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- — Legionella bakterilerinin olusturdugu akut enfeksiyon

- 1) Legionella bakterileri dogada yaygin

2) insan yapimi su sistemlerine gecer

3) Kaynaktan aerosol inhalasyonu veya
aspirasyon ile yayilir

4) Toplum [ hastane kaynakh LH

\ 4

- 1) Duyarli bireylerde pnémoni
2) Yiiksek ates, bradikardi
3) Beta laktam ab’e yanitsizlik

4) Vaka o6liim orani %10, hastane kaynakl
vakalarda ise %30-40
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- 3 Legionella bakterileri, cevresel kaynaktan yayilarak salgin

yapma potansiyeli nedeniyle énemli bir HALK SAGLIGI sorunu

1) Ulkemizde “Lejyoner Hastaligi Kontrol Programi”
2) Yonetmelik ve Rehber (2015)

3) Bildirimi zorunlu hastalik

4) Saghk Bakanhigi ELDSNet isbirligi

Cevresel 6rneklerin tanisi Klinik 6rneklerin tanisi
1) Kiiltiir 1) Uriner antijen

2) PCR 2) Kultiur
3) PCR

4) Seroloji
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1) Legionella tespitiicin kantitatif gercek zamanli
PCR (qPCR) ile

2) Coklu bolge DNA tiplendirmesi icin yiiksek
¢Oziiniirliikte erime (HRM) analizi tabanli
yontemlerin gelistirilmesi

* Suda Legionella spp, Legionella pneumophila,
Legionella pneumophila SG1’in gPCR ile tespiti

= | egionella pneumophila’daki molekdiler epidemiyolojik
farkliliklarin tespiti

* Halk saghginin korunmasi, olasi salginlarin 6ngérilmesi
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GEREC VE YONTEM-1

Duyarhhk

4 4

Legionella pneumophila SG 1 Legionella tiirleri

Legionella pneumophila SG 3
Leg'.one”a pn.eumo;.)htla 5G6 A.hydrophila, B.subtilis, C.jejuni,
Leg'one”a micdadei E.faecalis, E.coli, Klebsiella sp,

Legionella bozemanii L.monocytogenes, S.enterica,
S.aureus, V.vulnificus, Y.enterocolitica

Hedef disi mikroorganizmalar
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GEREC VE YONTEM-2

Genomik DNA kopya sayilarinin belirlenmesi

10" - 10" Genomik DNA/pl rRNA Cogalma Egrileri
v v o

DNA’larin '

20000,00

konsantrasyon ve 16S rRNA hedefli 3
saflik 6lctimleri* qPCR** e T
A ' ' 0,00
P Daongil Sayisi
1. Ikisinin ortalamasinin alinmasi —— L preumophiserogoup 1 preumoph erogrouns — 1egionc micdode

—L hik group 3 — legionelia b —— L. pneumaophits serogroup 1

2. Genom  kopya sayisi  belirlenen
stoklardan dillisyonlarin hazirlanmasi
(10°- 10 genomik DNA/ul)

*Green MR, Sambrook J, 2012. Molecular cloning: a laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory,
**Stoddard SF, Smith BJ, Hein R, Roller BRK, Schmidt TM, 2015; 43:D593-D598.
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GEREC VE YONTEM-3: qPCR

Legionella
pneumophila
serogrup 1

Legionella spp

X A
wzm

Reaksiyon karisimi

Hedef | DNA Dizisi ETICORE ° 6 m9/mi BSA, -

Gen » 11 mg/ml betaine, Amplifikasyon

sstA | 5-GGCGACCTGGCTTC -3’ 101 * 20 mg/ml PEG 400, * 15 5 95°C (ilk
5'-GGTCATCGTTTGCATTTATATTTA -3’ * %0.2 Tween 20, dongide 10 dk)
FAM-5’-ACGTGGGTTGCAA -3'-BHQ-1 * 20 mM Tris—HCI pH 8.0, « 155530 C

mip | 5-TTGTCTTATAGCATTGGTGCCG -3’ 115 50 mM KCl, «30572°C
5’-CCAATTGAGCGCCACTCATAG -3’ 1.5 mM MgCl,,

FAM-5"-CGGAAGCAATGGCTAAAGGCATGCA-3’-BHQ-1 0.2 mM dNTP mix,

wzm | 5-TGCCTCTGGCTTTGCAGTTA -3’ 70 ,119 UI Hot-Start Tag DNA
5’-CACACAGGCACAGCAGAAACA -3’ olymerase,

y , 1 ul kalip DNA ve
FAM-5'-TTTATTACTCCACTCCAGCGAT -3'-BHQ-1 her bir oligoniikleotidten 0.5 uM

iceren toplam 10 ul’lik hacim

Collins et al . Real time PCR to supplement gold standard culture based detection of Legionella in environmental samples.
Journal of Applied Microbiology 2015; 119: 1158-1169
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GEREC VE YONTEM-4: HRM-MLST

Primerlerin secimi*

ESCMID STUDY GROUP
(¢) FOR LEGIONELLA INFECTIONS
0.0
(0)
European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases

Sequence-Based Typing protocol for epidemiological typing of
Legionella pneumophila

VERSION 5.0

fla A, pilE, asd, mip,
momps, proA, neuA

qPCR

15 s 95°C (ilk dongiide 10 dk), 15s53°C,30s 72°C

6 mg/ml BSA,

11 mg/ml betaine,

20 mg/ml PEG 400,

%0.2 Tween 20,

20 mM Tris—HCI pH 8.0,

50 mM KCl,

1.5 mM Mgdl,,

0.2 mM dNTP mix,

1U Hot-Start Tag DNA Polymerase,
1 ul kalip DNA

1x Eva Green ve

her bir oligoniikleotidten 0.5 uM
iceren toplam 10 ul’lik hacim

HRM ile MLST
analizi**

* Erime egrileri, 65-
959C ‘de 0.1°C/sn
rampa hiziyla elde
edildi.

* qPCR verileri CFX
Manager Software
3.1’de analiz edildi.

*Mentasti M, Fry NK. 2012. Sequence-Based Typing protocol for epidemiological typing of Legionella pneumophila, Version 5.
ESCMID Study Group for Legionella Infections
** Reja V, Kwok A, Stone G, Yang L, Missel A, Menzel C, Bassam B. ScreenClust: Advanced statistical software for supervised and
unsupervised high resolution melting (HRM) analysis. Methods 2010; 50:510-4



o \ T.C.Saglik Bakanhgi
9 Turkiye Halk Sagligi Kurumu

BULGULAR-1

103, 10%, 10 Genom/pL Cogalma Egrileri 103, 102, 10* Genom/pL Erime Pikleri

L.pneumophila serogroup 1 Legionella spp L.pneumophila L.pneumophila serogroup 1 Legionella spp L.pneumophila

40000

30000
25000
)
W 20000

15000

-d(RFU)/dT

10000

5000

0

20

Dongii Sayisi

Sekil 1. Gogalma egrileri Sekil 2. Erime egrileri

* Tiim hedefler icin tespit limiti 10" genomik DNA/ ul
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BULGULAR-2
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BULGULAR-3
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. Legionella pneumophila MLST profilleri benzerlik dendrogrami
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BULGULAR-4

Yéntem islem Siiresi
Canli 6l hiicre eliminasyonu: filtrelerin 15 dk
DNase ile 6n islemi, guanidyum tiyosiyanat islemi)

DNA izolasyonu: silika kolonlar ile saflagtirma 15 dk
gPCRile L spp, Lp, Lp SG1 tarama 90 dk
qPCR (7 hedef gen) - HRM ile MLST 160 dk
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OZET...

= Cevresel drneklerde L spp, Lp, Lp SG’in saptanmasinda
gPCR ve kiltdr yonteminin karsilastiriimasi

= gPCR ve/veya kiltirdeki pozitiflikler icin HRM-MLST
uygulanmasi
00 00000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000600006000000000 o
= gPCR: Cevresel drneklerde L spp, Lp, Lp SG*’in hizli, dogru
ve glvenilir bir sekilde saptanmasi,
= HRM-MLST: Molekdiler epidemiyolojik farkhliklarin basit,
kolay uygulanabilir ve hizli bir yontemle tespiti

= Lejyoner Hastaligi: Erken uyari ve yanit sistemini
SLUURCR G jigilendiren cok 6nemli bir halk sagligi sorununda hizla
mldahale olanagi
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