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ONEMLI NOT

Bu Rehber

(Suda Legionella Tirlerinin Tanimlanmasi)

Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlan Daire Baskanhdi tarafindan hazirlanmig bir
dokUmandir. Es zamanl olarak THSK web sitesinde (bkz. www.thsk.gov.ir) de
kullanima sunulan Rehber, 3 yilda bir glncellenecektir.
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Kisaltmalar ve Tanimlar

aerosol / belirli bir kuvvet etkisi altinda sivilarin
(veya katilann) ortfam atmosferine damlaciklar
halinde dagilmasi veya sacilimasi.

AT / asitle muamele
BCYE / buffered charcoal yeast extract agar

BGD / biyoguvenlik dUzeyi. mikroorganizmalarin risk
siniflamasi femelinde dort laboratuvar
biyogUvenlik dUzeyi tanmlanmistir;  ajanlann
bulasma, yaylma potansiyeli ve patojenlik
arttikca laboratuvar korunma dizeyi BGD1'den

BGD4'e dogru artar. Klinik mikrobiyolojide
karsilaslan  ajanlarnn  bUytk  kismi BGD2
laboratuvar sartlarinin saglanmasini

gerektirmektedir.
BCB / brom cresol purple
BTB / brom tymol blue

bildirimi zorunlu hastalik / yasal bir gereklilik ile
uygun yetkide bir mercie (yerel veya merkezi
saglik oftoritesi) rapor edilmesi zorunlu olan
hastalik.

CCVC / cycloheximide colsitine vancomycine

cephalothine

D / direkt

DGVP / dye glycine vancomycine polymixine B

FA / filtrasyon asit

Lejyoner hastaligi sirveyansi / vaka sUrveyansi ve
cevresel sUrveyans olmak Uzere iki bdlimde
yapilr. Cevresel sUrveyans her zaman vaka
sUrveyansina esastir; vakalarnn ve salginlarin
kaynaginin - arastinimasi icin  epidemiyolojik
amaclarla yapilir.

MRLDB / Mikrobiyoloji Referans
Daire Baskanligi (THSK'nin)

nozokomiyal enfeksiyon (hastane-kaynakl
enfeksiyon) / bir hastane ya da fibbi
kuruma basvuru sirasinda  herhangi  bir
enfeksiyon belirtisi yokken veya hastaligin
inkUbasyon suresi icinde olmadigi bilinen
bir bireyde hastaneye vyatfistan sonra
ortaya ¢ikan enfeksiyon.

Laboratuvarlan

rezervuar / bir enfeksiydz ajanin normal
olarak bulunabilecedi ve cogalabilecegi
(ve diger konaklar igin enfeksiyon kaynagdi
olabilecek) kisi, hayvan, toprak veya
cevredir.

soguk zincir / biyolojik bir maddenin bir
yerden baska bir yere godnderilmesi,
tasinmasi ve gecici stUre ile saklanmasi
esnasinda fUm asamalarda aksi
belirfiimedikce 2°-8°C (buzdolabi/buzluk isi
kosullan) 1si araligr icinde tutulmasi

sirveyans / verilerin  sistematik  olarak
tfoplanmasi, birikfirimesi ve &zellikle elde
edilen sonuclara gére harekete gececek
kisiler basta olmak Uzere bu sonuclara
ihtiyacr olan birimlere zamaninda geri
bildirimini  saglayacak sekilde verilerin
degerlendiriimesi surecidir.

THSK / TUrkiye Halk Saghgr Kurumu (Saglik
Bakanhginin yeniden yapillanmasi
kapsaminda, baslica, eski adi Refik Saydam
Hifzisshha Merkezi Baskanlgr olan kurum ile eski
adi Temel Saglk Hizmetleri Genel MUdUrligu
olan birimleri bir cati altinda toplayan yapi)

ulusal referans laboratuvar / bir enfeksiyon

etkeninin  arastinimasinda  taniya yardimcr  tUm
teknikleri kullanabilen, sz konusu etken ile ilgili uzun
dénemli bilgi ve deneyime sahip, gerektiginde ayni
calismalan  yUrUten uluslararasi  laboratuvarlarla
isbirligi  yapan,  gerektiginde  epidemiyolojik
arastirmalar icin ulusal saglik otoritesine (saglk
bakanlig) uygun teknikler ile veri saglayan, ulusal
laboratuvar; THSK bUnyesindeki Ulusal Solunum Yolu
Patojenleri Referans Laboratuvar'dir.

UMS / Ulusal Mikrobiyoloji Standardi



Lejyoner Hastaligi Kontrol Programi Rehberi

Bu sayfa bilerek bos birakilmistir



Suda Legionella Turlerinin Tanimlanmasi

1. GIRIS

Lejyoner hastalidi, Legionella pneumophila ve daha az siklikla diger Legionella tiri
bakterilerin yol actigi agir seyirli sistemik bir enfeksiyondur. Lejyoner hastaligi 6zellikle
cevresel bir kaynaktan yayilarak salgin yapma potansiyeli nedeniyle halk saghgi
onemine sahiptir. Ozellikle seyahat-iliskili ve nozokomiyal Lejyoner hastaligi formlari
diinyanin pek cok Ulkesinde siirveyans sistemlerince izlenirler. Ulkemizde de Lejyoner
hastaligi bildirimi zorunlu hastaliklar arasinda yer almakta olup hastaligin kontrolii
amaciyla 6zel bir program yiritilmektedir. Bununla birlikte uluslararasi bildirimi zorunlu
bir hastalik olarak ta dikkat gekmektedir (1-4).

Lejyoner hastaliginin siirveyansi ve kontroliinde dogru, glvenilir ve zamaninda veri
toplanmasi son derece 6nemlidir. Mikrobiyoloji laboratuvarlar stirveyans sistemine veri
saglayan temel yapilardan biridir. Lejyoner hastaliginin siirveyansi ve kontroliine yénelik
calismalar mevzuat ile diizenlenmis olup sistemin kanita dayali islemesi esas alinmistir.
Bu da tani kapasitesinin gelistiriimesi geregini beraberinde getirmektedir (1-4).

Lejyoner hastaligi kontrol programi kapsaminda bir vaka saptandiginda, bu vakanin
bakteriyi aldigi kaynadin, baska insanlar icin de potansiyel hastallk odadi olabilecegi
bilinmektedir. Bu nedenle bir an once epidemiyolojik arastirmalarin baglatiimasi, kaynak
oldugundan stiphelenilen suyun Legionella varligi agisindan incelenmesi bliylik énem
tasir (1-5).

Rehberin amaci

Bu Rehber, suda Legionella turlerinin tanimlanmasinda gegerli ydntemlerin kullaniminin
yayginlastinlmasi ve Legionella tani  kapasitesinin  gelistirilmesi  amaciyla
olusturulmustur.

Rehberin, laboratuvarlararasi tani standardizasyonu saglamasi da hedeflenmektedir.
Bununla birlikte “Lejyoner Hastaligi Kontrol Programi” na dogru ve guvenilir veri
sunulmasi sayesinde, etkin kontrol 6nlemlerinin gelistiriimesi mimkin olabilecektir.
Rehberin ayni zamanda kurumlar ve sektorler arasi iletisim ve isbirliginin gliclenmesine
de katki saglayacagi umut edilmektedir.

Rehberin hedef kitlesi

Rehberin baslica dort farkl hedef gruba hizmet edecedi disiintilmektedir.

1 Oncelikle sahada mikrobiyoloji laboratuvarlarinda nihai karar sorumlulugu olan
profesyonellere - tanida standart yaklagimlari sunan bir kaynak olarak;

2 Hekimlere - laboratuvar hizmetlerinin standardi ve uygun testlerin secimi / talep
edilmesi hakkinda bilgi saglayan bir kaynak olarak;
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3 Halk saghd: otoritelerine — dzellikle halk sagligini yakindan ilgilendiren durumlarin ya
da salginlarin arastirimasinda, bir yandan olmasi gereken asgari laboratuvar
kapasitesi hakkinda bir yandan da taniya ulasiimasi siire¢ ve sireleri hakkinda bilgi
saglayan bir kaynak olarak;

4 Odeme kurumlarina — mikrobiyolojik tanida asgari standart mikrobiyolojik islem
paketleri hakkinda bilgi saglayan ve cretlendirmelerin rasyonel bir gerceve icinde
yapllmasina destek verecek bir kaynak olarak.

Rehberin kapsami

Bu Rehber, Legionella tirlerinin tanimlanmasina yonelik cevresel 6rneklerin nasil
alinacagina dair bilgi verir. Ayni zamanda bu 6rneklerin laboratuvara ulastirnimasinda
dikkat edilmesi gereken hususlari belirtir. Bununla birlikte 6rneklerin laboratuvar
incelemesinde gerekli cihazlar, sarf malzemeler, besiyeri ve reajen hazirlama
prensipleri, besiyeri kalite kontrol uygulamalari, kultlr icin én hazirlik islemleri, ekim
yontemleri, inkiibasyon kosullari, kuskulu kolonilerin tanimlanmasi asamalari hakkinda
bilgi vermektedir.

Rehberin kullanimi

Yayina hazir hale getirilen Rehber bu haliyle bir TASLAK dokimandir. Rehber, ilgili
kurum ve kuruluglarin, ve sahadaki kullanicilarin gérislerine aciimis bulunmaktadir.
Alinacak geri bildirimlere gbre son seklinin verilmesi ve 2014 sonu itibariyle de
onaylanmis belge olarak yayinlanmasi hedeflenmektedir.

Rehberin basili materyal olarak yayinlanmasi ve THSK web sitesinde de yayinlanarak
glncellemelerin paylasiimasi hedeflenmektedir.

usypri@saglik.gov.tr adresinden bize ulasabilir; icerik ve diger hususlarla ilgili her tirli
Onerinizi ve elestirinizi ileterek veya uygulamada karsilastiginiz sorunlari paylasarak
Rehberin gelistiriimesine katki saglayabilirsiniz.
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2. GENEL BILGILER
Mikrobiyal ekoloji

Legionelldlar dogada normalde bulunan mikroorganizmalardir. Bununla birlikte
dogadaki ve yapay su sistemlerindeki biyofilm katmalarinda yerlesme ve cogalma
ozelligine sahiptirler. Muhtemelen dogal sularin, sehir sebekesine verilmek (zere
gecirdigi klorlama ve benzeri dezenfeksiyon islemleri ile tam olarak yok edilemezler.
Bdylece cok distik konsantrasyonlarda olsa bile bina su tesisatlarina ulasirlar; uygun
sartlar bulduklarinda da yerlesir ve codalirlar (5-8).

Ozellikle binalarin sicak ve soguk su sistemleri, sogutma kuleleri, kaplicalar, sicak
havuzlar, sulama havuzlan, balik vyetistirme havuzlari, dekoratif amacli havuz ve
fiskiyeler, hastanelerdeki solunum terapi ekipmanlar, dis Unitlerinin su borular, g6z
ylkama musluk ve duslari, “fiskiye” tipi yangin séndirme sistemlerinin icinde kalan
durgun suda olusan sedimentte ve biyofilm tabakasi ile 6li bosluklarda dis etkenlerden
korunarak cogalmaya baslarlar (5,6,9,10).

Bulasma yolu

Legionella tirlerinin insana bulasmasinda hemen her zaman c¢evrese/ bir rezervuarin
roli oldugundan, hastalik gevresel enfeksiyon olarak da tanimlanir. E§er kontamine bir
su kaynagi yoksa Lejyoner hastaligi gelismez (4-6,11).

Lejyoner hastaligina yakalanma olasiligi, su kaynadinin kolonizasyon diizeyi, maruz
kalan kisinin duyarliigi ve kontamine suya maruziyetin yogunlugu ile ilgilidir. Bakterinin
bireye bulasmasi ve akcigerlere ulasmasinda iki temel yol vardir. Yaygin olarak kabul
goren yol; solunum havasina cevresel kaynaklardan yayilan ve Legionella iceren su
aerosollerinin solunmasidir. Suyun bir kuvvet etkisi altinda (sogutma-kulelerinin fanlari,
jakuzi ve dus bagliklari, sprey nemlendirme cihazlar, dekoratif fiskiyeler...) aerosoller
halinde havaya sacildidi, Legionella iceren 5um’den kiiglik aerosollerin solunum yolu ile
alinarak alveollere ulastiklar distinlilmektedir. Diger énemli bulasma yolu; Legionella
iceren suyun aspirasyonu ya da orofarinkse yerlesmis bakterinin solunum yollarina
gegmesidir (4-6,11).

Bugline kadar insandan insana bulagsma gdsterilememistir (4-6,11).

Risk faktorleri

Konak tarafindan alinan bakteri her zaman hastalik yapmaz. Hastaligin ortaya ¢ikmasi
icin bireyin bazl risk faktorleri tagiyor olmasi gerekir. En sik karsilagilan risk faktorleri
arasinda ileri yas (>50 yas), erkek hasta, kronik akciger hastaligi, sigara ve alkol
kullanimi, immin sistemi baskilayan herhangi bir hastaigin olmasi veya
immunsupresyona neden olacak ilag kullaniimasi (organ transplantasyonu,
kortikosteroid ve benzeri ilaglarin kullanimi, maligniteler, diabetes mellitus vb),
hastanelerde cerrahi islemler sirasinda uygulanan genel anestezi ve endotrakeal
entlibasyonlar yer almaktadir (5,6,11-13).
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Surveyans oOzellikleri

Teorik olarak her bina su sistemi Legionella tiirleri ile kolonize olabilir. Ote yandan; bir
bina su sistemi Legionel/dlarla kolonize olsa bile o binada bulunan bireylerin hig birinde
hastallk ortaya cikmayabilir. Bu nedenle seyahat iliskili Lejyoner hastaligi slirveyansi
esas olarak “vaka slrveyans!” Ulizerine kurulmustur. Bu kapsamda bina suyunun
incelenmesi, vyalnizca bina ile iligkili olabilecedi distnilen bir vaka varliginda
epidemiyolojik amaglar igin Onerilir. Seyahat iliskili Lejyoner hastalidi kontrol
programlari kapsaminda; bildirilmis bir vaka ile iliskili olmadigi halde, bina su
sistemlerinin Legionella varlidi acisindan incelenmesi, epidemiyolojik acidan deder
tagimayan gereksiz bir maliyet ve zaman kaybidir. Ancak hastane kaynakl Lejyoner
hastaliginin  kontrol programlar, seyahat iligkili Lejyoner hastaligi  kontrol
programlarindan farkliik gosterir. En onemli fark, vaka olmasa bile hastane su
sistemlerinin duzenli araliklarla Legionella kolonizasyonu agisindan incelenmesi olup,
amaci hastanelerdeki rutin koruyucu onlemlerin etkinliginin dederlendirilmesidir (3-
6,10,14-16).

Laboratuvar glivenligi

Legionella turl bakteriler, risk grubu 2 mikroorganizmalardir. Risk Grubu 2
mikroorganizmalarla ilgili islemler Biyoglvenlik Dlzeyi 2 sartlarina uygun dizayn edilmis
laboratuvarlarda yurGtaldr.

Butln kultirler ve Kklinik drnekler enfeksiyoz kabul edilmeli ve daima standart énlemler
uygulanmalidir. Onlemler risk degerlendirmesi ile desteklenmelidir (bkz. “Ulusal
Laboratuvar Givenligi Rehberi”). Solunum yolu érneklerinin kiiltlire veya diger islemlere
hazirlanmasi basta olmak U(zere aerosol olusturmasi muhtemel tim laboratuvar
calismalar bir biyogtivenlik kabini iginde yapiimahdir (17).

Sorumluluklar ve asgari personel gerekleri

Orneklerin kabul edilmesinden sonucun raporlanmasina kadarki adimlarda gorev alan
tim personel; (i) tekniklerin uygulanmasindan énce amaglanan batin kullanimlar ile
ilgili tam bir egitim almis olmali; (ii) kullanilan tekniklere tim yonleriyle asina olmali;
(iif) daima tim laboratuvar guvenlik kurallarina uymalidir.

Glivenlik 6nlemlerine uyumun saglanmasindan, tekniklerin standart prosediirlere uygun

gerceklestiriimesinden ve taninin dogrulugu ve givenilirliginden Mikrobiyoloji Uzmani
sorumludur.

Suda Legionella turlerinin tanimlanmasinda
laboratuvar incelemenin 6nemi

Sularda Legionella bakterisinin aranmasina yoénelik laboratuvar incelemeleri; Lejyoner
Hastaligi Kontrol Programi'na entegre bir sekilde yuritilmektedir (1,3). Suda Legionella
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bakterisinin arastirimasi; 6érnek alma asamasindan itibaren dikkatli bir calisma
gerektiren karmasik bir islemler toplamidir (5,18,19).

Su orneklemesi, dogru ve uygun yapilmasi gereken en énemli adimdir. Amag bakterinin
su sistemindeki potansiyel riskli noktalarda yerlesmis olup olmadigini géstermek oldugu
icin; drnekleme yapilacak yerler bu dékiimanda verilen prensipler gbz éntine alinarak
dikkatlice secilmelidir (5,14,18,19).

Bakterinin sudan izolasyon ve identifikasyonu ise laboratuvar alt yapisinin uygun bir
sekilde kurulmasi, besiyerlerinin hep ayni standartta hazirlanmasi, koloni 6zelliklerinin
iyi dederlendirilmesi ve sonraki basamaklarda validasyonu yapilmis uygun kitlerin
kullaniimasi ile saglanabilir (5,14,18-22).

izolat saklama ve transportu ile ilgili prosediirler ise her laboratuvar tarafindan bilinmesi
gereken kurallara gore yapilir. Iyi bir mikrobiyoloji laboratuvari minimum saklama alt
yapisina (-20°C derin dondurucu) sahip olmali ve elde ettigi bakteri izolatlarini
arsivleyebilmelidir (23).

Suda Legionella bakterisi arastiran laboratuvarlar, sonuglarin dogrulugu ve givenilirligi
acgisindan tartisma konusu olmaya yatkin laboratuvarlardir. Calismanin her agsamasinda
i¢ kalite kontrol tekniklerinin kullaniimasi, ézellikle besiyeri kalite kontroll blylk énem
tasir. Ayrica laboratuvar belli araliklarla dis kalite degerlendirme programlarina
katilmahdir. Her giin duzenli olarak etliv ve buzdolabi isilar harici termometrelerle
Olgliliip kaydedilmeli, standart solusyonlarla haftada bir pH metre kalibre edilmeli, diger
Olgiim cihazlarinin (hassas terazi v.b.) ve otomatik pipetlerin kalibrasyonlari da belli
araliklarla yaptinimahdir (18).

Mikrobiyoloji laboratuvarinda caligmanin en dnemli esaslarindan biri kayit tutmaktir.
Calismadan kaynaklanan herhangi bir sorun s6z konusu oldugunda; sorunun ¢dzimi
tutulan kayitlarin incelenmesi ile mimkin olabilmektedir. Laboratuvar performansinin
olumlu veya olumsuz ydnde gelismesi de yine bu kayitlardan takip edilebilmektedir.
Laboratuvarin ihtiyac duyacadi baslica kayit formlari bu dékiimanda verilmistir (18).

Suda Legionella tirlerinin tanimlanmasi; bu dokiimanda su 6érneklerinin alinmasindan

itibaren adim adim verilecektir. Her bdlimde gerekli ekipman ve sarf malzemesi de
belirtilmistir. Ayrica gerekli formlar ve tablolar “Ekler” kisminda sunulmustur.
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Suda Legionella Turlerinin Tanimlanmasi

Bu sayfa bilerek bos birakilmigtir
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Suda Legionella Turlerinin Tanimlanmasi

3. SU ORNEKLERININ ALINMASI
3.1 GEREKLI EKIPMAN

steril, burgu kapakli 100 ml'lik sise veya 6rnek alma kaplari

steril, burgu kapakl tipler (15X160mm), tlip sporu

steril pamuklu cubuklar (6nceden tip icinde steril edilmis cift eklivyon)
etiket,

cam kalemi

ornek kayit formu (Ek-1)

tasima kabi

e "m0 o0 T oo

3.2 ORNEK ALIRKEN DIKKAT EDILECEK HUSUSLAR

a. Su siselerinin ve tlplerin Gzeri 6nceden etiketlenmeli, yalnizca numara degil,
orneklerin alindigi yerin adi da yazilmalidir. Boylece olasi karigikliklar 6nlenir.
Laboratuvara ayni anda baska kurumlardan da su 6rnegi gelmis olabilecegi
hatirlanmalidir.

b. Alinacak 6rnek sayisina karar verirken binanin biy(kligli géz dnine alinmalidir.
Bir formdil vermek gerekirse; yatak kapasitesi 500°ln altinda olan kurumlarda en
az 10 su oOrnegi, yatak kapasitesi 500°lin (zerinde olan kurumlarda ise her 100
yatak icin en az iki 6rnek olacak sekilde érnek sayisi belirlenmelidir.

C. Su orneklerinin tim binayl temsil etmesine ©6zen gosterilmelidir. Asadida
siralanan noktalardan érnek alinmasi saglanmalidir;

Sicak su tanklarinin timi - Her katin en az bir odasinin lavabo muslugu
Soguk su tanklarinin tima - Buz makinesi (varsa)

Air-conditioning sistem sogutma kuleleri - Tlrk hamami (varsa)

Air-conditioning sistem kondansorleri - Termal havuz (varsa)

Binaya giren sebeke suyunun deposu - Artezyen kuyusu (varsa)

Her katin en az bir odasinin dus bashd - Artezyen suyu deposu (varsa)
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Suda Legionella Turlerinin Tanimlanmasi

3.3 ORNEKLERIN ALINMASI?

3.3.1 Sicak su tanklarindan su érnegi alinmasi

a.

Tahliye muslugu acildiginda hemen 100 ml’lik bir sise doldurulur ve Uzerindeki
etikete su tankinin adi ile birlikte “1.6rnek” ibaresi yazilir.

Su, 45 saniye-1 dakika kadar tahliye muslugundan tazyikli olarak akmaya
birakilir.

Ayni musluktan ikinci bir 100 ml'lik 6rnek daha alinir ve (izerine su tankinin adi
ile birlikte “2.6rnek” ibaresi yazilir.

Mumkiinse oOrneklerin dlgllen 1s1 dereceleri veya tankin 1si gostergesinden
okunan sicaklik su drnekleri alma formuna (Ek-1) kaydedilmelidir.

3.3.2 Lavabo musluklarindan ekiivyon ile érnek alinmasi’

a.

Musluk hafifce acilarak birkag damla su akitiir ve musluk agzinin islanmasi
saglanir.

Steril, bir ¢ift eklivyonun pamuklu uglar musluk agzindan igeri olabildigince
sokulur.

Ekiivyonlar musluk agzinda 4 kez gepegevre ve hafifce bir kuvvet uygulayarak
cevrilir.

Daha sonra musluk yine hafifce acgilarak 1-2 ml su steril burgu kapakh tip
icine akitilir ve ekiivyonlar bu tiipin icine daldirilir, tiplin kapad! kapatilir.

3.3.3 Dus basliklarindan ekiivyon ile érnek alinmasi®

a.

d.

Dus muslugu hafifce agilarak dus bashgindan birkag damla su akitiir ve
basligin islanmasi saglanir.

Bir cift ekiivyon dus bashidinin tiim ylizeyine, hafif bir kuvvet uygulayarak ve
cevrilerek surtuldr.

Daha sonra musluk yine hafifce acgilarak dus basligindan akitilan 1-2 ml su
burgu kapakh tlp igine konulur ve ekivyonlar bu tiptn icine daldirlir, tiptn
kapadi kapatilir.

Takiben musluk tazyikli olarak acilmali; sicak suyun vyeterince akmasi
saglandiktan sonra dus basliginda suyun ulastidi 1si derecesi dlclilmeli ve su
ornekleri alma formuna (Ek-1) kaydedilmelidir.

! Burada érnek alinmasi 6zellik arzeden durumlardan bahsedilmektedir. Laboratuvar calismasi, érneklerin alinig yontemi
ile dogrudan iliskili oldugundan dikkatlice okunmalidir.

! Gerektiginde musluk/dus baghgi érnekleri 100 ml.lik érnek sisesinin doldurulmasi ile de alinabilir. Ancak calismalar
Legionella varidinin saptanmasi agisindan; ekiivyon yénteminin, musluk veya dus suyu incelemesinden daha yiiksek
duyarllikta oldugunu gostermistir.
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Suda Legionella Turlerinin Tanimlanmasi

3.3.4 Musluk veya dus basligindan dogrudan su drnegi alinmasi

a.

Musluk veya dus basliklarindan érneklemenin eklivyon slrtme ydntemi ile
yapilmasi onerilir. Bununla birlikte, ekiivyon bulunamamasi v.b. durumlarda
musluk veya dus baslklarindan 6rnekleme suyun dodgrudan siseye
doldurulmasi ile de yapilabilir.

Musluk veya dus basligindan su 6rnegi alinmasi icin musluk hafifce acilmali ve
beklemeksizin su siseye doldurulmaldir.

100 ml su 6rnegdi alinmasi yeterlidir.

Birden fazla sogutma kulesi olan binalarda her kuleden ayr ayri érnekleme
yapiimali ve siselerin Uzerindeki etiketlere kulelerin adlari veya numaralari
kaydedilmelidir.

Her 6rnek ayrica su drnekleri alma formuna (Ek-1) kaydedilmelidir.

3.3.5 Air-condiitioning sogutma kulesinden su 6rnegi alinmasi

a.

Sogutma kulesinden su 6rnedi alinmasi icin bina teknik servis elemanindan
yardim istenmelidir.

Ornek sogutma kulesinin igine sisenin daldiriimasi yoluyla alinir.
100 ml su 6rnegdi alinmasi yeterlidir.

Birden fazla sogutma kulesi olan binalarda her kuleden ayri ayri 6rnekleme
yapiimali ve siselerin Uzerindeki etiketlere kulelerin adlari veya numaralari
kaydedilmelidir.

Her 6rnek ayrica su drnekleri alma formuna (Ek-1) kaydedilmelidir.

3.4 ORNEKLERIN LABORATUVARA GONDERILMESI

a.

Su orneklerinin laboratuvara gonderilmesinde 24-48 saat igin soduk zincir
gerekli degildir. Bununla birlikte 6rnekler mimkiin olan en kisa siirede
laboratuvara iletilmeli, laboratuvarda hemen incelenemeyecekse bir haftaya
kadar buzdolabinda saklanmalidir.

Ornekler uygun bir tasima kabina diizgiince yerlestiriimeli, sise veya cam
tuplerin kinimamasi ve doékilmemesi igin gerekli énlem alinmaldir.
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Suda Legionella Turlerinin Tanimlanmasi

Bu sayfa bilerek bos birakilmistir
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Suda Legionella Turlerinin Tanimlanmasi

4. SU ORNEKLERININ INCELENMESI

4.1 GEREKLI CIHAZLAR ve SARF MALZEMESI

37°C inkiibator (tepsileri ayarlanabilen)
15x120mm, steril, agzi burgu kapakl cam tiipler

15x160mm, steril, adzi burgu kapakli cam tiipler (6rnek almak igin cift
ekuvyonlu hazirlanmig)

25x160mm, steril, agz burgu kapakli pyrex tiipler
Besiyerleri (Legionella besiyerleri ve %5 kanli agar )
Bunzen beki

Buzdolabi

Cam “L” su yayma bageti

Cam kalemi ve etiketleme malzemesi

Derin dondurucu (-20°C)

Derin dondurucu tiip saklama kutulari

Hassas terazi

Koloni mikroskopu (stereo-mikroskop)

Legionella spesifik lateks agglutinasyon kiti (L.pneumophila SG1, SG2-14
polivalan ve Legionella sp polivalan aglitinan serumlari icermeli)

Manyetik karistirici ve manyetik baliklar

Membran filtre (sellliloz asetat; 0.2um por size, @47-50mm)

Otoklav bandi

pH metre (kalibrasyon sollisyonlari ile birlikte)

Pipetler (steril; 1ml, 2ml, 5ml, 10ml ve 25ml.lik)

Mekanik pipetaj cihazi

Steril disposable &zeler (nikel-krom 6ze ve bunzen beki alevinde 6zenin
yakilmasi biyoguvenlik gerekgesiyle dnerilmez)

Steril HCI-KCI pH 2.2 asit soliisyonu (bkz. Besiyeri ve Reajenler)

Steril siseler (50-1000ml. arasl, otoklava dayanikl burgu kapakli, Pyrex)
Steril, distan burgu kapakli, 1.8-2ml.lik derin dondurucu tipleri

Su filtrasyon cihazi (stizme ¢api @50mm, 100ml’lik 3'lG holder)

Vakum pompasi

Vorteks cihazi (tlp vorteks atagmanli)

Zaman alarmi (timer)
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Suda Legionella Turlerinin Tanimlanmasi

4.2 ORNEK TIPLERI

a 0o T w

Su tanklari (soguk ve sicak)

Air-conditioning sistem sogutma kulesi su ornegi
Musluk ve duslardan ekiivyonla alinan érnekler

Musluk ve duslardan siseye doldurarak alinan érnekler?

4.3 HAZIRLIK

Ornek sayisina gore yeterli sayida besiyeri plagi buzdolabindan cikarilr.

Besiyeri plaklari onceden icerigine goére (BCYE, DGVP gibi) etiketlenmis
olmaldir; aksi halde ciddi kansiklik yasanir (bkz. Besiyeri ve Reajenlerin
hazirlanmasi).

Ornekler oéncelikle Su Ornekleri Calisma Formuha (Ek-2) ve laboratuvar
‘Protokol Defteri'ne kaydedilir.

. Takiben su 6érneklerinin lizerine defter protokol numaralari yazilr.

Orneklerin niteliine gore her érnek igin kullanilacak besiyerlerinin {zeri
etiketlenmis olmalidir.

Bu etiket Uizerine 6rnegin defter protokol numarasi ve kisaca uygulanan islem
yazilir (FA=filtrasyon-asit igslemi, AT= asitle islem, D= direkt ekildi... gibi).

Iigili besiyeri plaklari sularla yanyana gelecek sekilde ¢alisma masasina dizilir.

Filtre edilecek sularin filtrelerini vortekslemek icin 25x160mm kapakli tipler
hazir  bulundurulur ve Uzerleri defter protokol numarasina gore
numaralandirilir. Bu tiiplere 5 ml. steril su tevzi edilir.

Kisa (15x120mm) burgu kapakl cam tiplere HCI-KCI asit solusyonundan (pH
2.2) 2'ser ml. tevzi edilir.

Bir beher iginde alkol, cam “L” 6ze ve bunzen beki hazirda bulundurulur.?
Yeterli sayida steril 1ml, 2ml ve 5 ml pipet hazirda bulundurulur.

! Su drneklerinin musluk veya dus bashgindan sisenin doldurulmasi yoluyla alinmasi, Legionella izolasyon sansi daha
duslk oldugu igin 6nerilmez. Ancak baz durumlarda suyun bu sekilde alinmasi kaginilmaz olabilir. Bu nedenle bu tiir
orneklerin kltlirintin nasil yapilacadi da bu béliimde anlatilmistir.

2 Varsa disposable L 6ze kullanlmasinda fayda vardir. Bu durumda alkole ve bunzen beki alevine gerek yoktur.
Laboratuvar galismasi agisindan da daha giivenlidir.
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Suda Legionella Turlerinin Tanimlanmasi

4.4 SU ORNEKLERININ BESIYERLERINE EKIiLMESI?

4.4.1 Su tanklarindan (soguk ve sicak) alinan drneklerin ekilmesi

a. Direkt ekim yapilacak (D)
Su sisesi vortekslenir veya el ile galkalanir.
BCYE ve DGVP besiyerlerine 0.1'er ml konur.

Besiyerlerine L-0ze ile yayilir.

b. Filtre edildikten sonra asit ile muamele edilecek (FA)
Filtrasyon icin;
Su orneginin 50 ml.si filtrasyon cihazinda filtre edilir

Filtre; ucu alevden gecirilen penset ile dikkatlice sarilarak alinir ve 5 ml steril
su iceren tipe (25X160 mm) konur.

Tup 30 sn vortekslenir.
Asitle muamele igin;*

Vortekslenmis filtre iceren tlipten 2 ml 6rnek, 2 ml HCI-KCI (pH2.2) asit
¢ozeltisi iceren tiipe aktarilir.

Tup vortekslenir ve 3 dakikaya ayarlanmig timer’a basilir.
3 dakika doldugunda tiip tekrar vortekslenir.
Tupten 0.1’er ml 6rnek BCYE ve DGVP besiyerlerine konur.

Besiyerlerine L-6ze ile yayilir.

! Degisik su drneklerinin kiiltiir vasatlarina ekilmesi islemi ayrica Sekil 4.1'de 6zetlenmistir.

2 Asitle muamele toplam 5 dakika icinde tamamlanmis olmalidir. Bu islem her érnek icin ayri zaman tutarak yapilir. Es
zamanli yapilmamalidir; aksi halde karisikliklar ve 6rneklerin asite uzun siireli maruz kalmasi s6z konusu olur.
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Suda Legionella Turlerinin Tanimlanmasi

4.4.2 Air-conditioning sogutma kulesi su 6rneginin ekilmesi

a. Direkt ekim yapilacak (D)
Su sisesi vortekslenir veya el ile calkalanir.
BCYE ve DGVP besiyerlerine 0.1'er ml konur
Besiyerlerine L-6ze ile yayilir.

b. Asit ile muamele edilecek (AT)

2 ml su 6rnegdi, 2 ml. HCI-KCI (pH2.2) asit ¢ozeltisi iceren tiipe ilave edilir;
tlp vortekslenir ve 3 dakikaya ayarlanmis timer‘a basilir.

3 dakika doldugunda tiip tekrar vortekslenir.
Tupten 0.1’er ml érnek BCYE ve DGVP besiyerlerine konur.

Besiyerlerine L-0ze ile yayilir.

4.4.3 Musluk ve duslardan EKUVYONLA alinan érnekler

a. Asit ile muamele edilecek (AT)
Ekivyon cubuklari HCI-KCI (pH2.2) asit cozeltisi iceren tlipe daldirilir.
Pamuklu ug kuvvetlice tlip icindeki asitle karstirilir.

Ekivyon gubuklar tiip kenarindan stzdurilerek cikarilir ve disposable atik
kutusuna atilr.

Tup vortekslenir ve hemen 3 dakikaya ayarlanmis ‘timer‘a basilir.
3 dakika doldugunda tip tekrar vortekslenir.
Tupten 0.1’er ml 6rnek BCYE ve DGVP besiyerlerine konur.

Besiyerlerine L-6ze ile yayilir.
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4.4.4 Musluk ve duslardan SISEYE DOLDURULARAK alinan drnekler

a. Filtre edildikten sonra asit ile muamele edilecek (FA)

Filtrasyon igin;
Su 6rnegdinin 50 ml.si filtrasyon cihazinda filtre edilir.

Filtre; ucu alevden gecirilen penset ile dikkatlice sarilarak alinir ve 5ml steril
su iceren tlpe (25X160mm) konur.

Tap 30 sn vortekslenir.
Asitle muamele icin;

Vortekslenmis filtre iceren tipten 2 ml 6rnek, 2 ml HCI-KCI (pH2.2) asit
cozeltisi igeren tiipe aktarilr.

Tuap vortekslenir ve 3 dakikaya ayarlanmig timer’a basilir.
3 dakika doldudunda tiip tekrar vortekslenir.

Tupten 0.1’er ml 6rnek BCYE ve DGVP besiyerlerine konur.
Besiyerlerine L-0ze ile yayilir.

4.5 INKUBASYON KOSULLARI

Qa 0o T o

T a ™o

Ekilen plaklar, kapaklari tste gelecek sekilde etiv tepsisine dizilir,
Plaklar oda isisinda, yiizeyleri kuruyuncaya kadar bekletilir*
Daha sonra plaklar ters gevrilir.

Bir miktar otoklav bandi lizerine su Orneklerinin alindigi isletmenin/binanin
adi ve o glindn tarihi yazilir ve tepsinin gortinen kenarina yapistirilir.

Tepsi 36.5+0.5°C etiive konur.

Aerob kosullarda inkiibe edilir (%5 CO, veya mumlu jar gerekli degildir).
Etiv 1sis1 kontrol edilir.

Nem saglamak icin kullanilan suyun miktari kontrol edilir?

Bu sekilde 5 glin siresince plaklar inklibe edilir.

! yiizeyi kurumadan etiive kaldirilan plaklarda yayilarak ireme olur ve koloniler tek tek ayird edilemez.

2 Legionella tiirlerinin (iremesi icin kiiltiir ortaminin %95 relatif nem icermesi gerekir. Bunun icin etiiviin tabanina genis
ve diiz bir kapta her zaman bol distile su konmalidir; etiv iginin kuru kalmasina asla izin verilmemelidir.
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BCYE, DGVP ve CCVCye

Sogutma kulesi 0.1 ml direkt ekim yap
su drnekleri
ki t I ) BCYE, DGVP
(konsantrasyon uygulanmaz) omi aSIt/ 2ml su C(’:VC’
_, Ve ye
3 dak. beklet 0.1ml
ekim yap
» Ekivyonlar "
Musluk/Dus bashgi L BCYE, DGVP'ye
ekiivyonla alnan — 2l [EHIS L —» 0.1 ml ekim

5rnekler kuvvetle kanstir.
3 dak. bekle yap

BCYE ve DGVP'ye

Su Tanklan *  0.1ml direkt ekim yap
(Sicak/Soguk)
> suyun 50ml.sini filtre et
e R I konsantrasyon
i Musluk/Dus bashgi f yon)
. siseye doldurarak Filtreyi 5 ml steril su icine koy
. alinan ornekler ve 30 sn. vorteksle

!

2ml asit/2ml su
l 3 dak. beklet

BCYE ve DGVP'ye
0.1 ml ekim yap

Sekil 4.1. Farkh noktalardan alinmig 6rnekler igin laboratuvarda uygulanan on iglemler
ve kiiltiir besiyerlerine ekim icin akis semasi®

L GNEMLI NOT: Kalan su 6rnekleri sonuclar cikincaya kadar buzdolabinda saklanmalidir!
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4.6 KUSKULU KOLONILERIN TANIMLANMASI

4.6.1 Plaklarin okunmasinda pratik 6neriler

L.pneumophila ve diger pek cok tiir icin Greme siiresi 72 saatten 5 giine kadar
degisir. Plaklar 3. giinden itibaren okunmaya ve degerlendiriimeye baslanabilir.
Ancak 6rnek sayisi ve akisinin yiksek ise pratik olarak ekimlerden 5 giin sonra
okunmasi karisikliklarin ortaya c¢ikmasini 6nler. Bu nedenle her 6érnek grubu
ekildikten sonra 5. glinde degerlendirilir.

Eder su ornekleri, vaka ihbari yapilmis bir otelden alinmissa ilk okuma 3. giinde
yapillmali ve 10. gline kadar takip edilmelidir.

Ayrica bazi su sistemlerinde Legionella tiirli bakterilerin bulunacagindan kuvvetle
kuskulaniliyorsa; &zellikle mavi-beyaz floresan veren kolonilerin' (mavi-beyaz)
varligi ve en erken bir haftada Ureyebildikleri gozoniine alinarak {ireme siireleri
10. giine kadar uzatilabilir.

4.6.2 Plaklarin degerlendirilmesi

Plaklarin okunmasi esnasinda “Su Ornekleri Galisma Formu” (Ek-2) kullanilir ve
elde edilen her bilgi bu formda ilgili yerlere kayit edilir.

Hic Greme olmayan plaklar “ireme yok” anlamina gelen bir kisaltma ile (6rn; UY)
forma not edilmelidir.

Plaklar koloni mikroskopu altinda incelenir; Legionella sp ile uyumlu, ylzeyleri
dizgln, hafif bombeli, gri-beyaz, 1-3mm capli, mikroskop altinda kenarlari
pembe, mor, yesil veya mavi buzlu-cam goérinimi veren koloniler 'muhtemel
Legionella kolonileri' olarak ayirdedilir (Sekil 4.2).

Bir plakta bazan Ug-dort farkl koloni gériinima bir arada bulunabilir; bunlar ayni
tlrn farkl serogruplar veya farkl tiirler olabilirler. Her ayri gérinimli koloni bir
ileri basamakta ayri ayri cahsilir.

Plaktaki kuskulu Legionella kolonileri mutlaka sayilir ve calisma formuna bu sayi
kaydedilir (bkz. 4.6.3).

Eder incelenen plakta Legionella kuskulu koloni yoksa, diger tiir koloniler “non-
leg” olarak kaydedilmeli ve kabaca koloni sayilari yazilmaldir.

Bazan suyun kirli olmasi nedeniyle incelenen plaklarda diger mikroorganizmalarin
asir Uredigi (over-growth: OG) gorilir. Boyle durumlarda bu plaklar Legionella
varligi yoninden dederlendirilemez; calisma formuna “OG” olarak kaydedilir. Bu
ornekler igin kalan su numunelerinden diltisyon (1/10 ve 1/100) yapilarak ekimler
tekrarlanir.  Eklivyonla alinmis &rneklerde testin tekrarlanmasi  mumkiin
olmadigindan eger vaka ihbar edilmis bir bina ise, bu noktalardan yeniden 6rnek
alinmasi ve dillisyon yapilarak ekilmesi saglanmalidir.

! Bazi Legionella tirleri (L.bozemanii, L.gormanii, L.dumoffi, L.anisa) uzun dalga boylu (362 nm) ultraviolet lamba isigi
altinda mavi-beyaz floresan verirler. Bu 6zellik bu tirlerin tanisinda bir 6n basamak olarak kullanilir.
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4.6.3 Koloni sayimi ve sudaki bakteri miktarinin hesaplanmasi

Su orneginde Legionelldlarin hangi konsantrasyonda bulundugunu rapor etmek
bazi durumlarda ©6nem kazanir. Koloni goériniminden ayirdedilebilen
Legionellalar ilk okuma esnasinda heniiz kesin identifikasyonlari yapilmamis olsa
da sayiimali ve bir plakta kag adet saptaniyorsa calisma formuna kaydedilmelidir.

Bazan koloni goriiniimiinden farkl serogruplar veya tiirler olabilecegi diistiniilen
legionellalar ayni plakta karsimiza gikabilir. Bunlarin her biri ayr ayr sayilmal ve
kaydedilmelidir. Sonraki identifikasyon basamaklarinda secilmis bu kolonilerin
tanilari kesinlestiginde, incelenen su ornedinde hangi konsantrasyonda [colony
forming unit (cfu)/ml; 1ml.de koloni olusturan bakteri sayisi] Legionella
oldugunun hesaplanmasina gegilecektir.

Hesaplama; dilusyon veya konsantrasyon faktorleri gézoniine alinarak yapilir.
Ornegin; direkt ekimde (D) suyun 0.1 ml.si ekildigi icin plakta okunan Legionella
koloni sayisi 10 ile carpilinca o su drneginin 1ml.sindeki Legionella sayisi bulunur.
Tablo 4.1'de; plakta okunan Legionella sayisina karsilik gelen konsantrasyonun
hesaplanmasi icin formdiller verilmistir. Ayni su 6rneginin farkli besiyerlerinde
(BCYE ve DGVP) gorilen koloni sayilar farkl ise; édnce uygulanan isleme gére (D,
FA v.b.) hesap yapilir, ardindan her iki rakamin ortalamasi alinir. Hesap ile
bulunan deger calisma formuna (Ek-2) kaydedilir, rapora da yazilr.

Tablo 4.1: Uygulanan isleme gére suda bulunan koloni sayisinin hesaplanmasi

Direkt ekim (D) Filtrasyon+Asit (FA) Asitle muamele (AT)

1 ml suda Legionella

sayisi (cfu/ml) = sayilan koloni X 10 sayilan koloni X 2 sayilan koloni X 20

4.6.4 Sonraki identifikasyon basamaklari

Legionella kuskulu kolonilerin goériildiigi her plaktan bir veya daha fazla koloni
secilir. Bu secim sdyle yapilir; bir plaktaki tiim koloniler ayni gériinimde ise bir
koloni secilir, farkl iseler her birini temsilen birer koloni segilir. Segilen her koloni
1,2,3... gibi numaralandirilir (Sekil 4.2).

Identifikasyon calismasinin ilk basamadi, Legionelldlarin %5 kanl agarda
lireyemedighin gosterilmesi prensibine dayanir. Bu nedenle kanl agara ve BCYE
besiyerine secilen her koloniden paralel pasaj yapilir. Kanli agar ve BCYE
besiyerleri cam kalemi ile 6'ya bollinir. Her bélme bir koloni igindir. Koloninin ait
oldugu su 6rnegi numarasi, alindigi besiyerinin adi, gordiigi islem (AT, FA, D..
gibi) ve koloni numarasi her iki besiyerine de kaydedilir (Sekil 4.3).

Koloni alinir; hem kanli hem de BCYE'de kendisi igin ayriimis yere ekilir (Sekil
4.2). Secilen bitiin kolonilere bu islem uygulanir. Bu sekilde pasajlanan paralel
ekim plaklar etiive kaldirilir. 24-48 saat sonra degerlendirilir. Genellikle Gremeler
icin 24 saat yeterlidir. Kanh plaklarda treme olmamis iken, BCYE'de liremesi olan
koloniler yuiksek olasilikla Legionelladir. Bu bulgular calisma formuna kaydedilir.
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Sekil 4.2. Koloni
mikroskopunda
Legionella
kolonisinin
gorinima

ilk ekim plagi
(orijinal plak,
BCYE/DGVP)

A
312
)
3
(2
Kanli agar BCYE

Sekil 4.3. Orijinal plaktaki kugkulu kolonilerin kanl agar ve BCYE'ye paralel pasajl
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4.6.5 Sonuclarin rapor edilmesi

Raporda; mutlaka su 6rneklerinin alindigi binanin adi/6zelligi/adresi, 6rneklerin
laboratuvara gelis tarihi, gdbnderen kurum, 6rnek sayisi, inceleme nedeni (rutin
veya vaka ihbari dolayisi ile v.b.) belirtiimelidir.

Su 6rneklerinin tima protokol numaralari ile birlikte rapora islenmelidir.
Orneklerin (eger kaydedilmis ise) isi dereceleri ve klor diizeyleri belirtiimelidir.

Sonuc¢ kolonunda; Ureme olmayanlar icin sonuc “negatif” seklinde ifade
edilmelidir.

Legionella Giremesi tespit edilen 6rnekler ise sonug kolonunda; lreme gdsteren
Legionellanin tir adi ve serogrubu ile birlikte ifade edilmelidir (6rnegin
"Legionella pneumophila SG1 lredi”). Yaninda mutlaka koloni sayisi cfu/ml
olarak belirtilir. Yogun ilreme (OG) nedeniyle degerlendiriimeyen ornekler de
raporda belirtilmeli ve gerekli agiklama yapilmalidir.

Hicbir su Orneginde (reme saptanmamis olsa da tim Ornekler rapora
kaydedilerek karsilarina "negatif" yazilmalidir.

Bazi durumlarda laboratuvar uzmani gozlemledigi veya elde ettigi diger
laboratuvar bulgularini da raporun alt kisminda "Dustinceler:" bashgi altinda
aciklayabilir; 6rnegin "..... No.lu su 6rneklerinde asiri kirlilik bulgusu -over growth-
saptandidindan Legionella varligi dederlendirilememistir; &rneklerin  tekrar
alinmasi uygundur" v.b. gibi...

4.7 IZOLATLARIN REFERANS LABORATUVARA GONDERILMESI

Ozellikle vaka bildirilmis otellerden elde edilen izolatlar ile hastanelerden elde
edilen izolatlar, ilerde epidemiyolojik amaglarla kullanilabilecedi disinilerek
saklanmali ve gerektiginde Ulusal Referans Laboratuvara godnderilmelidir. Bu
amagla her farkl serogrup ve tirl temsilen birer koloni segilir ve her biri “izolat
saklama prosedirii”"nde verildigi gibi saklamaya alinir (bkz. 5.5).

Izolatlar, Ulusal Referans Laboratuvarina génderilecekse BCYE pasaji ile yeniden
canlandiriimalidir. Daha sonra, gondermek icin 4 veya 6’ya bélinmus BCYE agar
pasajlari kullanilabilecegi gibi, %16k gliserol buyyon iceren derin dondurucu
tliplerine yogun inokilasyon da yapilabilir.

Ister tiip ister plak besiyeri olsun Ulusal Referans Laboratuvara génderilecek
orneklere “biyolojik materyal transportu” kurallari uygulanir ve sizdirmazlik
saglamak lizere gerekli biitiin tedbirler alinir (24,25).

Izolatlar 48-72 saat icin oda isisinda transfer edilebilir. Bu durumlarda énceden
Ulusal Referans Laboratuvar ile iletisim kurulmahdir.
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BCYE'deki tremelerden lateks aglutinasyon testi calisilir. Hangi antiserum ile (SG1,
SG2-14 veya non-pneumophila) aglutinasyon saptaniyorsa calisma formuna
kaydedilir. Aglutinasyon pozitif bulunan érneklerin toplam koloni sayilari hesaplanir
ve sonuglar koloni sayilari ile birlikte rapor edilir (bkz.4.6.3 ve 4.6.5)

Legionella besiyerinde kuskulu koloni
(koloni mikroskopu ve UV lamba ile)

EVET * HAYIR

SUBKULTUR
BCYE ve %5 kanli agara

24-48 saat inkiibasyon
(mavi-beyaz koloniler igin stire uzayabilir)

v

Kanh Agardaiireme | ,| VAR

|
YOK

Legionella sp. degil

\ 4

muhtemelen Legionella spp.

Lateks aglutinasyon (kesin tani)
(LpSG1, SG2-14, Legionella spp. polivalan)

: Direkt Floresan Antikor (ileri identifikasyon) (Referans merkezde
i uygulanir. LpSG1 subtipleri, LpSG2-14 monovalan ve non-pneumophila monovalan DFA
ll konjugatlari ile ileri tiplendirme yapilir; epidemiyolojik amaglar igin 6nemlidir.)

Sekil 4.4. Plak degerlendirme akis diyagrami
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Bu sayfa bilerek bos birakilmigtir
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5. BESIYERI ve REAJENLERIN HAZIRLANMASI
5.1 GENEL PRENSIPLER

5.1.1 Saklama

Kuru-Toz Besiyerleri

1.

Kuru-toz besiyeri (ticari form) laboratuvarin ihtiyaci kadar ve tahmini son
kullanma tarihi g6z éniinde bulundurularak satin alinmalidir.

Kutu Gzerinde yazili son kullanma tarihi zaman zaman kontrol edilmeli ve
depoda saklama esnasinda (riinde herhangi bir degisiklik olup olmadigina
bakilmaldir.

Uzerinde son kullanma tarihi yazili olmayan kuru-toz besiyerlerinin kutusuna
alindidi tarihten itibaren 3 yil sonrasina ‘son kullanma tarihi’ yazilmalidir.

Her kuru-toz besiyeri kutusunun (zerine direkt olarak veya bir etiketle;
laboratuvara giris tarihi, kapadinin ilk acildigi tarih ve (lizerinde yazili olsun
olmasin) son kullanma tarihi yazilmalidir.

Acillmis kuru-toz besiyerlerine acildigi tarihten itibaren 1 yil sonrasina son
kullanma tarihi verilmelidir.

Hazirlanmis Besiyerleri

1.

Besiyeri laboratuvarda hazirlanip dokiildigliinde, her plagin (izerine besiyerinin
adi ve hazirlanma tarihi yazilr.

Plaklar naylon torbalarin icinde paketlendikten sonra, torbalarin da Uzerlerine
besiyerinin adi, hazirlama tarihi ve 2 ay sonrasina olacak sekilde son kullanma
tarihi yazilir.

Etiket blylkce, kolayca gdrilecek sekilde
olmalidir. Ornedin; 01.07.2013 tarihinde BCYE Hzr Tar: 01.05.14
dokulmis BCYE besiyeri paketinin Uzerine SKT :01.07.14
yandaki kutucukta gosterildigi gibi yazilr.

Ticari olarak hazir plak ve tip besiyerlerinin laboratuvarda az sayida
bulundurulmasina 6zen gosterilmelidir. Buzdolabinda saklama esnasinda kolay
gorilmesi icin ticari ambalajinin Gizerindeki son kullanma tarihi paketin (zerine
buyukce bir etikete yazilmahdir.

Kimyasal Reajenler ve Solusyonlar

1.

Kimyasal reajenler de laboratuvarin ihtiyaci kadar ve tahmini son kullanma
tarihleri g6zoéniinde bulundurularak satin alinmalidir.

Bitln kimyasallar yeterli purifikasyona sahip, “reajen-grade” olmalidir.

Uretici firmanin verdi§i, ambalaj {izerinde yazili son kullanma tarihi, ambalajin
aciimadigi siire igin gegerlidir.

Sayfa 23 / 48



Suda Legionella Turlerinin Tanimlanmasi

10.

11.

12.

Eder kimyasal madde ambalaji lizerinde son kullanma tarihi yazili degilse bu
urline alindigi tarihten itibaren 5 yil sonrasina son kullanma tarihi verilmelidir.

Her reajen kutusunun Uzerine direkt olarak veya bir etiketle; laboratuvara girdigi
tarih, kapaginin ilk agildigi tarih ve (lizerinde yazili olsun olmasin) son kullanma
tarihi yazilmahdir.

Acillmis kimyasal reajen kutusu Uzerine acildidi tarihten itibaren 2 yil sonrasina
son kullanma tarihi verilmelidir.

Gunlik rutinde kullanilmak Uzere laboratuvarda hazirlanan her tirli reajen ise
hazirlandigi giinden itibaren 3 ay sonrasina son kullanma tarihi verilerek
etiketlenmelidir.

Etiket Uzerinde reajen veya solusyonun adi, 1N KOH
konsantrasyonu (N, M, %...) gibi bilgiler mutlaka Hzr Tar: 01.05.14
bulunmali; yandaki 6érnede gore yazilmalidir. SKT :01.08.14

Butlin reajenler; hazirladiktan sonra burgu kapakl siselerde saklanir. Gln
isigindan da korunmasi gerekiyorsa kahverengi —amber renkli- sisede
saklanmaldir. [ONEMLI NOT: Agzi pamuk v.b. tikag ile kapatimis reajen
siselerinde bekleme esnasinda buharlasma olur ve konsantrasyon degisir. Bu
nedenle reajenler asla agzi pamuk v.b. tikagh siseye konmamali, bu tiir sisede
beklemis reajen calismada kullaniimamalidir!]

Eder kimyasal reajen veya solusyon steril olarak hazirlanmigsa 6zelligine gore 6
ay veya 1 yil sonrasina son kullanma tarihi verilir (NOT: sterilitenin bozuldugu
disinildigiinde SKT'nin dolmasi beklenmeden atilir).

Bazi durumlarda kimyasal reajen veya solusyon 5 veya 10 kat konsantre olarak
hazirlanir. Bu tiir solusyonlar X5, X10 stok solusyon olarak saklanir ve
kullanilmadan 6nce X1 calisma solusyonu hazirlamak Uzere 5 veya 10 kat
dilusyonu yapilir.

Eder kimyasal reajen veya solusyon X10 v.b. formulasyonla hazirlanmis ise 1 yil
sonrasina son kullanma tarihi verilir.

5.1.2 Besiyeri yapma

Ticari kuru-toz besiyerinin veya malzemesi tek tek tartilarak vyapilacak rutin
besiyerlerinin hazirlanmasinda bazi kurallar her zaman uygulanmaldir. Bu kurallar
besiyerlerinin her zaman ayni standartda ve gtivenilir olmasini saglayacaktir.

Hazirlik Asamasi

1.
2.

Laboratuvar temiz tutulmalidir.

Besiyeri dokmek icin gerekli cam malzeme (yeterli buytkliklerde erlen, beher,
mezur, pipet v.b.) temiz ve kuru olarak hazirda bulundurulmaldir.

Besiyeri yapmak icin kullanilacak kap (erlen veya balon) her zaman hazirlanacak
miktardan daha blyik olmaldir (6rnegin 1 L besiyeri icin 2 Llik erlen
segilmelidir).
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Tartim ve Sterilizasyona Hazirlama

1.

Tim malzemenin dogru tartilmasina 06zen gosterilir. Ticari toz besiyeri
kullaniiyorsa ambalaj Uzerinde belirtilen miktarda tartim yapilir. Tartilan
miktarin ne kadar besiyeri igin olduguna mutlaka dikkat edilir.

Uygun biyuklikte temiz ve kuru bir erlen segilir; lizerine hemen otoklav bandi
yapistirilir ve hazirlanacak besiyerinin adi okunakli harflerle yazilir.

Erlenin igine uygun buyuklikte bir manyetik balik konur.

Tartim yapildiktan sonra besiyeri maddesi erlene aktarilarak uygun miktarda
distile su ile besiyeri sulandirilir.

Besiyerinin manyetik karistirici lizerinde bir siire karismasi saglanir.

Besiyeri pH’sinin énemli oldugu durumlarda (Legionella besiyeri gibi) mutlaka
pH olclilmelidir. Bunun igin kanstiriimis besiyerinden pipet ile 2-3ml kiiguk bir
tiipe aktarilir ve pH metre ile pH’si dlgiilir. Olgiilen deger erlen iizerindeki
etikete kaydedilir.

Tartimi yapan kisi besiyerinde herhangi bir karbonhidrat olup olmadigina
(glukoz, sukroz v.b.) dikkat etmeli, varsa yine etikete seker (+) ya da KH (+)
seklinde mutlaka not etmelidir (bkz. Otoklavda sterilizasyon).

Otoklavda Sterilizasyon

1.

Tartilip sulandinlarak hazirlanan besiyeri, 6zel olarak dnerilen bagka bir yontem
bulunmadikca, otoklavlanarak steril edilir.

Agar iceren besiyerlerinin otoklav éncesinde kaynar su banyosuna konmasina
gerek yoktur. Otoklav isilari ve sireleri sterilizasyon esnasinda agarin erimesi
icin de yeterli olur. Bu yontem vakit kaybini 6nler ve besiyerinin uzun sire isiya
maruz kalmasini engeller.

Otoklava koymadan 6nce besiyeri erleninin agzi sikica baglanmalidir. Bunun igin
gazl bezden erlen agzinin genisligine uygun ve vyeterince siki bir tampon
hazirlanir ve agzina tikanir. (ONEMLI NOT: Bu amagla asla pamuk kullaniimaz.
Pamuk tikag, erlen agzina yapisma v.b. nedenlerle besiyeri dokerken
istenmeyen parcaciklarin vasata gegmesine ve kontaminasyona neden olabilir).

Genis bir paket kagidi veya aluminyum folyo 2-3 kat katlanir ve erlenin agzi, gaz
tamponun (zerinden, bununla sarilir. Daha sonra blylkce kesilmis otoklav
bandi ile uygun bir sekilde baglanir.

Sterilizasyon siiresi otoklava konan besiyeri miktarina gore degisir. 500 ml.ye
kadar 121°C'da 15 dak. yeterli iken; 1-2 litre besiyeri icin 20 dak., 2 litreden
fazla besiyerleri icin 121°C'da 30 dak. gereklidir.

Besiyeri iceriginde seker varsa bu tiir bir besiyeri otoklava digerleri ile es
zamanl konamaz; otoklav isisi ve siresi farkli uygulanir. Bdyle besiyerleri
115°C'da maksimum 15 dak. tutulmalidir.
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Besiveri Dokme

1.

Oncelikle besiyeri dokiilecek oda masasinin {izerine steril disposable petriler
besiyeri miktarina gore cgikarilir, etiketlenerek hazirlanir. [NOT: naylon torbalar
gelisigizel acilmamalidir, ¢lUnkl besiyerini ambalajlamak igin tekrar
kullanilacaktir. ]

Besiyerinin dokiilecedi tahmin edilen saatten 30-45 dak. 6nce besiyeri odasinin
ultraviolet (UV) lambasi yakilir. Bu sire boyunca oda kapisinin tzerine “Dikkat!
UV lamba agiktir!” seklinde uyari yazisi asilir.

3. Besiyeri dokmek lzere odaya girildiginde UV lamba sondiriimelidir.

8.

Otoklavdan c¢ikmis besiyerine eder kan veya suplement ilave edilecekse;
besiyerinin uygun sicaklia getirilmesi (55°C) gerekir. Bunun icin besiyeri
dnceden sicakligi 55°C’a ayarlanmis sicak su banyosuna birakilir.

Uygun sicakliga gelen besiyerine gerekli kan veya suplement ilave edilir. Kisa bir
siire manyetik karistiricida eklenenlerin karismasi saglanir.

Son bir kez, steril sartlarda pH &lgiml yapilir: (a) steril bir pipet ile 2-3ml
besiyeri genis agizli kiiglik bir tlpe aktarilir, sogutulur ve igine pH metre probu
daldinlarak olgiim yapilir, (b) istenen pH'da degilse, steril 1IN KOH veya steril 1N
HCl ile ayarlanir.

Ellere pudrasiz eldiven giyilir, agiza maske takilir ve besiyeri ddkme esnasinda
konusulmamasina 6zen gosterilir.

Ardindan dikkatli bir sekilde, dnceden hazirlanmis steril petrilere dokilr.

Dokiilmis Besiyerlerinin Saklanmasi

1.

Dokiilen besiyeri dizgiin zeminde, dokme isleminin yapildigi masa (zerinde
ertesi gliniin sabahina kadar dinlenmeye birakilir. Bu slire boyunca Uizerine
koruyucu bir 6rtl serilir (havlu, naylon v.b).

Ertesi glin plaklar, kapaklar ters gevrilerek naylon torbalarina konur (varsa
torba igine asir nemlenmeyi énlemek igin silica-gel paketi konur). Bir kisim plak
besiyeri kalite kontrol icin ayriimalidir (bkz. Besiyeri kalite kontrol).

Naylon torbanin agzi otoklav bandi ile bantlanir. Bu bandin lzerine mutlaka
besiyerinin adi, hazirlama ve son kullanma tarihleri (SKT 2 ay sonrasina olacak
sekilde) yazilir.

Bu sekilde ambalajlanmig besiyerleri buzdolabina kaldirilir.

Kullanici ambalajin icinden ihtiyaci kadar plak besiyeri aldiktan sonra kalanini,
(torbanin agzini yine Uizerindeki etiketle kapatarak) buzdolabina kaldirmalidir.
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5.2 LEGIONELLA BESIYERLERI
5.2.1 Legionella Temel Besiyeri (BCYE)

Legionella tirl bakteriler icin temel Ureme ortamini sadlayan besiyeri BCYE
(buffered charcoal yeast extract) agardir.

Suda Legionella sp. inceleme prosediriinden de anlasildidi tizere; BCYE agar, hem
primer izolasyon hem de identifikasyon adimlarinda mutlaka yer alir. Ayni zamanda
Legionella izolasyonunda kullanilan dider secici vasatlarin (DGVP, CCVC, PAC,
PAV..) temelini de BCYE olusturmaktadir.

BCYE agar; ACES buffer, L-sistein, ferrik pirofosfat ve a-ketoglutarat iceren
tamponlu, aktif komirlli, maya 6zitli bir besiyeridir. Bilindigi gibi tampon sistemler
ortam pH’sinda meydana gelen degisiklikleri dlzenlerler. Legionella tirleri Greme
esnasinda olusan asit Urlnlere duyarl olduklarindan ortamda uygun bir tampon
sistemin bulunmasi zorunludur. ACES buffer bu amacla kullanilir. Aktif kémdar ise
Ureme ve 1s1ida maruz kalma ile olusan toksik oksijen radikallerini nétralize eder.

In-house teknik ile BCYE agar yapmak igin formulasyondaki tim maddelerin ayri
ayri tartiimasi ve belli bir sira icinde katilmasi gerekir.

Tablo 5.1'de 1 litre besiyeri igin gerekli malzemenin tartim miktarlari ve besiyerine
katma sirasi diger islemlerle birlikte (karistirma, pH 6lgimi v.b.) &zetlenmistir.
Ayrica, laboratuvar elemani tiim islemler siresince, Bolim 5.1.1 ve 5.1.2°de verilen
Genel Prensiplere uygun calismalidir.

Hem BCYE agarda ve hem de dider Legionella besiyerlerinde en kritik 6zellik
besiyerinin pH'sidir. Son 6lgimde pH mutlaka 6.93+0.3 olmalidir. Besiyeri pH'si
uygun degilse Legionella bakterisi Gremez. Bu nedenle 6lglim icin dogru kalibre
edilmis dijital bir pH metre tercih edilir. Kagit pH stripleri, Legionella besiyerlerinin
pH’sinin dlglilmesinde uygun degildir ve asla kullaniimazlar.

5.2.2 Legionella Segici Besiyerleri (DGVP ve CCVC)

DGVP (dye-glycine-vancomycine-polymyxine B) besiyeri; adini igerdigi maddelerden
alan secici bir besiyeridir. Temel besiyeri BCYE'ye (aktif kdmir miktarindaki kiiglik
bir degisiklikle birlikte) bu maddelerin ilavesi ile DGVP elde edilir.

DGVP besiyeri baglica, su érneklerinden Legionella izolasyonunda tercih edilen bir
secici besiyeridir. Klinik érneklere uygulanmasi tavsiye edilmez. Igerigindeki glisin
ve antibiyotikler suda yaygin bulunan bakterilerin Gremesini engeller. Boyalar (brom
timol mavisi ve brom krezol moru) ise 6zellikle L.micdade/ kolonisinin primer
izolasyonda mavi renk olusturmasi ile diger legionellalardan ayrimina izin verir.

CCVC (cycloheximide-colistine-vancomycine-cephalothine) besiyeri de segici bir
Legionella besiyeridir. Temel besiyeri yine BCYE'dir. Icerdigi antifungal madde —
cycloheximide- dolayisi ile 0zellikle kif mantari reme olasiidi olan sularin
kiiltiriinde tercih edilir. Kif sporlar atmosferde yaygindir ve dogaya acik su
kaynaklarini (air-cond. sogutma kuleleri, Ustii aglk su deposu v.b.) kontamine
edebilirler.
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Acik hava ile temasi olan su 6rnekleri CCVC besiyerine ekilmezlerse BCYE veya
DGVP'de gorulebilecek asin kif Gremesi Legionella izolasyonuna engel olabilir.
Ancak; anlasilacadi lzere, laboratuvara gelen su érneklerinin gogu binanin kapali
sisteminde dolasan sudan alinan 6rneklerden olustugu igin, CCVC sik kullanilan bir
besiyeri degildir. Hazirlanan bir besiyerinin 2 aylik raf omri iginde tiiketilmesi
gerektigi hatirlanirsa; CCVC, ya az miktarda yapilip kullaniimali ya da prosediirden
cikarilmahdir.
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5.3 LEGIONELLA BESIYERLERININ HAZIRLANMASI

Tablo 5.1: Legionella spesifik besiyerlerinin hazirlanmasi*
1000 ml besiyeri yapmak icin*

BCYE DGVP CCVC
Yeast Extract 10.0 g 10.0g 10.0g
Bacto Agar 17.0g 17.0g 17.0g
Charcoal 2049 1.5¢g 2.0g
ACES? 10.0 g 10.0 g 10.0 g
alpha-Ketoglutaric acid 1.0g 1.0g 1.0g
E KOH 2449 2449 2449
© Glycine - 3.0g .
—  Distile su 985 ml 975 ml 980 ml

Manyetik karistiricida karistir > pH 6lg, kaydet (pH 6.90-6.97 olmali)-> Otoklavla (121°C'da
15 dak). - Isisi ayarlanmis benmaride 55°C’a sogut.

L(+) Cystein® (0.4 g) 4 ml (1.0g) 10 ml (0.4 g) 4 ml
Ferric pyrophosphate* (0.25g)10 ml  (0.25g) 10 ml (0.25 g) 10 ml
Bromo cresol purple® - (10 mg) 1 ml -
Bromo thymol blue’ - (10 mg) 1 ml -
Vancomycin HCI® - (1 mg) 1 ml (1 mg) 1 ml
Polymyxin B® - (50.000U) 1 ml -
% Cycloheximide® - - (80 mg) 1 ml
@ Colistin (Polymyxin E)® - - (16 U) 1 ml
~  Cephalotin® - - (4 mg) 1 ml

55°C'a sogutulmus erleni hafif isitilmis manyetik karistiriciya oturt > Maddeleri hazirla ve
aseptik sartlarda besiyerine ekle > Manyetik karistiricida karistir > pH 6lg; gerekiyorsa steril
1N KOH veya 1N HCl ile pH 6.9'a ayarla - 90 mm capli steril petrilere dok.

* Daha ayrintili bilgi icin "BCYE hazirlanmasi” ve "DGVP hazirlanmasi” baslikiar altinda verilen bolimleri
inceleyiniz. "CCVC hazirlanmasi” bu prosediirde yer almayacak, bir sonraki versiyonda ilave edilecektir.

! bu prosediirde /n-house formulasyon veriimektedir.

2 ACES, 900 ml distile su icinde manyetik karistiricida, 50°C'da eriyinceye kadar karistirilir. Daha sonra diger maddeler
ve KOH ilave edilir. Sivi halde eklenen veya eklenecek her sey hesaplanarak toplam volim 1000 ml.ye tamamlanir.

3 L(+) Cystein 1g/10ml (w/v) tartilir, kiiciik bir erlene konur ve oda isisinda erimeye birakilir. Takiben steril bir tiipiin
icine 0.2p'luk filtreden siiziilerek steril edilir ve 55°C’a sogutulmus besiyerine gerekli miktarda ilave edilir.

“ Ferric pyrophosphate 0.25g/10ml (w/v) tartilir, kiiciik bir erlene konur ve oda isisinda erimeye birakilir. Takiben
steril bir tiipiin icine 0.2u'luk filtreden siiziilerek steril edilir ve 55°C’a sogutulmus besiyerine tamami ilave edilir.

5 BTB ve BCP 6nceden 10 mg/ml olacak sekilde hazirlanir, etiketlenir, buzdolabinda 1 yil saklanir
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5.3.1 BCYE'nin hazirlanmasi

1 litre besiyeri icin gerekli malzeme

10.0g Yeast Extract

17.0g Bacto-Agar

20g Active Charcoal (Aktif kémdar)

1.0g Alpha-Ketoglutaric Acid, Potasyum tuzu

10.0g ACES Buffer (Sigma #A9758) (N-[2 Acetamido]-2-Aminoethane Sulfonate)
0.4g L-Cysteine Monohydrochloride (anhydrous)

0.25¢ Ferric Pyrophosphate

40-45 ml 1N KOH (veya bir litre besiyeri icin ~2.4 g KOH)

10.

11.

2 L.lik bir erlen "BCYE agar" yazilarak etiketlenir, icine 900 ml distile su konur,
bir manyetik balik atilir ve 50°C'a ayarli manyetik karistirici (izerine oturtulur.

ACES buffer tartilir ve erlendeki suya ilave edilir. Hafifce isitarak karistirilir ve
tamamen eriyene kadar beklenir.

Sonra yeast extract, agar, kémur ve o-ketoglutaric acid yukarida verilen
miktarlarda tartilir ve erlene ilave edilir; karistirilir.

Besiyerine 45ml 1IN KOH (veya 2.4g KOH) yavas yavas ilave edilir. 5 dak.
tamamen karismasi saglanir. Ardindan pH olgillr; eder pH 6.9-6.95'in altinda
ise yine yavas yavas (her seferinde 1-2 ml) 1N KOH ilave ederek ayarlanir.

Bu ana kadar wiasian toplam volim hesaplanir ve (zerine, 985 ml.ye
tamamlamak Uzere, gerekli miktarda distile su ilave edilir.

Erlenin agz1 kapatilarak otoklava konur ve 121°C'da 20 dak. steril edilir.

Besiyeri hazirlanirken bir yandan da iki ayri kiiglik erlen (25ml.lik) alinir; birine
1g L-cysteine ve digerine 0.25g ferric pyrophosphate tartilir. Her birine 10ml
distile su konur. Oda 1sisinda erimeye birakilirlar (~1 sa). Erime tamamlaninca
her biri enjektor tipi membran filtrelerden (0.2um) gegirilerek steril tlplere
aktanhrlar.

Otoklavdan cikarilan besiyeri 6nceden 55°C'a isitilmis su banyosuna konur,
sogumasi beklenir (besiyeri miktarina gére 30-60 dak. siirer).

Daha sonra besiyeri hafif isitilmis manyetik karistirici Gzerine alinir; kabarcik
olusturmadan karistinlirken L-cysteine'den 4 ml ve ferric pyrophosphate
solisyonunun tamami (10 ml) besiyerine ilave edilir.

Son olarak pH kontroli yapilir (aseptik sartlarda 3 ml besiyeri kiiglik bir tiipe
alinir, donmasi beklenir ve pH olgiiliir; pH 6.90-6.95 araliginin altinda ise steril
1IN KOH, ustiinde ise 1N HCI kullanilarak ayarlanir.)

Onceden UV lambasi yakilarak hazirlanmis odada besiyeri dékme islemine
gegilir (bkz.5.1.2)
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5.3.2 DGVP'nin hazirlanmasi

1 litre besiyeri icin gerekli malzeme

10.0g Yeast Extract

17.0g Bacto-Agar

15¢ Active Charcoal (Aktif kémdr)

1.0g Alpha-Ketoglutaric Acid, Potasyum tuzu

10.0g ACES Buffer (Sigma #A9758) (N-[2 Acetamido]-2-Aminoethane Sulfonate)
1.0g L-Cysteine Monohydrochloride (anhydrous)
0.25¢ Ferric Pyrophosphate

3.0g Glycine (free-base)

40-45 ml 1IN KOH (veya bir litre besiyeri icin ~2.4 g KOH)
10 mg Bromothymol blue (BTB)

10 mg Bromocresol purple (BCP)

1mg Vancomycin HCI

50.000 U Polymyxin B

1. 2 L.lik bir erlen "DGVP agar" yazilarak etiketlenir, icine 900 ml distile su konur,
bir manyetik balik atilir ve 50°C'a ayarll manyetik karistirici (izerine oturtulur.

2. ACES buffer tartilir ve erlendeki suya ilave edilir. Hafifce isitarak karistirilir ve
tamamen eriyene kadar beklenir.

3. Sonra yeast extract, agar, kémir ve a-ketoglutaric acid yukarida verilen
miktarlarda tartilir ve erlene ilave edilir; karistirilir.

4. Besiyerine 45ml 1N KOH (veya 2.4g KOH) yavas yavas ilave edilir. 5 dak.
tamamen karismasi sadlanir. Ardindan pH olgllir; eger pH 6.9-6.95'in altinda
ise yine yavas yavas (her seferinde 1-2 ml) 1N KOH ilave ederek ayarlanir.

5. Bu ana kadar w/asian toplam volim hesaplanir ve (zerine, 975 ml.ye
tamamlamak Uzere, gerekli miktarda distile su ilave edilir.

Erlenin adz1 kapatilarak otoklava konur ve 121°C'da 20 dak. steril edilir.

Besiyeri hazirlanirken bir yandan da iki ayr kiguk erlen (25ml.lik) alinir; birine
1g L-cysteine ve digerine 0.25g ferric pyrophosphate tartilir. Her birine 10ml
distile su konur. Oda isisinda erimeye birakilirlar (~1 saat). Erime tamamlaninca
her biri enjektor tipi membran filtrelerden (0.2um) gecirilerek steril tliplere
aktarilirlar.

8. Otoklavdan cikarilan besiyeri énceden 55°C'a isitilmis su banyosuna konur,
sogumasi beklenir (besiyeri miktarina gore 30-60 dak. siirer).

9. Daha sonra besiyeri hafif isitilmis manyetik karistirici Gizerine alinir; kabarcik
olusturmadan karistirilirken L-cysteine ve ferric pyrophosphate sollisyonlarinin
tamami (10'ar ml) besiyerine ilave edilirler.
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10.

11.

12

13.

14.

15.

16.

Onceden hazirlanmis ve buzdolabinda saklanan boyalardan (stok BTB ve BCP)
1'er ml besiyerine konur (bkz.Boyalarin Hazirlanmasi)

Onceden hazirlanmis ve —20°C derin dondurucuda saklanan antibiyotikler
(vancomycin HCl ve polymyxin B) oda isisinda eritilir ve 1'er ml besiyerine konur
(bkz5.3.3)

. Son olarak pH kontrolii yapilir. Bunun icin; aseptik sartlarda 3 ml besiyeri kiigik

bir tiipe alinir, donmasi beklenir ve pH 6lgllir; pH 6.90-6.95 araliginin altinda
ise steril 1IN KOH, Ustlinde ise 1N HCI kullanilarak ayarlanir (bkz.5.3.4).

Onceden UV lambasi yakilarak hazirlanmis odada besiyeri dékme islemine gegilir
(bkz. 5.1.2).

Besiyeri; 6nceden adi ve hazirlama tarihi yazilarak etiketlenmis plaklara dokulir.
Plaklar bir gece oda i1sisinda Uzeri bir 6érti ile kapatilarak bekletilir.

Ertesi glin plaklar ters cevrilerek (kapaklar alta gelecek sekilde) naylon torbalara
kaldinilir ve torba Uzeri etiketlenerek hazirlama ve son kullanma tarihleri yazilr;
buzdolabinda saklamaya alinir.

Hazirlanan her besiyeri serisinden kalite kontrol yapilir (bkz. Kalite Kontrol).
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5.3.3 Antibiyotiklerin hazirlanmasi

GENEL BILGI

1.

Secici bir besiyeri yapmak istedigimizde; besiyerine, Uremesini istedigimiz
bakterinin direngli, digerlerinin ise duyarl oldugu antibiyotikleri koyariz.

Antibiyotik konsantrasyonu da kritik 5neme sahiptir. Konsantrasyon arttikca izole
edilmek istenen bakteri Uzerindeki inhibitor etki de artabilir. Konsantrasyon
disik kaldiginda ise istenmeyen flora bakterilerinin tremesi artar. Bu nedenle
antibiyotik tartiminda maksimum hassasiyet gosterilir.

. Besiyerlerine konulacak antibiyotikler besiyerinin 1 litresinde bulunmasi gereken

miktarin 1mL iginde sulandiriimasi prensibine gore hazirlanir.

Bu sekilde (stok solusyon olarak) hazirlanan antibiyotik, —20°C derin
dondurucuda saklanabilir.

. Tartim igin asagidaki formdal kullanilir:

Tartilacak miktar (mg) X Aktivite (ug/mg)
Volim

= Istenen konsantrasyon (ng/mL)

6. Tartilacak miktar terazinin hassasiyet kapasitesine gore kararlastirilir.

7. Kullanilacak hassas terazi en az "0.000g” hassasiyette olmalidir.

8. Boyle bir hassas terazide bir kerede glivenli olarak tartilabilecek en kiglk miktar

~20mg’dir. Daha diisiik adirlikta tartimdan kaginilmalidir. Bu durumda;
ornegin 1mg/mL olacak sekilde antibiyotik stok solusyon yapmak igin:

en az 20mg tartim yapmak gerektigi géz 6niine alindiginda -aktivite de (ug/mg) hesaba
katilinca- en az 20mL diluent ile sulandirm yapilacagi hesaplanir. Bu miktar hemen
hemen 20 litrelik besiyeri icindir. 1 litre besiyerine yetecek miktar 1ml oldugundan elde
edilen solusyon 1'er mL.lik alikotlara béliinerek saklanir.

Antibiyotik stok solusyonu dillienti ile (cogu kez dilient ‘su’dur; ancak
antibiyotige gore degisebilecegi hatirlanmalidir) sulandirildiktan sonra 0.2um por
capl filtre ile steril edilir.

10.0nceden etiketlenip hazirlanmis steril burgu kapakli tiiplere, her 1 litre besiyeri

icin 1.1mL olacak sekilde tevzi edilir.

11.Bu sekilde hazirlanmig antibiyotik solusyonu derin dondurucuda 2 yil saklanabilir.
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ORNEK ANTIBIYOTiK HAZIRLAMA PROSEDURLERI

Vancomycin HCI

Antibiyotik

: Vancomycin HCI (Sigma Cat#V-2002)

Aktivite

: 1037ug/mg (ambalaj Ustlinde belirtilen)

Ambalajin agildigi tarih : __/_ /201_

Hazirlik:

Tartim:

Eritme-
saklama

—

Biyogiivenlik kabinini* en az 10 dak. 6nceden ac, calistir.

. Galisma yuzeyini alkolle temizle. Gerekli malzemeyi (suporlar, tipler,

enjektdr ve filtreler...) calisma alanina koy.

. Tartim miktarina goére (~20 adet) burgu kapakli, steril derin dondurucu

thplerinden al, tzerlerini etiketle, hazirla.

Etiketin Gzerine su bilgileri yaz: | vancomycin HCI 1mg/mL StokSol:1.1mL
HzrT: 20.02.2014 SKT : 20.02.2016

Yapilacak tartim miktarina karar ver. [Aktivite degeri “ug/mg”
cinsinden olan antibiyotikler icin tartilacak miktara 6nceden karar
verilir ve “sulandirim volima” hesaplanir.]

Besiyerinde vancomycine son konsantrasyon=1ug/mL olduguna gore
Stok Vancomycine HCI=1000ug/mL (=1mg/mL) olacak sekilde hazirla.

Tartim miktarina karar verilmis ise (6rnegin 20mg) formdli uygula:

20mg X 1037ug/mg
Volim

Toz antibiyotikten 20mg tart ve dikkatli bir sekilde 50mL.lik bir temiz
erlene koy.

=1000pg/mL Voliim= 20.74mL hesaplanir.

Uzerine 20.74mL deiyonize su ilave et. Bu esnada tartim kabini da
suya tut ve (izerinde hic madde kalmamasini sagla.

Antibiyotik timi ile eriyene kadar yavas yavas karistir.
Antibiyotik solusyonunu enjektére al.
0.2um.lik membran filtre ile steril bir Falcon tiipe siz.

Burgu kapakli derin dondurucu tiplerine 1.1mL olacak sekilde tevzi et.
Supor ile derin dondurucuya kaldir, -20°C'da dondur.

Donduktan sonra tupleri (fazla yer kaplamamasi igin) Uzeri
etiketlenmis kapakli bir kaba veya kutuya aktar. -20°C'da sakla.

* Calisma miimkiinse Biyogiivenlik Kabininde (Class I veya IIA) yapiimalidir. E§er miimkiin degilse calisma 6ncesinde
odanin UV lambasi 30 dak. agik birakiimali; daha sonra UV kapatilip odaya girilmeli, dikkatli bir sekilde, gerekmedikce
konusmaksizin antibiyotik tevzi edilmelidir.
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Polymyxin B
Antibiyotik : Polymyxin B (Sigma Cat#P-1004)
Aktivite : 7.826 U/mg (ambalaj Ustlinde belirtilen)

Ambalajin agildigi tarih : __/_/200_

Hazirhk:

Tartim:

Eritme-
saklama

[y

Biyogiivenlik kabinini" en az 10 dak. énceden ag, calistir.

2. Calisma yuzeyini alkolle temizle. Gerekli malzemeyi (suporlar, tipler,

—

enjektor ve filtreler...) caligma alanina koy.

Tartim miktarina gore (~20 adet) burgu kapakli, steril derin dondurucu
tiplerinden al, tzerlerini etiketle, hazirla.

Etiketin (izerine su bilgileri yaz: polymyxin B 50.000 u/mL  StokSol: 1.1 mL
HzrT: 20.02.2014 SKT: 20.02.2016

4

Yapilacak stok solusyonun volimine karar ver [Aktivitesi “Unite
cinsinden olan antibiyotikler igin diluent volimine ©nceden karar
verilir ve “tartilacak miktar” hesaplanir.]

Besiyerinde polymyxine B son konsantrasyonu=50U/mL olduguna
gdre Stok Polymyxine B=50.000U/mL olacak sekilde hazirla.

Sulandinm miktarina (volim’e) karar verilmis ise (drnegin 22ml)
formalu uygula:

tartilacak miktar (mg) X 7.826U/mg
22ml

tartilacak miktar= 140.55mg hesaplanir

=50.000U/mL

Toz antibiyotikten 140.55mg tart ve dikkatli bir sekilde 50mL.lik bir
temiz erlene koy.

Uzerine 22mL deiyonize su ilave et. Bu esnada tartim kabini da suya
tut ve lzerinde hi¢ madde kalmamasini sagla.

Antibiyotik timu ile eriyene kadar yavas yavas karistir.
Antibiyotik solusyonunu enjektére al.
0.2um.lik membran filtre ile steril bir Falcon tiipe siz.

Burgu kapakli derin dondurucu tlplerine 1.1mL olacak sekilde tevzi
et. Supor ile derin dondurucuya kaldir, -20°C'da dondur.

Donduktan sonra tilpleri (fazla yer kaplamamasi icin) Uzeri
etiketlenmis kapakl bir kaba veya kutuya aktar. -20°C'da sakla.

" Calisma miimkiinse Biyogiivenlik Kabininde (Class I veya IIA) yapiimalidir. E§er miimkiin degilse calisma éncesinde
odanin UV lambasi 30 dak. agik birakilimali; daha sonra UV kapatilip odaya girilmeli, dikkatli bir sekilde, gerekmedikce
konusmaksizin antibiyotik tevzi edilmelidir.
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5.3.4 Reajenlerin hazirlanmasi®

1N KOH HAZIRLANMASI?

KOH molekil agirhdi (MW)=56.1g.

a. 1000ml 1N KOH hazirlamak icin; KOH.................. 56.1 gr tart
Distile su.......... 1000ml ilave et
b. KOH’'In suda erimesi saglanir.
Hazirlanan gozelti iki veya daha fazla siseye bdlunar.

d. Besiyerine sterilizasyon oncesi ilave edilecek KOH'In steril olmasina gerek
yoktur; yalnizca etiketlenir, hazirlama tarihi ve SKT (6 ay sonrasi) yazilir.

e. Besiyerine, sterilizasyon sonrasi pH ayarlamasi igin ilave edilecek KOH'In steril
olmasi gerekir. Sisenin Uzeri etiketlenir; etikete c¢ozeltinin adi, hazirlama tarihi
ve SKT (1 yil sonrasi) yazilir.

Otoklavda steril edilir (121°C, 15 dak.)

g. Oda isisinda saklanir.

1N HCl HAZIRLANMASI?

HCl molekil agirhdgi (MW)=36.5g
HClI ticari ambalajinda %37'lik (10N) konsantre solusyondur. Buna gore;

a. 1000ml 1N HCI hazirlamak icin; Distile su ........ 900ml. bir erlene koy
%37'lik HCI ..... 100ml. yavas ilave et.

[ONEMLI UYARI! Cozelti; konsantre asit suya yavas yavas ilave edilerek hazirlanir. Asla su, asitin
Uzerine dokulmemelidir. Asit-su karsilasmasi esnasinda isi veren bir reaksiyon meydana
geldiginden patlama ve yanma olabilir. Benzer tim calismalarda azami dikkat gosterilmelidir.]

Hazirlanan cozelti iki veya daha fazla siseye boélinir.

Bir kisim HCI steril edilmeden saklanir; etiketlenir, hazirlama tarihi ve SKT (6 ay
sonrasi) yazilr.

d. Besiyerine sterilizasyon sonrasi pH ayarlamasi icin ilave edilecek HCl'in steril
olmasi gerekir. Sisenin Uzeri etiketlenir; hazirlama tarihi ve SKT (1 yil sonrasi)
yazilir.

e. Filtrasyonla veya otoklavda steril edilir (121°C, 15 dak.)
f.  Oda isisinda saklanir.

! Biitiin reajenleri hazirladiktan sonra agzi burgu kapakli siselerde saklayiniz. (bkz.5.1.1)

2 Hazirlama esnasinda Legionella besiyerleri genellikle asit reaksiyondadir. pH'ini ayarlamak icin bu durumda baz olarak
1N KOH kullanilir. Sodyum Legionella bakterisi tizerinde inhibitér oldudu icin asla NaOH kullaniimaz!

3 Bazan besiyeri pH ayari icin asit ¢6zelti kullanilmasi gerekir. Bu nedenle 1N HCl laboratuvarda hazir bulundurulmalidir.
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HCI-KCI (pH 2.2) ASIT SOLUSYONU HAZIRLANMASI

a. Stok 0.2N HCl; 1N HCl 20ml
Dist.su 80ml

b. Stok 0.2N KClI; KCl 159
Dist.su 100ml

c. Calisma Solusyonu (pH 2.2, HCI-KCI) hazirlamak igin;

0.2N stok HCl'den ............. 5.3 ml
0.2N stok KCl'den ............. 25.0 ml
Distile SU ..ocveviiiiiieiieennen, 100.0 ml

pH 2.2'ye ayarlanir

d. Sisenin Uzeri etiketlenir; etikete ¢dzeltinin adi, hazirlama tarihi ve son kullanma
tarihi (1 yil sonrasi) yazilir.

e. Filtrasyonla veya otoklavlanarak steril edilir.
f. Oda isisinda saklanir.

Sayfa 37 / 48



Suda Legionella Turlerinin Tanimlanmasi

5.4 BESIYERI KALITE KONTROL PROSEDURU

5.4.1 Amag
Laboratuvarda hazirlanan Legionella besiyerlerinde kalite kontroli yapmanin
amaci;
a. sterilite igin gerekli kosullara uyulup uyulmadiginin (sterilite kontrol),
b. Legionella iremesini destekleyip desteklemedidinin (ireme kontrol), ve

c. diger mikroorganizmalarin Uremesini inhibe edip etmediginin (inhibitor
performans kontrol), arastiriimasidir.

Besiyerlerinin test edilmesi icin asadida verilen prosediirler kullaniir. Bu
proseduirler yalniz Legionella spesifik besiyerleri icindir.

5.4.2 Sterilite kontrol
Her - litre besiyeri icin rastgele secilmis 2 plak 37°C'da inkiibasyona kaldirilir. 3
glin sonra incelenir.

5.4.3 Inokulum hazirlanmasi

Saklama besiyerinden (BCYE veya diger m.o.lar igin uygun vasat) pasajlanmis 1-2
gunlik agar kultirinden 2 ml steril deiyonize suda, 0.5 MacFarland’a gdre bakteri
suspansiyonu hazirlanir.

1ul.lik steril 6ze ile bir 6ze dolusu, test edilecek besiyerine ekilir.
Plaklar 37°C'da inkiibe edilir.

Uremeler ertesi giinden itibaren kontrol edilir. Legionella spesifik tireme icin 3 giin
sonunda karar verilir.

STOK iZOLAT Standart # SAKLAMA BESIYERI
Legionella pneumophila ATCC43111 BCYE (yatik)
Legionella micdadei VAMC594 BCYE (yatik)
Legionella bozemanii VAMC14 BCYE (yatik)
Escherichia coli ATCC25922 TSA veya kanli agar
Staphylococcus aureus  ATCC25923 TSA veya kanl agar

5.4.4 Sonuglarnn kaydedilmesi

“Legionella Besiyeri Kalite Kontrol Tablosu”na (Ek-3) besiyerinin adi, Lot No,
miktari, kalite kontrol tarihi v.b. besiyeri bilgileri kaydedilir.

Tablonun sag Ust kodsesinde verilen parametreler baz alinarak plaklar okunur ve
kabul edilen degerler “+" ile, kabul edilmeyenler “-" ile tabloya isaretlenir.

Incelenen besiyeri kabul edilen parametreler ile uyusmadiginda kullanim disi
birakiir ve “Legionella Besiyeri Kalite Kontrol Tablosu”nun “degerlendirme”
kismina kaydedilir.
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5.5 IZOLAT SAKLAMA PROSEDURU
5.5.1 Saklama Besiyerinin Hazirlanmasi

%16 Glycerol’li Buyyon

a. 250 ml.lik temiz bir erlen alinir. Icine bir adet manyetik bar konulur.

Nutrient Broth (Difco)..........cccccveeeenee. 1.0g
Glycerol (kullanmadan dénce isitilir)...... 20.1g
Distile SU.......ccceeeviieieecee e, 100.0 ml

b. Manyetik karnistiricida karistinihr, eritilir, pH élgultr ve 7.2+0.5’e ayarlanir.

C. 3-4 adet, 25 veya 50ml.lik burgu kapakl Pyrex siselerden alinir ve hazirlanan
buyyon béllndr.

d. 115°C'da 10 dakika otoklavlanir. Buzdolabinda 6 ay saklanir.

5.5.2 Suglarin Saklanmasi

Gerekli Materyal

iki adet burgu kapakli, steril, plastik derin dondurucu tiipii

%16'lik glycerol buyyon.

Iki adet BCYE (veya diger bakteriler icin kanl agar, ¢ukulata agar...)
Steril disposable 6ze

Biyoguvenlik kabini (Class I veya II) (yoksa; bunzen beki basinda calis)

S o a0 T o

Solvent rezistan cam kalemi veya etiket (deepfreez’e konulacak tiipler, solvent
rezistan cam kalemi ya da etiket ile adlandiriimalidir.)

g. Saklama (koleksiyon) kayit defteri

Izolatin Hazirlanmasi

Oncelikle saklanacak susun saf kiiltiirii elde edilmis olmalidir. Ardindan;
a. Iki adet kanli agar plad (veya Legionella icin BCYE) alinir.
b. Plaklarin lizerine izolata ait bilgiler (adi, Prot.No.su) ve tarih yazilr.

c. Izolatin saf kiiltiiriinden, birer 6ze dolusu olacak sekilde her iki plaga da yogun
ekim yapilr.

d. 24-48 saat inkiibe edilir (bakterinin ireme Ozelligine gore siire degdisir; ancak,
mimkin oldugunca daha yasli kiiltiirleri saklamaktan kaginiimalidir.)
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Saklama (Kultlr Koleksiyonu)

a. Inkiibasyon sonunda plaklarda yogun tireme goérilmelidir.
b. 1Iki adet derin dondurucu tiipiine %16'lik glycerol buyyondan 1.2-1.5ml konur.

C. Bir 6ze yardimiyla her bir plaktaki Gremenin tamami bir tipe olacak sekilde
bakteri toplanir (toplama islemi steril dacron ekiivyon cubugu kullanilarak da
yapilabilir).

d. Toplanan bakteri tiip icindeki buyyonda homojenize edilir. Agzi kapatilir ve
vortekslenir.
e. Kolleksiyon kayit defterine susun kimlik bilgileri ve tarih iglenir.

Tiiplerden biri -20°C'a (1-2 yil icin) digeri -80°C’a (en az 8-10 yil icin) kaldirilir
(karisikligi  6nlemek icin izolatlarin belirli bir kodlama dlzeninde saklama
kutularina ve derin dondurucuya yerlestirilmesi gerektigi unutulmamaldir).

5.5.3 Saklanmis izolatin gereginde yeniden pasajlanmasi

Genellikle 6 ay-1 yil icinde rutin amaclarla pasaji gereken izolatlar icin -20°C’ da
saklanan tliplerin kullanilmasi, 5-10 yil 6nceki izolatlardan yararlanmak gerektiginde
ise -80°C'da saklanan tiiplere bagvurulmasi dnerilir.

Bu nedenle -20°C’a kaldirilan tiiplerin en geg iki yilda bir yenilenmesinde fayda
vardir.

Pasaj icin BCYE agar hazirda bulundurulur.

Veya bakterinin 06zelligine gore kanli agar, gukulata agar veya spesifik
inhibitérstiz zengin bir agar besiyeri alinir.

Pasajlanacak izolat derin dondurucudan cikarilir. Bir buz kabinin igine konur.

d. Tup igeriginin erimesi beklenmeden ist kismindan bir steril 6ze ile kazima
yapilarak alinan 6ze dolusu bakteri besiyerine ekilir.

e. Tup tekrar ve hemen derin dondurucuya, alindigi kutuya kaldirihir.
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/. EKLER
Ek-1. SU ORNEGI ALMA FORMU

ORNEKLERIN ALINDIGI;

Bina (Hastane/Otel): Yatak Kapasitesi
Adres :

Tel :0( ) Faks : 0 ( )

ORNEKLERI ALAN/GONDEREN;

Kurum/Kisi Adi

Tel :0( ) Faks : 0 ( )
Ornekleme tarihi : / /20 Lab.a génderme tarihi: / /20
No ALINAN ORNEK ADI; SICAKLIK; KLOR (ppm)
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Legionella Bolge Laboratuvart
SU ORNEKLERI CALISMA FORMU

Otel/Hastane:

Ek-2

Sayfada

Ornekleme tarihi:

Ekim T:

Plak okuma T:

Ornek
Lab.Protokol No

Bilgisi/

Direkt
FA

veya
AT?

Besiyeri

Koloni
sayIsl

Subkdiltur

SAT?

BCYE |BAP?

Lp
5G1

Lp
SG 2-
14

non-
pneum

Sonug

BCYE

DGVP

BCYE

DGVP

BCYE

DGVP

BCYE

DGVP

BCYE

DGVP

BCYE

DGVP

BCYE

DGVP

BCYE

DGVP

IAT: asit treatment, FA: Filtrasyon+Asit?BAP: blood agar plate”SAT : slide agliitinasyon test
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LEGIONELLA BESIYERI KALITE KONTROL KAYIT TABLOSU Yil

Inkibasyon siresi= 3 gdn L.pneumaophila L.micdadei L.bozemanii E.coli S.aureus

Lot# = Besiyerinin yapildigi tarih (ggaayy: 6rnek: 060702) BCYE >1mm >1mm >1mm - -

OKUMA: Kabul edilir  :V DGVP >1mm/yesil >1mm/mavi >1mm/gri-yesil  0-50 koloni Uremez
Kabul edilmez : - Cccvc >1mm >1mm >1mm 0-50 koloni Uremez

incelenmedi : X

: Kalite L. pneumophila L.micdadei L.bozemanii | E.coli S aureus N .
MIKEN ot Ikontrol  |Sterilte [ >oMUS | DEGERLENDIRME/YORUM

No |Besiyeri L - . .
(L) Tarihi Ureme |Boyut |Renk |Ureme |Boyut |Renk |Ureme |Boyut [Sayi Yorum |Say! Yorum
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BAGLANTI ADRESI:
Tirkiye Halk Sagligi Kurumu
Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlar Daire Bagkanligi
Ulusal Solunum Yolu Patojenleri Referans Laboratuvari
E Blok 2. Kat 06100 Sihhiye-ANKARA
Tel: 0(312) 565 5505 Faks: 0(312) 565 5455
e-posta:usypri@saglik.gov.tr
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