadar olan serogruplarina karsl olusan antikor oranlari mikroaglutinasyon
testiyle incelenmis, 29 atta (%19) en azindan 1 serogruba kargi yanit oldugu
belirlenmistir. Cho ve arkadaslari bu ¢alismanin atlarin da legionella’ya dogal

yollarla maruz kalabileceginin bir gdstergesi oldugunu belirtmiglerdir.

Cohen ve arkadaslari (17) tarafindan, israil’de 139'u 6li, 29'u kesime
gOnderilmis sigirlardan alinan akciger orneklerinde, kudltir ve direkt
immunoflouresan ydntemiyle legionella varligl yéninde arastirma yapilmis ve
direk flouresan antikor testiyle kadavralarda %17, kesime gonderilmis
hayvanlarda ise %4 oraninda pozitiflik saptanmigtir. iki kadavranin akcigerinden
ise L. pneumophila serogrup 1 izole edilmistir. Ayrica Boldur ve arkadaglari (11)
tarafindan farkli hayvan tirlerinde indirekt flouresan antikor testiyle yapilan
arastirmada, sut sigirlarinda %10, et sigirlarinda %5, koyunlarda %4,
antiloplarda %22, atlarda %35, bufalolarda %36 ve loboratuvar tavsanlarinda

%0 oranlarinda ortalama 64 ve Uzeri antikor titreleri belirlenmistir.

Phakkey ve arkadaslar (71) tarafindan Kenya’da yapilan bir arastirmada
ise evcil ve vahsi hayvanlardan alinan kan serumu 6rnekleri mikroaglitinasyon
testi yontemiyle farkh legionella turleri ve 14 farkli serogruba karsi olusan
antikor varligi yoninden incelenmis, iki sidirda L. pneumophila serogrup 6’ya
kargl, bir kopek ve iki sigirda L. bozemanii Mi-15 susuna karsi oldukca yuksek
antikor titreleri (1/256 ve Uzeri) saptanmistir. Bunun yaninda kegi, sigir, domuz

ve kopeklerde farkh turlere kargi olusan antikorlar da belirlenmisgtir.

Bazovska ve arkadaslar (7), 420 evcil hayvandan aldiklari serum
orneklerinde mikroaglutinasyon testiyle antilegionella antikorlarinin varligini
arastirmiglar, atlarda L. pneumophila serogrup 1-14’e karsi %36,2, diger 19 tar
legionella’ya karsi %47,8, domuzlarda %16,2 ve %21,1, sigirlarda %3,8 ve
%29,5, koyunlarda %7,5 ve %11,3 oranlarinda pozitif ve laboratuar

tavsanlarinda ise negatif sonuglar elde etmislerdir.

Son yillarda yapilan galismalarla sigir, at, domuz, koyun, kegi, kdpek,
antilop, su bufalosu, deve ve guvercinlerde legionella infeksiyonlar serolojik
olarak ortaya c¢ikariimistir. TUm hayvanlar arasinda ise legionella’ya kargl en

yuksek antikor prevalansi atlarda belirlenmigtir. 1987 vyilinda Boldur ve
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arkadaslar etiyolojisi bilinmeyen bir hastaliktan 6len iki sigirin akcigerlerinden
L. pneumophila serogrup 1 izole etmisler ancak hastalikla ilgili akcigerlerde
makroskopik lezyonlar gbézlemlenememis ve hastaligin L. pneumophila
serogrup 1’den kaynaklanip kaynaklanmadigi belirlenememistir. Bu olguda
sigirlarin koma esnasinda kontamine materyali aspire etmis olabilecegi de
dusundimustir. Legionella bakterilerinin identifikasyonu ve izolasyonu gug
olmasi, 0zel laboratuvar ekipmanlarinin gerekliligi ve hayvanlar Uzerinde
yapilan calismalarin devam etmesi nedeniyle rutin veteriner laboratuarlarinda
genellikle 6rnekler Gzerinde legionellalar ile ilgili incelemeler yapilmamaktadir.
Ancak Italya Pavia'da Zooprofilattico Sperimentale enstitiisinde hayvanlarda
goérulen pneumoni olgularinda tani amaciyla legionellalara 6zel besiyerleri

rutinde kullanima girmistir (33).

Hayvanlarda dogal olarak ortaya cikan, klinik belirtileri ve c¢evresel
incelemeleri de iceren ilk olgu Fabbi ve arkadaglari (33) tarafindan 20 gunluk bir
buzagida bildirilmistir. Bu olguda kuzey italya’da 112 baslik bir italyan-Fresian
Irki sat sigiri surtsunde bir dnceki kis doneminden bu yana yluksek oranda
buzagdi oOlumleri gorulmustur. Buzagilarin %401 zayif olarak dogmus ve
bircogunda pulmoner ve enterik hastaliklardan dolayr olumler sekillenmis,
hayatta kalanlarda ise ¢ogunlukla dusuk kondisyonlar gdzlemlenmistir. Yapilan
incelemelerde surtnun zayif hijyenik kosullarda, vitamin ve mikroelementlerden
yoksun diisiik proteinli bir diyet uygulamasiyla yetistirildigi belirlenmistir. iki giin
suren siddetli diyare, dispnea, ates, anoreksi, zayifllk ve asiri derecede
halsizlikle karakterize klinik bulgulari bulunan 20 gunlik buzagiya intramuskular
yolla penisilin ve streptomisin uygulamasi yapilmis ancak birka¢ saat sonra
olum sekillenmistir. Yapilan nekropside postmortem bulgu olarak akcigerlerin
baylk oranda kranial loblerinde yogun lobuler pneumoni tablosu, pneumonik
bdlgelerde fibrindz pleuritis, kesit ylzeylerinde kirmizi, havasiz, 0,5-1,5 cm
capinda nekrotik odaklar gozlemlenmistir. Diger organlarda patolojik
degisiklikler saptanmamigtir. Burada belirlenen histolojik ve patolojik bulgularin
insanlarda goérulen bulgularla ¢ok benzedigi belilenmistir. Buzaginin
akcigerlerinden L. pneumophila serogrup 1 ve serogrup 10, karacigerinden ise
serogrup 1 izole edilmistir. Ayrica akcigerlerde immunoflouresans boyama ve

immunohistokimyasal yontemlerle L. pneumophila serogrup 1 varlig
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saptanmigtir. Ayni suariden 112 sigir ve 30 buzagiya ait serum ornekleri
alinarak L. pneumophila serogrup 1 yoninden indirekt flouresan antikor testi
uygulanmig, IFA sonuclarina gére 3 sigirda 1/32, 1 buzagida 1/64, 1 sigirda
1/248 ve 1 sigirda 1/2048 oraninda antikor titreleri belirlenmistir. Goérinuste
saglhkh olan ve 1/2048 gibi ylksek bir antikor titresi gdsteren 3 yasindaki
hayvanin kesimi yapilmistir. Bu sigirda da akcigerlerde cogunlukla kraniyal
loblarda yerlesen hafif kronik pleuritisle beraber karaciger apseleri, multifokal
kronik intersitisyel nefrit tablosu go6zlemlenmis, ancak kdltir ve
immunohistokimyasal yolla legionella saptanmamistir. Bu bulgularin gegirilmis

bir infeksiyondan kaynaklanabilecegi belirtiimistir.

Surlide arastirmalar vyapilirken ciftlikteki sicak ve soduk su
sistemlerinden de oOrnekler alinarak ekimler yapilmistir. 12 m derinliginde bir
kuyudan saglanan suyun kullanildigi ve igindeki suyun isisinin 43 derece
oldugu elektirikli bir su isiticisindan alinan su orneginden L. pneumophila
serogrup 1 izole edilmisitir. infeksiyonun bulasmasinin, lezyonlarin ¢ogunlukla
akcigerlerin kraniyal loblarinda yerlesmis olmasindan yola ¢ikarak, bu isiticidan
saglanan sularla buzagilarin beslenmesinde kullanilan sutlerin sulandirilarak
hayvanlara verilmesi sirasinda kontamine sutlerin aspirasyonu ile meydana
geldigi dusunulmastir. Ancak kobaylarda gastrointestinal sistem ve portal yolla
etkenin vicuda girebildigi daha onceleri gosterilmis oldugundan buzaginin
karacigerlerinden legionella izole edilmesi portal bir girisi de dusundurmustar.
Bunlarin yaninda alinan su orneklerinde Acanthamoeba ve Naegleria tlru

amipler de Uretilmistir (33).

2.4, Patogenez

Infeksiyon, solunum yoluyla, legionella ile kontamine su damlaciklarinin
inhalasyonu ya da kontamine sularin aspirasyonu sonucu meydana
gelmektedir. Mikoorganizma, ilk ©once solunum vyollarinin ilk koruyucu
mekanizmasi olan ve 0Ozellikle kronik akciger hastaligi, sigara igiciligi, alkolizm
gibi etkilerle yapisi bozulan mukosiliyer tabakayi epitel hicrelerine de adere
olarak atlatmakta ve akcigerlerin daha alt bdlimlerine ge¢mektedir (45,86).
Alveollere kadar ulagsan mikroorganizmalar burada bulunan ve konagin birincil

savunma mekanizmasi olan alveoler makrofajlarla kargilasmakta ve makrofajlar
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tarafindan fagosite edilmektedir (2,45,86). Makrofajlar tarafindan fagositoza
ugrayan mikroorganizma, hucre igeriside ribozomla iligkili, 6zellesmis ve gevresi
basit bir membranla kusatiimis fagozomlar icerisine alinir (86). Bu fagozomlara
replikativ fagozom adi verilir ve virllent L. pneumophila’y: iceren fagozomlar
non patojenik bakterileri icerenlere oranla daha az asidiktir (2). Bunun yaninda
normal endositik yolda olusan fagozom-lizozom fuzyonu gergeklesmez bdylece
mikroorganizma lizozomlarin mikrobisidal etkisinden kurtulur (2,86). Bu sayede
intrasellUler parazit 6zelligi gdsteren L. pneumophila makrofajlar icerisinde
kolaylikla gogalir ve hucreleri pargalar. Makrofajlari parcalayarak serbest hale
gecgen mikroorganizmalar, yeni hicreler tarafindan fagosite edilir ve bu hicreler
de L. pneumophila tarafindan infekte edilir (45,72,86). Salgilanan toksinler ve
sitokinlerin etkisiyle infeksiyon bdlgesine surekli fagositler ve T lenfositler c¢ekilir
ancak mikroorganizmalar Oldurilemez ve Uremelerine devam eder (72).
L. pneumophila’ya kargi primer konak savunma mekanizmasi hucresel
bagisiklik oldugundan kortikosteroid tedavisi goren, organ nakli uygulanan,
AIDS ve hairy-cell I6semi gibi hiicresel bagisikhigi baskilayan hastaliklara sahip

olanlarda Legionellozis daha siklikla gérulmektedir (86).

Yapilan calismalarla da humoral bagisikhdin konak savunmasinda
sekonder rol oynadigi gosterilmistir (86). Bunun yaninda gama interferonlarla
aktive edilmis makrofajlarin insanlarda L. pneumophila’nin hicre igi ¢godalma
Ozelligini inhibe ettigi belirlenmistir. Kobaylarda da formalin ile oldurtlmas
L. pneumophila’ya karsl gecikmis tip deri reaksiyonlari sekillendigi ve makrofa;j
aktivasyonunun intraselller Uremeyi inhibe ettigi belirlenmigtir (65). Bunun
yaninda interferon gama, interleukin 12 ve interleukin 18 gibi Th1 sitokinlerinin
de L. pneumophila ile olusturulan infeksiyon modellerinde savunmada 6nemli
rol oynadiklari yapilan galismalarla gosterilmistir (36). Nikaido ve arkadaslari
(65) tarafindan yapilan bir calismada, subletal dozlarla L. pneumophila ile
infekte edilmis kobaylarda, infeksiyonun erken periyodunda, savunmada T
hicrelerine bagh immunitenin de rol oynadigi belirtiimistir. Shinozawa ve
arkadaslar (81) tarafindan interferon gamadan yoksun fareler ile normal kontrol
grubu fareler kullanilarak yapilan deneysel galismada histopatolojik olarak farkli
bulgular elde etmislerdir. Histopatolojik olarak kontrol grubunda orta derecede

pneumoni tablosu gdzlemlenirken, IFN-gama negatif farelerde siddetli
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pneumoni tablosu gdézlemlenmigstir. IFN-gama negatif farelerde daha siddetli
olmak Uzere akcigerlerde notrofil ve lenfosit infiltrasyonuyla karakterize
pulmoner lezyonlar saptanmistir. Bu ¢alismada interferon gamanin eksikliginde
yangisal immun yanitin geciktigi ve bakteri gelisiminin arttigi ve pneumoni

tablosunun olugtugu belirlenmigtir.

Yapilan c¢alismalarla deneysel infeksiyonlarda L. pneumophila’nin
kobaylarda lobuler pneumoni olusturdugu ve bu tablonun kisa sUrede
yayginlastigi goriimistir (60). Iinsanlarda akcigerler makroskopik olarak
incelendiginde multifokal pneumoni ile karakterize yaygin lezyonlar goruldr.
Akcigerlerdeki eksudat granuler yapida ve buylk oranda fibrin icermektedir.
Mikroskopik bakida ise ¢ogu olguda distal alveoller ve bronsiyollerde fazla
miktarda yangisal bir eksudatin oldugu gorulir. Bu eksudat icerisinde polimorf
nukleer notrofiller ve makrofajlar yogunlagmistir (87). Akciger dokusunda ise
yine polimorf nukleer noétrofil, makrofaj, monosit hulcreleriyle karakterize,
nekrotizan Ozellikte yangisal bir tablo sekillenmektedir. Ayrica apse olugumliari

da gozlenebilmektedir (72).

Fabbi ve arkadaslar (33) tarafindan rapor edilen 20 gunluk buzagidaki
L. pneumophila olgusunda ise histopatolojik olarak akcigerlerde akut fibrinéz ve
nekrotik pneumoni tablosu gobzlemlenmis, alveollerin ¢ogunlukla ndétrofil ve
makrofajlardan olusan yangisal hicrelerle birlikte fibrin6z bir materyalle dolu
oldugu saptanmistir. Bu olguda bronsiyol bosluklarin da nétrofil ve nekrotik
materyalle dolu oldugu ve bronslarin etkilenmedigi belirlenmistir. Dalak ve

karacigerde ise histolojik bulgular gdézlemlenmemigtir.

2.5. Klinik Bulgular

insanlarda L. pneumophila’dan kaynaklanan hastalik olgulari pontiac
atesi ve pneumonik form (Legionellozis) olmak Uzere iki farkli klinik tablo ile
karsimiza c¢ikmaktadir (19,77,87). Bunlarin yaninda pneumonik tablo ortaya
¢cikmaksizin sadece serumda antikor varligi ile karakterize olan subklinik

infeksiyonlar da gorulmektedir (55,72).

Hastaligin pontiac atesi formu, inkubasyon periyodu 24-48 saat olan,
akut seyirli, ates, halsizlik, bas agrisi, kas agrilari gibi grip benzeri bulgularla

seyreden, antibiyotik tedavisi uygulanmadan yaklasik bir hafta icerisinde kendi
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kendine iyilesen formudur. Balgamsiz hafif Oksuruk gorulebilmekte ancak
pneumoni tablosu gorulmemekte ve akciger radyografisinde patolojik
degisiklikler bulunmamaktadir. Pontiac atesi, legionella infeksiyonlari arasinda
%90 ve Uzeri oranlarda goérulmektedir (45,73,86). Hastaligin bu hafif formunun
olusmasinda, konagin bakteriye dusuk konsantrasyonlarda maruz kalmig
olmasi ya da bakteride fagositik hicrelerde c¢ogalabilme yetersizliginin etkili
oldugu disundlmektedir (86). Modi ve arkadaslan (61) tarafindan 2008 yilinda
ingilterede ylizme havuzu, kaplica ve saunasi bulunan bir otelde 6 kiside ortaya
cikan pontiac atesi salgini bildirilmistir. Bu salginda hastaliga yakalananlarin
ayni tarihler arasinda spa havuzunu kullandiklari belirlenmistir. Hastalarda bas
agrisi, kas agrilar ve ates gibi grip benzeri smptomlar gorulmuastur. Bu olguda
spa havuzu tankindan alinan o6rnekte cok disuk seviyede (1X102 cfu/l)

Legionella spp. 1zole edilmistir.

infeksiyonun ikinci ve en ciddi formu olan Legionellozis olgusunda en
onemli klinik bulgu pneumoni tablosudur ve hastaligin inkubasyon periyodu 2 ile
10 gun arasinda degismektedir. Hastallk yuksek ates, halsizlik, kas agrilari,
istahsizlik ve hafif 6ksurtkle baslar (45,73,86). Baslangigta kuru olan 6ksuruk
hastalik ilerledikge purulent balgamli hale gegebilir (72,73). Atilan balgamda
cizgi seklinde kan gorulebilir ancak yogun kan nadiren gorulir ve hastalarda
g6gus agdrilari olusabilir (73,86). Cogu olguda hastalik, 40 °C ve Uzeri atesle
seyreder (55,73). Legionellozis olgusunda gastrointestinal sisteme ait
semptomlar da yaygin olarak goérulmektedir. Bulanti, kusma, olgularin
%25-50’sinde sulu, nadiren kanl bir diyare, %10-20 olguda da karin agrisi
gorulmektedir (19,45,86). Hastaligin, yas, immun yetmezlik, kronik akciger
hastaligi gibi predispoze edici faktdrlere bagl olarak %5-80 arasinda degdisen

bir mortalite orani vardir (73).

Hastallkta bas agrisi, letarji, mental durum dedgisiklikleri hatta
ensefalopati gibi ndérolojik belirtiler de goérilmektedir (45,73,86). Norolojik
bulgulardan koflizyon, kollaps (19), periferik néropati ve serebellar ataksiler (45)
de rapor edilmigtir. L. pneumophila’nin yol actigi ve merkezi sinir sistemine ait
bulgularla karakterize bir olgu ilk defa Imai ve arkadaslar (43) tarafindan rapor

edilmistir. Bu olguda hastada bas adrisi hafiza kaybi, bilateral tremor ve yon
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bulamama gibi bulgular goérilmus ve yapilan beyin MR’l sonrasinda corpus
collosumda asiri yogun bolgeler belirlenmis ve yapilan diger testlerle de
serebellum ve frontal loblarda anormal degisiklikler belirlenmistir. Az sayida
hastada sistemik yangisal yanit ve ¢oklu organ yetmezlIigi tablosu olusmaktadir
(19). Radyolojik bakida gogus grafisinde tek yada cift tarafli olarak, bir yada
daha fazla lobda yogun infiltratla karakterize konsolidasyon bulgulari
g6zlenmektedir. Bazi fungal infeksiyonlarda gorilen nodullere benzeyen olgular
da gorulebilmektedir. Hafif pleural eflzyonlar gérulebilir ancak yaygin
eflzyonlar ve empiyem nadirdir. Yapilan otopsilerde akcigerlerde apse
olusumlari bulunabilir ancak radyografide ¢ok siklikla tanimlanamamaktadir
(87).

Hastalarin laboratuvar bulgularinda bazi nonspesifik degisiklikler
yaygindir. Laboratuvar testlerinde renal ve hepatik disfonksiyon bulgulari,
trombositopeni, I6kositozis (19), hematolojik degerlerde anormallikler, hematuri,
hipofosfatemi (45) tablosu gozlenebilmektedir. Ancak Legionellozis olgularinda
hiponatremi tablosu diger pneumoni olgularina goére daha fazla goérilmektedir
(45,86).

Nadir olarak legionella infeksiyonlarina bagli ekstrapulmoner olgular da
gorulebilmektedir (45,73). En yaygin ekstrapulmoner olgular yetigkinlerde
kalpte, gocuklarda ise karaciger, beyin, dalak ve lenf nodullerinde gorilmektedir
(73). Ektrapulmoner infeksiyonlarda primer kaynak hematojen yolla yayilmadir
(54,72) ve bu ogular genellikle pneumoni olgusundan sonra gelismektedir.
Pneumoni tablosu olmadan gelisen az sayida olgular da bildirilmistir (72).
Peritonit, sintzit, selllit, piyelonefrit, pankreatit, lenfadenopati, prostetik kapak
endokarditi, miyokardit, perikardit olgulari L. pneumophila infeksiyonlarina bagli
ekstrapulmoner olgulardandir (45,54,73). Nadiren legionella ile kontamine
sularla temizlik sonrasinda olugsan yara ve yanik infeksiyonlari da bildirilmistir
(45). Bemer ve arkadasglari (8) tarafindan immunsuprese bir hastada sekillenen
akut purulent artritis olgusunda artikiler sividan L. pneumophila serogrup 1
izole edilmistir. Ayrica Linscott ve arkadaslar (54) tarafindan da farklh bir

hastada siynovial dokudan L. pneumophila serogrup 4 izole edilmistir.
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L. pneumophila’dan bagka L. cincinnatiensis ve L. micdadei'den kaynaklanan

yumusak doku infeksiyonlari da bildirilmigtir.

Fabbi ve arkadaslar tarafindan tanimlanan 20 gunlik buzagida ortaya
cikan L. pneumophila serogrup 1'den kaynaklanan olguda 2 gundir devam
eden siddetli diyare, anoreksi, zayiflk ve solunum gug¢ligu ve sonrasinda
dispne sekillenmis ve birkag saat iginde 6lum meydana gelmistir. Bu bulgularin
spesifik olmamakla birlikte sigirlarda enterik ve respiratorik diger hastaliklarda
gorulen klinik bulgulara da benzedigi belirtiimistir. Ancak patolojik ve histolojik
bulgularin insanlardaki legionellozis bulgulariyla olduk¢ga benzer oldugu
belirtilmigtir (33).

2.6. Tani

Legionella hastaliklarinda diger pneumoni olgularinda da gorulebilen
klinik ve radyolojik bulgularin gorilmesi ve semptomlarin spesifik olmamasi
nedeniyle 0Ozel laboratuvar yontemleriyle tani konabilmektedir. Laboratuvar tani
yontemleri arasinda en yaygin olarak kullaniimakta olan, selektif besiyerlerinde
kaltur yontemi, Uriner antijen aranmasi, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR),
indirekt flouresan antikor testi (IFA), ELISA, direk immunoflouresan test (DFA),
solid faz radioimmunoassay (SPRIA), DNA hibridizasyonu ve mikroaglitinasyon
testleri yer almaktadir (45,86).

Tani metodlari arasinda kultir yontemi %100 &6zgullige sahip en
guvenilir tan1 aracidir (72) ve legionella infeksiyonlarinin tanisinda “altin
standart” olarak kabul edilmektedir (3,55). Mikroorganizma, standart
besiyerlerinde Uremedigi icin selektif bir besiyeri olan ve igerisine yeast ekstrakt,
alfa ketoglutarat, L-sistein, ¢ozunebilir ferric pirofosfat, aktive edilmis komur ve
cesitli antibiyotiklerin ilave edildigi buffered charcoal yeast extract (BCYE-a)
agar kultdr amaciyla kullaniimaktadir. Kultdr igin en uygun materyaller 6zellikle
bronkoalveoler lavaj sivisi, brongiyal aspiratlar, akciger biyopsi materyali ve
post mortem doku oOrnekleri basta olmak Uzere, kan ve balgam ornekleridir
(20,55,72). Laboratuvara getirilen oOrneklerden BCYE-a agara ekimleri
yapildiktaktan sonra 35-37 °C’de, %2-5 CO.'li ve nemli ortamda (72) en az 10
gun inkubasyona birakilir. Legionella kolonileri 3-5 gun sonra gorunur hale

gelmektedir (55). Koloniler gri beyaz renkte, mukoid karakterde ve yuvarlak
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gorunimdedir. Gram ve giemza boyamalar yapilarak bakterinin mikroskobik
morfolojisi belirlendikten sonra supheli kolonilerden sisteine gereksinim duyup
duymadiklarini belirlemek amaciyla BCYE agar ile birlikte antibiyotik ve sistein
icermeyen koyun kanl agar ya da cikolata agar gibi standart besiyerlerinden
birine pasajlari yapilir. Legionellalar standart besiyerlerinde udremezler.
Biyokimyasal aktiviteleri zayif oldugundan biyokimyasal testlerle tur ayrimi
yapilmasi zordur. Tur ayrimi daha ¢ok serolojik yontemlerle yapilmaktadir.
Supheli kolonilerin poliklonal ya da monoklonal antiserumlarla test edilmesiyle
tur ayrimina gidilebilmektedir (55,72). Legionella turlerinin identifikasyonu
amaciyla, latex molekulleriyle kaplanmis ya da flourescein ile konjuge edilmis
poliklonal antiserum Kkitleri ticari olarak geligtirilmistir. Ancak bu poliklonal
serumlar Pseudomonas spp., Bacteroides fargilis, Corynebacterium spp.,
Francisella tularensis ve Bordotella spp. bakterileri ile kross reaksiyonlar
verebilmektedir. Bu durumda bakterinin koloni morfolojisi ve sisteine gereksinim
ozelligine bakiimaktadir. Bunun yaninda bazi 6zel laboratuvarlarda, izolatlardan
tur ve serogrup tayini monoklonal antikor, DNA sequence analizleri, restriction
fragment length polymorphsim (RFLP), enzim elektroforez ve PCR gibi
yontemlerle de yapilabilmektedir (55).

Serolojik yontem olarak, serumda olusan igM, igG ve IgA antikorlarindan
yararlanilarak, en fazla ELISA, IFA ve mikroaglitinasyon ydntemleri
kullaniimaktadir (72). Bu yontemler daha ¢ok geriye donik taniya yonelik

calismalarda epidemiyolojik arastirmalarda kullaniimaktadir (19,72).

DFA testi direkt solunum yollari drneklerinden legionella antijenlerinin
saptanmasi icin kullanillan 2-4 saat gibi kisa bir slUrede sonug¢ alinabilen
spesifitesi yuksek bir tan1 yontemidir. Pseudomonas turleriyle kross reaksiyon
¢ok ender goralur (73). Bu testte ticari olarak legionella turleri ve serogruplarinin
dis membran proteinine kargi elde edilmis flourecein ile konjuge monoklonal
antikorlar kullaniimaktadir (55,72).

idrarda legionella antijenlerinin aranmasi amaciyla ELISA, lateks
aglutinasyon ve RIA yontemleri kullaniimaktadir (72). Cok kisa surelerde taniya
gidilebilen ve 06zel ekipman gerektirmeyen ticari kitler gelistirilmistir (55).

infeksiyondan sonra yaklasik 1 vyila kadar idrarda legionella antijeninin
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saptandigi olgular da bildirilmigtir (47). Bu nedenle Uriner antijen varligi akut
infeksiyonun gostergesi olarak gorulmemektedir. Yontemin dezavantaji ise
sadece L. pneumophila serogrup 1’in saptanabilmesidir (19,72). Wever ve
arkadaslan (88), idrarda immunokromatografik teknikle L. pneumophila
serogrup 1 antijeninin saptanmasi amaciyla gelistirilmis ticari bir kiti kullanarak

bronkoalveoler lavaj 6rneginden de etkeni saptayabilmislerdir (88).

PCR yéntemiyle tanida ise kan (3), serum (21,22,23,53), solunum yollari
Ornekleri (16,58,89) ve idrarda (62) direkt olarak legionella DNA’si
saptanabilmektedir. PCR yonteminde genellikle mikroorganizmanin 5S rRNA,

16S rRNA ve mip genleri hedef gen olarak secilmektedir (72).

Sedgwick ve Tilton (80) tarafindan solunum yollari sekresyon
orneklerinden L. pneumophila serogrup 1'den 6'ya kadar identifikasyonu
saglayan latex aglutinasyon test yontemi gelistirilmistir. Bunun yaninda ilk kez
Wilkinson ve arkadaslar tarafindan lam aglatinasyon test metoduyla
L. pneumophila serogrup1’den 4’e kadar olan tir ayrimi yapilabilmigtir. Yine
Wilkinson ve arkadaslari tarafindan legionella antijenlerinin identifikasyonu icin

stafilokokkal koagulasyon metodu da rapor edilmistir.

2.7. Koruma Kontrol ve Sagaltim

Legionellarin intraselller ¢ogalma ozelligine sahip bir mikroorganizma
olmasi nedeniyle tedavide yuksek intraseluler konsantrasyona ulasabilen
antibiyotiklerin secilmesi 6nemlidir (55). Tedavide genellikle eritromisin
preparatlari  kullaniimaktadir (60,86). Son yillarda diger makrolidlerden
klaritromisin, azitromisin, roksitromisin preparatlari ile perfloksasin (86),
siprofloksasin, levofloksasin, doksisiklin ve tetrasiklin grubu antibiyotikler de
sagaltim amaciyla kullaniimaktadir (45). Rifampisin’in de eritromisinle kombine
olarak kullanildiginda oldukga etkili oldugu gorulmuagstir (55). Ayrica hayati
tehlike iceren durumlarda kinolon grubu bir antibiyotik olan trovofloksasin de
kullaniimaktadir (86). Tedavi suresi, immunsupresif hastalarda 21 gun, diger
hastalarda ise 15 gun kadardir (45). Bunlarin yaninda
sulfomethoxazole-trimethoprim kombinasyonu da tedavi amacli
kullanilabilmektedir (73).
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Brieland ve arkadaslari (12) tarafindan yeni tanimlanmig everninomisin
adll antibiyotigin immunsuprese A/J farelerinde L. pneumophila infeksiyonu
uzerinde etkinligi arastirlmis ve bakterinin akcigerlerde oOlumcil oranda

¢ogalma oOzelligini inhibe ettigi belirlenmigtir.

Edelstein ve arkadaslar (29) tarafindan yapilan diger bir ¢calismada ise
yeni tanimlanan bir des-fluoro(6) kinolon antibiyotiginin (BMS-284756(T-
3811ME)) deneysel olarak kobaylarda olusturulan L. pneumophila
infeksiyonunda etkinligi arastirlmis bu antibiyotigin infekte makrofajlar

uzerindeki etkinliginin eritromisinden daha iyi oldugu gorulmastuar.

Hastaligin asisi yoktur. Koruma amacli olarak, etkenle kontamine ve
bulagmanin birincil kaynagi olan su sistemlerinde uygun yontemlerle legionella
bakterilerinin ortadan kaldirilmasi gerekmektedir (60). Su hijyeninin saglanmasi
amaciyla sicak ve soguk su sistemlerinin duzenli olarak mikrobiyolojik
kontrollerinin ve temizliklerinin yapilmasi gereklidir (45,90). Ozellikle sicak su
tanklarinda dipte olusan tortular duzenli araliklarla temizlenmelidir. Bunun
yaninda klimalar, dus basliklari, armaturler, sogutma kuleleri ve soguk su
tanklari gibi ekipmanlar da duzenli araliklarla temizlige tabi tutulmahdir. Temizlik
islemlerinin yanisira su araciligiyla yayilabilen hastaliklarin dnlenmesi igin
sisteme uygun dezenfeksiyon yontemleri belirlenmeli ve belirli periyotlarla
uygulanmalidir.  Legionella dezenfeksiyonu su sistemlerinde, termik
dezenfeksiyon, ultraviyole i1sik ile muamele, gimus ve bakir iyonizasyon
yontemi, klorlama, monokloraminle muamele gibi yontemlerle yapilabilmektedir.
Bu yontemler icerisinde birgcok avantaja sahip olmasi agisindan klorlama

secenegi en uygun yontem olarak goriimektedir (45).
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3. GEREG VE YONTEM

Tez caligmasinda gere¢ ve yontem asagidaki plana gore uygulanmigtir.
3.1.GEREC

3.1.1. ORNEKLER

3.1.1.1. Kan ornekleri

3.1.1.2. Kan serumu ornekleri

3.1.1.3. idrar 6rnekleri

3.1.2. BESIYERLERI

3.1.2.1. Buffered charcoal yeast extract agar base
3.1.2.2. Besiyeri supplementleri

3.1.3. REFERANS SU$

3.1.4. LEGIONELLA LATEX TEST (OXOID)
3.1.5. PEDIATRIK Lizis iSOLATOR TUP

3.1.6. PCR

3.1.6.1. QlAamp DNA Mini Extraksiyon Kiti
3.1.6.2. Legionella pneumophila amplifikasyon Kiti
3.1.6.3. Hot-start MB Taq DNA Polymerase
3.1.6.4. Diger gerecler

3.1.7. ELISA

3.1.7.1. Legionella Uriner Antijen ELISA Kit
3.1.7.2. ELISA Okuyucusu



3.2. YONTEM
3.2.1. KULTUR

3.2.1.1. Identifikasyon galismalari

3.2.2. PCR

3.2.2.1. DNA ekstraksiyonu
3.2.2.2. Pozitif kontrol hazirlanmasi

3.2.2.3. DNA amplifikasyonu
3.2.2.4. DNA’nIn saptanmasi
3.2.2.5. Sonuglarin degerlendirilmesi

3.2.3. ELISA

3.2.3.1. Sonuglarin degerlendirilmesi
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3.1. GEREG
3.1.1. ORNEKLER

istanbul'da képeklerde Legionella pneumophila infeksiyonunun tahmini
prevalansi %50 kabul edilerek, %95 glven duzeyi ve %10 absolut kesinlige
go6re solunum bozuklugu semptomlari gosteren 96 kdpekten érnek alindi (25).
Orneklerin alinmasi kasim ve mart aylar arasinda gercgeklestirildi. Her bir
kopekten, kualtirde kullaniimak Uzere kan, PCR ic¢in kan serumu ve Uriner
antijen aranmasi icin ELISA’da kullaniimak tzere idrar érnekleri alindi. Ornek

alinan kopeklerin bilgileri tablo 3.1’de gdsterilmistir.

3.1.1.1. Kan Ornekleri

Kan kudltdrinde kullanmak amaciyla, 96 adet kopekten, vakumlu izolator
tuplerin igerisine direkt olarak kan alindi. Bunun igin ilk 6nce hayvanin boyun
bélgesi tras edilerek %70’lik alkol ile dezenfekte edildi. Ayrica tlplerin agiz
kismi, kullanim klavuzunda belirtildigi gibi %10’luk iyot solusyonuyla dezenfekte
edildi. Cift tarafli igne ile vena jugularise girildi ve ignenin diger ucuna izolator
tup yerlestirilerek tipun 1,5 ml kan ile dolmasi beklendi. Alinan 6rnekler izolator
tipdn kullanim kitapgigina uygun olarak laboratuvara getirildi ve ekimleri

yapildi.

3.1.1.2. Kan serumu ornekleri

Kopeklerden PCR’da kullanilmak Uzere, igerisinde antikoagulan
bulunmayan farkl tdplere kan o&rnekleri alindi ve soguk zincir altinda
Mikrobiyoloji Anabilim Dali laboratuvarina getirildi. Santrifije edilerek serumlari
ayrildi. Serumlar steril mikrosantriflj taplerine alinarak PCR’da kullaniimak

Uzere — 20 °C’de saklandi.

3.1.1.3. idrar érnekleri

ELISA’da Uriner antijen aranmasi amaciyla alindi. idrar alimi sistosentez
yontemiyle gerceklestirildi. Bunun ic¢in hayvanin gobek deliginin yaklasik iki
parmak asagisinda idrarin alinacagi bdlge %70’lik alkol ile dezenfekte edildi ve
bu bolgeden steril bir enjektor yardimiyla direkt olarak idrar alimi gerceklestirildi.

Ornekler soguk zincir altinda Mikrobiyoloji Anabilim Dali laboratuvarina getirildi.
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Steril mikrosantrifuj tuplerine aktarilarak ELISA’da kullaniimak Uzere +4 °C’de

saklandi.

3.1.2. Besiyerleri
3.1.2.1. Buffered charcoal yeast extract agar base

(HIMEDIA, M813 Lot no: ZH170)
Besiyerinin icerigi

- ACES buffer

- Yeast extract

- a- Ketoglutarate , monopotassium salt
- Charcoal activated

- Agar

3.1.2.2. Besiyeri saplementleri
a- Legionella selective supplement IV (HIMEDIA, FD040)

Icerigi

- polymyxin B sulphate
-glycine

- anisomycine

- vancomycine

- bromo thymol blue

- bromo creosol purpule

b- Legionella supplement (HIMEDIA, FD041)

Icerigi

- L-cysteine hydrochloride

- Ferric pyrophosphate , soluble
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Besiyerinin hazirlanisi :

500 ml besiyeri icin ; Buffered charcoal yeast extract agar base 20 gr
miktarinda tartildi. 500 ml distile su eklendi. Besiyeri suda tamamen
¢6zlnlnceye kadar benmari usuli kaynatildi. Besiyerinin pH’si 6.9 + 0.2 olarak
ayarlandi ve 121°C’de 15 dk otoklavda sterilize edildi. Besiyeri 50 °C’ye kadar
sogutulduktan sonra aseptik kosullarda, legionella selektive supplement
(FD040) ve legionella supplement (FD041) eklenerek iyice karistirildi. Steril

petri kutularina 25’er ml miktarlarinda dokuldu.

3.1.3. Referans Sus :
Legionella pneumophila serogrup 1 (ATCC 33152) referans sus olarak
kullanilmak Gzere istanbul Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji bolumu, Temel

ve Endustriyel Mikrobiyoloji Anabilim Dalindan temin edildi.

3.1.4. Legionella Latex Test
izolasyon besiyerinde iireyen kolonilerden legionella cins ve tir tayini
yapmak amaciyla kullanildi (OXOID, DR0O800OM ).

Kitin icerigi
- Legionella pneumophila sg1 latex reagent (lot no P934310)
- Legionella pneumophila sg 2-14 latex reagent (lot no P934410)
- Legionella species latex reagent (lot no P934510)
- Pozitif kontrol (lot no P934610)
- Negatif kontrol (lot no P934710)
- Legionella kontrol latex (lot no P934810)
- Diluent buffer (lot no P934910)
3.1.5. Pediatrik lizis izolator tup

Kdpeklerden Kkdaltlr icin kan o6rnegi alinmasinda kullanildi (wampole
isolator 1.5, OXOID BC505C).

Tap icerigi

- polypropylen glycol
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- sodium polyanetholsulphonate

- purified saponin

3.1.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

3.1.6.1. QlAamp DNA Mini ekstraksiyon Kiti
Serum o6rneklerinden total DNA'nin elde edilmesi amaciyla kullanildi
(QIAGEN, Lot No: 127138929).

Ekstraksiyon kitinin icerigi

- Proteinaz K

- AL Buffer (lizis buffer)

- AW1 Buffer (wash buffer)
- AW2 Buffer (wash buffer)
- AE Buffer (elution buffer)
-QlAamp Spin Kolonlari

-Toplama tupleri

3.1.6.2. Legionella pneumophila amplifikasyon Kkiti

(Aqua Screen, Minerva Biolabs 34-1025, Lot No 34151067 )
Amplifikasyon kitinin icerigi

- Primer Nucleotid karigimi
- PCR reaction buffer
- Pozitif kontrol DNA (non infeksiyoz-liyofilize)

- internal kontrol DNA (non infeksiydz liyofilize)

3.1.6.3. Hot—start MB Taq DNA Polymerase enzimi
(Aqua Screen, Minerva Biolabs Lot No: 530P1067)

3.1.6.4. Diger geregler
- 0.2 mllik ince duvarli PCR tupU (axygen, lot no 321-02-051)

- TBE buffer (BIOBASIC INC, lot no 070220)
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- %95’lik Ethanol
- Agarose (Applichem, cat no: 9012-36-6)
- RNase — DNase free su (BIOBASIC INC, product no: D0121)

- 1,5 ml ve 2 ml'lik kapakh RNase — DNase free mikrosantriflij tapleri
(BIOBASIC INC, lot n0:060924)

- Ethidium bromide (BIOBASIC INC, product no: D0197)

- 100 bp DNA ladder (Genemark GM100, Lot no: F00913)
- DNA loading dye (Genemark DL02, Lot no: F01211)

- 10 pyl RNase — DNase free filtreli pipet uglari (Ratiolab)

- 100 pl RNase — DNase free filtreli pipet uglar (Ratiolab)
- 100 pl RNase — DNase free filtreli pipet uglari (Ratiolab)
- Vorteks

- Mikrosantrifij (Denville Scientific inc.)

- Thermocycler (Techne TC-312 Thermal cycler)

- Agaroz jel elektroforez tanki (Scie-plas) ve gug¢ kaynagi (Biometra-Power
pack P25)

- UV transmilator (Biometra)

3.1.7. ELISA

3.1.7.1. Uriner Antijen ELISA Kiti
idrar 6rneklerinde Legionella pneumophila serogroup 1 antijeninin

aranmasi amaciyla kullanildi (Diagnostic Automation,INC. Lot no: RD817).

ELISA Kitinin icerigi

- 96 kuyucuklu plate
- Negatif kontrol serum
- Pozitif kontrol serum

- Wash buffer (20x konsantre)
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- Enzim conjugat (horseradish peroxidase - conjugated rabbit

anti-Legionella pneumophila serogroup 1 antibodies )
- Chromogen solusyon ( tetramethylbenzidine ve peroxide )

- Stop solusyon

3.1.7.2. ELISA okuyucusu
ELISA sonuglari \QUANT MQX200 marka ELISA okuyucusu ile degerlendirildi.

3.2. YONTEM

3.2.1. KULTUR

L. pneumophila’nin izolasyonu amaciyla 96 kopekten (tablo 3,1) vakumlu
izolator tuplere 1,5 ml miktarinda alinan kan orneklerinden 0,1 ml alinarak
BCYE-a agara yayma ekim yontemiyle ekimleri yapilarak 35 °C’de, %5 COli
ortamda 14 gun sureyle inkubasyona birakildi. Besiyerleri Greme yonunden her
gun duzenli olarak kontrol edildi. Birinci gunde olusan uremeler dikkate
alinmadi. ikinci giinden sonra gorillen Uremeler Legionella pneumophila
yonunden incelendi. Koloniler makroskobik ve mikroskobik olarak
degerlendiriimeye tabi tutuldu. Stpheli kolonilerden Gram ve Giemsa boyamalar

yapilarak mikroskobik olarak incelendi.

L. pneumophila serogrup 1 ATCC 33152 susundan kontrol amaciyla
BCYE-a agara ekim vyapildi ve inceleme oOrnekleriyle ayni kosullarda

inkubasyona birakildi.

3.2.1.1. identifikasyon galigmalari

Ikinci glinden sonra (reyen siipheli koloniler ve kontrol amaciyla ekimi
yapilan L. pneumophila serogrup 1 ATCC 33152 referans sus kolonileri
identifikasyon amaciyla makroskobik olarak ve Gram ve Giemsa boyamalar ile
mikroskobik olarak incelendi. Biyokimyasal olarak katalaz ve oksidaz testleri
yapildi. Referans sustan hazirlanan kultirde Ureyen kolonilerden bakterinin
sisteine gereksinim duyup duymadigini belirlemek amaciyla BCYE-a agarla
birlikte sistein icermeyen koyun kanli agara paralel pasajlar yapildi ve
besiyerleri tekrar ayni kosullarda inkubasyona birakildi. iki ginlik

inkubasyondan sora BCYE-a agarda uremeler gorulurken koyun kanli agarda
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higbir ireme saptanmadi. identifikasyon amaciyla kolonilerden 6ze yardimiyla
bir parga alindi ve Legionella latex test (Oxoid) ile cins, tir ve serogrup tayini
yapildi. Sonu¢ olarak bakterinin L. pneumophila serogrup 1 antiserumuyla
aglutinasyon verdigi saptandi. Bakteri L. pneumophila serogrup 1 olarak tekrar
identifiye edildi. 14 gun sonunda koloni olusumu gdzlenmeyen kulturler negatif

olarak degerlendirildi.

3.2.2. PCR

3.2.2.1. Serum orneklerinden DNA Ekstraksiyonu

Serum oOrneklerinden Legionella DNA’sinin ekstraksiyonu, QlAamp DNA
Mini ekstraksiyon kiti yontemine goére yapildi. -20 °C’de saklanan serum
ornekleri oda 1sina getirildi. 1,5 ml’lik mikrosantriflj tiplerine 20 ul proteinase K,
uzerine de 200 pl serum ornekleri eklendi ve 200 pl buffer AL eklenerek 15
saniye karistinldi. 56 °C’'de 10 dakika inkubasyona birakildi. Lizatlar,
mikrosantriflj cihazinda 3-4 saniye sureyle santriflj edildi. Lizatlarin Gzerine
200’er pl etanol eklendi ve 15 saniye sureyle karistirildi. Tapler, tdpun
kenarlarinda olabilecek sivilarin toplanmasi amaciyla tekrar kisa sureli santrifdj
edildi. 2’ser ml'lik toplama tuplerine spin kolonlar yerlestiridi. Lizatlar spin kolon
tiplerine aktarildi. Tupler 8000 rpm’de 1 dk santriflij edildi. Filtratlari iceren
toplama tipleri atildi. Spin kolonlar yeni toplama tlplerine yerlestirildi. Spin
kolonlara 500 ul buffer AW1 eklendi. Tupler 8000 rom’de 1 dk santrifuj edildi.
Filtratlar1 iceren toplama tupleri atildi. Spin kolonlar tekrar 2’ser ml'lik temiz
toplama tlplerine yerlestirildi ve tzerlerine 500 ul buffer AW2 eklendi ve 14000
rom’de 3 dakika santriflij edildi. Filtratlar! iceren toplama tipleri atildiktan sonra
spin kolonlar yeni 2 ml'lik kapaksiz toplama tiplerine yerlestirildi. 14000 rpm’de
1 dk santriflj edildi. Toplama tupleri atildi ve spin kolonlar 1,5 mllik
mikrosantrifilj tiplerine yerlestirildi. Uzerlerine 200 pl buffer AE eklendi. 1 dk
sureyle oda isisinda inkube edildikten sonra 8000 rpm’de 1 dk santrifij edildi.
Mikrosantriflj taplerinin  kapaklari kapatildi ve elde edilen DNA’lar

amplifikasyonda kullanilincaya kadar -20 °C’de saklandi.

Ekstrakte edilen DNA’larin 5 ul’'si PCR amplifikasyonunda kullanildi.
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3.2.2.2. Pozitif kontrol hazirlanmasi

Pozitif kontrol amaciyla kullanilan Legionella pneumophila serogrup 1
ATCC 33152 susundan , BCYE-a agara ekim yapildi. 35 °C'de 3-5 giun
inkubasyondan sonra Ureyen kolonilerden , aseptik kosullarda , 6ze yardimiyla
alinarak , saglikli bir kdpekten alinan kan serumuna karigirildi ve yogunluk Mac
Farland 0,5’e gbre ayarlandi. Bu serumdan Legionella DNA’sinin elde edilmesi

amaciyla da yukaridaki yontem kullanildi.

3.2.2.3. DNA amplifikasyonu

Ekstraktlardan DNA amplifikasyonu kit iceriginde Uretici firma tarafindan
belirlenen yonteme gére yapildi. Kit bilesenleri ve ekstraktlar -20 °C’den oda
Isisina getirildi. Kitte hazir olarak verilen ve liyofiize halde bulunan
primer/nucleotid karisimi, pozitif kontrol ve internal kontrol, 5 sn sureyle
maksimum hizda santriflij edildikten sonra belirtilen miktarlarda deiyonize
DNA-free su ile sulandirildi ve 5 dk oda isisinda inkibe edildi. Vorteks yardimi

ile kanigtinldiktan sonra tekrar santrifuj edildi.

Master mix'in hazirlanmasi :

1 reaksiyon igin 25 reaksiyon icin
10X reaksiyon buffer 2,5 ul 62,5 pl
Primer/nucleotid mix 2,5 ul 62,5 pl
internal kontrol 2,5 ul 62,5 ul
Polymerase (5 U/ ul) 0,2 ul 5 ul
Deiyonize DNA free su 12,3 pl 307,5 ul
TOPLAM 20 pl 500 l

Kross kontaminasyonu onlemek amaciyla ilk once ekstraktlardan ve
negatif kontrol olarak deiyonize DNA free sudan 5’er yl alinarak her biri 0,2
ml’lik PCR tuplerine konuldu. Daha sonra kit icerisinde verilen pozitif kontrolden

ve Legionella pneumophila serogrup 1 ATCC 33152 susundan hazirlanan
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pozitif kontrol ekstraktindan 5’er ul alinarak , 0,2 ml’lik PCR tluplerine konuldu.
Her bir PCR tlpune 20°ser pl master mix eklendi. Tum PCR tlpleri
thermocycler’a yerlestirildi. DNA amplifikasyonu 94 °C’de 2 dakika (1 siklus),
sirayla 94 °C’de 30 saniye, 60 °C’de 30 saniye, 72 °C’de 30 saniye (35 siklus)
sureyle gerceklestirildi. Tupler kullanilincaya kadar thermocycler igerisinde 4
°C’de bekletildi.

3.2.2.4. Jel Elektroforez Yontemiyle DNA’nin Saptanmasi

1X TBE buffer hazirlandi. 100 ml TBE buffera 1,5 gr agaroz katilarak
%1,5 oraninda jel hazirlandi. DNA’s1 amplifiye edilmis Urlnlerden 5 pl alinarak 1
Ml yukleme solusyonu ile karistirildi. Boyali karisimlarin her biri agaroz jeldeki
kuyucuklara yiiklendi. ilk ve son kuyucuga 2 pl 100 bp’lik DNA ladder yiiklendi.
ikinci kuyucuga negatif kontrol, Ugluncu kuyucuga kitle birlikte verilen pozitif
kontrol ve dorduncu kuyucuga da Legionella pneumophila serogrup 1
ATCC33152 ile hazirlanan pozitif kontrol yiklendi. daha sonraki kuyucuklara da
sirayla amplifikasyonu yapilan drnekler konuldu. Elektroforez islemi 100 voltta
30-45 dakika sureyle (yaklasik 2,5 cm yuarutulecek sekilde) gercgeklestirildi.
Elektroforez sonunda jel tanktan alinarak ethidium bromide solusyonunda bant
olusumu net gorununceye kadar yaklasik 45 dk sureyle boyandi. DNA

bantlarinin olusumu UV transmilator kullanilarak gézlendi.

3.2.2.5. Sonuglarin Degerlendirilmesi

Agaroz jel elektroforez sonucunda, 275 bp molekuler agirliginda bant
olusumu pozitif olarak degerlendirildi. Negatif kontrolde 191 bp, pozitif
kontrollerde 191 bp ve 275 bp molekuler agihiginda bant olusumu testin

uygulama dogrulugunu belirledi.

3.2.3. ELISA

Uretici firma tarafindan kitte belirtilen ydnteme gére vyapildi. idrar
ornekleri ve kit bilegenleri oda isisina getirildi. 25 ml'lik 20X yikama solusyonu
500 ml distile suyla sulandirilarak hazir hale getirildi. A1 kuyucuguna 2 damla
(yaklasik 100 ul) negatif kontrol ve B1 kuyucuguna 2 damla pozitif kontrol
konuldu. Sirasiyla C1,D1,E1 ve diger kuyucuklara test edilecek idrar

orneklerinden 100’er pl konuldu ve plakanin Uzeri kapatildi. Oda i1sisinda 30
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dakika inkube edildikten sonra her bir kuyucuk 300’er pl yikama solusyonu ile 3
kez yikandi. Daha sonra her bir kuyucuga 2’ser damla konjugat ilave edildi ve
plakanin Uzeri kapatilarak oda isisinda 10 dk inkube edildi. Kuyucuklar 3 kez
yikandi. Her bir kuyucuga 2’ser damla kromojen solusyonundan eklendi ve oda
Isisinda 5 dakika inkubasyondan sonra her bir kuyucuga 2’ser damla stop

solusyonundan ilave edildi.

3.2.3.1. Sonuglarin degerlendirilmesi

Sonuglar ELISA okuyucusu ile 620 nm dalga boyunda okutularak
degerlendirildi. OD degerlerine gore 0,15'in altindaki degerler negatif, 0,15’in
ustiindeki degerler pozitif olarak degerlendirildi. Testin gecgerli olup olmadigi
negatif ve pozitif kontrollerin degerlerine bakilarak kontrol edildi. Pozitif
kontrollerin en az 0,5 OD degerinde, negatif kontrollerin 0,15 OD degerinden az

olmasi testin galistigini gosterdi.
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Tablo 3-1: Orneklerin alindig1 yerler, képeklerin sahiplilik durumu, yas, irk, cinsiyetleri

ve klinik bulgular

6 Sahipli/ | Y
Kaynak Kopek | Sahiplil| Yas Irk |Cinsiyet| Klinik Bulgular
No |sahipsiz| (yil)
Ates, istahsizlik, hiriltili
1 Sahipsiz| 4 Ay Melez Q solunum, Oksdrik,
burun akintisi
. istahsizlik,  ©ksiirik,
Bakirkdy Hayvan 2 Sahipsiz| 4 Ay | Melez ¥ |burun akintis:
Barinagi
Burun akintisi,
3 Sahipsiz| 3,5 Ay| Melez Q Oksurik, hiriltili
solunum
Ates, kasektik vicut,
. burun  akintisi,  zor
4 Sahipsiz| 6-7 Ay|  Melez ? nefes alip verme, hafif
ishal
o Ates, burun akintisi,
5 Sahipsiz| 5-6 Ay| Melez Q Skstiriik
o Ates, burun akintisi,
6 Sahipsiz 1 Melez Q Skstiriik
7 Sahipsiz| 1-1,5 Melez 3 Okstiriik, burun akintisi
Klgukgekmece
h Ates, Oksulrdk, burun
ayvan 8 Sahipsiz| 1,5-2 Melez 3 akintisi, hiriltih
kisirlagtirma solunum
merkezi
9 Sahipsiz| 1,5-2 Melez 3 Burun akintisi, 6ksurik
o Ates, burun akintisi,
10 Sahipsiz 3 Melez ? hiriltih solunum
11 Sahipsiz > Melez 0 Ates, Oksurik, burun

akintisi
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Ates, Oksulrdk, burun

hayvan
kisirlagstirma
. 13 Sahipsiz| 3-3,5 Melez Ates, burun akintisi
merkezi
14 Sahipsiz| 1-1,5 Melez Ates, burun akintisi
Ates, solunum
Ozel veteriner 15 Sahlp“ 10 Rot weiler guglugu, bobrek
klinigi yetmezIigi
Bakirkdy Hayvan
B < 16 Sahipsiz 1 Melez Ates, burun akintisi
arinagi
Ozel veteriner 17 | sahipli | 1 Pitbull fles, istahsizlik, burun
klinigi
18 | Sahipsiz| 1-15 | Melez L%?::Z:imna halsizlik,
Klgukgekmece
hayvan
kisirlagstirma 19 Sahipsiz| 2-2,5 Melez ﬁterﬁn ;'(rllr:ttlllél solunum,
merkezi
. . Ates, istahsizlik,
20 Sahipli 3 Rot weiler halsizlik, burun akintisi
Ozel veteriner
klinigi .
21 Sahipl ° Pitbull Ates, istahsizlik, burun
akintisi
22 | Sahipsiz| 253 | Melez Ates, burun akintisi,
Oksuruk
- Burun akintisi,
Kiiglikgekmece 23 | Sahipsiz| 3-3,5 | Melez halsizlik, 6ksirik
hayvan
kisirlagtirma Ates, istahsizlik,
merkezi 24 | Sahipsiz| 3,54 | Melez oksurik, hiriltil
solunum
25 Sahipsiz| 3-3,5 Melez Ates, burun akintisi
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Ates, istahsizlik, burun

26 Sahipsiz| 2,5-3 Melez akintis|
o Ates, hinltih solunum,
27 | Sahipsiz) 1 Melez halsizlik, istahsizlik
8 Sahipsiz| 1-2 Melez Okslrik, hiriltil
solunum
29 Sahipsiz| 2-2,5 Melez Ates, Oksurik, hiriltili
solunum
Solunum glglugu,
Kiiglikgekmece 30 Sahipsiz 1 Melez oksurik, halsizlik,
hayvan istahsizlk
kisirlagtirma
merkezi 31 Sahipsiz 3 Melez Ate§, halsizlik,
istahsizlik
32 |Sahipsiz| 11,5 | Melez Oksrdk, hiniltih
solunum
33 |Sahipsiz| 23 | Melez Ates, burun  akintisi,
istahsizlik
34 Sahipsiz| 3-4 Melez Ates, hiniltili solunum
35 Sahipsiz| 3-3,5 Melez Burun akintisi, hiriltili
solunum
36 Sahipsiz| 6-8 Ay| Melez Ates, istahsizlik, burun
akintisi
Ozel veteriner . Ates, hiriltili solunum,
Klinigi 37 Sahipli 3 Kangal ista?mzllk
Bakirkdy Hayvan L Hiriltih solunum,
Barinag 38 | Sahipsiz| 2-25 | Melez oksiiriik, hafif ishal
Ozel veteriner i
linig 39 | Sahipli | 3 |Doberman pos, istansizlik, hinitl
Klagukcekmece
hayvan o Ates, burun akintisi,
kisirlastirma 40 Sahipsiz| 2-,2,5 Melez istahsizlik

merkezi
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Kigukgekmece
hayvan 41 Sahipsiz| 3-4 Melez Burun akintisi, 6ksuruk
kisirlagtirma
merkezi
Ates, hinltih solunum,
42 Sahipli 2 Pincher istahsizlik, burun
N . akintisi
Ozel veteriner
klinigi
Kurt Ates, solunum
43 Sahipli 2 K guclaga, istahsizlik,
iIrmasi e
hafif ishal
Ates, burun akintisi,
44 | Sahipsiz| 1-1,5 | Melez kasektik vucut
45 | Sahipsiz| 152 | Melez g‘li‘;%’rut"'””' solunum,
46 Sahipsiz| 3-4 Melez Burun akintisi, 6kslrik
47 Sahipsiz| 2-3 Melez Oksdiriik, burun akintisi
48 Sahipsiz| 2-3 Melez Ates, burun akintisi
Kigukgekmece
hayvan
kisirlagtirma 49 Sahipsiz| 1-1,5 Melez Q&i%’mkburun akintisi,
merkezi
50 |Sahipsiz| 2,5-3 | Melez Ates, burun akintis,
Oksuruk
51 | Sahipsiz| 1 Melez Ates, ~  solunum
glclugu, istahsizhik
52 Sahipsiz 1 Melez Ates, hiniltili solunum
- Solunum gucligu,
53 Sahipsiz| 2-2,5 Melez zayifiik, halsizlik
Ozel veteriner . Kurt Ates, Bksurk,
Klinigi 54 Sahipli 3 kirmasi istahsizlik
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55 Sahipsiz| 3-4 Melez Ates, burun akintisi
56 |Sahipsiz| 45 | Melez Oksiirdk, hiritils
solunum
o Ates, halsizlik,
57 | Sahipsiz| 2-3 Melez okstiriik, burun akintisi
58 |Sahipsiz| 34 | Melez Ates, hinitilisolunum,
Oksuruk
. Ates,
59 Sahipsiz| 1-1,5 Melez istahsiziik Skstirik
60 |Sahipsiz| 1-15 | Melez Oksdruk, hinitil
solunum
Altingehir hayvan
barinadi -
61 Sahipsiz| 2-2,5 Melez Ates, halsizlik, burun
akintisi
62 Sahipsiz 3 Melez Ates, Oksurik, hiriltili
solunum
Ates, Oksuruk,
63 Sahipsiz| 5-6 Melez istahsizlik, burun
akintisi,
64 |Sahipsiz| 45 | Melez Oksurik, il
solunum
65 Sahipsiz 2 Melez Ates, burun akintisi
Ates, istahsizlik,
66 Sahipli 8 Terrier halsizlik, hiriltili
N , solunum
Ozel veteriner
klinigi
67 Sahipli 4 Cocker Ates, burun akintisi
. Hinltih solunum,
Altinsehir hayvan 68 Sahipsiz| 6-7 Melez halsizlik, istahsizlik
barinadi
69 Sahipsiz 1 Melez Ates, Oksurik




42

Oksiiriik, burun

70 Sahipsiz| 2-2,5 Melez akintis!, ishal
71 | Sahipsiz| 1 Melez @ttiis . halsizlik,
Altingehir hayvan
barinagi
72 Sahipsiz| 6-7 Ay| Melez Ate§, burun akintisi,
ishal
73 Sahipsiz 5 Melez Ates, Oksurak, hiriltil
P solunum
74 Sahiosiz| 2-2.5 Melez Ates, hinltili solunum,
P ' dksurik
Ozel \{ej«va_riner 75 Sahioli | 8 A Rot weiler Ates, burun akintisi,
Klinigt P y istahsizlik
76 | Sahipsiz| 6-7 Melez Oksiiriik, burun akintisi
Ates, istahsizlik, hiriltili
77 | Sahipsiz| 8-9 Ay| Melez solunum, oksurik,
burun akintisi
78 Sahipsiz| 1,5-2 Melez Ates, istahsizlik, burun
’ akintisi
79 | Sahipsiz| 45 | Melez Oksrdk, hiriltil
solunum
80 Sahipsiz 3 Melez Ates, Oksuruk, hiriltih
Altingehir hayvan solunum
barinagi
81 Sahipsiz| 1-1.5 Melez Ates, Oksurik, hiriltili
P ’ solunum
82 Sahipsiz| 2 Melez Ates, burun akintisi,
Oksuruk
83 Sahipsiz| 4-5 Melez Ates, Oksdrlk, burun
akintisi
84 Sahipsiz| 4-5 Melez Ates, istahsizlik, burun

akintisi, zayiflik
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Oksdrik, hiriltih

% Sahipsiz| 34 Melez solunum, ishal
86 | Sahipsiz| 5-6 Melez Qg%,mkburun akintisi,
87 Sahipsiz| 1,5-2 Melez Q&z%,rwburun akintisi,
88 | Sahipsiz| 3 Melez ':\élefr,]ur?]ksuruk, hiriltil
89 | Sahipsiz| 2 Melez ggiﬁ[ju; hiriltili
Altingehir hayvan
barinagi 90 | Sahipsiz| 2-25| Melez gﬁi,mzﬁﬁrun akintis,
91 Sahipsiz| 1 Melez Burun akintisi, 6ksiriik
92 Sahipsiz| 1,5-2 Melez /:l‘i?r?t,mhalszhk, burun
93 | Sahipsiz| 1,52 | Melez Oksrik, hirittil
solunum
94 Sahipsiz| 4 Melez Ates, o 9I_<suruk,
solunum gucligu
95 Sahipli | 6 Ay | Terrier ':Er?t,lsllgtahsmllk, burun
Ozel veteriner
klinigi .
? 96 Sahipli 1 Setter Ates, istahsizlik, hiriltili

solunum
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4. BULGULAR

4.1. Kiltar Bulgulari
Kan orneklerinin BCYE-a agarda on dort gunluk inkubasyonlari

sonucunda Legionella spp. ve L. pneumophila izole edilmedi.

Referans sus olarak kullaniimak Uzere istanbul Universitesi, Fen
Fakultesi, Biyoloji bolumu, Temel ve Endustriyel Mikrobiyoloji Anabilim
Dal’ndan temin edilen L. pneumophila serogrup 1 ATCC 33152 susundan
kontrol amaciyla BCYE-a agara yapilan ekimler sonucunda etken tekrar uretildi
ve identifiye edildi. Ureyen kolonilerden giemsa boyama ydntemi ile yapilan

boyama sonucu bakterinin mikroskobik gérinimu sekil 4.1’de gosterilmigtir.

Sekil 4-1: Legionella pneumophila serogrup 1 ATCC 33152 mikroskobik goriiniimii

4.2. PCR Bulgulari

Toplam 96 kopege ait kan serumu orneklerinde L. pneumophila
DNA’sina ait bant olusumu saptanmadi. Negatif kontrolde 191 bp molekiler
agirhginda internal kontrol bantlar, kit icerisinde bulunan pozitif kontrol ve
L. pneumophila serogrup 1 ATCC 33152 referans susundan hazirladigimiz
pozitif kontrolde 191 bp ve 275 bp molekiler agirhginda bantlar saptandi
(sekil 4.2).
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12 3 45 M

191bp internal kontrol bantlari
275bp pozitif kontrol bantlari

1- (-) kontrol, 2- (+) kontrol, 3- serum o&rnekleri, 4- L. pneumophila ATCC33152 ile
hazirlanan (+) kontrol, 5- (+) kontrol, M- 100 bp’lik DNA marker.

Sekil 4-2: PCR sonrasi elektroforezde sekillenen bantlarin goriintiisii

4.3. ELISA Bulgulari

Tdm idrar orneklerinde 0,15 OD degerinin altinda degerler saptandi.

Toplanan idrarlar L. pneumophila serogrup 1 antijeni yoninden negatif bulundu.
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5. TARTISMA

Philadelphia’da bir otelde ortaya ¢ikan salginin incelenmesiyle 1977°de
bir pneumoni etkeni olarak adi konulan Legionella pneumophila (35) Uzerine
dinyada cok sayida arastirma yapilmis ancak Turkiyede bu etken Uzerinde
yeteri kadar durulmamigtir. Dinyada ise bu infeksiyonla ilgili hayvanlar Gzerinde

c¢alismalar halen devam etmektedir.

Legionella infeksiyonlarinin tani metodlari arasinda kaltur altin standart
olarak yerini almigtir. Kultir amaciyla insanlardan bronkoalveoler lavaj sivisi,
bronsiyal aspiratlar, akciger biyopsi materyalleri, balgam o&rnekleri alinarak
ekimler yapilmaktadir. Legionella infeksiyonlarinda bakteriyemi olgulari
goruldigunden kultir amaciyla kan 6rnedi de alinabilmektedir (55). Ancak
Legionellalarin izolasyonu amaciyla gelistirilen optimal bir kan kultur metodu
bildirilmemistir (55,74). Fabbi ve arkadaslan (33) tarafindan 20 gunluk bir
buzagida ortaya cikarilan L. pneumophila infeksiyonu olgusunda kaltur
amaciyla akciger, karaciger, dalak ve bobrek otopsi materyallerinden aseptik
kosullarda alinan doku o6rneklerinden, BCYE agar yuzeyine yayilarak direkt
ekimler yapimistir. Bu ekimler sonucunda akciger ve karacigerden

L. pneumophila izole edilmigtir.

Legionellalarin Uremeleri igin L-sistein ve demire gereksinimi vardir
ancak Chester ve arkadaslari (13) tarafindan yapilan bir calismada 72 yasinda
bir hastadan alinan kan 6rnegi, L-sistein ve ferric pirofosfat icermeyen standart
kan kultara siselerine ekilmis ve radyometrik olarak pozitiflik veren siselerden
BCYE agara pasajlari yapilan ornekten L. pneumophila izole edilmistir.
Calismacilar hastanin  kaninda L. pneumophila’nin hayatta kalmasini
saglayacak miktarda yeterli demir ve L-sistein varligindan dolayi etkenin izole
edilmis olabilecegini belirtmiglerdir. Rihs ve arkadaglari tarafindan (75) solunum
yollarina ait érneklerden L. pneumophila serogrup 1 izolasyonu yapilmis 16
hastadan aldiklari kan érneklerinden BACTEC kan kulturd sistemini kullanarak
ekimler yapmiglar, 7. gun sonunda kan kultiri siselerinden BCYE agara

pasajlari yapilan érneklerin 6’sindan (%38) L. pneumophila izole etmiglerdir.
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Aoki ve arkadaslari (3) spesifik patojen free A/J farelerini kullanarak
olusturduklari L. pneumophila’nin deneysel infeksiyon modelinde farelerden
bronkoalveoler lavaj sivisi ve kan ornekleri alarak BCYE agar Uzerine direkt
ekimler yapmislar infeksiyon belirtilerinin gorilmesinden infeksiyonun 2. glinline
kadar kandan, 3. gunune kadar bronkoalveoler lavaj sivisindan etkeni izole

etmislerdir.

Reinhardt ve arkadaslart (74) kobaylarda L. pneumophila ile
olusturduklari deneysel infeksiyon modelinde bifazik BCYE (agar-broth)
yontemi, pediatrik izolator tip yontemi, buffy coat ekimi ve direkt ekim olmak
uzere dort farkh kan kultiri metodunu karsilastirmali olarak incelemigler, 15
kobayin tamaminda bu yontemlerle kandan L. pneumophila serogrup 1 izole
etmiglerdir. Bu c¢alismada arastirmacilar ilk once izolator metodun
L. pneumophila Uzerine inhibitor etkisinin bulunup bulunmadigint W82-063A
standart L. pneumophila serogrup 1 susunu kullanarak arastirmiglar ve fizyolojik
tuzlu su ile sulandiriimis L. pneumophila serogrup 1 sUspansiyonunun izolator
tup metoduyla kulture edilmesi sonucunda uremede onemli derecede inhibitor
etkinin gorulmedigini belirtmiglerdir. Baron ve arkadaslari (5) tarafindan insanlar
Uzerinde yapilan bir calismada ise endokarditisli hastalardan alinan 11 kan
ornegi izolator tuplerde islendikten sonra BCYE agara ekimleri yapilmisg,
10’undan Legionella turleri izole edilmistir. Bu galismada standart kan kultird
besiyerlerinden BCYE agara subkdltlrleri yapilan 6 drnekten Legionella tlrleri
izole edilmesine karsin calismay! yurUten arastirmacilar tarafindan en yi
uremenin izolator tupler kullanilarak sedimentin BCYE agara inokulasyonu ile

elde edildigini belirtmislerdir.

Bu arastirmada da, Reinhardt ve arkadaslarinin (74) uyguladidi izolator
tup yontemi kullanildi. Noninvasiv bir yontem olmasi, 6rnek alim isleminin 6zel
bir ekipman gerektirmemesi, aseptik kosullara uyulmasi kosuluyla her tarlG
ortamda oOrnek toplanabilmesi nedenleriyle kan ornegi alimi tercih edildi ve
L. pneumophila serogrup 1’in izolasyonu amaciyla solunum yollari hastaligi
semptomlari bulunan 96 kopede ait kan 6rnegi bakteriyolojik yonden incelendi.
Ancak 14 gun inkubasyon suresi sonunda higbir ornekte Legionella spp. ve

L. pneumophila tirine ait Uremeler sekillenmedi.
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Reinhardt ve arkadaslari L. pneumophila’nin Uremesinin  kan
komponentleriyle inhibe edildigini ve buna bagl olarak kanin direkt BCYE agara
ekilmesi yonteminde sulandirilarak ekilmesinden 10 kat daha dugsuk bakteri
dremesi goruldigunu belirtmislerdir. Sulandirma ydnteminde kandaki inhibitor
maddelerin aktif konsantrasyonlarinin da azalmisg olmasi nedeniye Uremenin
artabilecegini belirtmiglerdir. Legionella infeksiyonlarinda gorulen bakteriyemi
olgularinda kandaki gergek bakteri konsantrasyonu bilinmemekte, ancak 10-700
cfu/ml arasinda degistigi dustnulmektedir. Arastirmacilar kandaki bakteri
konsantrasyonunun 50-100 cfu/ml’den az olmasi durumunda etkeni saptamanin
daha zor olabilecegini belirtmigler ve kultir amaciyla daha ¢ok konsantre
edilmis yada amplifiye edilmis kan &rneklerinin tercih edilmesinin yararli
olabilecegini belirtmislerdir (74). Dorn ve Barnes (26), Legionellozis olgularinda
L. pneumophila’nin kandaki konsantrasyonunun bilinmedigini, pneumoni ile
iligkili bir infeksiyon oldugundan hastaligin akut doneminde bakterinin kanda

degisen konsantrasyonlarda bulunabilecegini belirtmiglerdir.

Reinhardt ve arkadaslari (74), kobaylardan aldiklari kardiyak kan
orneklerini kaltir amaciyla kullanmiglar ve tim hayvanlardan etkeni 4 farkli
yontemle de izole etmiglerdir. Ancak arastirmacilar bu izolasyonun
bakteriyemiye bagli olmasinin yanisira maniplasyonu olduk¢ca dikkatli
uygulamalarina karsin kalpten kan alimi sirasinda bir miktar perikardiyal apse
iceriginin de alinmig olabileceginden s6z etmislerdir. Bu sekilde nonhematojen
L. pneumophila ile bilinmeyen bir kontaminasyonun olusmasi durumunda da

sonuglarin degisebilecegini belirtmislerdir.

Bu caligmada vena jugularisten alinan kanlar izolator tuplere aktarildi.
Besiyerlerinin  inkubasyonu sonrasinda siklikla  Staphylococcus  spp.
kontaminasyonu goruldu. Bunun nedeninin kopeklerde 6rnek alimi aninda bu
etkenin yol actigi yara ya da farkli bir aktif infeksiyonun neden oldugu
bakteriyemi varhgi olabilecegi dustnuldi. Reinhardt ve arkadaslarinin (74)
yaptiklari ¢alismada en fazla kontaminasyonun izolatér metodda goruldiguna

fakat bu durumun istatistiksel olarak sonucu etkilemedigini belirtiimiglerdir.

L. pneumophila infeksiyonlarinda bir diger tani metodu idrarla atilan ve

ana komponentinin  liposakkarit yapida oldugu bilinen, ¢ozulebilir
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L. pneumophila serogrup 1 antijenlerinin ELISA ile aranmasi yontemidir. Bu

amacla bircok ticari kit geligtirilmistir (9,37,39).

Legionella pneumonisi rutin laboratuvar yontemleriyle tanisi zor olan,
ozellikle yagh ve immun sistemi baskilanmig bireylerde dlumle sonuglanabilen
siddetli pneumoniye yol agabilen, bu nedenle hizli tani ydntemleri ve bir an énce
antibiyotik tedavisi gerektiren bir infeksiyondur (46). Bu nedenle idrarda antijen
aranmasi yontemi, erken ve hizli bir gekilde taniya ulasilabilmesi ve bir an 6nce

antibiyotik tedavisine karar verme agisindan yararl bir test yontemidir (37).

Aoki ve arkadaslar (3) tarafindan yapilan ¢alismada, 8 haftalik spesifik
patojen free farelerde olusturulan deneysel infeksiyon modelinde idrar onekleri
metabolik kafesler kullanilarak alinmis ve ornekler L. pneumophila serogrup 1
yonundnden ticari ELISA Kkitleri ile test edilmistir. Sonug¢ olarak farelerde
infeksiyonun olustugu birinci giinden 12. gune kadar pozitiflik saptanmig, triner
antijen atiliminin 30 gln kadar artarak devam ettigi belirtiimigtir. Bu ¢calismada
farelere oral yolla da L. pneumophila verilmis, inokulasyondan 6 saat sonra
driner antijen pozitif bulundugu ve 2 hafta slresince pozitifligin devam ettigi
belirtiimistir. Bu farelerin kan PCR sonuglari ise test periyodu suresince negatif
bulunmustur. Arastirmacilar bu sonuca dayanarak Legionella ile kontamine su
icen insanlarda da hastalik belirtileri gérilmese bile Uriner antijen saptanabilme

ihtimalinin olabileceginden s6z etmiglerdir.

Diger tani  metodlariyla karsilastirildiginda,  orneklerin  kolay
saglanabilmesi, sensitivitesi ve spesifitesi yuksek bir test olmasi ve pontiac atesi
gibi nonpneumonik olgularin da saptanabilmesi bakimindan driner antijen

aranmasi yonteminin birgok avantaji bulunmaktadir (55).

Bizim c¢alismamizda, kopeklerden idrar ornekleri, dis ortamdan
sekillenebilecek herhangi bir kontaminasyonu onlemek amaciyla sistosentez
yontemiyle alindi. idrarin alinacagi bolge alkolle temizlendi ve steril enjektér
yardimiyla direkt olarak idrar kesesinden idrar alimi gergeklestirildi. Alinan idrar
ornekleri L. pneumophila antijenlerinin varligi yonunden ELISA ydntemi ile
incelendi. Ancak 96 idrar oOrneginin hicbirinde L. pneumophila serogrup 1

yonunden pozitiflik saptanmadi.
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Legionella infeksiyonlarinda PCR ile tani yontemi de son yillarda siklikla
uygulanmaktadir. Bu amacla hastalardan bronkoalveoler lavaj sivisi, balgam,
idrar ve serum Ornekleri alinmaktadir. Cok sayida literatiirde Legionellalarin
tanisinda kullanilan farkli PCR protokolleri rapor edilmistir (19,55). Aoki ve
arkadaglar (3) tarafindan yapilan deneysel bir calismada kan orneklerinden de
PCR ile Legionella genetik materyali saptanmistir. Bu ¢calismada A/J farelerinde
deneysel yolla L. pneumophila serogrup 1 pneumonisi olusturulmus, 16S rRNA
geni hedef alinarak yapilan PCR testiyle infeksiyon belirtilerinin baslamasindan
8. gune kadar kanda pozitiflik saptanmistir. Karsilastirma yapabilmek amaciyla
farelerden bronkoalveoler lavaj sivisi da alinmig, bu o&rneklerden yapilan
PCR’da infeksiyonun 4. gunidnde sonuglar negatif olmaya baslamistir.
Arastirmacilar kan 6rnekleri kullanilarak yapilan PCR’in noninvaziv bir metod
olmasi ve infeksiyonun 8. glinine kadar saptanabilmesi bakimindan yararli bir

yontem olabilecegini belirtmiglerdir.

Legionella infeksiyonlarinin PCR ile tanisinda tim legionella tdrlerinin
saptanmasi amaciyla 5S rRNA, 16S rRNA , L. pneumophila’nin saptanmasi
amaciyla da mip (macrophage infectivity potentiator) genleri hedef alinmaktadir.
Su oOrneklerinden Legionella DNA’sini saptamak amaciyla Perkin-Elmer
Corporation tarafindan ticari olarak gelistiriimis EnviroAmp Legionella kiti ile
solunum yolu orneklerinden de Legionella genetik materyali basariyla
saptanabilmistir (55). Matsiota-Bernard ve arkadaslari tarafindan yapilan bir
calismada (58) hastalardan balgam, brongiyal aspirat ve bronkoalveoler lavaj
sivisi Ornekleri alinmis ve bu ticari kit ile ekstakte ve amplifiye edilmistir.
Arastirmacilar bu ticari kitin bronkoalveoler lavaj sivi 0Orneginde de
uygulanabilecegini ve uygulama kolayligi ve 1 gunde sonug¢ alinabilmesi

bakimindan kiltur metoduna alternatif olabilecegini belirtmiglerdir.

Bu calismada ELISA igin idrar ve kultlr igin kan ornekleri alinan 96
kopekten ayrica PCR ile bakterinin genetik materyalini aramak amaciyla serum
ornekleri alindi. Orneklerden DNA ekstraksiyonu QIAamp DNA Mini
ekstraksiyon kiti ile serum protokolline gore yapildi. L. pneumophila’yi saptamak
amaciyla bakterinin mip genini hedef alan su Ornekleri igin ticari olarak

gelistiriimis Aqua Screen Minerva Biolabs konvansiyonel PCR amplifikasyon Kkiti
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kullanildi. PCR sonugclarina gére serum o6rneklerinde L. pneumophila genetik
materyaline rastlanmadi. Ancak kitle verilen kontrol diginda L. pneumophila
serogrup 1 ATCC 33152 susu ile hazirladigimiz ve ayni yontemle ekstraksiyon
ve amplifikasyon islemleri yapilan serum 6rneginde jel elektroforez sonucunda
bakteri genetik materyali saptanabilmigtir. Lindsay ve arkadaslan (53) serum
ornekleri kullanarak yaptiklari PCR c¢alismasinda hastaligin erken dénemlerinde
ve birden ¢ok ornek alinmasinin testin sensivitesini artirmasi yonunde yararl
olabilecegini belirtmislerdir. Yapilan arastirmalarla da legionella
infeksiyonlarinin  tanisinda serum o&rnekleri kullanilarak uygulanan PCR
yontemiyle Ozellikle hastaligin akut doneminde olmak Uzere iyilesme

déneminde de etkenin saptanabildigi belirlenmigtir (22,55).
Sonug ve Oneriler :

Istanbul ilinde farkh barinaklardan ve solunum sistemi rahatsizligi
nedeniyle kliniklere getirilen 96 kopekten alinan kan, idrar ve serum
orneklerinden yapilan incelemeler sonucunda kopeklerde kandan yapilan kultar
sonuglarinda Legionella turlerine ait Uremeler sekillenmemis, serum ornekleri
kullanillarak  yapilan  konvansiyonel =~ PCR  c¢alismalari  sonuglarinda
L. pneumophila DNA’s1 yénlinden pozitiflik saptanmamis ve idrar ornekleri
kullanilarak yapilan ELISA ¢alismalari sonucunda da L. pneumophila serogrup
1 antijeni belirlenmemistir. Buna karsin arastirmada kullandigimiz referans
susun ayni yontemlerle yapilan izolasyon g¢aligmalarinda olumlu sonu¢ vermesi
ve istenilen dizeyde Ureme elde edilmesi ayrica PCR calismasinda da
L. pneumophila DNA’sinin belirlenmesi yaptigimiz c¢alismanin herhangi bir

yontem hatasi olmadiginin kaniti oldugunu belirlemigtir.

Dunyada bu gune kadar beseri hekimlik, veteriner hekimlik agisindan ve
cevresel kaynaklardan birgok Legionella turt izole edilmigtir. Turkiye’de ise bu
etkenin sadece beseri hekimlik ve cevresel izolatlari Gzerinde durulmustur.
Dinyada bu infeksiyonun hayvanlardaki durumu hakkinda bazi c¢alismalar
yapiimig ve birtakim énemli bulgular elde edilmis olmasina kargin, Ulkemizde bu
konu veteriner hekimlik ve hayvan sagligi agisindan henuz ele alinmamigtir. Bu
nedenle ulkemizde hayvanlarda legionella infeksiyonunun varligr Uzerine

yapiimis herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Bu ¢alisma hayvanlar arasinda
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L. pneumophila infeksiyonunun varliginin arastiriimasi Uzerine Turkiye'de

yapilmis ilk calismadir.

Bu calismada solunum yolu hastaligi semptomlari gosteren kopeklerde
L. pneumophila infeksiyonunun varliginin arastirilmasi amaciyla, dunyada
insanlar ve deney hayvanlari Uzerinde siklikla uygulanan kultar, PCR ve uriner
antijen aranmasi olmak uzere (¢ farkl tani yontemi kullanildi. Ornek toplama
asamasinda invaziv metodlara gerek duyulmamasi, solunum vyollari
orneklerinde ihtiyagc duyulan araclar gibi 0zel ekipman gerektirmemesi ve
orneklerin antemortem donemde alinabilmesi agisindan noninvaziv yontemlerle

saglanan kan, serum ve idrar 6rnekleri tercih edildi.

Bizim ¢calismamizda genel olarak pneumoni ve solunum yollari hastaligi
belirtileri gdsteren kopekler secildi. Ornekler kasim ve mart aylari arasinda
toplandi. insanlar arasindaki legionella salginlarinin daha ¢ok yaz aylarinda
goruldugu gbéz onune alindiginda yaz aylarinda da solunum yolu hastaligi
bulunan koépeklerden érneklerin alinmasinin infeksiyonun varliginin belirlenmesi

bakimindan yararli olabileceg@i dusunuldu.

Dunyada hayvanlar arasinda ilk klinik supheyle gelen ve izolasyon
yapilan L. pneumophila infeksiyonu olgusu Fabbi ve arkadaslari (33) tarafindan
20 gunluak bir buzagida bilildirilmigtir. Bu olgu hayvanlar arasinda su ana kadar
bildirilen tek klinik olgudur. Arastiricilar yaptiklari serolojik ¢alismalarda evcil
hayvanlardan at, sigir, domuz, koyun, kopek, kegi (18) ve kanatlilarda (70)
legionella antikorlarina rastladiklarini belirtmiglerdir. Ancak bu konuda yapilan
calismalarin yeterli olmadigi gercektir. Bu konuda klinik bulgu gosteren
hayvanlarin L. pneumophila yoninden degerlendiriimesi solunum yollari ve
brongiyal eksudat orneklerinin alinmasi yanisira kan ve kan serumu
orneklerinden seroepidemiyolojik ¢alismalar yapiimasinin  infeksiyonun
varhiginin ortaya konmasi agisindan oldukg¢a énemlidir. Bu ¢alismalarin kopekler
disinda diger evcil hayvanlarda da olabilecegi disiiniimelidir. insanlarda
yapllan c¢aligmalar g6z Onune alindiginda etken izolasyonu ve
seroepidemiyolojik tanidaki basarinin saglanabilmesinde o6rnek sayisinin ve

mevsim faktoriinin de dnemli oldugu g6z ardi edilmemelidir.
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Yiik.Lis. 1.U. VETERINER FAKULTESI 2003
Lisans 1.U. VETERINER FAKULTESI 2003
Lise KUCUKCEKMECE LISESI 1998

Is Deneyimi (Sondan gecmise dogru siralayin)

Gorevi Kurum Siire (Y1l - Yil)

1. Veteriner Hekimi Gida kurumu 2006-2009
2. Veteriner Hekimi Pet klinigi 2006-2006
3. -
Yabana  |Okudugunu . . | KPDS/UDS (Diger)
Dilleri Anlama* Konusma Yazma Puam Puam
ingilizce |Iyi Orta 1yi 63.750

*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin

Sayisal Esit Agirhik Sozel

LES Puam
ALES Puam 69 72 76

Bilgisayar Bilgisi

Program

Kullanma becerisi

Windows office programlari

Cok iyi

Yaynlary/Tebligleri Sertifikalari/Odiilleri: Mili Egitim Bakanlig1 onayli yabanci dil

kurs sertifikasi, 1.U. Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii uygulamali deney hayvanlari

kurs katilm belgesi,

TUV-TSENISOIEC/17025:2005 Deney ve

laboratuvarlarinin yeterliligi i¢in i¢ tetkikg¢i egitim sertifikasi

kalibrasyon




