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Bronkoalveolar lavaj sivisi ve transtrakeal aspirasyon
orneklerinden Polimeraz Zincir Reaksiyonu yontemi
ile Legionella tiirlerinin saptanmasi

Detection of Legionella species from bronchoalveolar lavage
fluids and transtracheal aspiration samples by Polymerase
Chain Reaction method
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OZET

Amac: Bu calismanin amaci solunum yolu 6rneklerinde Polimeraz Zincir Reaksiyonu
yontemi ile Legionella tiirlerinin saptanmasim degerlendirmektir.

Yontemler: Gogiis hastaliklar: yogun bakim iinitesinde yatan atipik pnomonili hasta-
larin bakteriyoloji laboratuvarina gonderilen transtrakeal aspirasyon ve bronkoalve-
olar lavaj siv1 6rnekleri Legionella pneumophila 16S rRNA’nin 386 bp’hk biélgesini
hedefleyen Polimeraz Zincir Reaksiyonu yontemi ile incelenerek Legionella tiirleri
agisindan aragtirilmistir.

Bulgular: Elli alts 6rnek iizerinde Polimeraz Zincir Reaksiyonu yontemi ile yapilan
denemeler sonucunda yalnizca bir érnekte Legionella spp. saptanabilmistir

Sonug¢: Atipik pnémoni tamisi alan hastalarin solunum érneklerinde Polimeraz Zincir
Reaksiyonu yonteminin Legionella spp saptanmasinda hizh ve etkili oldugu sonucuna
varilmstir.

Anahtar kelimeler: Bronkoalveolar lavaj sivisi, transtrakeal aspirasyon, Legionella

spp, PZR
ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to evaluate the detection of Legionella species

from the respiratory tract samples by Polymerase Chain Reaction method.

Methods: The bronchoalveolar lavage fluid and transtracheal aspiration samples of

patients with atypical pneumonia hospitalized in the Intensive Care Unit of Chest

Diseases Department were examined to identify Legionella species by Polymerase

Chain Reaction method. This method was performed to amplify a 386-bp product

within the 16SrRNA gene of Legionella pneumophila in these samples sent to

Bacteriology Laboratory of this department.

Results: The Polymerase Chain Reaction method was applied to 56 respiratory samp-

les and o'nly in one specimen Legionella spfacies was ident?fied. . Alindig tarih: 06.09.2011

Conclusion: It was concluded that for patients with atypical pneumonia Polymerase — gop 1% ihi: 18.09 2011

Chain Reaction method is fast and effective to isolate Legionella species from the

respiratory samples. Yazngma adresi: Doc¢. Dr. Sohret Aydemir, Ege
Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji
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GIRIS

Legionella pneumophilia, atipik pnomoni etkenle-
rinden biri olup, goriilme siklig1 tilkelerin 6zellikleri-
ne gore degismekle birlikte, %1-27 arasinda bildiril-
mektedir 2. Ileri yas, renal yetmezlik, steroid, sik-
losporin, azotioprin gibi immun siipresyona neden
olan ilaclarin kullanimi ve CD3 gibi monoklonal
antikor tedavisi infeksiyonu kolaylastirict nedenler-
dir @.

Tanida kiiltiir altin standart olarak kabul edilmesi-
ne ragmen, bakterinin 6zel besiyeri gerektirmesi, gii¢
ve zayif liremesi nedeniyle Legionella antijenlerini
saptamaya yonelik serolojik testlere daha sik basvu-
rulmaktadir. Ancak, balgamdan direkt floresan testi
ile Legionella antijenlerinin saptanmasi yalnizca belli
serotipler icin kullanilabilmektedir . Ayrica
Legionella’larin hem hiicre i¢i patojen hem de boyut-
larinin ¢ok kiiciik olmalart nedeniyle antijenlerini
saptamak giictiir. L. pneumophila serogrup 1’ in lipo-
polisakkarit antijenlerini hastalik baglangicindan iti-
baren idrarda saptamak olasidir. Yontemin duyarliligt
hastaligin siddetine bagli olarak degisebilmekle bera-
ber, 6zgiilliigii oldukca yiiksektir &,

Hastalik sirasinda etkene 6zgii antikorlarin ise geg
olugmast ve hastalik sonrasinda da uzun siire yiiksek
titrelerde devam edebilmeleri nedeniyle, akut infeksi-
yonlarin tanisinda antikor saptamaya yonelik testler
daha cok epidemiyolojik arastirmalar i¢in kullanil-
maktadir.

Tim bu nedenlerden dolayi, L. pneumophila
infeksiyonlarinin tanisinda duyarlilig yiiksek ve kisa
stirede sonu¢ veren tani yontemlerine giderek daha
fazla gereksinim duyulmaktadir.

Son yillarda mikrobiyolojinin bircok alaninda
oldugu gibi L. pneumophila tanisinda da kisa siirede
sonug¢ veren molekiiler tan1 yontemleri uygulanmaya
baglanmistir. Kargilagtirmali ¢aligmalarda en yiiksek
duyarlilik niikleik asit amplifikasyon testleri (NAAT)
ile olan testlerdedir .

Bu ¢alismanin amaci, polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) ile atipik pnémoni olgularinda Legionella pne-

umophilia varhigin1 arastirmak ve PZR yonteminin
rutin uygulamada kullanilabilirliligini degerlendir-
mektir.

GEREC ve YONTEM

Gogiis hastaliklart yogun bakim iinitesinde yatan
ve atipik pnomoni 6n tanisi alan hastalardan, rutin
tan1 amaciyla bakteriyoloji laboratuvarina génderilen
transtrakeal aspirat (TTA, n=32) ve bronkoalveolar
lavaj (BAL, n=24) 6rnekleri ¢calismaya dahil edilmis-
tir.

Laboratuvarda, bu ornekler gerekli rutin tetkikler
icin kullanildiktan sonra -80°C’de korunmustur.
Toplam 56 ornek tizerinde ¢aligilmigtir.

Caligmaya dahil edilen tiim 6rnekler 6n hazirlik
olarak homojenizasyon-dekontaminasyon islemine
tabii tutulmugstur. Homojenizasyon-dekontaminasyon
stvisinin hazirlanmasi i¢in 50 mL %2.94 trisodyum
sitrat- 3H,0 (0.1 M) ile 50 mL %4’liik NaOH karig-
tirilmigtir. Bu solusyona 0.5 gram toz N-asetil-L-
sistein (NALC) eklenmistir ve asagidaki sekilde
ornekler igslemlenmisgtir:

1. Ornekle esit miktarda soliisyon karistirimis.

2. Karisimi iyice homojenize edecek sekilde 15-20
saniye vortekslenmistir ve oda 1sisinda 15 dk.
bekletilmistir.

3. Uzerine 50 mL PBS eklenmistir.

4. 15-20 dk. 2000-3000 g’de santrifiij edilmistir.

5. Siipernatant dokiilerek alt kisim ekstraksiyon aga-
masina kadar -80°C’de saklanmugtir.

DNA ekstraksiyonu: On hazirlik sonrast DNA
ekstraksiyonu iiretici firma onerileri dogrultusunda
yapilmistir (NucleoSpin Tissue, Macherey-Nagel Inc.
PA, USA).

PZR: Calismada kullanilan primerler; L. pneu-
mophila ATCC 33152’nin yaklagik 451. baz1 ile 837.
baz1 arasindaki 16S r RNA geninin bir bolimiini
amplifiye edebilecek ozellikte olup, kullanilan pri-
merler ve yapilan islemler agsagida 6zetlenmisgtir 1°.
Forward primerler: JFP: 5°-AGG GTT GAT AGG
TTA AGA GC

111



Revers primerler: JRP: 5°-CCA ACA GCT AGT
TGA CAT CG

PZR uygulamasi: Her bir o6rnek icin: estrakte
edilmis template DNA’dan 5 pl, 10 pmol’liik primer-
lerden (JFP ve JRP) 5’er pl, SU/ul AmpliTaqGold’dan
0.7 pl, 10 mM dNTP’ den 1pl, Taq Buffer’dan Sul ve
28.3 ul dH20 toplami 50 pl olacak reaksiyon karisi-
m1 hazirlanmagtir.

Termal dongiiler Techne TC-512 sisteminde yapil-
migstir. Ist dongii uygulamasi baglangigta 10 dk.
37°C’de inkiibasyonla baglamistir. 20 dk. 95°C’de
tutulmus ardindan 38 dongii 94°C’de 45 saniye,
57°C’de 45 saniye ve 72°C’de 45 saniye ve final
ekstansiyon 72°C’de 60 dk. seklinde tamamlanmistir.
Karigim bu 1sida jel goriintiileme islemine dek tutul-
mustur.

Amplikon saptama:

PZR amplikonundan 10 pl, %2’lik agoroz jele
yiiklenip elektroforez sonrasi ethidium bromide ile
goriintlilenmistir.

i
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DNA LAD: 100 base

Sekil 1. Agoroz gel elektroforezde Legionella spp.ait 16S
rRNA-geninin gosterilmesi (14 numara pozitif o6rnek, 15
numara pozitif kontrol).
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Cahsmada pozitif kontrol olarak L. pneumophila
ATCC 33152 kullanilmugtir.

BULGULAR

Calismaya, mikrobiyoloji ve klinik mikrobiyoloji
anabilim dal1, rutin bakteriyoloji laboratuvarina gogiis
hastaliklart yogun bakim iinitesinden atipik pnomoni
on tanisi ile yatan hastalara ait 56 o6rnek (32 TTA+24
BAL) dahil edilmistir. Atipik pnémoni on tanisi ile
gonderilen 56 ornegin yalnizca biri PZR ile pozitif
olarak degerlendirilmistir (Sekil 1). S6z konusu
ornek gogiis hastaliklart yogun bakim {initesinde
yatan erkek bir hastaya ait bronkoalveolar lavaj 6rne-
&i olup, hastanin DFA sonucu da negatif olarak
degerlendirilmistir. Ayrica, laboratuvarimizda rutin
olarak uygulanan DFA testi ile calismaya dahil edilen
orneklerin hicbirinde pozitif sonu¢ saptanmamugtir.

TARTISMA

Uzun yillar Legionella infeksiyonlarinin tanisinda
kiiltiir altin standart olmustur. Kiiltiir sonuglart igin
giinlerce beklenmek zorunda kalinmistir. Daha hizli
sonug alinabilecek test yontemlerinin arayisina gidil-
mistir. Dokudan direkt histokimyasal boyama, doku-
nun ya da solunum orneklerinin floresan antikor
boyamasi, idrardan antijen saptanmasi ve seroloji
gibi ¢esitli yontemler gelistirilmistir. Bircogu kulla-
niglt olmusg, ancak yeterli duyarlilik ve ozgiilliige
ulasamamustir. Son yillarda Legionella enfeksiyonla-
rimin tanisinda molekiiler tan1 yontemleri konvansi-
yonel yontemlere alternatif olarak degerlendirmeye
calisilmaktadir (9.

PZR yontemleri, klinik orneklerden Legionella
infeksiyonlarinin tanisinda hiz, 6zgiilliik ve duyarlili-
&1 arttiran testlerdir ¢!V, Gliniimiizde tant amagli PZR
testlerinde amplifikasyon i¢in cesitli hedef bolgeleri
secilmektedir. Bircok calismada 16S rRNA icindeki
spesifik bolgeler, 23S-5S spacer bolgesi, 5S rRNA ya
da makrofaj inhibitor potentiator geni (mif) kullanil-
mistir. Bu calismada ise 386-bp’lik 16S rRNA bolii-
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mii amplifiye edilmistir. Jones ve ark. kullandig1 pri-
merler (JFP, JRP) bir¢ok arastirmaci tarafindan kulla-
nilmis olup, 16S rRNA geninin yaklagik 451 ile 837
bazlart arasii igermektedir 9. Yapilan ¢aligmalar
sonucunda bu primerler kullanilarak basta L. pneu-
mophila olmak tizere L. micdadei, L. bozemanii, L.
longbeacheae, L. feeleii ve L. dumofii gibi tibbi
Oonemi olan Legionella tiirlerinin saptanabilindigi de
gosterilmistir. Ayrica biiyiik amplifikasyon iiriinleri
elde edildiginden, agaroz jel elektroforezinde kolay-
likla goriinebilirler 101D,

Bazi aragtirmacilar, PZR’1in alt solunum yolu
orneklerinde kiiltiir kadar duyarlt oldugunu bildir-
migtir. Bu nedenle de 6zellikle balgam cikaran hasta-
larda secilmesi gereken yontem olarak onerilmekte-
dir ®. Ancak, laboratuvar yapimi ve ticari olarak
bulunan testlerde yanlis pozitif sonuglar bildirilmis-
tir. Caligmalardaki yanlig pozitifligi degerlendirirken,
kiiltiir olan referans yontemin basarisizligir mi, yoksa
gercek bir yalanci pozitiflik mi gibi sorunlar yasan-
maktadir. Heniiz bu sorunu ¢ozmek kolay degildir
ciinkii etiyolojisi belli olmayan pnomonilerde
Legionella PZR’min tam duyarlilig1 ve 6zgiilliiglint
belirleyecek iyi tasarlanmig bir ¢aligma yoktur ©'-12,

Kirk alt1 laboratuvarm katildigr 2004-2005 yilla-
rinda yapilan kalite kontrol ¢aligmasinda katilimcila-
rin %93’ laboratuvar yapimi yontemler kullanmagtir.
Yanlis pozitiflik 2004 yilinda %4 iken, 2005 yilinda
%38 .2 olarak belirlenmistir. Bu sonuclar, niikleik asid
testlerinin tiim laboratuvarlarda tam standardize edi-
lememis oldugunu gostermektedir. Bu nedenle labo-
ratuvar caliganlari ve klinisyenler sonuglart degerlen-
dirilirken klinik bulgularin yani sira lokal epidemiyo-
lojik verileri de goz oniinde bulundurmalidirlar ©.
Calismamizda tek bir pozitif sonu¢ saptanmistir. Bu
sonu¢ hastanin klinigiyle ve 6n tanistyla uyumlu
bulunmustur. Pozitif kontrol ve negatif kontrollerin
her bir elektroforezde kullanilmasi ve saptanan 386
bp-lik amplifikasyon iiriinii pozitif kontrolle uyumlu
olmas1 nedeniyle, yalanci pozitif sonug¢ diigiiniilme-
mistir. Cloud ve ark. 19 PZR pozitif ¢ikan tiim 6rnek-
lerin sekansi yapilarak dogrulanmasi gerektigini, bu

sayede 6zgiilliigiin cok daha artabilecegini bildirmis-
tir. Korosec ve ark. ¥ antimikrobiyal tedavinin, alt
solunum yolu oOrneklerinde Legionella DNA’sinin
saptanmasinda 6zgiilliigii ¢cok diislirdiigiinii goster-
miglerdir. Bu ¢alismada elde edilen diisiik pozitiflik
orani, hastalarin yogun bakimda yatan hastalarin
olmasi ve yogun antimikrobiyal tedavi almalar ile
kismen aciklanabilmektedir.

Son yillarda yapilan c¢alismalar konvansiyonel
molekiiler yontemlerden daha az ig yiikii gerektiren
ve daha hizhi (6rnek geldikten yaklasik 2-3 saat
sonra) sonuglanan gercek-zamanli PZR yontemleri
tizerindedir. Ticari olarak gercek-zamanli PZR kitleri
bulunmaktadir 1214,

Sonug olarak, solunum 6rneklerinde Legionella’ya
0zgiil 16S rRNA’nin 386 bp’lik bolgesini hedefleyen
PZR yonteminin 6-8 saat i¢inde hizli ve giivenilir
sonuglar verdigini, ancak sonug¢larimizin ileri ¢alisg-
malarla desteklenmesi gerektigini diisiinmekteyiz.
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