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Kopsavilkums

Legionella pneumophila ir nosaciti patogéna, dabiskas un maksligi raditas saldiidens
tdenskratuveés sastopama bakterija, kas spgj izraisit infekcijas slimibu — legionelozi. Lai
noskaidrotu L. pneumophila izplatibu Latvija, no 40 viesnicu Gidensapgades sisttmam nonemti
240 karsta Gdens paraugi un testéti uz L. pneumophila klatbtitni. No pétijuma iesaistitajam
viesnicam 25 (65 %) viesnicas konstatéts vismaz viens Legionella pozitivs paraugs.
Maksimalais L. pneumophila koloniju veidojo$o vienibu skaits viena parauga bija 1,1 x 10*
kwv/l. Ar MALDI-TOF MS apstiprinati 99 L. pneumophila un 9 L. rubrilucens izolati.
Parstavétaka no serogrupam bija L. pneumophila serogrupa 3 (68 izolati). 1zmantojot SBT
metodi iegiti 26 sekvencu tipi, no kuriem ¢etri (ST 2579, ST 2580, ST 2581 un ST 2582)
EWGLI datubazé registréti pirmo reizi. Visvairak izolatu identificéts ar sekvencu tipa numuru
ST 1104 (15 izolati). Iegita minimum-spaning tree dendrogramma, kura 26 sekvencu tipi
iedalas 4 grupas (A,B,C un D) un 11 atseviskos “singletons” sekvenéu tipos. Sis p&tfjums
papildina EWGLI datubazé ieklauto L. pneumophila sekvencu tipu skaitu, palidz iegut
informaciju par to genétisko dazadibu Latvija un pasaulé, ka ari saskatit L. pneumophila

radniecibu starp atSkirigajiem sekvencu tipiem.

Atslégvardi: Legionella pneumophila, SBT, viesnicas, fidensapgades sistémas, MALDI-
TOF MS



Summary

Prevalence and sequence type diversity of Legionella pneumophila in water supply

systems of Latvian hotels

Legionella pneumophila is a conditionally pathogenic bacteria found in natural and man-
made freshwater reservoirs which can cause infectious disease — legionellosis. To find out the
prevalence of L. pneumophila in Latvia, total of 240 hot water samples from 40 hotel water
supply systems were taken. Overall, at least one positive sample of Legionella was found in 25
(65 %) of study involved hotels. The maximum number of L. pneumophila colony forming units
in a sample was 1.1 x 10* cfu/l. In total, 99 L. pneumophila and 9 L. rubrilucens isolates were
identified by MALDI-TOF MS. The most frequently L. pneumophila serogroup was serogroup
3 (68 isolates). In this study was used SBT method, which all isolates were classified into 26
sequence types, including four new sequence types (ST 2579, ST 2580, ST 2581 and ST 2582)
that were submitted in EWGLI database for the first time. A minimum-spanning tree
dendrogram was obtained from 26 sequence types containing 4 groups (A, B, C and D) and 11
singleton sequence types. This study complements the EWGLI database with new L.
pneumophila sequence types, demonstrated genetic diversity not only in Latvia but also in the

world, as well as showed relationship between different L. pneumophila sequence types.

Keywords: Legionella pneumophila, SBT, hotels, water supply system, MALDI-TOF
MS



levads

Legionella pneumophila ir nosaciti patogéna, gramnegativa, intracelulara baktérija, kas
sastopama dabiskas saldtidens tidenskratuvés (Khodr et al. 2016). Ta var nonakt sadzives
patérinam lietojama tidens aprite, pie labvéligiem augSanas apstakliem masveida savairoties un
iekliit ku tdensapgades sistemas (Zbikowska et al. 2014; Gong et al. 2017). Aspiracijas cela,
caur elposanas organiem, nonakot cilvéka organisma, L. pneumophila spgj izraisit veselibai
bistamu slimibu — legionelozi, ar variablam izpausmes formam, kas sliktakaja gadijuma var
novest pat pie letala iznakuma (Diederen 2008; Phin et al. 2014).

Statistikas dati liecina, ka ar katru gadu paliek arvien vairak legionelozes saslimsanas
gadijumu, kas ir saistiti tieSi ar celoSanu un uzturéSanos viesnicas, kopuma sastadot aptuveni
20 % no registrétajiem saslim$anas gadijumiem (ECDC 2017). Par iemeslu tam vargtu biit
viesnicu €ku vecums un izméri, plasais caurulvadu tikls, sezonalais apmekl&jums un atskirigais
tdens pieprasijums (Borella et al. 2005; Boer et al. 2006).

Iesp&jams, viens no galvenajiem veidiem, ka samazinat inficéSanos ar L. pneumophila un
saslim8anas uzliesmojumu skaitu, ir kontrolgjot §is bakterijas izplatibu vidé (Sanchez-Buso et
al. 2015). Izmantojot uz DNS sekvenci bazéto tipeSanas metodi jeb SBT, ir ieglstams L.
pneumophila al€liskais profils un sekvenc¢u tipa numurs, kas nodros$ina efektivu L. pneumophila
epidemiologisko tip&Sanu, globalas izplatibas izmekléSanu un izsekoSanu, ka ari legionelozes
uzliesmojumu noskaidrosanu (Kozak-Muiznieks et al. 2014). Sis ir pirmais §ada veida p&tijums
Latvijas teritorija, kura tiek identificéti un subtip&ti L. pneumophila izolati no viesnicu
tdensapgades sistémam, laujot noskaidrot L. pneumophila izplatibu un sekvencu tipu

daudzveidibu.

Darba meérkis: Novertét Legionella pneumophila izplatibu un sekvenéu tipu

daudzveidibu Latvijas viesnicu tidensapgades sistémas.

Izvirziti sekojosi darba uzdevumi:

1) Nonemt tdens paraugus no Latvijas viesnicu tdensapgades sisttmam un veikt
testésanu uz Legionella pneumophila klatbttni.

2) Identificét Legionella pneumophila, izmantojot MALDI-TOF MS jeb matricas
veicinato lazera desorbcijas/jonizacijas nolidosanas laika masspektrometrijas metodi.

3) Subtipét Legionella pneumophila izolatus, pielietojot SBT jeb uz DNS sekvenci
bazeto tipe€Sanas metodi.

4) Novertét iegiitos rezultatus un veikt Legionella pneumophila izolatu epidemiologisko

un filogenétisko analizi.



Darba eksperimentala dala izstradata Partikas droSibas, dzivnieku veselibas un vides
zinatniskaja institata ,,BIOR” no 2016. gada novembra Iidz 2018. gada janvarim. Darbs

izstradats, turpinot iepriek$€jo petijumu, kas veikts 2016. gada.



1. LITERATURAS APSKATS
1.1. Legionella pneumophila raksturojums
1.1.1. Biologija un taksonomija

Legionella pneumophila ir saldidens tidenskratuvés sastopama, gramnegativa, obligati
aeroba, nosaciti patogéna, kustiga baktérija (Khodr et al. 2016; Gong et al. 2017). Tai ir
ngjinveida forma, kuras aptuvenie izméri ir 0,3 — 0,9 um diametra un 2 — 20 um garuma
(Diederen 2008). L. pneumophila ir nesporul&josa, ar vienu vai vairakam flagellam, kuru
izpausme ir atkariga no bakterijas uzturéSanas temperatiiras (Hornei et al. 2007).

L. pneumophila augSanas un vairo$anas atrums ir atkarigs no vairakiem kimiskiem un
fizikaliem faktoriem, ka temperatiira, fidens pH, izSkiduSo un suspend&to savienojumu
koncentracijas tident, ka ar no biologiskiem faktoriem, ka pieméram, Eubacteria, Cyanophyta
vai Protista klatbatnes un to dazadibas (Zbikowska et al. 2014). Ta ir saméra rezistenta
baktgrija, kas sp&j uzturét savu dzivotsp&ju sakot no 0°C lidz 60°C temperatirai, bet aptuveni
divu mintsu laika 58 — 60°C temperatiira ta aiziet boja (Hornei et al. 2007; Dilger et al. 2016).
L. pneumophila optimala augsanas temperatiira ir 25 — 42°C, jo ipasi stavosa, ar organiskajam
vielam bagata tideni (Diederen 2008). Legionellas ir salidzinoS$i prasigas péc baribas vielam,
augSanai nepiecieSama s€ru saturo$a aminoskabe L-cisteins, ka arT dzelzs sali (Brenner et al.
2005; Khodr et al. 2016). Optimalais augsanas pH ir 6 — 8, bet ir konstat&ta un izol&ta no vides
avotiem, kuros pH 2,7 lidz 8,3 (Hornei et al. 2007; Subbaram et al. 2017).

Legionella ir fakultativi intracelulara baktérija, kas parazité vienSunos, 1pasi améebas
(Zbikowska et al. 2014). Fagocitozes cela nonakot §tina un veidojot vakuolu, tas sp&j dzivot un
vairoties gan brivi dzivojoSo amébu trofozoita forma, gan ari, izstumjot specifisko vakuolu,
arpus amébas organisma (Zbikowska et al. 2014; Mengue et al. 2017). L. pneumophila ir viena
no tam baktérijam, kas veido biofilmas ka efektivu aizsardzibas mehanismu izdzivosanai
nelabvéligos vides apstaklos (Declerck 2010).

Legionella pneumophila pieder pie Gammaproteobacteria klases, Legionellales rindas,
Legionellaceae dzimtas, kas sastav no vienas gints Legionella (Brenner et al. 2005). Savukart,
pamatojoties uz DNS/DNS hibridizacijas datiem, Legionellaceae dzimta tiek iedalita tris gintis
— Legionella, Fluoribacter un Tatlockia (Garrity et al. 1980 cit. péc Khodr et al. 2016).
Legionella gints sastav vairak neka no 60 sugam, no kuram aptuveni 20 tiek uzskatitas par
patogénam, parsvara izolétam no vides avotiem vai inficétiem pacientiem (Ditomasso et al.
2014; Khodr et al. 2016). Legionella ginti esoSajas sugas vai pasugas izSkir vairak neka 70

atSkirigas serogrupas, balstoties uz dazadam genotipiskam pazimém (Diederen 2008; Gomez-
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Valero et al. 2009). Vienas un tas pasas serogrupas celmi var biit genétiski atskirigi, savukart
dazadu serogrupu celmi var biit genétiski ciesi saistiti (Brenner et al. 2005). L. pneumophila ir
suga ar augstu genétiska polimorfisma Iimeni, t.i. tam ir liels variaciju skaits DNS molekula,
divas vai vairakas al€les var atrasties viena lokusa (Aurell et al. 2005; Qin et al. 2013).

L. pneumophila suga tiek iedalita 16 serogrupas, no kuram visbiezak Legionaru slimibas
uzliesmojumus izraisa tiesi L. pneumophila serogrupa 1 (Lpl) (Khodr et al. 2016). Ar tadas
Legionella gints sugas ka L. longbeachae, L. micdadei, L. bozemanii, L. macaechernii un L.
sainthelensi spgj ierosinat dazada veida saslim$anas, kas biezak saistamas ar nozokomialam
infekcijam (Mentasti et al. 2014; ECDC 2016). Kompostos un mitra, bagatiga augsné mitosa
Legionella longbeachae tiek uzskatita par vél vienu Legionaru slimibas ierosinataju (Amodeo
et al. 2010; Graham et al. 2011).

Péc nukleinskabju bazu guanina-citozina procentuala satura DNS molekula L.
pneumophila suga izskir tris apaks$sugas — L. pneumophila subsp. pneumophila, L. pneumophila
subsp. pascullei un L. pneumophila subsp. fraseri (Brenner et al. 2005). Pilna genoma seciba ir
noteikta L. pneumophila celmam Paris ar izmé&ru 3 503 bp, 3 077 géni un celmam Lens — 3 345
bp, 2 932 géni, kuri satur vienu cirkularu hromosomu (Cazalet et al. 2004).

Salidzinot ar citam gramnegativam baktérijam L. pneumophila piemit specifisks
Stinapvalks ar relativi planu peptidoglikana slani, bet karstumizturigiem un izteikti hidrofobiem
lipopolisaharidiem (Hornei et al. 2007; Gomez-Valero et al. 2009). Tiem ir Tpatn&ja struktiira —
garas, sazarotas taukskabju kédes, O-specifiska kéde un paaugstinats O-acetilgrupu un N-
acetilgrupu Iimenis (Diederen 2008; Shevcuk et al. 2011). Lipopolisaharidu molekulas satur
sugas vai serogrupas atbilstoSas struktiiras O antigénu (Gomez-Valero et al. 2009). L.
pneumophila stnapvalka sastava ir virkne proteinu ar dazadam virulences funkcijam ka
piem&ram, adh&ziju un nokliSanu saimniekorganisma $tinas (Brenner et al. 2005; Shevcuk et
al. 2011). S1 baktérija spgj veidot aréjas membranas vezikulas jeb pislisus, ko izmanto
virulences faktoru transportésanai aréja vide (Shevcuk et al. 2011).

L. pneumophila baktérija pirmo reizi konstatéta 1976. gada julija péc pirma liela
pneimonijas uzliesmojuma Filadelfijas viesnica, kur viena no dzes€Sanas torpiem savairojies

liels skaits bakteriju un prasijis aptuveni 30 cilvéku dzivibas (Fraser et al. 1977).
1.1.2. Izplatiba vide un izraisitas slimibas

Legionella gints baktérijas ir sastopamas gan dabiskas, gan maksligi raditas antropogénas
izcelsmes tdenskratuves, biofilmas, ka arl zemudens slani un danas (Zbikowska et al. 2014).
Legionella pneumophila médz but tados saldidens biotopos ka ezeri, strauti, upes, diki,

ripnieciskie siltuma avoti, gruntsiideni un pazemes tideni (Gaia et al. 2011; Zbikowska et al.
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2014; Blanky et al. 2015; Subbaram et al. 2017). Ta var but sastopama ari mitra augsné un
dublos, Kkas ir netalu no tidenskratuvém, uz tropisko lietusmezu augu un tidensaugu virsmam,
ka arT jiiras iident (Surman-Lee et al. 2007; Blanky et al. 2015).

Neliela koncentracija tas no dabiskam tidenskratuvém var nokliit idensapgades sist€mas,
kur pie labvéligiem augSanas apstakliem masveida savairojas un nonak dzerama tidens aprité
(Borella et al. 2005; Zbikowska et al. 2014). Biezak tas tiek konstatétas viesnicu, ka ari slimnicu
un industrialo riipnicu dzes€Sanas tornos, kas rada tGdens aerosolizaciju (Arslan-Aydogdu,
Kimiran 2018). Slimibu uzliesmojumi visbiezak saistiti ar baktériju savairoSanos dusu
klausulgs, tualetes tideni, gaisa mitrinatajos, dekorativajas struklakas un migloSanas iekartas,
burbu]vannas, kondicionieros, darza laistiSanas un gaisa attiriSanas iekartas, saunas un dzakuzi
(Bartram et al. 2007; Surman-Lee et al. 2007; Blanky et al. 2015).

Tas, vai baktériju klatbiitne Gdensapgades sistémas izraisis slimibu uzliesmojumus, ir
atkarigs no L. pneumophila serogrupu dazadibas, savairojusos baktériju daudzuma, iedzivotaju
imunitates Ipatnibam un bakteriju virulences (Arslan-Aydogdu, Kimiran 2018). Viens no
iemesliem, kapéc saslimSanas biezak ir saistamas ar uzturé$anos viesnicas, ir o €ku izméri un
vecums, parasti tas ir lielas, biezi vien kultirvésturiskas baves ar plasu caurulvadu tiklu, kura
ir mainiga, nekonstanta temperatiira, tadéjadi pastav ari lielaks risks biofilmu izveidei (Borella
et al. 2005). Viesnicas médz biit sezonals apmekl&jums un atskirigs tidens pieprasijums (Boer
et al. 2006). Ilgstosi neapdzivotu istabinu kranos un dusu klausul@s notiek tidens stagnacija, kas
labveligi ietekmé legionellu vairosanos (Boer et al. 2006).

Cilvéka organisma L. pneumophila nonak caur elpceliem, ieelpojot no inficéta vides
avota sikas udens vai augsnes dalinas aerosolu veida, jo sikakas §is aerosolu dalinas, jo lielaks
risks inficéties (Mentasti et al. 2014). Inficésanas nevar notikt iedzerot kontamin&tu Gideni, un
infekcija neizplatas no personas uz personu (Khodr et al. 2016). L. pneumophila, nonakot
plausas un savairojoties tajas eso$ajos makrofagos, kas tieck uzskatiti par primarajam legionellu
mérk§tinam, spgj izraisit legionelozi ar divam variablam formam (Blanky et al. 2015). Smagaka
ir pneimonija, ko déveé arf par Legionaru slimibu, un vieglaka, ko sauc par Pontiakas drudzi
(Diederen 2008).

Pneimonijas jeb plausu karsona inkubacijas periods ir apméram 2 lidz 10 dienas, ta ir
slimiba ar strauju sakumu, kuras biezak konstatétie simptomi ir augsta temperatira, elpoSanas
trauc&jumi un sapes kritis, caureja, nieru un sirdsdarbibas traucéjumi, mialgija jeb muskulu
sapes un diareja (Woodhead 2002; Bartram et al. 2007; Cunha 2010). Viens no ilgakajiem
registrétajiem inkubacijas periodiem ir 19 dienas, bet aptuveni 16 % no saslimsanas gadijumiem
tas ilgst 10 dienas (Boer et al. 2006). Simptomu izpausme un to parklasanas atkariga no pacienta

imunitates, vecuma un dzimuma (Bartram et al. 2007). Potenciali lielaks risks saslimt ar
9



Legionaru slimibu ir virieSu dzimuma parstavjiem, smék&josiem, gados vecakiem cilvékiem
vai hronisku plausu slimibu un diabé&ta pacientiem (Boer et al. 2006; Phin et al. 2014). Ja slimiba
netiek arstéta, ta ned¢las laika strauji progresé un var novest pie letala iznakuma, ko parasti
izraisa elposanas mazspéja (Diederen 2008). Legionaru slimibu médz klasificét péc infekcijas
rasanas vietas, izSkir ta saucamo sadzivé iegito pneimoniju, kad infic€Sanas notiek plasa
sabiedriska vieta, hospitalizacijas laika ieglito pneimoniju un ar celoSanu saistito pneimoniju
(Beaute et al. 2013). L. pneumophila tiek atzita par vienu no biezakajiem sadzivé iegiitas
pneimonijas (SIP) izraisitajiem, aptuveni 2 — 8 % no SIP gadijumiem sastada tie$i Legionaru
slimiba (Bartlett 2008). Eiropa aptuveni 80 % no legionelozes saslim$anas gadijumiem ir
sporadiski vai sadzivé iegitie (ECDC 2016). Hospitalizacijas laika iegiito saslimSanas
gadijumu iemesls galvenokart ir kontaminéts tidens dusas un maksligas elpinasanas sistémas,
bet ar celoSanu saistito saslim$anas gadijumu iemesls ir kontaminéts tdens gaisa
kondicion&$anas sistémas un virpulvannas (Khodr et al. 2016). Legionaru saslim$anas gadijumi
biezak tiek konstatéti vasara vai agra rudeni, kad ir silti un mitri laikapstakli, lielaks nokrisnu
daudzums un augstaks relativais mitrums, kas nodrosina L. pneumophila sekmigu izdzivosanu
un vairoSanos (Cunha et al. 2010). Lielaka dala (59 %) no Legionaru slimibas saslim$anas
gadijumiem Eiropas Savienibas valstis registréti laika posma no jinija lidz oktobrim (ECDC
2017).

Salidzinosi vieglaka legionelozes forma ir Pontiakas drudzis, kura inkubacijas periods ir
apméram 24 lidz 48 stundas, ar saméra lidzigiem simptomiem ka gripas saslim$anas gadijuma
(Bartram et al. 2007; Khodr et al. 2016). Visbiezak ir spécigas galvassapes, vargums, Sauss
klepus, saposs kakls un apgriitinata elpoSana, kas parasti izziid péc 2 lidz 5 dienam (Bartram et
al. 2007; Diederen 2008). Pontiakas drudzis ir pasierobezojosa infekcija, bez pneimonijas un
letalitates, biezak izteikta gados jaunakiem cilvékiem (Phin et al. 2014).

Legioneloze var pariet dazada tipa ekstrapulmonalas slimibas, kad L. pneumophila no
elpoSanas sistémas nokliist organisma un tiek konstatéta nierés, miokarda, kaulu smadzengs,
aknas vai gremosanas trakta (Lowry, Tompkyns 1993; Bartram et al. 2007). L. pneumophila
var bt iesaistita tadu dramatisku slimibu ierosinasana ka sinusits, pankreatits, peritonits,
celulits, smadzenu abscess, miokardits, perikardits un encefalomielits (Bartram et al. 2007).

Legionelozes arst€Sanai nepiecieSama atbilstoSa diagnostika, savlaiciga un piemérota
antibiotiku terapija. L. pneumophila ir jutiga pret rifampicinu un eritromicinu, bet tos var aizstat
ar specigakam un mazak toksiskam antibiotikam no makrolidu grupas, pieméram, azitromicinu,
vai hinolonu grupas — ciprofloksacinu, levofloksacinu vai gemifloksacinu (Bartram et al. 2007;
Hornei et al. 2007).
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1.1.3. Epidemiologija Latvija un citur Eiropa

Attistoties tipéSanas un sekvenc€S$anas tehnologijam, paveras plasaka iesp&ja veikt
precizu un atru epidemiologisko izmekl€Sanu, kas sniedz izpratni par Legionaru slimibas
izplatibu, vesturi, uzliesmojumiem, L. pneumophila virulenci un galvenajiem infekcijas
avotiem (Phin et al. 2014). Lielakie pasaules Legionaru slimibas uzliesmojumi ir bijusi Spanija
Mursijas pilséta ar 449, Lielbritanija Barovas pilséta ar 179 un Kanada Kvebekas pilséta ar 182
apstiprinatiem gadijumiem (Bosch et al. 2015). Biezaka Legionaru slimibas ierosinataja ir L.
pneumophila serogrupa 1 — pasaulé 84 %, Eiropa 81 % no visiem saslim$anas gadijumiem
(ECDC 2016; Khodr et al. 2016).

Pé&c Latvijas slimibu profilakses un kontroles centra (SPKC) apkopotajiem datiem Latvija
no 2010. Iidz 2016. gadam registréti 236 Legionaru slimibas gadijumi, no kuriem 16 ir bijusi
letali. 1. attéla redzams kopgjais Legionaru slimibas gadijumu skaits virieSiem un sievietém

laika perioda no 2010. gada Iidz 2016. gadam.
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1. artéls. Registrétie Legionaru slimibas gadijumi Latvija laika posma no 2010.
gada lidz 2016. gadam (dati iegiiti no SPKC parskatiem par atseviskam
infekcijas un parazitarajam slimibam).

Figure 1. Registered cases of Legionnaires disease in Latvia in the period from
2010 to 2016 (data from SPKC reports of infectious and parasitic diseases).
Latvijas slimibu profilakses un kontroles centra 2016. gada statistikas parskata par
atseviskam infekcijas un parazitarajam slimibam registréti 26 Legionaru slimibas saslim$anas
gadijumi — 17 viriesi, no kuriem divi letali iznakumi, un 9 sievietes. Slimibu profilakses un
kontroles centra epidemiologijas biletens Nr.40(1537) norada, ka vidgjais legionelozes
gadijumu skaits Latvija no 2012. Iidz 2016. gadam ir 25 gadijumi. Lietuva no 2011. gada lidz
2015. gadam registréti 27 saslim$anas gadijumi, Igaunija — 34 gadijumi (ECDC 2017).
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Letalo gadijumu skaits Eiropa 2014. gada sastadija aptuveni 10 %, bet ASV — 8 % no
visiem registrétajiem legionelozes saslimSanas gadijumiem, visaugstakais raditajs (34 % no
letalajiem gadijumiem) bija nozokomiali iegiitajam infekcijam (ECDC 2016). Visvairak 2015.
gada apstiprinato saslims$anas gadijumu registréts Italija, Francija, Spanija un Vacija, bet
vismazak — Bulgarija, Polija, Rumanija un Slovénija (ECDC 2017). Kopégjie statistikas dati par
2015. gadu veido sadalijumu, kura 69 % no registrétajiem saslims$anas gadijumiem ir sadzivé
iegttie, 21 % — ar celoSanu saistitie, 8 % — hospitalizacijas laika iegttie un 2 % citi gadijumi
(ECDC 2017). Eiropas Savieniba 2016. gada zinoti 7069 saslim$anas gadijumi (ECDC 2017).

P&c Eiropas Slimibu profilakses un kontroles centra (ECDC?) apkopotajiem datiem 2015.
gada registréti 1414 ar celoSanu un uzturé$anos viesnicas Saistiti (TALD?) legionaru slimibas
gadijumi, kas ir aptuveni par 20 % vairak neka 2014. gada. Lielbritanija 2017. gada oktobri
registréti 14 TALD gadijumi, Francija — divi, Cehija un Danija — viens (ECDC 2017). Italija
jau 2002. gada 20 % no saslim$anas gadijumiem sastadija TALD gadijumi (Borella et al. 2005).

EWGLI® datubaze 2016. gada marta registréti 2156 dazadi L. pneumophila sekvencu tipi
no 60 valstim, kopuma sastadot 10792 ierakstus, bet 2018. gada aprili tie bija jau 12389 ieraksti,
no kuriem 60 Latvijas valsts izolati. Divi no Siem ierakstiem registréti ka kliniskie, ar celoSanu

saistitie gadijumi, pargjie 58 ir ZI “BIOR” registréti vides izolati.
1.1.4. Diagnostika, ierobeZoSana un kontrole

Pirma metode, kas tika izmantota, lai noteiktu Legionella antigénu kliniskajos paraugos,
bija tieSa imiinfluorescence, izmantojot poliklonalos antiserumus, bet komerciali pieejama
monoklonala antiviela, versta pret specifisko L. pneumophila antigénu, nodrosinaja skaidraku
krasojumu un mazak krustenisko reakciju, tade] tas izmantosana ir efektivaka (Brenner et al.
2005).

Visbiezak izmantotas metodes L. pneumophila noteiksanai ir fluorescgjosas metodes,
urina antigéna tests, ka arT asinu testéSana (Bartram et al. 2007). Tiek izmantoti ari serologiskie
testi, bet tie var but nespecifiski un vairuma gadijumu nav ieteicami (Murdoch 2003).
Diagnostikai tiek izmantota ari parasta kultivéSanas metode, kas tiek uzskatita par mazak
uzticamu, izmantojot no pacienta plausu audiem, plausu noskalojumiem, pleiras Skidruma,
bronhu alveolara lavazas Skidruma vai krépam pagatavotu suspensiju un uzsgjot to uz

atbilstosas barotnes (Murdoch 2003; Brenner et al. 2005). Efektivakais diagnostikas veids

! European Centre for Disease Prevention and Control
2 Travel-associated Legionnaires disease
3 European Working Group for Legionella Infections
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ieklauj vienlaikus vismaz divu metozu analizu rezultatus, pieméram, gan krépu kultivésanu,
gan urina antigéna testu (Murdoch 2003).

Legionellu ierobezo$anas un kontroles pasakumu pamata ir noveérst bakteriju iekltSanu
un savairo$anos tdensapgades sisteéma, ka ari identificét un likvidét izplatibas riska avotu
(Bartram et al. 2007; Messonnier, Breysse 2017). Svarigi ir nodroSinat regularu monitoringu,
kas ieklauj ne tikai L. pneumophila, bet art citu bakt€riju, viensiinu, organisko baribas vielu un
temperatiiras kontroli tdensapgades sistema (Bartram et al. 2007). Udens temperatiiras
fluktuacija, tdens spiediena izmainas, Gdens stagnacija, nogul$nu izveide, ka arT biofilmas ir
galvenie faktori, kas veicina legionellu vairosanos (Messonnier, Breysse 2017).

Pasaules Veselibas organizacija, ka ari Eiropas Slimibu profilakses un kontroles centrs ir
izveidojis Gidens apsaimniekos$anas programmu, @idens droSibas un riska parvaldibas planu
legionellu samazinasanai. Tas ietver sevi kontroles pasakumu kopumu, sakot ar idensapgades
sistémas detalizEtu analizi, shémas izpéti un apsekosanu, ka ari apdraudéjumu novértésanu un
monitoringu (Messonnier, Breysse 2017). St kontroles plana izstrades un Tsteno$anas pamata ir
specialistu komandas izveide, icklaujot €kas Tpasnieku un apsaimniekotaju, tidens apstrades
specialistus, ripnieciskos higiénistus, mikrobiologus un valsts vides specialistus (Bartram et al.
2007; Messonnier, Breysse 2017).

Eiropas legionaru slimibas uzraudzibas tikla (ELDSNet*) izstradats un ievietots 14
punktu plans viesnicu Tpasniekiem, lai mazinatu Legionella izraisito saslimSanu risku. Vieni no
svarigakajiem $1 plana punktiem ir nodro$inat visos numurinos tidens notecinasanu no dusu
klausulém un kraniem vismaz reizi nedéla, neskatoties uz numurinu izmantoSanas biezumu, ka
ar1 izveidot regularas tiriSanas un dezinfekcijas grafikus dzes€Sanas torniem un saistitajam
tdens cauruléem, karsta tidens tvertném, tidens filtriem, gaisa kondicion€Sanas sisttmam un
tdens silditajiem, kaloriferiem (ELDSNet 2017).

Udens sistemas dezinfekcijai cina pret L. pneumophila tiek izmantots natrija hipohlorids,
monohloramins, hlora dioksids, fidenraza peroksids, vara un sudraba jonizacija, ultravioletais
starojums, ka arT termala dezinfekcija, kura vismaz stundu tdensapgades sistéma tiek
nodros$inata aptuveni 55 — 60°C temperatiiras uzturé$ana (Bartram et al. 2007).

Bitiski profilakses pasakumi ir tidens caurulu kontrole, temperatiiras monitorings, tidens
apstrade, tiriSana un dezinfekcija, kas samazina mikroorganismu savairoSanas risku un
nostiprinasanas iesp&ju, tadéjadi noversot ari biofilmu uzkrasanos tidens sadales tiklos (Bartram
et al. 2007). Svarigs L. pneumophila ierobezosanas pasakums ir noteikt biofilmu izveides

iemeslu, likvidét un novérst to izveidi. Viens no faktoriem, kas var ietekmét biofilmu

* European Legionnaires’ Disease Surveillance Network
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veidosanos, ir tidensapgades sistémas santehnikas un biivniecibas materiali iek$¢ja iidensvada
iertkoSanai (LedinS 2007). Biitiska nozime ir arT ieks$gja tidensvada tikla veidam, posmu
garumiem, savienojuma vietu un pievades, izvades vietu materialiem, kas var veicinat
mikroorganismu kolonizaciju un biofilmu veido$anos (Ledin$ 2007). Patogéno baktériju
iekltiSanu idensapgades sistéma samazina tdens apstrade, pirms tas tiek padots tikla patérétaju
vajadzibam, ka pieméram, dezinfekcija, nostadinasana, filtréSana un dzidrinasana (Ledins
2007). Efektivs veids, ka mikroorganismiem samazinat uzturéSanas un augsanas iesp&ju tidens
sistémas caurul@s, ir regulara tidens notecinasana (Bartram et al. 2007).

Viens no galvenajiem vides faktoriem, kas veicina legionellu savairoSanos, ir
temperatiira, tad¢] idensapgades sistéma tai jabut diapazona, kas nav labveligs §is baktérijas
dzivotsp&jai. Saskana ar Ministru kabineta noteikumiem Latvijas Republika tidensapgades
sisttma auksta Gidens temperatirai sadales tiklos jabiit zemakai par 20°C un karsta tidens
temperatiirai ne zemakai par 55°C (MK noteikumi Nr.332, 2015).

L. pneumophila ierobezosanai un savairo$anas iesp&jas noversanai svarigi ir noteikt ari
tas virulenci un patogenitati, kas nodrosina labaku izpratni par bakt€rijas izdzivoSanu daba,
fagolizosomu veido$anas mehanismiem un iek]Gsanu saimniekorganisma (Arslan-Aydogdu,

Kimiran 2018).
1.2.  Mikrobiologiskas identifikacijas un tipeSanas metodes

Mikrobiologija sistematika un taksonomija balstas uz mikroorganismu raksturo$anu,
klasificeSanu un nomenklatiiru, turklat sistematika ir pamata baze identifikacijai, kas ir
noteikSana Iidz gintij vai sugai, balstoties uz kopigam ipasibam (Welker, Moore 2011).
Mikroorganismu identificéSanai tiek izmantotas mikrobiologiskas, imunologiskas vai
genétiskas (molekularas biologijas) analizes.

Tip&sanas metodes nodrosina vienas mikroorganisma sugas dazadu izolatu raksturoSanu,
balstoties uz to atSkirigam morfologiskam un gené&tiskam ipaSibam, kimisko vielu un/vai
metabolisma galaproduktu producésanu (Welker, Moore 2011; Khodr et al. 2016). Tip&sanas
butiskaka prieksrociba ir datu iegisana, ko izmanto globalu epidemiologisku pétijumu veiksana

(Sabat et al. 2013; Khodr et al. 2016).

1.2.1. KultivéSanas metodes

Mikroorganismu kultivéSanai un noteikSanai lidz sugai tiek izmantotas piecas
pamatnostadnes — inokuléSana, inkub&sana, izoléSana, kontrole un identifikacija (Madigan,

Martinko 2006). Lai kultivétu mikroorganismus, tie jaizolé no dabiskas vides un jaiegust
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atseviskas sugas tirkultura, kas prasa zinaSanas par katrai bakt€rijai nepiecieSamajam baribas
vielam, labveligiem augSanas apstakliem, inkubacijas temperatiru, skabekla vai CO:2
nepiecieSamibu (Madigan, Martinko 2006). Kliniskaja mikrobiologija biezak pielietotas
kultivéSanas metodes ir aplieSanas metode, sméréSanas metode, perpendikularo svitru metode
un membranu filtréSanas metode (Koster et al. 2003; Sanders 2012). Katrai kultivéSanas
metodei ir savs noteikSanas diapazons atkariba no parauga tilpuma, kur zemaka noteikSanas
robeza ir atkariga no maksimala parauga tilpuma, bet augstako noteikSanas robezu var izvéleties
atkariba no analiz€jama parauga atSkaidijuma koncentracijas (Koster et al. 2003).

Identificjot mikroorganismus ar klasiskam metodém, svariga nozime ir barotnu
sagatavosanai un piemekléSanai, to sastava, funkcionala tipa un pielietojuma mérka, ka ar1
inkubacijas apstaklu noteikSanai (Koster et al. 2003; Gaia et al. 2011). Mikroorganismu
kultivésana tiek izmantotas Skidras, pusSkidras un cietas agarizetas barotnes ar specifiskiem
augSanas faktoriem to sastava, kas veicina mikroorganismu metabolismu un koloniju sekmigu
attistibu (Madigan, Martinko 2006).

Bakteriju noteikSanai un identific€Sanai tiek pielietoti dazadi biokimisko procesu testi, ka
pieméram, katalaze, koagulaze, indol-tests, oksidaze, B-galaktozidaze, ureaze, citrata
utilizacija, cietes hidrolize un oksidacijas-fermentacijas (O/F) tests (Madigan, Martinko 2006).
Koliformu un E.coli noteikSanai fideni plasi tiek pielietoti dazadi atrie Colilert testi, kas ir
noteikta substrata metode jeb enzimu bazes metode (Koster et al. 2003). Atra, preciza un &rta
metode gan raugu, gan grampozitivo un gramnegativo baktériju identifikacijai ir APl jeb
analitiska profila indeksa tests (razotajs BioMérieux). Ta darbibas pamata ir specializétu
strémelu komplekts ar vairak neka 20 biokimiskiem testiem, kuros tiek noteikta enzimatiska
aktivitate, parasti saistita ar mikroorganisma oglhidratu fermentaciju vai olbaltumvielu un
aminoskabju katabolismu (Setiani et al. 2015). Identifikacija lidz sugai notiek izmantojot
rezultata iegiito profila numuru un API timekla plaso datubazi (Setiani et al. 2015).

Ari L. pneumophila kontrolei tiek izmantotas parastas kultivéSanas metodes, izolgjot to
gan no kliniskiem, gan vides avotiem. Identificét un analizét Legionella gints sugas, izmantojot
klasiskas mikrobiologiskas metodes, ka pieméram, Grama kraso$anas metodi, ir gandriz
neiesp&jami un sarezgiti, jo tas slikti iekrasojas un ir griiti nosakamas (Hornei et al. 2007; Gaia
et al. 2011). Precizai L. pneumophila identifikacijai tiek izmantotas poliklonalas vai
monoklonalas antivielas (LVS ISO 11731:1998). Salidzinos$i atrai Legionella serogrupas
noteikSanai un apstiprinasanai tiek izmantoti klasiskas mikrobiologijas lateksa aglutinacijas
testi, kas sastav no neitrala sint€tiska materiala — lateksa dalinam, parklatam ar attiritam
antivielam vérstam pret konkrétas serogrupas L. pneumophila virsmas O antigéniem (Hornei et

al. 2007). Notiekot lateksa dalinu aglutinacijai jeb reakcijai starp antivielam un piesaistitajiem
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antigéniem, paradas ar neapbrunotu aci redzamu strukturalu dalinu izveide un salipSana
(Madigan, Martinko 2006). Sakotng&ji L. pneumophila identifikacijai parsvara tika izmantotas
fenotipiskas metodes, ar kuru palidzibu tika identificétas tikai 9 serogrupas (Helbig et al. 2002).
Sobrid L. pneumophila sugai izskir 16 serogrupas (Khodr et al. 2016).

L. pneumophila noteikSana tGdeni un uzskaite tick veikta saskana ar Starptautiskas
Standartizacijas organizacijas 1SO standartu LVS 1SO 11731:1998, kops 2017. gada speka
stajies atjaunots ISO standarts LVS EN ISO 11731:2017. Tas paredz veikt Gidens paraugu
mikrobiologisko testéSanu, izmantojot membranu filtréSanas metodi. Saskana ar standartu tiek
veikta koncentréta parauga sagatavoSana, termiska un skabes apstrade, ka arT uzséSana uz
selektivas agara barotnes. Kultivésanai tieck izmantota specializéta BCYE jeb bufera-ogles-
rauga-ekstrakta agara barotne ar cisteinu un bez cisteina, ka art selektiva Legionella GVPC
barotne, kas ir papildinata ar antibiotikam — vankomicinu, polimiksinu un cikloheksimidu (LVS
ISO 11731:1998). L. pneumophila ir salidzinosi prasiga péc baribas vielam, tad€] sekmigai tas
augsanai ir nepiecieSsams L-cisteins un dzelzs sali, kas ir ieklauti BCYE barotnes sastava (Khodr
etal. 2016). Inkub&sana notiek 36+1°C temperatiira Iidz pat 14 dienam (LVS ISO 11731:1998).
Tipiskam L. pneumophila kolonijam ir izteikti apala forma, pelékbalta krasa ar purpurkrasas
vai roza krasas matétu mirdzumu (LVS ISO 11731:1998).

Tipiska identifikacija kliniskaja mikrobiologija, izmantojot klasiskas, uz fenotipiskam
pazimém balstitas metodes, ir laikietilpigs, ne vienm&r precizs, saméra dargs un sarezgits
process (Murdoch 2003; Gaia et al. 2011). Turklat tas ir efektivas salidzinosi nelielai dalai
dzivotspgjigo baktériju (Koster et al. 2003). Kultivésanas metodes lielakoties balstitas uz
koloniju fenotipisko TpaSibu raksturoSanu, nenovértéjot mikroorganismus genoma limeni
(Madigan, Martinko 2006). Epidemiologiskas analizes veikSanai nepietiek tikai ar
mikroorganismu identificéSanu lidz gintij vai sugai, tad€] nepiecieSama to tipéSana un
raksturoSana genétiska limeni, izmantojot sarezgitas molekularas biologijas metodes (Khodr et
al. 2016).

1.2.2. Gengétiskas metodes

Strauju attistibu molekularas identifikacijas metodém ir veicinajusi polimerazes kédes
reakcija (PCR), kur galvenais uzdevums ir pavairot interesg¢joSo DNS, iegiistot vairakas kopijas
sarezgita un gara procesa rezultata, polimerazes, praimeru un katalizatoru klatbatné (Sibley et
al. 2012; Ditommaso et al. 2014). Atskiriba no klasisko metozu fenotipiskas raksturoSanas, kas
var blt maniga un nestabila, molekularajai amplifikacijai ir priekSrocibas, jo tiek izmantotas

stabilas Tpasibas genétiska Itmeni (Sibley et al. 2012).
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L. pneumophila tip&sanai plasi tick pielietotas uz PCR balstitas tehnikas, pieméram,
amplificéto fragmentu garuma polimorfisms (AFLP®), kas ir viena no standartiz&tajim
metodém Eiropas Kliniskas mikrobiologijas un infekcijas slimibu biedribas (ESCMID®)
Legionella izraisito infekciju izp&tes grupa (Sabat et al. 2013; Mentasti et al. 2014; Khodr et al.
2016). AFLP priceksrociba ir reproduc€jamiba un automatizacija, bet ka truakums ir tas, ka
metode ir salidzinosSi darbietilpiga un darga (Sabat et al. 2013). Viena no pirmajam L.
pneumophila tipésanas un genctiskas identitates pieradiSanas metodém bija restrikcijas
fragmentu garuma polimorfisma tehnika (RFLP7), kuras pamata ir DNS g$kelSana ar
restriktazém (Harrison et al. 2007). Par molekularo tipéSanas metozu "zelta standartu” tiek
uzskatita pulsgjosa lauka géla elektroforeze (PFGE?®), ar kuras palidzibu iespgjams identificat
ar1 L. pneumophila klonus (Aurell et al. 2005). Ta ir salidzinosi I&ta un viegli atkartojama
dazadu kliniski nozimigu baktériju tipéSanas metode ar augstu diskrimingjoso limeni jeb
uzticibas pakapi, ka arT epidemiologisko atbilstibu (Aurell et al. 2005; Sabat et al. 2013).

Tie$i molekulara biologija ir nodroSindjusi iesp&ju paatrinat slimibu diagnozes
uzstadiSanu, kas lauj piepemt bitiskus [émumus medicina un cilvéka arst€Sanas procesos
(Welker, Moore 2011). Legionaru slimibas molekulara epidemiologija, diagnostika, uzraudziba
un novérSana pédéjo gadu laika ipasi aktuala kluvusi Eiropas Savienibas valstis un tadas
attistitas valstis ka ASV, Kanada, Jaunz€lande, Australija un Singaptra (Phin et al. 2014). Citas
pasaules valstis informacijas trikuma un nepietieckamibas d€l §1 slimiba netiek pilniba atzita,
tas ierobezosSanai, kontrolei, ka art epidemiologiskajai situacijai netiek pievérsta nozime (Phin
et al. 2014).

Lai veiktu globalus epidemiologiskus p&tijumus, efektiva metode ir multilokusu sekvencu
tipgsana (MLST?), kas nosaka genétisko saistibu starp izolatiem, izmantojot DNS sekvencésanu
vairaku génu raksturo$anai (Sabat et al. 2013). Baktgriju izolatu genétisko atskiribu noteiks$anai
tiek pielietota arT viena lokusa sekvencu tipgsana (SLST™), kura tiek salidzinatas sekvenéu
variacijas viena mérka géna (Sabat et al. 2013). Mérka lokuss tiek identificéts, izmantojot
genoma ieguves pieeju, atsaucoties uz sugas populacijas genétisko strukttiru (Scholz et al.
2014).

Jauna un perspektiva L. pneumophila tipésanas metode ir pilna genoma sekvencé$ana

(WGS*Y), ar kuras palidzibu ir iespg&jams noteikt izolatu molekularo dazadibu, ka arT diferencét

5 Amplified fragment length polymorphism

6 European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases
’ Restriction fragment length polymorphism

8 Pulsed-field gel electrophoresis

9 Multilocus sequence typing

10 Single Locus Sequence Typing

1 whole genome sequencing

17



epidemiologiski saistitus un nesaistitus izolatus (Bosch et al. 2015). P&tijumi liecina, ka pilna
genoma sekvencésana ir reproducgjama metode, ar kuras palidzibu ir apstiprinati divi nozimigi
legionelozes uzliesmojumi Niderlande (Bosch et al. 2015). Metode ar augstu diskrimingjoso
limeni L. pneumophila tipésanai ir ari nakamas paaudzes sekvencésana (NGS'?), tomer ta ir
darga un laikietilpiga, lai to izmantotu rutinas testé$ana (Bosch et al. 2015). Pateicoties NGS
augstajai precizitatei un izskirtsp&jas potencialam, §T metode var tikt izmantota slimibu
uzliesmojumu izmeklé$ana, ka ari vienas sugas izolatu genétisko saistibu noteik$ana un
analizéSana (Sabat et al. 2013).

Kops 2007. gada par visefektivako un plasak izmantoto metodi L. pneumophila
molekularajai subtipéSanai un epidemiologiskas analizes veikSanai tiek uzskatita uz DNS
sekvenci bazeta tipesana jeb SBT® metode, kura kluvusi par "zelta standartu" starp tipésanas
metodém (Bosch et al. 2015; Sanchez-Buso et al. 2015). SBT ir apstiprinata internacionala
molekularas biologijas metode, attistita Eiropas Kliniskas mikrobiologijas un infekcijas slimibu
biedribas Legionella izraisito infekciju izp&tes grupa (Mentasti et al. 2014). L. pneumophila
subtipéSana tiek izmantota epidemiologiski saistitu slimibas gadijumu identificéSanai un
infekcijas avota noteikSanai, sekmgjot preventivu kontroles un ierobezoSanas pasakumu
istenosanu (Khodr et al. 2016).

SBT lauj veikt epidemiologisko tipéSanu kliniskajiem un vides L. pneumophila izolatiem,
izmeklét un izsekot konkréta izolata globalo izplatisanos un noskaidrot legionelozes
uzliesmojumus dazadas pasaules valstis, pasi ar celoSanu saistitos gadijumus (Gaia et al. 2005;
Ditommaso et al. 2014; Mentasti et al. 2014). Ta ir salidzinosi atra un reproducg€jama septinu
génu molekulara tipéSanas metode ar augstu diskrimingjoso pakapi (Bosch et al. 2015). Uz DNS
sekvenci bazeta tipéSana nodrosina nukleotidu sekvencu iegiiSanu, kuras iesp&jams izmantot
genétiskas daudzveidibas un populacijas struktiras analizei (Sanchez-Buso et al. 2015).

Metodes sakotngjais posms ir DNS ekstrakcija no svaigas, tiras L. pneumophila kultaras
kolonijam. SBT pamata ir polimerazes k&des reakcija, nukleinskabju amplifikacija ar
atkartotiem DNS sintézes cikliem, sekvencé$anas reakcija un sekvencu analize (Sibley et al.
2012). Eiropas legionaru slimibas uzraudzibas tikla ir izveidots SBT protokols L. pneumophila
epidemiologiskajai tipéSanai, kura definéts, ka DNS secibas noteik$ana notiek balstoties uz
priekSu ejoSiem (forward) un atpakalgaita ejoSiem (reverse) praimeriem, mark&amiem ar
septiniem specifiskiem génu lokusiem (flaA, pilE, asd, mip, mompS, proA un neuA)
(Ditommaso et al. 2014).

12 Next generation sequencing
18 Sequence-Based Typing
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Visi Sie géni tiek ekspreséti L. pneumophila baktérija, tie nepiecieSsami dzivibas
uzturéSanai un ir iesaistiti dazadu funkciju veiksana (Aurell et al. 2005; Gaia et al. 2005).
Atskirtba no MLST metodes, kura izmantotie géni ir “housekeeping” jeb neselektivie géni, SBT
metodg pielietotas mérka sekvences ir dala no daudzveidigiem géniem (Gaia et al. 2005). FlaA
géns iesaistits flagelina ekspresija, PilE kodg IV tipa pilinu, asd ir “housekeeping” géns, kurs§
kode L. pneumophila aspartata B-semialdehiddehidrogenazi, proA kodé cinka atkarigo
metaloproteinazi A (Aurell et al. 2005; Gaia et al. 2005). Divi ir virulences faktoru géni —
virsmas proteinu géns mip, kur$ ir makrofagu infekciozitates potenciators, un mompS, kurs ir
galvenais aréjas membranas proteina géns (Aurell et al. 2005; Gaia et al. 2005). Daziem
izolatiem N-acilneiraminata citidiltransferazes (viens no lipopolisaharidu biosintézé
iesaistitiem enzimiem) kod&josais neuA géns neamplificgjas, tade] tas tiek aizstats ar 68 %
homologu variantu neuAh, kur§ sastopams salidzinosi reti, tikai dazos L. pneumophila celmos,
dazadas serogrupas, iznemot serogrupu 1 (Mentasti et al. 2014). Sakotng&jie p&tijumi, kuros tiek
kombingéti tikai tris no iepriekSminétajiem géniem — flaA, proA un mompsS, L. pneumophila
serogrupas 1 tipéSana notiek salidzinosi neefektivi, tacu, papildinot génu kombinaciju ar asd,
pilE un mip, epidemiologiskas tipéSanas shéma uzlabojusies (Gaia et al. 2005). Par to
parliecinoties, oficiali tika aprakstita uz DNS sekvenci bazétas tipéSanas metode un izveidota
datubaze, kas lauj efektivi veikt epidemiologisko tipeSanu gan kliniskajiem, gan vides L.
pneumophila izolatiem (Gaia et al. 2005).

DNS secibas noteikSana notiek genétiskaja analizatora jeb sekvenatora. Taja iegiitas
sekvences tiek apgrieztas un salidzinatas ar katram génam SBT-EWGLI tieSsaistes datubaze
pieejamo references sekvenci. levietojot datubaze iegutas sekvences, iesp&jams iegiit al€lisko
profilu, kur§ sastav no septiniem al€Ju numuriem (Gaia et al. 2005). Alélisko profilu izmanto
sekvencu tipa (ST) noteikSanai, kas ir visparpienemts L. pneumophila kliniska vai vides izolata
numurs (Mentasti et al. 2014). Darbojoties ar datubazg pieejamo informaciju, analizgjot
sekvencu tipu daudzveidibu un sadalijumu, iesp&jams efektivi un atri izprast vidé sastopamas
patogénas L. pneumophila baktérijas izplatibu, ka ari slimibu uzliesmojumu gadijumus un
infekcijas rasanas c€loni (Sanchez-Buso et al. 2015).

Pirmo molekularo metozu pamata mikroorganismu tipéSanai izmantoja izdalitas DNS
attiritos fragmentus, kas laika gaita un tehnologiju attistibas rezultata noveda pie sarezgitu
sekvencéSanas metozu izstrades un izmantoSanas (Helbig et al. 2002; Gaia et al. 2011).
Tradicionalas tipesanas metodes balstas uz fenotipa raksturosanu, ieklaujot serotipus, biotipus
vai faga tipus, savukart jaunakas metodes, iejaucoties molekulara Iiment, spgj atrast atSkiribas
ne tikai starp tipiem, bet arT apakstipiem, ka arT parbaudit celmu genétisko saistibu (Sabat et al.

2013).
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1.2.3. MALDI-TOF MS metode

Rutinas darba mikroorganismu identifikacijai tick pielietota MALDI-TOF MS metode
jeb matricas veicinata lazera desorbcijas/jonizacijas nolidosanas laika masspektrometrija, kas
salidzinot ar sekvencéSanas metodém, uz PCR balstitam tehnologijam un citam molekularam
metodém ir daudz atraka un I€taka (Moliner et al. 2010).

MALDI-TOF MS ir metode, kuru apvienojot ar programmé&sanu un datu analizi, atri un
erti ir iesp&jams identificét dazadus mikroorganismus (Dilger et al. 2016). MALDI-TOF MS
pamata ir masspektrometrija, kas ir efektiva metode, lai atklatu un identific&tu proteinus p&c to
svara un ladina, tap&c ta balstas uz masas — ladina proporciju (m/z) (Gaia et al. 2011). ST metode
precizi nosaka molekularo masu peptidiem un maziem proteiniem masas spektra no 2000 lidz
20 000 daltoniem (Santos et al. 2015). Ar MALDI-TOF MS ir iesp&jams identificét daudzu
bakteriju, raugu un pelgjumsenu sugas, izmantojot iegiitos masas spektra pikus, kuros novero
proteinu spektralo profilu (Moliner et al. 2010). Iegutais spektrs sp& noteikt iesp&jamo
bakteriju pec rezultatiem, ko uzrada pirolizes produkti no fosfolipidiem un hinoniem (Nomura
2015). Rezultats tiek uzskatits par korektu un piepemamu varbiitibu sugas limeni, ja
logaritmiska vertiba log(score) ir > 2.000, bet, ja <2.000, tad ticamibas koeficients samazinas
un analizi butu vélams veikt atkartoti (Bruker 2014; Moliner et al. 2010).

Piku esamiba vai neesamiba konkrétaja masas spektra, ka ari viena masas spektra
atSkiribas varié atkariba no sugas vai gints specifikas (Santos et al. 2015). MALDI-TOF MS ir
uzticama metode L. pneumophila identifikacijai lidz sugai un pasugai, bet serogrupas ar to nav
nosakamas (Moliner et al. 2010).

Identifikacijas sakotn&jais posms ir baktériju kultiiras nelielas $tinu dajas, apméram 10*
11dz 10° kolonijas veidojo$o vienibu, uztriepsana uz mérka plates, uzreiz parklajot to ar matriksa
Skidumu un atstajot istabas temperatiira uz laiku, kamer uztriepe izziist un matrikss kristalizgjas
(Rodriguez-Sanchez et al. 2014). Matriksa skidums ietver sevi $kidinatajus — @ideni, etanolu,
metanolu, acetonitrilu un trifluoretikskabi, ka ari pulverveida matriksu, kur§ tajos tiek
padara ieksStinas proteinus pieejamus analizes veikSanai (Welker, Moore 2011). Matrikss tiek
uzskatits ka agents, joniz€jot proteinus un parveidojot tos vienkar$as molekulas ar augstu
elektrisko ladinu (Bruker 2014). Identifikacijas process sakas, ievietojot sagatavoto mérka plati
masspektrometra, ka rezultata paradas piki, attélojot noteiktas molekularas masas (Bruker
2014). Virs mérka plates novietotais elektrods veido elektrisko lauku un proteini caur to virzas
uz masas noteicgju, kur tiek izmantoti UV lazeri, fokusgjoties uz atbilstoSiem joniem (Bruker

2014). Ta ka proteiniem un peptidiem ir atSkirigas masas, tad joni nok]ist [idz noteic€jam jeb
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detektoram dazados laikos, tapéc §1 masspektrometrijas metode ir nolido$anas laika — ,,time of
flight”.

Datu interpretacijai nepiecieSama iegiito rezultatu salidzinasana ar datubazém. Galvenas
pieejamas datubazes mikroorganismu identificéSanai ir MALDI Biotyper-Bruker Daltonics un
AnagnosTec SARAMIS (Gaia et al. 2011; Santos et al. 2013). Datubazes nodroSina identificétas
sugas spektru, iesp&jams, ar1 tadu sugu spektru, kuras paslaik nav pietieckami parstavétas (Gaia
etal. 2011). Tomér ir tadas sugas, kuru profili Bruker Daltonics datubaze nav pieejami. Iespéja,
ka no vides iegiitais izolats parstaves jaunu sugu, ir augsta, bet iesp€ja, ka tas bus identificEjams
un ieklauts kada no masas spektru datubazém, salidzinosi zema (Welker, Moore 2011).
Legionella masspektrometrijas profilu ir salidzino$i nedaudz, ar tikai vienu vai daziem
spektriem sugas vai pasugas ItTmeni (Moliner et al. 2010). Bruker datubazg pieejami tadu sugu
spektralie profili ka L. anisa, L. rubrilucens, L. parisiensis, L. brunensis, L. jordanis, L.
longbeachae, ka ari visu tris L. pneumophila pasugu profili (Moliner et al. 2010).

Petfjumi liecina, ka MALDI-TOF MS identific€Sanas rezultati sakrit ar kultivéSanas
metozu un biokimisko testu rezultatiem, turklat iegistama art veértiga papildus informacija par
dazadam baktériju sugam. Relativa frakcija, identificjot Legionella spp. ar MALDI, ir tikai par
0,6 % zemaka neka izmantojot biokimiskos testus (Dilger et al. 2018). Sobrid MALDI-TOF
MS ir ieviesta metode rutinas darba diagnostikas laboratorijas un atzita ka vienkarSa,

ekonomiska un atra identifikacijas metode ar augstu uzticamibas pakapi (Dilger et al. 2018).
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2. MATERIALI UN METODES

2.1.

Materiali

2.1.1. Vielas, reagenti un barotnes

Darba izmantotas vielas, reagenti un barotnes apkopotas 1. tabula.

1. tabula

Darba izmantotas vielas, reagenti un barotnes.

Table 1

In study used solutions, reagents and agar media.

Sérijas nr.,

Nr. Viela Nosaukums tilpums/ Deﬁg'.mfa Razotajvalsts,
termins firma
daudzums ’
Fiziologiskais . Anglija,
1. skidums Saline tablets 100 gab. 10.2019 Oxoid
Legionella BCYE 10051 _ Italija,
2. BCYE barotne Agar 20 pl. 3 men. Liofilchem
3 BCYE barotne bez Legionella BCYE 10412 3 men Italija,
' cisteina Agar w/o cysteine 20 pl. ' Liofilchem
Legionella Agar 10128 - Italija,
4 | GVPChbarotne (GVPC) 20 pl. 3 mén. Liofilchem
Lateksa aglutinacijas Legionella PL215 Kanada,
5. serumi 2, 3, 6, 9 Agglutination Latex 57 ml 11.2019 Pro-Lab
serogrupai reagents ’ Diagnostics
o Legionella
6. Lateksa aglutmacua.s Agglutination Latex M271050 10.2019 Italija, Biolife
serums 1 serogrupai 2,5 ml
reagents SG1
Lateksa aglutinacijas Legionella M271050
7. serums 2 — 15 Agglutination Latex 10.2019 Italija, Biolife
3 . 2,5ml
serogrupai reagents SG2-15
o Water, LC-MS 39253 Sveice,
8. | Destilets udens cHROMASOLYV | sooml | 92208 | sigma-Aldrich
iy iy 34967 Vicija,
9. Acetonitrils Acetonitrile 250 m 09.2019 Sigma-Aldrich
_ S 33015 Vacija,
10. Skudrskabe Formic acid 500 ml 09.2019 Sigma-Aldrich
11. | Liofilizéts matrikss Matrix HCCA 822 5552124 04.2019 Vacija, Bruker
12. No nukl_e azes brivais Nuclease-free water E476 11.2019 ASV, Amresco
tidens 100 ml
13. Etanols Ethanol (C;HsO) 500 ml - Vacija, VitLab
- S . 4311320 ASV, Applied
14, Formamids Hi-Di Formamide 25 ml 09.2019 Biosystems
BigDye Terminator .
. _ . 1706404 ASV, Applied
15. | BigDye 3.1 krasviela v3.1 Cycle 100 reake. 01.2019 Biosystems

Sequencing Kit
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1. tabulas turpinajums

Sérijas nr., - ¥ =s
Nr. Viela Nosaukums tilpums/ De"g'.mfa Razo.tajvalm’
termins firma
daudzums ’
16 SekvencéSanas Blg)l?)éi Tueg:yi?]ator 4305603 11.2018 ASV, Applied
' buferskidums bﬂ ffer g 1 ml ' Biosystems
PCR HotStar Master HotStarTagq Master 203446 _ .. .
17. Mix skidums Mix Kit 25yl 06.2018 Vacija, Qiagen
. . 203443 .. .
18. 25 mM MgCl; Magnesium chloride 9 ul 06.2018 Vacija, Qiagen
19. F praimeri Forward primers K'373?0 09.2019 Koreja, Bioneer
20. R praimeri Reverse primers K'373?0 09.2019 | Koreja, Bioneer
Molekularais secibas OX Aligment 929524 _ .. .
21. markieris marker 1.5 ml 06.2019 Vacija, Qiagen
Molekularais 929561
22. izméra/grieSanas OX Size marker 50 ul 10.2019 Vacija, Qiagen
markieris H
_ ENO0581 ASV, Thermo
23. Eksonukleaze Exonuclease | 1000 reake. 03.2021 Scientific
Thermo Scientific
. _ FastAP EF0651 ASV, Thermo
24. Sarmaina fosfataze Thermosensitive 1000 reakc. 032020 Scientific
Alkline Phosphatase
. _ . N202003 Zviedrija,
25. Natrija acetats Sodium acetate 100 ml 01.2019 Sigma-Aldrich
2.1.2. Iekartas
Darba izmantotas iekartas apkopotas 2. tabula.
2. tabula
Darba izmantotas iekartas.
Table 2
In study used equipment.
NI Tekarta Modelis Razo_tﬁjvalsts, N.()sakz'lmo para.m.et_ru
firma diapazons, precizitate
_ ETO5 ASV, Klein - o
1. Lazera termometrs Digital Pocket Tool —40 Iidz 250° C
Vakuuma filtréSanas MilliporeSigma ASV, Capitol . .
2 sistéma WP6122050 Scientific 230 Vi S0 Hz L7 A
BD240 . 100°C; 200-.230_V; 50/60
3. Termostats 04-71835 ASV, Binder Hz; 3A;
0,68 kW
MALDI-TOF Autoflex Speed LIN, _ .. .
% | masspektrometrs | S.Nr.8264120.00575 | Y acija, Bruker 96 paraug
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2. tabulas turpinajums

= . Razotajvalsts, | Nosakamo parametru
Nr. lekarta Modelis firma diapazons, precizitate
5 Biologiskais BH-EN 2003-S, Italiia. Easter 220-230V; 50/60 Hz;
' drogibas skapis Nr. 261 )3, 21260 RPM:; 300 W
6 Automatiska 1- Single-channel Pipet Vacija, 20-200 pl
' kanala pipete ratiopetta Ratiolab 100-1000 pl
7. Automatiska 1- Transferpette S Vacija, Brand 0,1-2,5 ul
kanala pipete
. ASV
- Vortex-Genie 2, Lo 230 V; 45 W,
8. Kratitajs 3010084 SCIentITIC 50 Hz: 1 A
Industries
9 Centrifiica Micro 22R, Vacija, 24 lielas iedobes, 13000
' & Nr. 0005281-07-00 Hettich rpm
TS-100, N
Termobloks — Ser. Nr 430811004/08 Latvija, +25 lidz +100°C
10. kratitajs 0042 Biosan
.. . Combi-Spin Latvija, 230 V; 50 Hz; 30 W; 250
1.1 Minicentrifuiga FVL-2400N Biosan mA; 6000 rpm
ASV, ] )
12. |  Spektrofotometrs NanoDrop, NanoDrop 220-750 nm £ 2% par.
Sér. Nr. C219 ! tilpums 1 pl
Technologies
_ Dr.Dairei, Japana, o 1 o
13. Saldetava Nr. 1223002618 Dairei Co 0°C lidz —20°C
Kapilaras _ ..
_ QIlAxcel Advaced, Vacija, .
14. elektroforezes Ser Nr. 14016 Qiagen 96 paraugi
iekarta
15 Laminarais skanis HS-12, Vacija, 20V; 50 Hz; 3,0 A; 0,75
' P Nr. 400225767 Heraeus KW
Automatiska 1- Ependorf, Vicija, i
16. kanala pipete Nr. 189841 Eppendorf 2-20 pl
Automatiska 1- Biohit, Vacija, i
17. kanala pipete Nr. 1462390 Sartorius 0,510 ul
Automatiska 1- Finnpipette, ASV, Thermo i
18. kanala pipete Nr. EJ03593/4510 Scientific 100-1000 I
- ProFlex PCR System, | ASV, Applied - o o
19. Amplifikators NI 297802725 Biosystems + 4 1idz + 99°C = 1°C
20. Amplifikators PeQLab, GmbH Vacija, Peglab | +41idz + 99°C + 1°C
Automatiska 8- Boeco, _ ..
2Ly analu pipete NI. 9908100 Vacija, Boeco 5-100 pl
. . Vacija, 4x100 ml, 14 000 rpm,
22. Liela centrifiiga 5810 R Eppendorf 230 \// 50-60 Hz
Gengétiskais Genetic Analyzer 3500, | ASV, Applied -
23. analizators Nr. 26118-060 Biosystems 8 kapilari

24



2.1.3. Laboratorijas paligmateriali

Darba izmantotie laboratorijas paligmateriali apkopoti 3. tabula.

3. tabula
Darba izmantotie laboratorijas paligmateriali.
Table 3
In study used laboratory consumables.
Nr. Nosaukums Razotajs, firma Tllp'ums/d’fludz_ums Derigl.m:a
iepakojuma termins
1. Ependorfa mégenes Vacija, Sarstedt 1,5ml 10.2018
2 Mikrobiologiskas Vacija, Sarstedt L pl; 03.2019
cilpinas 10 pl
3. Transferpipete Vacija, Sarstedt 5 ml 02.2018
Vienreizlietojamie pipesu _ . 2-200 pl;
4, uzgali Vicija, Sarstedt 100 — 200 ul: 10 il 09.2020
Aglutinacijas testu Kanada,
> vienreizlietojamais papirs | Pro-Lab Diagnostics 10 gab. 122020
6 8 stripu PCR mé&genes AS.V’ Applied 8 mégenes; 0,2 ml 08.2018
' Biosystems T '
7. | Optiska 96-iedobju plate AS.V’ Applied 20 gab. 05.2018
iosystems
8 Mini — 20°C dzesétajs Vacija, Eppendorf 12 iedobes -
9. 96 ledObJpl:;igesesanaS Vacija, Eppendorf 96 iedobes -
10. 96 iedobju septa ASY Applied 20 gab. 05.2018
iosystems
11. Optiska limpléve ASV, Applied 100 gab. 05.2018
Biosystems
12. Plastmasas pudeles Vacija, Sarstedt 1L -
13 Polikarbonata filtri Francija, 100 gab 02.2019
' Prat-Dumas ' '
14, Petri plates Vicija, Sarstedt 20 gab. 09.2020
15. Piltuves Vacija, Sarstedt 20 gab. -
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2.1.4. Datorprogrammas un datubazes

Darba izmantotas datorprogrammas un datubazes apkopotas 4. tabula.

4. tabula

Darba izmantotas datorprogrammas un datubazes.

Table 4
In study used software and database.

(SBT) Database

Nr. Programmas nosaukums Versija UzstadiSanas datums
1. Sequencing Analysis Software Version 6 22.01.2015
2. QIAxcel ScreenGel Software 14 19.10.2015
3. NanoDrop ND-1000 Software V.3.5.1 10.09.2007

Molecular Evolutionary

4 Genetics Analysis — MEGA V5.2 29.05.2013
5. | Bruker Daltonics MALDI Biotyper 3.0 27.05.2015
6. Online eBurst Software V.3 -

7. Online PHYLOViZ Software Web version -
8. BioNumerics Software 7.0 -
9 EWGLI Sequence-Based Typing 3.0 i
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2.2. Metodes

2.2.1. Viesnicu izvéle un tidens paraugu nonpemsana

P&tijumam nejausi izlasé ieklautas tika 70 Latvijas viesnicas (25 Riga un 45 arpus Rigas)
ta, lai tas atrastos izkliedéti (gan Latvijas teritorija, gan atseviSki Rigas pilsétas teritorija) un
péc iesp&jas lielaka attaluma viena no otras. Viesnicas arpus Rigas izvélctas katra Latvijas
novada lielakajas pilsétas. Katrai viesnicai no ZI “BIOR” tika nositita oficiala vestule ar
aicinajumu piedalities pétijuma, noradot, ka iegiitie dati tiks izmantoti tikai apkopota veida un

glabati konfidenciali. Piedalities piekrita 40 no 70 viesnicam (5. tabula).

5. tabula

P&tijuma iesaistito viesnicu skaits.

Table 5

Number of hotels involved in study.

Viesnicu skaits
Novads . S Nepiekrita
Izveletas Piekrita Bijis monitorings Ip\Ieinteresé Nav atbildes

Latgale 12 7 - 2 3
Vidzeme 11 5 1 1 4
Zemgale 11 4 - 2 5
Kurzeme 11 6 3 1 1
Riga 25 18 2 1 4
Kopa 70 40 6 7 17

Kopuma tika nonemti 240 karsta tidens paraugi (1 parauga tilpums 1 L) laika perioda

no 2016. gada novembra lidz 2017. gada maijam 15 dazadas Latvijas pilsétas (2. attéls).

Kura kurgu
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Voru Pskoy
)
QValga Meuopb
o Péchory
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Ventspils Smiltene Aluksne OcTpoi
o 3516 ( v
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Balvi

Salaspilse | Ogre

‘i@us J@va
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Ba\fka

//mm S'M

Telsiai Siauliai
Palanga Plungé ° \agllm
o

Radviliskis

Da u@zp Is

Zarasair

Klaipéda
1 Lletuva .o Visagings Hasa

2. attéls. Udens paraugu nonemsanas punkti.
Figure 2. Water sampling points.
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Katra viesnica tika nonemti se$i tidens paraugi (ar iznémuma gadijumu), 170 no krana
un 70 no dusas klausules (6. tabula). Katra viesnica Gidens paraugi tika nonemti tris istabinas,
no katras divi — viens pirms tidens notecinasanas, otrs péc tris minisu notecinasanas. Divas
viesnicas péc apsaimniekotaja liguma nonemts papildus paraugs, kopuma sastadot septinus
paraugus no vienas viesnicas, bet viena viesnica (viesu nama) nonemti Cetri tidens paraugi, jo
taja bija pieejamas tikai divas istabinas (6.tabula). Uzreiz p&c iepildiSanas pudel€ visiem Gidens
paraugiem nomerita tidens temperatiira un fikséta protokola.

6. tabula

Nonemto tidens paraugu skaits.
Table 6

Number of taken water samples.

Paraugu skaits
Viesnicu skaits Krans Dusas klausule . .
N — N — No vienas viesnicas
Pirms Péc Pirms Péc

15 3 3 0 0 6
15 2 2 1 1 6
5 1 1 2 2 6
2 2 3 1 1 7
2 0 0 3 3 6
1 0 0 2 2 4

Kopa 40 | 170 | 70 |

2.2.2. Legionella pneumophila izolésana un serogrupas noteikSana

Legionella pneumophila izolésana tika veikta saskana ar standartu LVS 1SO 11731:1998.
Visi tdens paraugi ar spiediena palidzibu tika filtréti, izmantojot vakuuma membranfiltru
metodi. Veikta filtru noskaloSana koncentratu ieguvei, to termiska apstrade un apstrade ar skabi.
Apstradatie paraugi uzséti uz selektivas GVPC agara barotnes un ievietoti termostata 36+1°C
uz 10 dienam. Raksturigas Legionella kolonijas tika parsétas uz BCYE un BCYE bez cisteina
barotnes un ievietotas termostata 36+1°C uz 2 dienam. Koloniju apstiprinasana veikta ar
MALDI-TOF masas spektrometru (2.2.5 apaks$nodala). Apstiprinatajiem L. pneumophila
izolatiem ar lateksa aglutinacijas metodi tika veikta serogrupas noteik$ana. Izmantoti divi
lateksa aglutinacijas serumi — Legionella pneumophila TEST L1 un Legionella pneumophila
TEST L2-15. Konkrétas serogrupas noteikSanai tika izmantoti papildus L. pneumophila

serogrupas 1, 2, 3, 6 un 9 lateksa aglutinacijas serumi.
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2.2.3. DNS ekstrakcija un PCR amplifikacija

DNS ekstrakcija veikta péc 48 h L. pneumophila inkubacijas termostata 36+1°C
temperatira. Pilna 1 pl izméra mikrobiologiska cilpina ar L. pneumophila kulttiras kolonijam
suspendéta 500 pl no nukleazes briva tdens un ar kratitaja palidzibu ieguta viendabiga
suspensija. Ependorfa mégenes ar bakteriju suspensiju ievietotas termobloka 100°C
temperatira lizéSanai uz 8 minttém, atdzesétas un ievietotas centriftiga (3 min x 13 000 rpm)
supernatanta iegiisanai. Aptuveni 400 ul supernatanta tika parnestas jaunas mégenés talitgjai
izmantoSanai vai saldé$anai —18°C temperattira. Ar NanoDrop spektrofotometru noteikta katra
Legionella pneumophila celma izdalitas DNS koncentracija (izmantota koncentracija ~20
ng/ul), nepiecieSsamibas gadijuma veikta atSkaidiSana.

Izmantojot QIAGEN Sample and Assay Technologies Quick-Start protokolu, tika
aprékinats nepiecieSamais reagentu, praimeru daudzums un koncentracija katra parauga
amplifikacijai. Astonas ependorfa mégenés pagatavots amplifikacijas reakcijas maisijums,
sastavo$s no nukleazes briva tidens, PCR HotStar Master Mix skiduma, MgCly, praimera F un
praimera R atbilstosajiem géniem (noteikta seciba — flaA, pilE, asd, mip, mompS, proA, neuA
vai neuAh). Sterilas 8 stripu PCR m&gengs iepilinati 18 pul pagatavota maisijuma katram génam
un klat pievienoti 2 ul ieprieks izdalitas DNS. Stripu PCR m&genes nocentrifugétas (10 s x 3000
rpm) un ievietotas PCR amplifikatora, uzstadot termala cikla parametrus saskana ar Quick-Start
protokolu.

legitie PCR amplifikacijas produkti ievietoti kapilaras elektroforézes iekarta
koncentracijas noteik$anai. Ar QIAxcel ScreenGel Software datorprogrammu iegiita
elektroforézes aina un noteikta katra géna produkta koncentracija. Veikta PCR produktu

atSkaidiSana l1dz koncentracijai 1,5 ng/ul ar kopgjo tilpumu 5 pl katram génam.
2.2.4. DNS sekvencesana

Pirms sekvenc€Sanas tika veikta PCR produktu attiriSana pievienojot 0,5 pul
eksonukleazes I un 1 pl sarmainas fosfatazes (kopgjais beigu tilpums katra mégene 6,5 pl).
Stripu PCR mé&genes nocentrifugétas (10 s x 3000 rpm) un ievietotas uz attiriSanu PCR
amplifikatora, uzstadot parametrus 15 mintiSu inkubacijai 37°C temperatiira un 15 mintSu
beigu reakcijai 85°C temperatiira.

Izmantojot BigDye Terminator v3.1 Cycle Segencing Kit protokolu, tika aprékinats
nepiecieSamais reagentu, praimeru daudzums un koncentracija sekvencéSanas reakcijai.
Sespadsmit ependorfa mégenés pagatavots sekvencéSanas reakcijas maisijums, sastavoss no
nukleazes briva tdens, sekvencéSanas buferskiduma un BigDye krasvielas. Astonas no tam
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iepilinati Forward praimeri atbilstosaja seciba no flaA lidz neuAh, atlikusajas astonas Reverse
praimeri. Sterilas stripu mégengés, ievérojot secibu, iepilinati 18 pl pagatavota maisijuma katram
génam un klat pievienoti 2 pl attirita PCR produkta (kopgjais tilpums 20 pl). Stripu m&genes
nocentrifugétas (10 s X 3000 rpm) un ievietotas amplifikatora sekvencéSanas reakcijai, uzstadot
termala cikla parametrus saskana ar Applied Biosystems BigDye Terminator protokolu.
Izmantojot etanola/natrija acetata precipitacijas metodi (saskana ar BigDye Terminator
v3.1 Cycle Segencing Kit protokolu), tika pagatavots etanola, natrija acetata un destiléta tidens
maisijums PCR produktu precipitacijai. Stripu mégenés visiem géniem pievienoti 80 pl
pagatavota vielu maisijuma (kopgjais tilpums 100 ul) un to saturs parnests uz optisko 96-
iedobju plati, sekojot Iidzi génu secibai. Plate ievietota centrifiiga (30 min x 3000 rcf)
supernatanta atdaliSanai. Ar centrifiigas palidzibu (15 s x 1500 rcf) atdaliti supernatanta
atlikumi un katra no iedobém pie precipitata pievienoti 150 ul 70 % etanola, nukleotidu
atmazgasanai. Plate atkartoti ievietota centriftiga (10 min x 3000 rcf) un, atbrivojoties no
supernatanta, katra iedob€ pievienoti 20 pl formamida. Uzstadot nepiecieSamos parametrus,

plate tika ievietota genétiskaja analizatora sekvencu iegtisanai.
2.2.5. MALDI-TOF MS identifikacija

Visi pétijuma iegtitie Legionella izolati tika apstiprinati izmantojot Bruker MALDI
Biotyper tiesas identifikacijas metodi. Plana karta uz MALDI-TOF masspektrometra mérka
plates ailém tika veikta atsevisku koloniju uztriepe. Uz biologiska materiala katra aizpilditaja
aile uzpilinats 1 pl HCCA matriksa, atstats noZtiSanai istabas temperatiira un ievietots

masspektrometra izolatu identifikacijai.

2.2.6. Datu apstrade un analize

Ar Sequencing Analysis Software datorprogrammu iegitas katra parauga septinu génu
sekvences. Izmantojot MEGA 5.2.2 datorprogrammas parametru Align by ClustalW, sekvences
tika nolidzinatas un apgrieztas atbilsto§si EWGLI datubazes'* references sekvencém. legiitas
sekvences ievietotas datubaze aléliska profila un sekvencu tipa numura noteik$anai. Klinisko
gadijumu skaita noteikSanai izmantoti EWGLI epidemiologiskie dati.

Pirms jauniegiito sekvencu tipu pieskirSanas veikta sekvencu kvalitates parbaude,
izmantojot datubazes Sequence Quality Tool sistemu. lzolati ar atSkirigajiem sekvencu tipa
numuriem registréti EWGLI datubaze ka Latvijas valsts vides izolati. lzmantojot PHYLOViZ

datorprogrammu izveidota minimum-spanning tree dendrogramm, ar eBurst Online veikta

1 http://www.hpabioinformatics.org.uk/legionella/legionella_sbt/php/sbt_homepage.php
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filogenétiska analize. Izmantojot BioNumerics datorprogrammu (MALDI-TOF MS masas
spektrus) un MEGA 5.2.2 datorprogrammu (asd géna sekvences) izveidotas UPGMAD
dendrogrammas.

P vértiba aprékinata ar Vilkoksona testu (ticamibas intervals 95 %).

15 Unweighted pair group method with aritmetic mean

31



3. REZULTATI UN DISKUSIJA
3.1. Legionella pneumophila izplatiba viesnicu idensapgades sistémas

Pétijuma tiek pieradits, ka Legionella ir plasi sastopama bakterija Latvijas viesnicu
tidensapgades sistemas, jo no 40 viesnicam 26 (65 %) tika identificéts vismaz viens Legionella
pozitivs paraugs. Viesnicu saraksts un iegitie rezultati apkopoti 1. pielikuma. Kopuma no 240
paraugiem 108 (45 %) bija Legionella pozitivi, no kuriem 99 (41 %) L. pneumophila un 9 (4
%) L. rubrilucens izolati (7. tabula). No 170 krana nonemtajiem paraugiem 73 (43 %) paraugos
tika konstatéta L. pneumophila, bet no 70 dusas klausules nonemtajiem paraugiem 26 (37 %)
paraugos tika konstatéta L. pneumophila.

7. tabula

Legionella izplatiba viesnicu Gidensapgades sisteémas.
Table 7

Distribution of Legionella in hotel water supply system.

Pozitivie paraugi Negativie paraugi
Krans Dusas Kopa Krans Dusas Kopa
N (poz.) % klausule N (poz.) % N (neg.) % klausule N (neg.) %
' N (poz.) % ' ' N (neg.) % '
L. pneumophila | 170 (73) 43 | 70 (26) 37 | 240 (99) 41 170 (97) 57 70 (44) 63 240 (141) 59
L. rubrilucens 170 (9) 5 70(0)0 240 (9) 4 170 (161) 95 70 (70) 100 | 240 (231) 96

*N — kopgjais nonemto paraugu skaits

Lidzigs pétijums veikts Italija, kura 75 % no iesaistitajam viesnicam konstatéta
Legionella spp. un 60,5 % no nonemtajiem tidens paraugiem Legionella pozitivi (Borella et al.
2005). Tiesi viesnicu Gdensapgades sisteémas ir viens no galvenajiem Legionella pneumophila
rezervuariem, kas var€tu bt saistits ar €kas plaso caurulvadu tiklu un mainigo temperatiiru taja
(Borella et al. 2005).

L. pneumophila ir parstavétaka Legionella suga, kas identificéta $aja p&tijuma, sastadot
92 % no 108 Legionella pozitivajiem paraugiem. Sis raditajs ir daudz lielaks neka lidziga
ieprieks$ veikta pétijuma Kina, kura L. pneumophila konstatéta 51,9 % un Japana 87,1 % no
identificétajam Legionella sugam (Qin et al. 2013; Kanatani et al. 2017). Otra Legionella suga,
kas identific€ta $aja p&tijuma, ir L. rubrilucens, sastadot 8 % no 108 Legionella pozitivajiem
paraugiem. Kanatani (2017) pétijuma L. rubrilucens identificéta 16,1 % no Legionella
pozitivajiem paraugiem. To, ka paraugos konstatéta L. rubrilucens nevis L. pneumophila,
nevajadzetu uzskatit par mazsvarigu, jo petijumi liecina, ka ne tikai L. pneumophila, bet ari
citas sugas sp€j ierosinat dazada veida saslimSanas, kas galvenokart saistitas ar nozokomialam

infekcijam (Qin et al. 2013; Mentasti et al. 2014).
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L. rubrilucens konstatéta tikai no krana nopemtajos paraugos, savukart Kanatani (2017)
pétijuma tikai no dusas klausulém nonemtajos paraugos. 7. tabula redzams, ka L. pneumophila
konstatéta 43 % no krana un 37 % no dusas klausules nonemtajos paraugos. Tiesi dusas
klausules palielina risku inficéties ar Legionella, jo tajas tiek izveidoti smalki, aerosolizéti
tidens pilieni, kas sp€j nonakt cilvéka respiratoraja sisteéma (Kanatani et al. 2017).

Udens temperatiira ir viens no galvenajiem fizikalajiem parametriem, kas ietekmé
Legionella dzivosanu un vairosanos (Dilger et al. 2016). L. pneumophila spgj uzturét savu
dzivotsp&ju temperatiira no 0°C lidz 60°C (Hornei et al. 2007; Dilger et al. 2016). Maksimala
tdens temperatiira no krana nonemtiem paraugiem, kura identificéta L. pneumophila, ir
63+1°C, bet minimala 16+1°C, savukart no dusas klausules nopemtiem paraugiem maksimala
57+1°C, bet minimala 21+1°C (8. tabula). Udens temperatiras atSkiriba Legionella
pozitivajiem un Legionella negativajiem paraugiem nav statistiski biitiska (P = 0.185978, CI =
95 %).

8. tabula

Pozitivo un negativo L. pneumophila paraugu raksturlielumi pirms un p&c tidens
notecinasanas.

Table 8

Characteristics of positive and negative L. pneumophila samples before and after
water pouring.

Temperatira® C

]
= Krans Dusas klausule
& * m we
(- Pozitivi Negativi Pozitivi Negativi Kolonizacija, kvv/l
S paraugi paraugi paraugi Paraugi
z vid. | ™ vigo | ™M vigo | ™ g, | M vid. min-max
max max max max
I
Pirms 34,7 16-61 34,2 27-48 33,7 21-45 36,0 | 23-55 1,8 x 108 15i()3304
I
Pec 47,9 20-63 50,1 37-58 47,4 40-57 51,3 | 38-63 1,0 x 108 855)3()}(1).03

Visvairak pozitivo L. pneumophila paraugu identificéts tdens temperatiira 34 — 40°C, kas
atbilst optimalajam (25 —42°C) L. pneumophila augSanas temperatiiras diapazonam (Diederen
2008). P&tijumi liecina, ka tidens temperatiira virs 60°C L. pneumophila aiziet boja aptuveni
divu lidz tris mintisu laika, bet §adas temperatiiras uzturéSanai viesnicam nakas saskarties ar
problémam, kas saistitas ar palielinatam apkures izmaksam, ka ari specialu Gidens maisitaju
ievieSanu applaucéSanas riska mazinasanai (Borella et al. 2005; Dilger et al. 2018).

P&tijuma maksimalais L. pneumophila koloniju veidojo$o vienibu skaits bija 1,1 x 10*
kvv/l (8. tabula). Vidg&jais koloniju veidojo$o vienibu skaits pirms tidens notecinasanas bija 1,8
x 10%kvv/l, bet péc lidens notecinasanas 1,0 x 10° kvv/I. Zinams, ka L. pneumophila augsanai
labveligi apstakli ir stavo$s, ar organiskajam vielam bagats Gdens, kas veidojas ilglaicigi

neizmantotos kranos vai duSu klausulés (Diederen 2008; Kanatani et al. 2017). P&tijjuma tas
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apstiprinas, jo gan no krana, gan dusu klausulém nonemtajos paraugos Koloniju veidojoso
vienibu skaits pirms tdens notecinaSanas ir statistiski bitiski lielaks neka péc tdens
notecinasanas (P = 0,000014; Cl = 95 %). ST pétijuma mazakais konstat&tais koloniju veidojoso
vienibu skaits bija 50 kvv/l. Lai gan 54,5 % no paraugiem koloniju veidojoSo vienibu skaits
bija <102 kwv/l (3ie rezultati netiek attéloti), tomér to nedrikstétu atstat nevéribas cienigu, jo
labveligu apstaklu klatbiitng L. pneumophila atri sp&j savairoties.

Tris no pétijuma iesaistitajam viesnicam izradija iniciativu nogemt tidens paraugus no
siltummezgla (Sie rezultati netiek attéloti). Rezultata no divu viesnicu siltummezgla izoléta L.
pneumophila (1,5 x 102kvv/l un 7,5 x 103kvv/1). Vienas viesnicas siltummezgla L. pneumophila
klatbiitne netika konstat&ta, savukart §1s pasas viesnicas divu istabinu nonemtie tidens paraugi
bija L. pneumophila pozitivi. Izriet secinajums, ka sakotn&jais L. pneumophila avots var bt
gan jau pirmatngjais tidens pievads €kai, gan arT konkréts €kas tidensapgades sistémas posms,
kura bakterijas nokluvusas un masveida savairojusas. Viena istabina nonemtais paraugs pirms
notecinasanas var bt Legionella negativs, bet péc notecinasanas — pozitivs. Tas liek secinat, ka
bakterijas ir savairojusas nevis krana vai dusas klausules galva, bet kada no tidensapgades
sistemas posmiem lidz nonaksSanai konkrétaja istabina.

Citi parametri, iznemot temperatiiru, ka pieméram, tidens pH, caurulu izgatavoSanas
materials, hlora vai citu dezinfekcijas Iidzek]u klatbiitne $aja pétijuma netika aplikoti. PEttjumi,
kuros tas tiek noteikts, liecina, ka, piem&ram, tidens paraugos ar aktiva, atlikusa hlora saturu
>0,1 mg/l Legionella dzivotsp&ja samazinas (Kanatani et al. 2017). Borella (2005) pé&tijuma
tiek apliikota Legionella klatbiitne viesnicu Gdensapgades sistéma saistiba ar caurulu materialu,
€kas vecumu, tidens izcelsmi, silditaju veidu, €kas stavu un istabinu skaitu. Vienigais faktors,
kas pozitivi korelg ar L. pneumophila klatbitni, ir ekas vecums (Borella et al. 2005). Saja
pétijuma L. pneumophila klatbiitne nav atkariga no €kas uzbtvésanas gada (1. pielikums).
Jaunaka viesnica, kura konstatéta L. pneumophila klatbatne, ir uzbtavéta 2011. gada, bet vecaka
1886. gada. 1. pielikuma redzams, ka L. pneumophila ir konstatéta gan 2008. gada, gan 2010.
gada, gan 2011. gada buvétas €kas, savukart nav konstatéta 1873. gada un 1820. gada buvétas
€kas. Tomér jaatzimé, ka no 14 viesnicam, kuras netika konstatéta L. pneumophila, 12 ir €kas,
kuras jaunakas par 2007. gadu.

Ar lateksa aglutinacijas metodi tika noteiktas piecas L. pneumophila serogrupas — SG 1,
SG 2; SG 3; SG 6 un SG 9 (1. pielikums). L. pneumophila SG 1 identificéti 13 izolati, SG 2 —
10 izolati, SG 3 — 68 izolati, SG 6 — 4 izolati un SG 9 — 4 izolati (9. tabula). Visbiezak sastopama
serogrupa ir L. pneumophila serogrupa 3 (68 izolati, 68,7 %), kas arT Qin (2013) pétijuma ir
parstavétaka (67 izolati, 25,3 %). Savukart Kanatani (2017) pétijuma tikai 2 izolati no 31
identificéti ka L. pneumophila serogrupa 3. Otra parstavétaka serogrupa ir L. pneumophila
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serogrupa 1 (13 izolati, 13,1 %) (9. tabula). Pasaulé ar Legionaru slimibas uzliesmojumiem
visbiezak saistita tiesi L. pneumophila serogrupa 1, kas Eiropa sastada aptuveni 85 % no
zinotajiem gadijumiem un 70 % no tiem ir ar celoSanu saistitie jeb TALD gadijumi (Aurell et
al. 2005; Khodr et al. 2016).

Saja un lidzigos pétijumos apstiprinas, ka vienas ekas idensapgades sistéma var bit ne
tikai dazadas Legionella sugas, bet arT atSkirigas L. pneumophila serogrupas (Qin et al. 2013;
Kanatani et al. 2017). No 26 L. pneumophila pozitivajam viesnicam 7 viesnicas tika konstat&tas
divas atSkirigas serogrupas kopa —SG 3un SG 6, SG2unSG 3,SG2unSG 1, SG3unSG1
(1. pielikums). Divas viesnicas konstatéta tikai L. rubrilucens, bet divas L. pneumophila kopa
ar L. rubrilucens. Trijas viesnicas no vienas istabinas identificétas divas atSkirigas serogrupas
(8ie rezultati netiek att€loti), pirms tidens notecinasanas L. pneumophila serogrupa 2, bet péc
notecinaSanas — serogrupa 3. Tas var€tu biit izskaidrojams ar kliidainu serogrupas noteikSanu,
JO, izmantojot lateksa aglutinacijas testu, no BCYE barotnes tika nemtas tikai divas tipiskas L.
pneumophila kolonijas. lespgjams, analiz&jot vismaz piecas kolonijas, viena parauga varétu

identific@t vairakas serogrupas.
3.2. L. pneumophila sekven¢u tipu daudzveidiba un izplatiba

Izmantojot uz DNS sekvenci bazéto tipésanas (SBT) metodi, visiem 99 L. pneumophila
izolatiem tika iegits al€liskais profils un sekvencu tipa numurs (9. tabula). SBT ir “zelta
standarts” starp L. pneumophila tipéSanas metodém, kas lauj veikt L. pneumophila
epidemiologisko tipéSanu, izmeklét un izsekot globalo izplatiSanos, ka ari noskaidrot
legionelozes uzliesmojumus pasaulé (Sanchez-Buso et al. 2015). P&tijuma iegiti 26 sekvencu
tipa numuri, no kuriem Cetri iepriek$ nav bijusi registréti EWGLI datubaze. Diviem izolatiem
pieskirts jauns sekvencu tipa numurs ST 2582, seSiem — ST 2581, trijiem — ST 2579 un trijiem
— ST 2580.

Visi izolati ar atskirigajiem sekvencu tipa numuriem registréti EWGLI datubazé ka vides
izolati no Latvijas. No EWGLI datubazes (01/2018) iegiits un 9. tabula apkopots ar1 katra
sekvencu tipa izraisito klinisko gadijumu skaits. Visvairak registréto klinisko gadijumu skaits
ir ST 1, ST 62 un ST 9, visi L. pneumophila serogrupas 1 izolati. Ari kliniska gadijuma izolati
ir bijusi vides izolati, pirms tie registréti ka infekciju izraiso$i (Sanchez-Buso et al. 2015). ST
1 no 876 kliniskajiem gadijumiem 48 (5,5 %) reizes registréts ka TALD jeb ar celo$anu saistits
sekvencu tips, ST 62 — 29 (7,4 %) reizes un ST 9 — 20 (13,9 %) reizes (ar1 TALD gadijumu
skaits iegiits EWGLI datubazg). Tikai septiniem sekvencu tipiem, no kuriem cetri jauniegitie,

nav bijis registréts neviens kliniskais gadijums.
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9. tabula

Ar SBT metodi iegitie L. pneumophila izolatu al€liskie profili un sekvencu tipa numuri.
Table 9
Allele profiles and sequence type of L. pneumophila isolates obtained by the SBT method.

Klmisko gadijumu

Serogrupa | Algliskais profils SEKXEPnCJlrglpa ISZIZ’;T:S“ skaits (EWGLI)
(uz 01.2018)
1 2,10,3,10,9,4,11 ST 170 4 6
3,10,1,3,14,9,11 ST 9 4 144
2,10,15,10,9,4,11 ST 2582 2 0
143,11,11 ST 1 2 876
8,10,3,15,18,1,6 ST 62 1 389
Tzolati (%) 13 (13,1 %)
2 2,10,24,28,4,4,207 ST 1354 4 2
10,22,7,28,16,18,8 ST 2002 3 0
1,10,3,5,1,1,213 ST 2299 1 1
6,10,19,28,19,4,207 ST 1409 1 3
2,10,3,28,9,4,207 ST 1362 1 3
Tzolati (%) 10 (10,1 %)
3 3,13,1,28,14,9,13 ST 1104 15 2
2,10,3,3,9,4,6 ST 366 12 3
2,10,3,28,9,4,3 ST 728 7 4
2,32,20,38,34,35,219 ST 2581 6 0
6,10,14,28,21,14,9 ST 461 6 3
2,10,15,28,9,4,13 ST 338 5 3
2,10,3,28,9,4,9 ST 81 5 8
2,5,3,28,9,4,6 ST 2579 3 0
6,10,19,28,19,4,3 ST 292 3 4
5,1,22,30,6,10,203 ST 1324 2 15
2,10,3,28,9,4,13 ST 87 2 18
2,10,1,3,9,4,3 ST 787 1 0
3,10,1,28,14,9,13 ST 93 1 66
Izolati (%) 68 (68,7 %)
6 7,10,17,3,17,11,9 ST 698 2 0
3,13,1,28,14,9,3 ST 68 2 28
Tzolati (%) 4 (4,0 %)
9 6,10,19,28,19,14,3 ST 2580 3 0
2,10,24,28,4,4,207 ST 1354 1 2
Tzolati (%) 4 (4,0 %)
Kopa 99

*ST treknraksta — jauniegitie, pirmo reizi EWGLI datubazg registrétie sekvencu tipi.

Pasaulé visbiezak sastopamais ir ST 1 sekvencu tips, kur§ parsvara identificéts vides
izolatiem (Kozak-Muiznieks et al. 2014; Sanchez-Buso et al. 2015). Iesp&jams, celmi ar
sekvencu tipu ST 1, koeksistgjot ar citiem virulentiem celmiem, horizontalas génu parneses
rezultata ir ieguvusi papildus virulences pazimes (Kozak-Muiznieks et al. 2014). Virulentajiem
celmiem mainas ari $iinas sienas fizikalas 1pasibas, tadejadi uzlabojas noturiba un rezistence
(Kozak-Muiznieks et al. 2014). Celmi ar atskirigiem sekvencu tipiem var veidoties saskaroties
ar izmainam génu Itmeni, mutaciju vai rekombinaciju procesa (Chasqueira et al. 2014).
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Visvairak izolatu identificéts ar sekvencu tipa numuru ST 1104 — 15 izolati, ST 366 — 12
izolati un ST 728 — 7 izolati (3. attéls). ST 1104 EWGLI datubazg registréts 9 reizes, no kuram

divas ka kliniska gadijuma izolats un vienu reizi ar nozokomialu infekciju saistits izolats.

©
o ™M
(S I 90

[N
(o}

Izolatu skaits
e e
o N ESN o [e0) o N SN
1354
2002
292 mmmm
1104 I

728 N

O N —+1 OO N o O N (90 TN i~ S A o | — OO 4 00 0O < O
M~ © [ee] o O WO O 00O N 00 O 0O N~ 0 © O L
— [T} N < ™M ~N ™M < n © ™M
N AN — N N — N

2 3 6

Sekvencu tips un serogrupa

3. attéls. 1zolatu skaits attiecigajam sekvencu tipam un serogrupai.
Figure 3. Number of isolates for appropriate sequence type and serogroup.

L. pneumophila SG 1 un SG 2 iegiiti 5 sekvencu tipa numuri, SG 3 - 13, SG6un SG 9 —
2 sekvencu tipa numuri. ST 1354 iegiits divam dazadam serogrupam — SG 2 Cetriem izolatiem
un SG 9 vienam izolatam (3.attéls). To varétu izskaidrot ka kliidainu serogrupas noteikSanu,
bet pétijumi liecina, ka arT dazadam serogrupam var bt viens un tas pats sekvencu tipa numurs
(Levesque et al. 2016).

1. pielikuma apkopotie dati liecina, ka 11 viesnicas konstatéti divi dazadi sekvencu tipi
un tikai trijas viesnicas identificéta viena serogrupa, bet divi atskirigi sekvencu tipi. Vienas ékas
tidensapgades sistéma nav konstatéti vairak ka divi dazadi L. pneumophila sekvencu tipi,
iesp&jams, palielinot nonemto Gidens paraugu skaitu no vienas viesnicas, tiktu konstatéta lielaka
to dazadiba. Sekvencu tipu dazadibas noveérté€sanai vienas €kas tidensapgades ietvaros, nebiitu
nepiecieSams nonemt divus paraugus no viena krana vai dusas klausules ka tas tika veikts Saja
pétijuma, jo rezultati liecina, ka gan pirms, gan péc tidens notecinasanas ir konstatéts viens un
tas pats L. pneumophila sekvencu tips (Sie rezultati netiek att€loti). ST 1104 un ST 338
konstatéts trijas viesnicas, ST 1354, ST 366 un ST 170 — divas, bet pargjie sekvencu tipi
konstateti tikai viena viesnica.

Ieprieks veikta 11dziga petijuma Latvija identificeti 15 dazadi sekvencu tipi (Staskevica
2016). No tiem 8 sekvencu tipi (ST 2192, ST 579, ST 421, ST 2191, ST 1271, ST 1261, ST
345, ST 553) ir tadi, kas nav konstatéti $aja pétijuma. Latvijas teritorija (uz 04/2018) identificéts
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41 L. pneumophila sekvencu tips (visi ka vides izolati). Papildus tiem ir vél divi — ST 963 un
ST 1044, kuri registréti ka kliniskie, ar ceJoSanu saistitie izolati. Kopuma EWGLI datubazé
registréti vairak neka 2500 dazadi sekvencu tipi, kuru aléles ir unikalas (tam pieskirts nejauss,
vesels skaitlis), un to kombinacija katra lokusa veido al€lisko profilu (Gaia et al. 2005; Mentasti
et al. 2014).

Kopuma L. pneumophila konstatéta 9 Rigas viesnicas, iegiti 42 L. pneumophila izolati
un 9 dazadi sekvencu tipi (4. att€ls). Latgal@ iegiiti 12 izolati, 5 sekvencu tipi, Vidzemée (izpemot
Rigu) — 10 izolati, 7 sekvencu tipi, Zemgalé — 6 izolati, 2 sekvencu tipi, Kurzeme — 29 izolati,
7 sekvencu tipi (4. attels). AtSkirigos Latvijas novados parstavéti tikai tris no sekvencu tipiem
— ST 338 (Riga, Latgalé un Vidzemg), ST 170 (Kurzemé un Vidzemég), ST 366 (Riga un

Latgalg), pargjie sekvencu tipi konstatéti tikai viena izolé$anas pilséta.

4. artels. L. pneumophila sekvenéu tipu geografiska izplatiba (*izolatu skaits).

Figure 4. Geographic distribution of L. pneumophila sequence type (* number of
isolates).
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P&tijumi liecina, ka sekvencu tipu izplatiba ir atkariga no izolatu geografiskas atrasanas
vietas. Piem&ram, L. pneumophila serogrupas 1 sekvencu tips ST 47 ir parstavétakais Belgija,
Francija, Lielbritanija un Niderlandg, bet neviens izolats ar So sekvencu tipu nav registréts ka
izolats no ASV vai Azijas valstim (Kozak-Muiznieks et al. 2014). Savukart Kvebeka visvairak
ir izplatits ST 62, kas ir saistits ar sporadiskiem gadijumiem, ka ari diviem lieliem
uzliesmojumiem (Levesque et al. 2016).

Ir veikti petijumi, kuros apliiko vides izolatu sekvencu tipu dazadibu atkariba no tdens
sistémas veida, kura identificéta L. pneumophila. Tie ir atSkirigi dzeséSanas tornos, vannas
istabas tidenT un dzeramaja adeni (Kozak-Muiznieks et al. 2014). Saja pétijuma sekvencu tipu
dazadiba atkariba no tdens sist€mas veida netiek apliikota, visi tidens paraugi viesnicas tiek
nonemti no centralizétas tidens padeves, bet uzmaniba tiek pievérsta tam, kada Gdensgitne
izmantota Rigas viesnicu apgadei ar ideni. Udens apgadei pazemes “Baltezera-Zakumuizas”
tdensgititni izmanto 8 Rigas viesnicas, bet virszemes tidensgiitni no Rigas HES tidenskratuves
10 viesnicas (1. pielikums). L. pneumophila pozitivi paraugi konstatéti 5 viesnicas ar pazemes
tdensgttni un 4 viesnicas ar virszemes tidensgttni. ST 1354 un ST 1104 konstatéti viesnicas
gan ar pazemes, gan virszemes tidensgtni. Lai secinatu, vai sekvencu tipu dazadiba ir statistiski
nozimigi atkariga no Udensgiitnes veida, ir nepiecieSami papildus petijumi ar daudz vairak

izolatiem tie$i no Rigas tidensapgades sisttmam gan ar pazemes, gan virszemes tdensgatni.
3.3. Identificéto L. pneumophila sekvencu tipu filogenétiskas attiecibas

Lai atspogulotu iesp&jamas evolucionaras attiecibas starp iegiitajiem 26 atskirigajiem L.
pneumophila sekvencu tipiem, izmantojot PHYLOViZ Online datorprogrammu, kura pétijjuma
iegttie al€liskie profili un to atbilstosie sekvencu tipi tiek sajugti ar pieejamajiem
epidemiologiskajiem datiem, tika izveidota minimum-spaning tree (MST) dendrogramma (5.
attéls).

Izmantojot eBurst Online datorprogrammas algoritmu, tiek sagrupéti savstarpgji saistitie
sekvencu tipi un ST 87 tiek izvirzits ka iesp&jamais centralais dibinasanas sekvencu tips, kur$
raksturojas ka “predicted founder” jeb hipotetiskais priekstecis. Algoritms saistitos sekvencu
tipus defin€ ka populacija saistitos genotipus. Sekvencu tipi iedalas Cetras grupas — A grupa ar
¢etriem sekvencu tipiem — ST 366, ST 62, ST 2299 un ST 1, B grupa ar diviem sekvencu tipiem
— ST 2582 un ST 170, C grupa ar ¢etriem sekvencu tipiem — ST 1104, ST 68, ST 93 un ST 9,
un D grupa ar Cetriem sekvencu tipiem — ST 292, ST 1409, ST 2580 un ST 461. Atseviski
grupgjas 11 sekvencu tipi — ST 728, ST 787, ST 698, ST 81, ST 1324, ST 1362, ST 1354, ST
338, ST 2002, ST 2579, ST 2581, kuri raksturojas ka “singletons”, t.i. maz vai nav nemaz saistiti
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ar citiem sekvencu tipiem. No centrala sekvencu tipa tick prognozets iesp&jamais katras grupas
dibinasanas sekvencu tips, A grupai tas ir ST 366, C grupai — ST 93 un D grupai ST 292, B

grupai tas netiek izvirzits.

608 1354

(a8l

5. attels. SBT iegiito 26 sekvencu tipu minimum-spaning tree dendrogramma.
Figure 5. Minimum-spaning tree obtained SBT profiles of 26 sequence type.

Visi “singletons” sekvencu tipi, iznpemot ST 728, ST 81 un ST 1362, ir saistiti tikai ar
vienu citu sekvendu tipu. Cetriem no “singletons” sekvencu tipiem par iemeslu lielakai
atSkiribai no pargjiem varétu bt tas, ka neuA géna vieta ir ta homologs neuAh, ST 1362 (neuAh-
207), ST 1324 (neuAh-203), ST 1354 (neuAh-207) un ST 2581 (neuAh-219) (9. tabula). ST
1354 un ST 1362 ir vienas un tas paSas serogrupas izolati un dendrogramma novietojas viena
atzara, bet acimredzot tie nav tik cie$i saistiti, lai veidotu atsevisku grupu. Sekvencu tipi
dendrogrammas grupas neiedalas péc serogrupas, jo A grupas sekvencu tipi ir gan SG 1, gan
SG 2, gan SG3 izolati, C grupas sekvencu tipi — SG 1, SG 3 un SG 9 izolati, D grupas sekvencu
tipi — SG 2, SG 3 un SG 9. (5. attéls; 9. tabula). Tikai B grupa nodalijusies vienas un tas pasas
serogrupas izolati ar sekvencu tipiem ST 170 un ST 2582. Sekvencu tipi katra grupa ir art
geografiski atSkirigi, t.i. sagrupétajiem sekvencu tipiem nav saistibu ar izolé$anas geografisko
vietu. Pieméram, A grupas sekvencu tipi ir Saldus, Madonas, Tukuma, Rézeknes un Rigas L.
pneumophila izolati (1. pielikums; 5.att€ls).

P&tijumi liecina, ka efektiva metode Legionella populacijas struktiiras aprakstiSanai ir
pulsgjosa lauka géla elektroforéze, kas sp&j atspogulot L. pneumophila augsto genétisko

polimorfismu un identificét art klonus, turklat, kombingjot PFGE ar epidemiologiskiem datiem,
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iesp&jams noteikt epidemiologiski saistitus vai nesaistitus celmus (Aurell et al. 2005; Qin et al.
2013). Buitu nepieciesami papildus uz DNS sekvenci bazetas tipéSanas pétijumi, kuros tiek
izmantoti ne tikai vides, bet ar kliniskie L. pneumophila izolati. Sada veida pétijumi varétu
palidzet izsekot legionelozes saslimSanas uzliesmojumus, atklajot sporadisko, epidémisko un
endémisko sekvencu tipu saistibu (Aurell et al. 2005).

Lai novértétu SBT metodg iegiito 26 sekvencu tipu filogenétiskas attiecibas, nesaistot ar
epidemiologiskiem datiem, tika izveidotas divas UPGMA dendrogrammas péc maximum
composite likelihood metodes (abas izmantoti tie pasi izolati) (6.att€ls). A dendrogramma,
izmantojot katra sekvencu tipa asd géna sekvenci (MEGA 5.2.2 datorprogramma), un B
dendrogramma, balstoties uz MALDI-TOF MS proteinu masas spektriem un iegiitajiem pikiem
(BioNumerics datorprogramma). Tiesi asd géns izmantots tadgl, ka p&tijuma asd aléles numuru
dazadiba bija vislielaka (11 varianti), turklat ari Sanchez-Buso (2015) L. pneumophila

filogengtiskajai analizei izmantoto izolatu asd géna sekvenci.
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6. arrels. UPGMA dendrogrammas 26 atSkirigajiem sekvencu tipiem p&c maximum
composite likelihood metodes. A — izmantojot asd géna sekvenci, B — izmantojot masas
spektrus.

Figure 6. UPGMA maximum composite likelihood dendrogramm of 26 different
sequence types. A — obtained by asd gene sequence, B — obtained by mass spectra.

Ta ka dendrogrammas tiek veidotas balstoties uz dazada veida iegiitajiem datiem, tad
lidzibas starp to klasteriem un sekvencu tipu grup&jumu nav saskatamas. A dendrogramma
sekvencu tipi iedalas p&c asd géna sekvences, attiecigi pec EWGLI pieskirta aléles numura,
pieméram, sekvencu tipi ar aléles numuru “3” iedalas viena klasteri. Sekvencu tipi ar
atSkirigiem aléles numuriem (asd — “197, “20”, “17, “14”, “17”) iedalas cita atseviska

klasteri.
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B dendrogramma sekvencu tipu filogenétiskas attiecibas izveidotas péc MALDI-TOF
MS identificéto L. pneumophila izolatu proteinu masas spektriem un iegiitajiem pikiem.
Iesp&jams, tuvak radniecigo sekvencu tipu izolatiem ir atrodami proteini un attiecigi ar piku
klatbutne konkréta masas spektra dala, kas sagrupé tos viena klasteri, jo sekvencu tipi ST
68, ST 93 un ST 9 ir sagrupéti viena klasteri B dendrogramma (UPGMA) un ka tuvak
radniecigi sekvencu tipi tie ir sagrupé&ti ari minimum-spaning tree dendrogrammas C grupa.

MALDI-TOF MS rezultati, kas iegiiti identificgjot visus L. pneumophila izolatus,
nodroSina efektivu to grup€sanu atkariba no izol€sanas pilsétas, ka art no sekvencu tipa (2.
pielikums). IzlecoSo izolatu novietojums varétu biit izskaidrojams ar iztriikstosajiem pikiem
neatbilstosas masas spektru kvalitates d€l. Tadel uzticamaku rezultatu iegiiSanai butu
nepiecieSama katra izolata vairakkartgja identifikacija un visu iegiito masas spektru
detalizéta analize. lesp&jams, turpmakie zinatniskie petijumi spés pieradit, ka art MALDI-
TOF MS varés izmantot ne tikai efektivai mikroorganismu identifikacijai, bet arl to

tip€Sanai.
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Secinajumi

Legionella pneumophila ir biezi sastopama baktérija Latvijas viesnicu tidensapgades
sisteémas. 25 (65 %) no pétijuma iesaistitajam viesnicam konstatéts vismaz viens Legionella
pozitivs paraugs.

Legionella pneumophila ir izplatita visa Latvijas teritorija, tas klatbiitne konstatéta 15
dazadu Latvijas pils€tu viesnicu tidensapgades sist€mas.

Latvija ir liela Legionella pneumophila sekvenc¢u tipu daudzveidiba (26 sekvencu tipi), bet
vienas viesnicas (€kas) tidensapgades sistéma nav konstatéti vairak ka divi dazadi sekvencu
tipi.

MALDI-TOF MS ir efektiva un atra identifikacijas metode, ar kuras palidzibu identificéti
visi pétijuma iegutie 108 Legionella izolati, no kuriem 99 L. pneumophila un 9 L.
rubrilucens.

SBT jeb uz DNS sekvenci bazeta tipesana ir laikietilpiga, bet preciza L. pneumophila
tipeSanas metode, ar kuras palidzibu iegiti 26 dazadi Legionella pneumophila sekvencu
tipi.

P&tijuma iegati Cetri jauni L. pneumophila sekvencu tipi — ST 2579, ST 2580, ST 2581 un
ST 2582, kuri EWGLI datubazg registréti pirmo reizi.

legutie aleliskie profili un to atbilstosie sekvencu tipi nodrosina MST dendrogrammas
izveidi, kura novérojama sekvencu tipu grup&Sanas, balstoties uz iespgjamam to
evolucionarajam attiecibam. legiitas Cetras (A, B, C un D) grupas, tajas sekvencu tipi

grupéjas ka savstarpgji filogenétiski saistiti.

43



Pateicibas

Izsaku pateicibu magistra darba konsultantei mg.biol. Olgai Valcinai par iesp&ju izstradat
magistra darbu Partikas dro$ibas, dzivnieku veselibas un vides zinatniskaja institiita "BIOR”,
ka arT par ieteikumiem un labojumiem darba rakstiSanas laika. V&los pateikties magistra darba
vaditajai dr.biol.,asoc.prof. Vizmai Nikolajevai par vértigiem ieteikumiem, labojumiem un
padomiem magistra darba tapsana. Pateicos Svetlanai Makarovai un Genadijam Konviseram
par palidzibu L. pneumophila izolésana, kultivé$ana un serogrupu noteik$ana. Vélos pateikties
Laurai Alksnei par MALDI-TOF MS izmantosanu L. pneumophila identifikacija, ka ar par
konsultacijam un palidzibu datu apstrad€. Izsaku pateicibu Jilijai Trofimovai par ieteikumiem
un konsultacijam SBT metodes izpildes laika. Pateicos Artjomam MaliSevam par palidzéSanu

PCR amplifikacijas produktu iegtiSana.
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1. pielikums

Legionella pneumophila izplatiba un sekvencu tipu daudzveidiba pétijuma iesaistitajas
viesnicas. TO saistiba ar €kas un idensapgades sist€émas parametriem.

Prevalence and sequence type diversity of Legionella pneumophila in water supply
systems hotels involved in the study. Relevance of the building and water supplies parameter.

Viesnicas Izolatu Seroaruna Sekvenéu | Min. | Max. uzbgst(ézzmas Pilscta Udengiitve
Nr. skaits grup tips t°C | t°oC gads P/V
1. 0 - - 27° 49° 1873 Riga V
2. 5 gg 2 225739 27° 48° 1978 Riga P
3. 0 - - 29° 48° 2015 Riga Vv
4. 3 SG3 292 38° 56° 1995 Riga Vv
5. 4 SG1 9 41° 48° 1986 Riga P
6. 0 - - 34° 56° 1820 Preili P
7. 2 SG3 338 20° 42° 2009 Preili P
8. 0 - - 27° 51° 2012 Riga Vv
9. 0 - - 27° 62° 2007 Riga Vv
10. 4 SG 2 1354 33° 45° 1886 Riga P
11. 6 SG3 1104 34° 540 1996 Riga P
12. 0 - - 27° 540 2008 Riga P
13. 0 - - 24° 63° 2010 Riga P
14. 6 SG3 366 34° 51° 1991 R&zekne P
15. 0 - - 27° 52° 2016 R&zekne P
16. 4 SG3 1313084 25° 41° 2008 Riga \Y
17. 4 SG9 iggg 27° 47° 2011 Riga \Y
18. 0 - - 31° 540 2011 Riga V
19. 0 - - 32° 47° 2007 Riga V
20. 6 SG3 366 28° 44° 1999 Riga Vv
21. 1 SG3 93 30° 60° 2000 Daugavpils P
22. 3 gg g gg; 35° 47° 1970 Daugavpils P
23. 6 SG3 1104 30° 57° 2010 Riga P
24. 0 - - 32° 47° 2012 Riga P
25. 5 gg é 2303082 25° 58¢ 2007 Bauska P
26. 0 - - 25° | 38° 2016 Bauska P
27. 0 - - 23° 55° 2010 Bauska P
28, 5 b cens : 270 | 440 | 1986 Jelgava P
29. 0 - - 23° | 58° 1890 Sigulda P
30. U | ubriticens : 420 | 60° | 1980 Ligatne P

L. -
31. 6 rubrilucens 1324 39° | 46° 1979 Jarmala P
SG3 87
32. 6 SG 3 2581 30° | 49° 1988 Tukums P
33, 4 SG 1 | see | are | 2005 Tukums p
34. 6 SG3 461 22° 58° 1976 Talsi P
35. 2 gg % 2127909 32° 44° 1985 Madona P
36. 3 gg ; iigg 29° 46° 2001 Valmiera P
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1. pielikuma turpindjums

. Ekas -
ViesnI Izolat Sekvené Min. | Max. « o u
1e’f11;1.cas szlga?tsu Serogrupa € tipesncu {0 Ig toaé uzbuvésanas Pilséta Ude;l/%;ltve
gads
L. )
37. 2 rubrilucens 48° 51° 1994 Valmiera P
1362
SG 2
SG1 1
38. 6 SG 3 728 28° 51° 1987 Saldus P
39. 5 SG3 81 21° 48° 2000 Liepaja P
SG1 1
40. 3 SG 3 728 32° 62° 1989 Saldus P

*SG — serogrupa; P — pazemes; V — virszemes
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2. pielikums

L. pneumophila izolatu UPGMA dendrogramma, izmantojot MALDI-TOF MS iegiitos
masas spektrus. To sadalfjums atkariba no izol€Sanas pilsétas un sekvencu tipa.

UPGMA dendrogramm of L. pneumophila isolates obtained by MALDI-TOF MS mass
spectra. Distribution depending of isolation city and sequence type.
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