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PŮVODNÍ PRÁCE

Legionelózy a ich diagnostika
Kotrbancová M.1, Špaleková M.1, Fulová M.1, Trnková K.2, Perželová J.1

SÚHRN
Diagnostika legionelóz, hlavne závažnejšej život ohrozujúcej 
formy, tzv. Legionárskej choroby je zložitá, najmä pre ne-
typické príznaky infekcie, nie vždy dominujúcu atypickú pneu-
móniu a často veľmi dramatický septický priebeh ochorenia 
so zlyhávaním orgánov. Stanovenie diagnózy v akútnej fáze 
ochorenia je možné detekciou legionelového antigénu v moči 
a dôkazom DNA legionel v PCR/real-time PCR v sére, vzorkách 
z dolných dýchacích ciest a v moči. Kultivácia na špecifických 
pôdach zostáva zlatým štandardom, ale pre svoju náročnosť 
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sa využíva málo. Sérologické vyšetrenie si vyžaduje párové 
vzorky, a  tak je prínosom pre diagnostiku v neskoršej fáze 
infekcie, pričom asi 20 % pacientov vôbec netvorí protilátky. 
Veľký pokrok sa zaznamenal v typizačných metódach (RFLP, 
PFGE, metódy založené na PCR, sekvenačné metódy) a rých-
lych identifikačných metódach (MALDI-TOF). 
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ABSTRACT
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Perželová J.: Legionellosis and its diagnosis 
The diagnosis of legionellosis, especially of its severe, li-
fe-threatening form, Legionnaires' disease, is complicated, 
primarily because of non-typical symptoms of the infection, 
not always dominating atypical pneumonia, and often a very 
dramatic septic course of the disease with multiorgan failu-
res. The diagnosis of the acute phase of the disease can be 
established by the detection of Legionella antigen in urine and 
by PCR/real-time PCR detection of Legionella DNA in serum 
and lower respiratory tract and urine samples. Cultivation 

on specific media remains the gold standard, but this very 
demanding method is rarely used. Serological testing requires 
paired samples and thus is relevant to the diagnosis at a later 
stage of infection, although it is to be noted that about 20% 
of patients do not produce the antibodies. Great progress has 
been made in typing methods (RFLP, PFGE, or PCR based and 
sequence based methods) and rapid identification methods 
(MALDI-TOF).
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ÚVOD

Legionelóza je bakteriálne ochorenie, pôvodcami 
sú gramnegatívne hydrofilné tyčinky – legionely. 
Vyskytujú sa v prírodných vodných ekosystémoch spo-
lu s  amébami, prežívajú a  rozmnožujú sa v  prostredí 
bohatom na organický substrát (kompost), pri teplote 
25–45 °C, pH 2,7–8,3, optimálne pri 32–42 °C [1, 2, 3, 4, 5] 
a odtiaľ sa dostávajú aj do vodovodných systémov. Tieto 
baktérie môžu byť izolované zo systémov teplej úžitkovej 
vody (TÚV) až do teploty 66 °C, avšak teplota viac ako 
70 °C ich ničí [4]. Pri teplote nižšej ako 20 °C legionely 
prežívajú, ale nepomnožujú sa. V  kontrole a  preven-
cii osídlenia legionelami sa preto odporúča udržiavať 
teplotu TÚV ≥ 55 °C a studenej vody < 20 °C, osobitne 
v zdravotníckych zariadeniach [4].
Legionely sú fakultatívne patogény, dôležitá je ich viru-
lencia, asociácia s amébami, spôsob a dĺžka expozície, 
skôr kvalitatívne osídlenie (druh a typy legionel), menej 
kvantitatívne parametre osídlenia, najmä pri expozícii 
ľudí s  oslabenou imunitou a  rizikovými faktormi [1]. 
Známych je 60 druhov legionel, ale patogenita bola 
dokázaná len pre 30 druhov [1, 6, 7]. Ostatné tri dru-
hy legionel (L. massiliensis, L. tunisiensis, L. saoudiensis) boli 
izolované v  kokultiváciách s  voľne žijúcimi amébami 

[8]. Najčastejším vyvolávateľom infekcií, v 80–90 % sú 
legionely druhu Legionella pneumophila (L. p.) s 15 sérosku-
pinami (sk), ale ochorenia sú vyvolané najmä L. p. sk 1. 
Prenášajú sa inhaláciou vodného aerosólu, aspiráciou, 
manipuláciou s  vlhkým kompostom. Niekoľko štúdií 
dokázalo štatisticky signifikantný vzostup legionelóz 
po 1–2 týždňoch intenzívnych dažďov [9, 10, 11], čo môže 
naznačovať určitý podiel legionelóz po kontakte pacien-
tov s vlhkou pôdou. 
Najviac ohrození sú jedinci s rizikovými faktormi (vyšší 
vek, chronické choroby, imunosupresia, malígne ocho-
renia, nikotinizmus, alkoholizmus, diabetes a iné) [12]. 
Aj keď sa prenos z človeka na človeka nedokázal, nedáv-
no bol popísaný prvý prípad pravdepodobného prenosu 
L. pneumophila počas veľkej epidémie v Portugalsku v roku 
2015 [13]. 
Legionely spôsobujú dve formy ochorenia, Pontiacku 
horúčku a tzv. Legionársku chorobu. 
Pontiacka horúčka je ľahšie nepneumonické chrípke 
podobné ochorenie. Inkubačná doba býva 1–4 dni, prie-
merne 36 hodín. Ochorenie po 3–7 dňoch odoznieva a ne-
lieči sa antibiotikami [4, 14]. 
Legionárska choroba (LCH) je závažné febrilné ocho-
renie pľúc, prebieha najčastejšie pod obrazom atypickej 
pneumónie, ale nezriedka sa manifestuje ako sepsa 
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s multisystémovým zlyhávaním. V klinickom obraze LCH 
po 2–10-dňovej inkubačnej dobe popri dyspnoe, suchom 
kašli a bolesti na hrudníku nájdeme viaceré nešpecifické 
príznaky (horúčka, triaška, cefalea, myalgie, malát-
nosť, únava, zmätenosť, halucinácie) [12]. Asi u  40 %  
chorých môže byť prítomná i  pleuritída a  u  pacientov 
s nádorovým ochorením až absces pľúc. Produkcia spú- 
ta sa pozoruje len u viac ako polovice pacientov s LCH 
[15]. Extrapulmonálne prejavy infekcie, napr. hnačky 
a vomitus, sa vyskytujú u 25–50 % pacientov [4, 16, 17].

LIEČBA

Včasná kauzálna liečba je často pre život pacienta s legio-
nárskou chorobou rozhodujúca. V liečbe LCH sú efektívne 
antibiotiká s dobrým prienikom do alveolov a rýchlym 
nástupom účinku. Dávkovanie a aplikácia (intravenóz-
ne, per os) antibiotík závisí od závažnosti ochorenia, 
prítomnosti rizikových faktorov a stavu vedomia pacien- 
ta a gastrointestinálneho dyskomfortu chorého [12]. V mi-
nulosti, do 90. rokov 20. storočia sa používal takmer vý-
lučne erytromycín, avšak len s bakteriostatickým účinkom 
a u chorých s imunosupresiou sa používal rifampin [18]. 
Erytromycín mal veľa nežiadúcich účinkov, zaznamenali 
sa interakcie s imunosupresívnymi liekmi a na rifampin 
bola pozorovaná sporadicky rezistencia, a tak sa dnes 
uprednostňujú novšie makrolidy – azalidy, z nich najmä 
azitromycín a chinolóny, najmä fluorochinolóny (levoflo-
xacín, ciprofloxacín). Tieto baktericídne antibiotiká vyka-
zujú v in-vitro dilučných a diskových difúznych testoch 
a v testoch inhibície intracelulárneho rastu legionel ako 
aj následnej reverzie rastu týchto baktérií v makrofágoch 
a na zvieracích modeloch porovnateľnú efektívnosť [18]. 
Americká spoločnosť pre infekčné ochorenia (Americká 
hrudná spoločnosť – The Infectious Diseases Society of 
America/American Thoracic Society) a British Thoracic 
Society odporúčajú liečbu pacientov s LCH počas minimál-
nej doby 5–14 dní. U závažných infekcií ohrozujúcich život 
sa indikujú parenterálne podávané fluorochinolóny (750 mg 
denne) 5–10 dní až do zlepšenia klinického stavu, u ambu-
latných pacientov s miernym ochorením sa podávajú per 
os [6, 12]. Terapia sa podľa aktuálneho klinického stavu 
chorého, imunosupresie a komplikácií (extrapulmonálne 
prejavy) môže predĺžiť až na 21 dní. V klinických štúdiách 
liečba levofloxacínom znižovala čas hospitalizácie, výskyt 
komplikácií a umožnila rýchlejšie uzdravenie pacientov. 
Kratšie, 3–5 dní trvá odporúčaná liečba azitromycínom (500 
mg denne), pretože má dlhší eliminačný polčas a dosahuje 
vyššie koncentrácie v pľúcach, v indikovaných prípadoch 
sa však môže liečba predlžiť na 10 dní [12].
Kombinácie antibiotík sa odporúčajú len u  zvlášť zá-
važných stavov s  mimopľúcnymi komplikáciami (en-
dokarditída a  iné). Skôr sa môže zvažovať kombinácia 
chinolónov a azitromycínu (eventuálne claritromycínu) 
ako kombinácie chinolónov (fluorochinolón, ciprofloxa-
cín) s rifampinom, ktoré v in vitro štúdiách neboli viac 
efektívne ako monoterapia [18]. 

VÝSKYT LEGIONELÓZ

Medzinárodnému hláseniu podlieha len Legionárska 
choroba. Podľa mikrobiologických kritérií sa hlásia ako 

potvrdené prípady ochorenia s izoláciou legionel z bio-
logických vzoriek alebo z inak sterilných miest človeka, 
s dôkazom legionelového antigénu v moči pacienta a so 
sérologicky dokázanou infekciou L.p.1 v párových vzor-
kách sér. Ochorenia diagnostikované inými metódami 
(priama imunofluorescencia, PCR) alebo sérologický dô-
kaz infekcie inými séroskupinami L.p. a dôkaz protilátok 
proti L.p.1 v jednej vzorke séra pacienta sú klasifikované 
ako pravdepodobné legionelózy [19].
Z epidemiologického hľadiska delíme legionelózy podľa 
expozície na komunitné, infekcie spojené so zdravot-
níckou starostlivosťou (nozokomiálne a iné) a cestovné 
(tuzemské a získané v zahraničí).
Incidencia LCH v Európe narastá. V roku 2015 predbež-
ne hlásilo 30 krajín 7 034 prípadov LCH, podľa medzi-
národných kritérií bolo 6 573 laboratórne potvrdených 
a  461 pravdepodobných. V  roku 2014 hlásilo 28 krajín 
EU a Nórsko 6941 ochorení (13,5/milión) s 8% letalitou, 
pričom 74 % bolo komunitných infekcií, 18 % získaných 
s súvislosti s cestovaním a 7 % infekcií bolo získaných 
v  zdravotníckych zariadeniach. Celkovo viac ako 80 % 
pacientov s LCH boli osoby staršie ako 50 rokov. Medzi 
chorými prevažovali muži v pomere 2,6 : 1 [19]. 
Na Slovensku je výskyt legionelózy nízky, v  rokoch 
1985–2015 sa infekcia diagnostikovala u 117 pacientov, 71 
mužov a 46 žien (1,54 : 1). Ročne sa hlásilo 0–15 prípadov 
s maximálnou incidenciou 2,6/milión v roku 2014. V roku 
2015 sa zaznamenalo 14 ochorení (incidencia 2,4/milión). 
Podľa expozície 61,2 % tvorili infekcie komunitné, 10,3 %  
nozokomiálne legionelózy, 14,7 % cestovné legionelové 
infekcie a 13,8 % bolo bez objasnenej expozície. Veková 
štruktúra legionelóz je u nás podobná ako v Európskej 
únii [19], s maximom ochorení vo veku 50–59 rokov aj 
u mužov aj u žien. Vyšší výskyt sa zaznamenal aj u mu-
žov vo veku 70–79 rokov. Desaťkrát legionelové ochorenie 
končilo letálne (8,55 %).
Nízky počet hlásených ochorení LCH môže súvisieť aj 
s  tým, že diagnostika legionelóz sa na Slovensku ne-
vykonáva rutinne, ale iba na jedinom pracovisku, na 
Ústave epidemiológie LF UK v Bratislave, ktoré používa 
všetky uvedené priame (kultivácia, močový antigén, 
u vybraných vzoriek PCR) a nepriame diagnostické testy 
(aglutinácia s  21 antigénmi, nepriama IF) pre vyšetre-
nie legionelóz. Rozšírenie diagnostiky, najmä rýchlych 
metód (urinárny antigén) aj do iných laboratórií by 
pomohlo zvýšiť záchyt a včasnú liečbu týchto infekcií. 
Osobitne v  kolonizovaných nemocniciach má význam 
nielen monitorovanie osídlenia legionelami vyšetrením 
vôd, ale aj sledovaním legionelových infekcií možného 
nozokomiálneho pôvodu [20]. 

DIAGNOSTIKA LEGIONELÓZ

Diagnostika ochorenia sa opiera predovšetkým o špecific-
ké laboratórne testy a epidemiologickú anamnézu (expo-
zícia vode, vlhkej pôde alebo kompostu) [5], nakoľko prí-
znaky LCH nie sú typické pre túto infekciu a v klinickom 
obraze nie vždy pneumónia dominuje [17]. Pri podozrení 
na legionelózu sa pri epidemiologickom vyšetrení pátra 
po faktoroch prenosu kultivačným vyšetrením vzoriek 
vôd z vodovodnej siete (zásobné tanky teplej úžitkovej 
vody, ústia siete), klimatizačných jednotiek (chladiace 
veže, práčky vzduchu), bazénov, zariadení hydroterapie 
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a  termálnych vôd, prípadne záhradného kompostu. 
V niektorých prípadoch sa na vyšetrenie vôd používa aj 
PCR, nedokazuje však vždy živé legionely, dôležité pre 
infekciu [21].
V diferenciálnej diagnostike treba vylúčiť inú etiológiu, 
často pneumokokovú, ale najmä pôvodcov iných aty-
pických pneumónií, jednak nezoonotických (Chlamydia 
pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae...), ale aj zoonotických 
(Chlamydia psittaci, Coxiella burnetii, Francisella tularensis) [22]. 
Dôležité je väčšinou stanovenie špecifických protilátok 
u  všetkých uvádzaných infekcií, prípadne chladových 
aglutinínov u mykoplazmových infekcií a u Q horúčky. 
V  laboratórnych parametroch u  legionelózy môže byť 
dôležitá hyponatrémia, hypofosfatémia a zvýšené hla-
diny kreatínfosfokinázy, feritínu, transamináz a vyššie 
hodnoty CRP (> 30). Z ďalších nešpecifických laboratór-
nych vyšetrení dominuje leukocytóza s relatívnou lym-
fopéniou. Významnú úlohu pri diagnostike zohráva aj 
epidemiologická anamnéza.
V laboratórnej priamej aj nepriamej diagnostike legio-
nelóz sa používajú testy s rôznou senzitivitou a špecifi-
citou (tabuľka 1).

LABORATÓRNA DIAGNOSTIKA 
– PRIAME METÓDY

V akútnom štádiu ochorenia majú väčší význam pre dia-
gnostiku a liečbu testy priamej diagnostiky (kultivácia, 
dôkaz antigénu v moči a DNA legionel). 

Kultivácia
Legionely sú nutrične náročné, nevyhnutný je vysoký 
obsah železa a  L-cysteín [16]. Kultivačné metódy pre 
vysokú špecifickosť dôkazu legionel sú považované za 
„zlatý štandard“. Kultivácia umožňuje izoláciu všetkých 
Legionella spp, epidemiologické vyšetrenie ohniska nákazy 
(expozícia vode, pôde, kompostu) a testovanie citlivosti 
izolátov na antibiotiká [6].
Pre izolačné záchyty z bronchoalveolárnej laváže (BAL), 
aspirátov z  dolných dýchacích ciest, spúta a  vzoriek 
vôd sa používajú špeciálne selektívne BCYEα pôdy s an-
tibiotikami a  vzorky sa kultivujú 7–10 dní pri 35–37 °C 
v atmosfére 2,5% CO2. Najčastejšie sa na potlačenie rastu 
nežiaducej mikroflóry v pôdach pri vyšetrení vôd okrem 
glycínu používajú vankomycín a polymyxín B s anisomy-
cínom (MWY pôda) alebo cykloheximidom (GVPC pôda), 

resp. s  anisomycínom a  cefamandolom pre klinické 
vzorky (BMPA pôda), ako potvrdili Descours et al. [23]. 
Z toho istého dôvodu je potrebné vzorky opracovať tepelne  
(50 °C/30 minút) alebo s  kyslým pufrom (HCl-KCl, pH 
2,2). Spracovanie klinických vzoriek si vyžaduje skú-
senosti, napr. opracovanie spúta 0,1% dithiotreitolom 
na lýzu buniek a uvoľnenie intracelulárnych legionel, 
riedenie vzoriek a vzorky BAL je potrebné zakoncentrovať 
(1 200g/10 minút). Legionely nerastú na krvnom agare, 
a ani na BCYEα pôdach bez esenciálneho L-cysteínu.
Senzitivita kultivačného vyšetrenia (tabuľka 1) závisí od 
druhu vzoriek, uvádza sa 30–80 %, najväčšia je zo vzoriek 
z dolných dýchacích ciest, zo spúta len 10 % [24].
Vzorky vôd sa odoberajú z centrálnych zásobníkov TÚV 
a z distálnych koncoviek rozvodov TÚV vodovodnej siete 
(sprchy, kohútiky), ako aj z  rozvodov studenej vody, 
chladiacich veží, dentálnych jednotiek a iných vodných 
producentov aerosólu [4]. Odoberajú sa vzorky rôznych 
objemov (200 ml až 1 liter) a koncentrujú sa na membrá-
nových filtroch (0,22 µm; 0,45 µm) alebo centrifugáciou 
(3000 g/30 minút). Následne sa koncentrované vzorky 
v  troch porciách (bez opracovania, s  tepelným opraco-
vaním 50 °C/30 minút a  s  kyslým pufrom) očkujú na 
selektívne pôdy s inkubáciou 10 dní. Suspektné kolónie 
legionel sa preočkujú na selektívne médium BCYEα a krv-
ný agar/BCYEα bez L-cysteínu. 

Mikroskopické metódy 
Legionely sa nešpecificky znázorňujú v tkanivách farbe-
ním podľa Gimenéza, striebrením a špecificky v priamej 
imunofluorescencii len s monoklonovými protilátkami 
[25], preto už dnes nemajú v diagnostike legionelóz väčší 
význam.

Detekcia legionelového antigénu v moči
Dôkaz legionelového antigénu v moči pacientov je vysoko 
špecifický (99 %) – viď tab. 1, rýchly a dostatočne senzitív-
ny (70–90 %) test [26]. Odporúča sa vzorky moča opracovať 
tepelne (100°C/5min) a  centrifugáciou zakoncentrovať 
(1200 g/15min). Keďže komerčné urinárne testy sú ciele-
né najmä pre dôkaz legionel L.p. sk.1 asi 30 % prípadov 
môže unikať diagnostike [27, 16]. Antigén, ktorý je časťou 
LPS bunkovej steny legionel, sa dokazuje v ELISA alebo 
imunochromatograficky u  oboch foriem legionelózy. 
Asi 80 % osôb intermitentne vylučuje antigén v niektorej 
fáze ochorenia. Nakoľko antigenúria u LCH je deteko-
vateľná už veľmi skoro, sú tieto rýchle testy v rutinnej 

Tabuľka 1. Senzitivita a špecificita testov pre diagnostiku legionelóz

Table 1. The sensitivity and specificity of the tests for diagnostics of legionellosis

Metóda Materiál Senzitivita % Špecificita % Časová náročnosť Komentár

Kultivácia BAL, spútum < 10–80 100 3–7 dní
detekcia všetkých druhov rodu Legionella 
trvá 10 dní

Sérológia sérum 60–80 < 95 3–9 týždňov 2 vzorky séra

Detekcia antigénu 
legionel v moči

moč 70–90 < 95 do 3 hodín komerčný kit – L. pneumophila sk 1

PCR

BAL 80–100 < 90

do 4 hodín
detekcia DNA legionel druhu/rodu 
Legionella podľa primerasérum 30–50 < 90

moč 46–86 < 90

Zdroj: Murdoch DR. Diagnosis of Legionella infection, Clin Infect Dis, 2003;36(1):64-69-upravené
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diagnostike používané najčastejšie [19, 26, 28, 29, 30]. 
Vylučovanie môže končiť buď hneď po terapii, alebo 
u 50–75% pacientov až po 1–2 mesiacoch i neskôr [28, 29]. 
Niektorí autori uvádzajú, že citlivosť detekcie močového 
antigénu koreluje so závažnosťou ochorenia [31, 32, 33]. 

Detekcia nukleovej kyseliny
Genetické amplifikačné metódy a  najmä tie, ktoré sú 
založené na polymerázovej reťazovej reakcii (PCR, resp. 
real-time PCR, multiplex PCR) [34, 35], sa rýchlo stávajú 
metódou voľby pre detekciu pomaly alebo ťažko rastúcich 
baktérií [36]. Na amplifikáciu legionela špecifických DNA 
sekvencií v biologických vzorkách sa už využili primery 
cielené na gény 16S rRNA [37], 5S rRNA [38], 23S rRNA [39] 
a na gén mip (macrophage infectivity potentiator) [40], 
ale aj na kombinácie 23S-5S rRNA [41]. DNA amplifikácia 
pomocou PCR je vysoko špecifická (< 90 %) a senzitívna 
metóda pre dôkaz legionel v  rôznych vzorkách, porov-
nateľná s  kultiváciou a  urinárnym testom [26]. PCR 
a real-time PCR bola použitá na dôkaz DNA legionel v BAL  
[42, 43, 44], v sére, v leukocytoch [1, 15] a v moči pacientov 
[45] s rôznou senzitivitou (viď tab. 1). Nižšia senzitivita 
dôkazu DNA legionel v spúte v PCR je často spôsobená 
kontamináciou orofaryngeálnou flórou. Rýchlosť PCR/
real-time PCR a  jej  vysoká špecificita, najmä pre BAL 
a  aspiráty z  dolných dýchacích ciest, sú veľkou výho-
dou v akútnej fáze LCH pre správne a rýchle nasadenie 
terapie, keď sú kultivačné a sérologické vyšetrenia ešte 
negatívne [26, 34, 37, 42]. Tieto metódy sa vykonávajú 
v  špecializovaných laboratóriách a  dosiaľ PCR metódy 
nie sú zahrnuté medzi diagnostické metódy potvrdzujúce 
prípady legionelóz. 

LABORATÓRNA DIAGNOSTIKA 
– NEPRIAME METÓDY

Sérologické vyšetrenie
V nepriamej diagnostike sa protilátky v sére dokazujú 
v testoch nepriamej imunofluorescencie (NIF) a v agluti-
načnej reakcii, boli použité aj ELISA sety s porovnateľnou 
senzitivitou ako NIF [29]. Vo väčšine prípadov je 4-ná-
sobný vzostup titra protilátok proti legionelám zistený 
v najmenej dvoch vzorkách počas 3–10 týždňov dôkazom 
infekcie. V jedinej dostupnej vzorke séra sa titer ≥ 1 : 256  
pri zodpovedajúcom klinickom obraze a  epidemiolo-

gických súvislostiach hodnotí ako diagnostický [1, 26]. 
Nástup a pretrvávanie protilátok je individuálne, asi u 20 %  
pacientov s  LCH nedochádza vôbec k  tvorbe protilátok 
[26]. Skrížená reaktivita protilátok proti LPS iných bak-
térií sa vyskytuje pomerne zriedka [46].
Z analýzy hlásených prípadov LCH v Európe a použitých 
diagnostických metód za roky 2010–2011 a 2013–2014 (tabuľ- 
ka 2) vyplýva, že sa najviac využíva urinárny test (77–88 %)  
a najmenej mikroskopické a sérologické metódy (1–6 %),  
ktoré sa pre svoju náročnosť vykonávajú spolu s   PCR 
len v špecializovaných laboratóriách. Za ostatné roky sa 
zvyšuje podiel ochorení LCH diagnostikovaných v PCR 
z takmer 3 % v roku 2010 na 8 % v roku 2014. Využitie kul-
tivácie je stabilne veľmi nízke (10–12 %), takže skutočnú 
etiologickú štruktúru LCH často nepoznáme. Pri diagnos-
tike jedného prípadu LCH sa priemerne použilo 1,16 testu 
[19], a tak sa niektoré ochorenia ani nemusia zachytiť. 

IDENTIFIKÁCIA A TYPIZÁCIA 
LEGIONELOVÝCH IZOLÁTOV

Identifikácia izolátov je založená na klasických fenotypo-
vých sérologických metódach (aglutinácia, imunofluo- 
rescencia) s  monoklónovými [47] alebo polyklónovými 
protilátkami [17], na genotypových metódach a v posled-
nej dobe aj na MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorp-
tion/ionization time-of-flight mass spectrometry) [3, 48].
Genotypizačné moderné metódy boli vyvinuté pre L. pneu-
mophila. Využívajú sa hlavne pre epidemiologické účely 
jednak pri typizácii legionel z klinických a environmen-
tálnych vzoriek (vody, vlhkej pôdy, kompostu) pri hro-
madnom výskyte LCH, ale aj v prevalenčných štúdiach. 
Jednou z prvých metód molekulárnej typizácie vyvinu-
tej pre L. pneumophila bola RFLP (polymorfizmus dĺžky 
reštrikčných fragmentov) [49]. Neskôr vyvinuté metódy, 
ako sú pulzná gélová elektroforéza – PFGE a metódy za-
ložené na PCR (polymorfizmus dĺžky amplifikovaných 
fragmentov – AFLP, amplifikácia vzácnych reštrikčných 
miest – IRS-PCR, PCR s náhodnými primermi – AP-PCR 
a iné) majú väčšiu diskriminačnú schopnosť [49]. PFGE 
má vysokú rozlišovaciu schopnosť, najmä pri použití 
reštrikčnej endonukleázy SfiI, má však aj niekoľko ne-
výhod, napr. je časovo náročná (2–4 dni na získanie vý-
sledkov), vyžaduje si elektroforézu a špeciálne počítačové 
vybavenie pre analýzu obrázku [49, 50]. Metóda AFLP je 

Tabuľka 2. Laboratórna diagnostika Legionárskej choroby v EÚ/EEA v r. 2010–2014

Table 2. Laboratory diagnostics of Legionnaires’ disease in EU in 2010–2014

Testy Rok 2010 Rok 2011 Rok 2013 Rok 2014

Urinárny test 82 % 77 % 88 % 87 %

Kultivácia 10,3 % 12 % 11 % 12 %

Sérologické:
1,1 %/4 % 2 %/6 % 1 %/3 % 1 %/4 %

4 x vzostup titra/jednotlivý titer

Priama imunofluorescencia 0 % < 1 %

PCR 2,6 % 4 % 7 % 8 %

Spolu testy/prípady LCH
6 323/5 180 5 018/4 897 6 601/5 851 7 750/6 941

1,22: 1 1,02:1 1,3:1 1,12:1

Zdroj: European Centre for Disease Prevention and Control. Legionnaires’ disease in Europe, 2014. Stockholm: ECDC, 2016 – upravené
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jednou zo štandardizovaných metód študijnej skupiny 
pre legionelové infekcie (ESGLI, predtým EWGLI) patria-
cej od roku 2012 do ESCMID (Európska spoločnosť klinickej 
mikrobiológie a infekčných chorôb) [49].
Ďalšie typizačné možnosti predstavujú metódy sek-
venačnej subtypizácie – SBT (sequence-based typing), 
ktoré sú založené na porovnávaní sekvencií niekoľkých 
fragmentov PCR – amplifikovanej DNA [51]. SBT využíva 
sekvenáciu amplikónov fragmentov siedmych génov 
flaA, pilE, asd, mip, mompS, proA a neuA [49], najčastejšie 
amplifikáciu a  obojstrannú sekvenáciu fragmentu 
génu mip. Druh legionel je určený na základe percen-
tuálnej zhody sekvenácie mip analyzovaného kmeňa 
so sekvenáciami génu mip všetkých druhov a kmeňov 
legionel v databáze. Zistenie sekvenačného typu (ST) 
Legionella pneumophila sa označuje číselným kódom podľa 
typu alel v sledovaných génoch. Niekoľko nezávislých 
štúdií preukázalo, že väčšinu kultivačne potvrdených 
prípadov LCH vo svete spôsobilo len niekoľko genotypov 
(napr. ST1, ST23, ST37, ST40, ST47, ST62...), čo potvr-
dili aj štúdie skupiny EWGLI (The European Working 
Group for Legionella Infections) v západnej [49] a se-
vernej [6] Európe. Na porovnanie sekvenačných typov 
vyvolávateľa infekcie a  izolátov z  vody a  potvrdenie 
epidemiologickej súvislosti infekcie slúži od roku 2003 
databáza SBT pre L. pneumophila [51], ktorá prispieva 
k  mapovaniu výskytu legionel v  životnom prostredí, 
etiologického spektra LCH a  na analýzu cestovných 
legionelóz. Od roku 2007 je táto metóda považovaná 
skupinou EWGLI, resp. ESGLI za zlatý štandard v  ty-
pizácii kmeňov Legionella pneumophila [51]. V marci 2016 
SBT databáza obsahovala 10 792 záznamov zo 60 krajín 
reprezentujúcich 2 156 sekvenačných typov [52]. Na 
zvýšenie citlivosti SBT ako metódy založenej na PCR na 
dôkaz genómovej DNA Legionella pneumophila v klinických 
vzorkách slúži metóda nested SBT PCR, ktorá dokazuje 
prítomnosť DNA L. p. aj vo vzorkách s nízkym obsahom 
extrahovanej DNA bez predchádzajúcej izolácie L. pneu-
mophila [49]. Tento postup spresňuje dôkaz a typizáciu 
L. pneumophila pomocou PCR a nested PCR bez nutnosti 
kultivácie. ELDSNET dokonca navrhuje túto metódu za-
radiť ako konfirmačnú na dôkaz legionelovej infekcie. 
Optimalizovaný protokol nested SBT PCR je k dispozícii 
na stránkach EWGLI [49].
V  ostatnom čase sa doplnila typizácia aj o  mapovanie 
celého genómu (WGS) L. pneumophila a o metódy založené 
na sekvenovaní celého genómu baktérie [49]. WGS ana-
lýza preukázala vyššiu diskriminačnú silu tejto metódy 
v porovnaní s metódou SBT, najmä pre typizáciu ende-
mických klonov ako je ST1 [49]. 
Podstatou novej vysoko špecifickej rýchlej metódy 
MALDI-TOF (hmotnostná spektrometria s laserovou de-
sorpciou a  ionizáciou za účasti matrice s  prieletovým 
analyzátorom) je detekcia mikrobiálnych proteínových 
profilov, ktoré sú porovnávané s databázou referenčných 
spektier. Identifikácia druhov legionel pomocou tejto 
metódy je vhodná pre vyšetrenie veľkého počtu kolónií 
v krátkom čase [3, 53, 54]. Viacerí autori dokázali výhody 
MALDI-TOF v rýchlosti, jednoduchosti a citlivosti metódy 
na úrovni druhu oproti iným identifikačným metó-
dam [53, 54, 55, 56]. Fujinami et al. rozlíšili 23 kmeňov  
L. pneumophila pomocou MALDI-TOF za niekoľko hodín, 
zatiaľ čo výsledky z PFGE si vyžiadali niekoľko dní [56]. 
Gaia et al. rozpoznali 38 rôznych Legionella spp. skôr 

v  MALDI-TOF ako v  PCR a  pomocou konvenčnej séro-
typizácie [54]. Moliner et al. pri identifikácii 21 druhov 
legionel uvádzajú vysokú citlivosť tejto metódy (89,9 %) 
[53]. MALDI-TOF umožňuje súčasne identifikovať viaceré 
patogény dýchacích ciest z tej istej vzorky, čo v praxi pris-
pieva k rýchlej a efektívnej liečbe respiračných infekcií 
a adekvátnej starostlivosti o pacienta [57].

ZÁVER

Diagnostika legionelóz sa na Slovensku nevykonáva 
rutinne. Vyžaduje si využitie rôznych špecifických labo-
ratórnych metód podľa fáz ochorenia, klinickú skúsenosť 
a cielenú epidemiologickú anamnézu (údaje o expozícii 
vode, pôde, kompostu, pobyt v kolonizovanej nemocnici, 
zubolekárske ošetrenie, cestovanie a iné ).
Rýchla diagnostika Legionárskej choroby je pre život 
pacienta rozhodujúca, nakoľko klinický obraz LCH je 
veľmi pestrý, atypická pneumónia  nemusí zo začiatku 
dominovať a príznaky ako aj bežné laboratórne nálezy 
môžu nešpecificky imitovať alteráciu iných systémov. 
K  dispozícii sú testy priamej a  nepriamej diagnostiky 
s rôznou senzitivitou a špecificitou. V akútnej fáze LCH 
sa môže diagnostika opierať o skorší dôkaz legionelového 
antigénu v  moči a  DNA legionel v  PCR/real-time PCR/
multiplex PCR, ale súčasne s nevyhnutnosťou kultivácie 
vzoriek, izolácie a typizácie legionel. Sérologické testy sú 
vhodné pre diagnostiku v neskoršom štádiu LCH a majú 
veľký epidemiologický význam pri prevalenčných štú- 
diách. Značným prínosom pre poznanie epidemiológie 
legionelóz sú pokroky v  identifikácii legionel (RFLP, 
PFGE, AFLP, SBT, MALDI-TOF a iné). 
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