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ÖZET

Amaç: Bu çalışmanın amacı solunum yolu örneklerinde Polimeraz Zincir Reaksiyonu 
yöntemi ile Legionella türlerinin saptanmasını değerlendirmektir. 
Yöntemler: Göğüs hastalıkları yoğun bakım ünitesinde yatan atipik pnömonili hasta-
ların bakteriyoloji laboratuvarına gönderilen transtrakeal aspirasyon ve bronkoalve-
olar lavaj sıvı örnekleri Legionella pneumophila 16S rRNA’nın 386 bp’lık bölgesini 
hedefleyen Polimeraz Zincir Reaksiyonu yöntemi ile incelenerek Legionella türleri 
açısından araştırılmıştır.
Bulgular: Elli altı örnek üzerinde Polimeraz Zincir Reaksiyonu yöntemi ile yapılan 
denemeler sonucunda yalnızca bir örnekte Legionella spp. saptanabilmiştir
Sonuç: Atipik pnömoni tanısı alan hastaların solunum örneklerinde Polimeraz Zincir 
Reaksiyonu yönteminin Legionella spp saptanmasında hızlı ve etkili olduğu sonucuna 
varılmıştır.

Anahtar kelimeler: Bronkoalveolar lavaj sıvısı, 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 only in one specimen Legionella species was identified.
Conclusion: It was concluded that for patients with atypical pneumonia Polymerase 
Chain Reaction method is fast and effective to isolate Legionella species from the 
respiratory samples.
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 GİRİŞ 

 Legionella pneumophilia, atipik pnömoni etkenle-
rinden biri olup, görülme sıklığı ülkelerin özellikleri-
ne göre değişmekle birlikte, %1-27 arasında bildiril-
mektedir (1,2,3). İleri yaş, renal yetmezlik, steroid, sik-
losporin, azotioprin gibi immun süpresyona neden 
olan ilaçların kullanımı ve CD3 gibi monoklonal 
antikor tedavisi infeksiyonu kolaylaştırıcı nedenler-
dir (4).
 Tanıda kültür altın standart olarak kabul edilmesi-
ne rağmen, bakterinin özel besiyeri gerektirmesi, güç 
ve zayıf üremesi nedeniyle Legionella antijenlerini 
saptamaya yönelik serolojik testlere daha sık başvu-
rulmaktadır. Ancak, balgamdan direkt floresan testi 
ile Legionella antijenlerinin saptanması yalnızca belli 
serotipler için kullanılabilmektedir (5-9). Ayrıca 
Legionella’ların hem hücre içi patojen hem de boyut-
larının çok küçük olmaları nedeniyle antijenlerini 
saptamak güçtür. L. pneumophila serogrup 1’ in lipo-
polisakkarit antijenlerini hastalık başlangıcından iti-
baren idrarda saptamak olasıdır. Yöntemin duyarlılığı 
hastalığın şiddetine bağlı olarak değişebilmekle bera-
ber, özgüllüğü oldukça yüksektir (5-9).
 Hastalık sırasında etkene özgü antikorların ise geç 
oluşması ve hastalık sonrasında da uzun süre yüksek 
titrelerde devam edebilmeleri nedeniyle, akut infeksi-
yonların tanısında antikor saptamaya yönelik testler 
daha çok epidemiyolojik araştırmalar için kullanıl-
maktadır.
 Tüm bu nedenlerden dolayı, L. pneumophila 
infeksiyonlarının tanısında duyarlılığı yüksek ve kısa 
sürede sonuç veren tanı yöntemlerine giderek daha 
fazla gereksinim duyulmaktadır. 
 Son yıllarda mikrobiyolojinin birçok alanında 
olduğu gibi L. pneumophila tanısında da kısa sürede 
sonuç veren moleküler tanı yöntemleri uygulanmaya 
başlanmıştır. Karşılaştırmalı çalışmalarda en yüksek 
duyarlılık nükleik asit amplifikasyon testleri (NAAT) 
ile olan testlerdedir (5-9).
 Bu çalışmanın amacı, polimeraz zincir reaksiyonu 
(PZR) ile atipik pnömoni olgularında Legionella pne-

umophilia varlığını araştırmak ve PZR yönteminin 
rutin uygulamada kullanılabilirliliğini değerlendir-
mektir. 

 GeReÇ ve YÖNTem

 Göğüs hastalıkları yoğun bakım ünitesinde yatan 
ve atipik pnömoni ön tanısı alan hastalardan, rutin 
tanı amacıyla bakteriyoloji laboratuvarına gönderilen 
transtrakeal aspirat (TTA, n=32) ve bronkoalveolar 
lavaj (BAL, n=24) örnekleri çalışmaya dahil edilmiş-
tir. 
 Laboratuvarda, bu örnekler gerekli rutin tetkikler 
için kullanıldıktan sonra -80°C’de korunmuştur. 
Toplam 56 örnek üzerinde çalışılmıştır.
 Çalışmaya dahil edilen tüm örnekler ön hazırlık 
olarak homojenizasyon-dekontaminasyon işlemine 
tabii tutulmuştur. Homojenizasyon-dekontaminasyon 
sıvısının hazırlanması için 50 mL %2.94 trisodyum 
sitrat- 3H2O (0.1 M) ile 50 mL %4’lük NaOH karış-
tırılmıştır. Bu solusyona 0.5 gram toz N-asetil-L-
sistein (NALC) eklenmiştir ve aşağıdaki şekilde 
örnekler işlemlenmiştir:
1. Örnekle eşit miktarda solüsyon karıştırılmış. 
2. Karışımı iyice homojenize edecek şekilde 15-20 

saniye vortekslenmiştir ve oda ısısında 15 dk. 
bekletilmiştir.

3. Üzerine 50 mL PBS eklenmiştir.
4. 15-20 dk. 2000-3000 g’de santrifüj edilmiştir.
5. Süpernatant dökülerek alt kısım ekstraksiyon aşa-

masına kadar -80°C’de saklanmıştır. 
 DNA ekstraksiyonu: Ön hazırlık sonrası DNA 
ekstraksiyonu üretici firma önerileri doğrultusunda 
yapılmıştır (NucleoSpin Tissue, Macherey-Nagel Inc. 
PA, USA). 
 PZR: Çalışmada kullanılan primerler; L. pneu-
mophila ATCC 33152’nin yaklaşık 451. bazı ile 837. 
bazı arasındaki 16S r RNA geninin bir bölümünü 
amplifiye edebilecek özellikte olup, kullanılan pri-
merler ve yapılan işlemler aşağıda özetlenmiştir (10).
Forward primerler: JFP: 5’-AGG GTT GAT AGG 
TTA AGA GC 
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Revers primerler: JRP: 5’-CCA ACA GCT AGT 
TGA CAT CG
 PZR uygulaması: Her bir örnek için: estrakte 
edilmiş template DNA’dan 5 μl, 10 pmol’lük primer-
lerden (JFP ve JRP) 5’er μl, 5U/μl AmpliTaqGold’dan 
0.7 μl, 10 mM dNTP’ den 1μl, Taq Buffer’dan 5μl ve 
28.3 μl dH2O toplamı 50 μl olacak reaksiyon karışı-
mı hazırlanmıştır.
 Termal döngüler Techne TC-512 sisteminde yapıl-
mıştır. Isı döngü uygulaması başlangıçta 10 dk. 
37°C’de inkübasyonla başlamıştır. 20 dk. 95°C’de 
tutulmuş ardından 38 döngü 94°C’de 45 saniye, 
57°C’de 45 saniye ve 72°C’de 45 saniye ve final 
ekstansiyon 72°C’de 60 dk. şeklinde tamamlanmıştır. 
Karışım bu ısıda jel görüntüleme işlemine dek tutul-
muştur.
 Amplikon saptama:
 PZR amplikonundan 10 μl, %2’lik agoroz jele 
yüklenip elektroforez sonrası ethidium bromide ile 
görüntülenmiştir.

 Çalışmada pozitif kontrol olarak L. pneumophila 
ATCC 33152 kullanılmıştır.

 BuLGuLAR

 Çalışmaya, mikrobiyoloji ve klinik mikrobiyoloji 
anabilim dalı, rutin bakteriyoloji laboratuvarına göğüs 
hastalıkları yoğun bakım ünitesinden atipik pnömoni 
ön tanısı ile yatan hastalara ait 56 örnek (32 TTA+24 
BAL) dahil edilmiştir. Atipik pnömoni ön tanısı ile 
gönderilen 56 örneğin yalnızca biri PZR ile pozitif 
olarak değerlendirilmiştir (Şekil 1). Söz konusu 
örnek göğüs hastalıkları yoğun bakım ünitesinde 
yatan erkek bir hastaya ait bronkoalveolar lavaj örne-
ği olup, hastanın DFA sonucu da negatif olarak 
değerlendirilmiştir. Ayrıca, laboratuvarımızda rutin 
olarak uygulanan DFA testi ile çalışmaya dahil edilen 
örneklerin hiçbirinde pozitif sonuç saptanmamıştır. 

 TARTIŞmA

 Uzun yıllar Legionella infeksiyonlarının tanısında 
kültür altın standart olmuştur. Kültür sonuçları için 
günlerce beklenmek zorunda kalınmıştır. Daha hızlı 
sonuç alınabilecek test yöntemlerinin arayışına gidil-
miştir. Dokudan direkt histokimyasal boyama, doku-
nun ya da solunum örneklerinin floresan antikor 
boyaması, idrardan antijen saptanması ve seroloji 
gibi çeşitli yöntemler geliştirilmiştir. Birçoğu kulla-
nışlı olmuş, ancak yeterli duyarlılık ve özgüllüğe 
ulaşamamıştır. Son yıllarda Legionella enfeksiyonla-
rının tanısında moleküler tanı yöntemleri konvansi-
yonel yöntemlere alternatif olarak değerlendirmeye 
çalışılmaktadır (10).
 PZR yöntemleri, klinik örneklerden Legionella 
infeksiyonlarının tanısında hız, özgüllük ve duyarlılı-
ğı arttıran testlerdir (5,11). Günümüzde tanı amaçlı PZR 
testlerinde amplifikasyon için çeşitli hedef bölgeleri 
seçilmektedir. Birçok çalışmada 16S rRNA içindeki 
spesifik bölgeler, 23S-5S spacer bölgesi, 5S rRNA ya 
da makrofaj inhibitör potentiator geni (mif) kullanıl-
mıştır. Bu çalışmada ise 386-bp’lık 16S rRNA bölü-

Şekil 1. Agoroz gel elektroforezde Legionella spp.ait 16S 
rRNA-geninin gösterilmesi  (14 numara pozitif örnek, 15 
numara pozitif kontrol).

DNA LAD: 100 base
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mü amplifiye edilmiştir. Jones ve ark. kullandığı pri-
merler (JFP, JRP) birçok araştırmacı tarafından kulla-
nılmış olup, 16S rRNA geninin yaklaşık 451 ile 837 
bazları arasını içermektedir (10). Yapılan çalışmalar 
sonucunda bu primerler kullanılarak başta L. pneu-
mophila olmak üzere L. micdadei, L. bozemanii, L. 
longbeacheae, L. feeleii ve L. dumofii gibi tıbbi 
önemi olan Legionella türlerinin saptanabilindiği de 
gösterilmiştir. Ayrıca büyük amplifikasyon ürünleri 
elde edildiğinden, agaroz jel elektroforezinde kolay-
lıkla görünebilirler (10,11). 
 Bazı araştırmacılar, PZR’ın alt solunum yolu 
örneklerinde kültür kadar duyarlı olduğunu bildir-
miştir. Bu nedenle de özellikle balgam çıkaran hasta-
larda seçilmesi gereken yöntem olarak önerilmekte-
dir (5). Ancak, laboratuvar yapımı ve ticari olarak 
bulunan testlerde yanlış pozitif sonuçlar bildirilmiş-
tir. Çalışmalardaki yanlış pozitifliği değerlendirirken, 
kültür olan referans yöntemin başarısızlığı mı, yoksa 
gerçek bir yalancı pozitiflik mi gibi sorunlar yaşan-
maktadır. Henüz bu sorunu çözmek kolay değildir 
çünkü etiyolojisi belli olmayan pnömonilerde 
Legionella PZR’ının tam duyarlılığı ve özgüllüğünü 
belirleyecek iyi tasarlanmış bir çalışma yoktur (5,11,12). 
 Kırk altı laboratuvarın katıldığı 2004-2005 yılla-
rında yapılan kalite kontrol çalışmasında katılımcıla-
rın %93’ü laboratuvar yapımı yöntemler kullanmıştır. 
Yanlış pozitiflik 2004 yılında %4 iken, 2005 yılında 
%8.2 olarak belirlenmiştir. Bu sonuçlar, nükleik asid 
testlerinin tüm laboratuvarlarda tam standardize edi-
lememiş olduğunu göstermektedir. Bu nedenle labo-
ratuvar çalışanları ve klinisyenler sonuçları değerlen-
dirilirken klinik bulguların yanı sıra lokal epidemiyo-
lojik verileri de göz önünde bulundurmalıdırlar (5). 
Çalışmamızda tek bir pozitif sonuç saptanmıştır. Bu 
sonuç hastanın kliniğiyle ve ön tanısıyla uyumlu 
bulunmuştur. Pozitif kontrol ve negatif kontrollerin 
her bir elektroforezde kullanılması ve saptanan 386 
bp-lik amplifikasyon ürünü pozitif kontrolle uyumlu 
olması nedeniyle, yalancı pozitif sonuç düşünülme-
miştir. Cloud ve ark. (10) PZR pozitif çıkan tüm örnek-
lerin sekansı yapılarak doğrulanması gerektiğini, bu 

sayede özgüllüğün çok daha artabileceğini bildirmiş-
tir. Korosec ve ark. (13) antimikrobiyal tedavinin, alt 
solunum yolu örneklerinde Legionella DNA’sının 
saptanmasında özgüllüğü çok düşürdüğünü göster-
mişlerdir. Bu çalışmada elde edilen düşük pozitiflik 
oranı, hastaların yoğun bakımda yatan hastaların 
olması ve yoğun antimikrobiyal tedavi almaları ile 
kısmen açıklanabilmektedir. 
 Son yıllarda yapılan çalışmalar konvansiyonel 
moleküler yöntemlerden daha az iş yükü gerektiren 
ve daha hızlı (örnek geldikten yaklaşık 2-3 saat 
sonra) sonuçlanan gerçek-zamanlı PZR yöntemleri 
üzerindedir. Ticari olarak gerçek-zamanlı PZR kitleri 
bulunmaktadır (11,12,14).
 Sonuç olarak, solunum örneklerinde Legionella’ya 
özgül 16S rRNA’nın 386 bp’lık bölgesini hedefleyen 
PZR yönteminin 6-8 saat içinde hızlı ve güvenilir 
sonuçlar verdiğini, ancak sonuçlarımızın ileri çalış-
malarla desteklenmesi gerektiğini düşünmekteyiz. 
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