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Legionelozy a ich diagnostika
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Diagnostika legioneldz, hlavne zavaznejSej zivot ohrozujucej
formy, tzv. Legionarskej choroby je zlozitd, najma pre ne-
typické priznaky infekcie, nie vzdy dominujticu atypickl pneu-
moniu a ¢asto velmi dramaticky septicky priebeh ochorenia
so zlyhavanim orgdnov. Stanovenie diagndzy v akutnej faze
ochorenia je mozné detekciou legionelového antigénu v moci
a dokazom DNA legionel v PCR/real-time PCR v sére, vzorkach
z dolnych dychacich ciest a v moci. Kultivacia na Specifickych
pddach zostava zlatym Standardom, ale pre svoju naro¢nost

ABSTRACT

Kotrbancova M., Spalekovad M., Fulova M., Trnkova K.,
Perzelova 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

uvob

Legionel6za je bakterialne ochorenie, pévodcami
s gramnegativne hydrofilné ty¢inky - legionely.
Vyskytuju sa v prirodnych vodnych ekosystémoch spo-
lu s amébami, prezivajui a rozmnozuju sa v prostredi
bohatom na organicky substrat (kompost), pri teplote
25-45°C, pH 2,7-8,3, optimalne pri 32-42°C[1, 2, 3, 4, 5]
a odtial sa dostavaju aj do vodovodnych systémov. Tieto
baktérie mézu byt izolované zo systémov teplej izZitkovej
vody (TUV) aZ do teploty 66 °C, avSak teplota viac ako
70 °C ich nici [4]. Pri teplote nizsej ako 20 °C legionely
prezivaja, ale nepomnozuji sa. V kontrole a preven-
cii osidlenia legionelami sa preto odporica udrziavat
teplotu TUV = 55 °C a studenej vody < 20 °C, osobitne
v zdravotnickych zariadeniach [4].

Legionely st fakultativne patogény, dolezita je ich viru-
lencia, asocidcia s amébami, spdsob a dIZka expozicie,
skor kvalitativne osidlenie (druh a typy legionel), menej
kvantitativne parametre osidlenia, najma pri expozicii
ludi s oslabenou imunitou a rizikovymi faktormi [1].
Znamych je 60 druhov legionel, ale patogenita bola
dokazana len pre 30 druhov [1, 6, 7]. Ostatné tri dru-
hy legionel (L. massiliensis, L. tunisiensis, L. saoudiensis) boli
izolované v kokultivacidch s volne Zijicimi amébami

sa vyuziva malo. Sérologické vysSetrenie si vyzaduje parové
vzorky, a tak je prinosom pre diagnostiku v neskorsej faze
infekcie, pricom asi 20 % pacientov vobec netvori protildtky.
Velky pokrok sa zaznamenal v typizacnych metédach (RFLP,
PFGE, metddy zalozené na PCR, sekvenacné metody) a rych-
lych identifikacnych metédach (MALDI-TOF).
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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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[8]. Najcastejsim vyvolavatelom infekcii, v 80-90 % st
legionely druhu Legionella pneumophila (L. p.) s 15 sérosku-
pinami (sk), ale ochorenia sti vyvolané najma L. p. sk 1.
Prenda$aju sa inhalaciou vodného aerosélu, aspiraciou,
manipuldciou s vlhkym kompostom. Niekolko studii
dokazalo Statisticky signifikantny vzostup legioneléz
po 1-2 tyZdnoch intenzivnych dazdov [9, 10, 11], ¢o mbZe
naznacovat urcity podiel legioneldz po kontakte pacien-
tov s vlhkou pédou.

Najviac ohrozeni st jedinci s rizikovymi faktormi (vys$si
vek, chronické choroby, imunosupresia, maligne ocho-
renia, nikotinizmus, alkoholizmus, diabetes a iné) [12].
Aj ked sa prenos z ¢loveka na ¢loveka nedokazal, nedav-
no bol popisany prvy pripad pravdepodobného prenosu
L. pneumophila pocas velkej epidémie v Portugalsku v roku
2015 [13].

Legionely sp6sobuju dve formy ochorenia, Pontiacku
hortcku a tzv. Legionarsku chorobu.

Pontiacka horiicka je lahsie nepneumonické chripke
podobné ochorenie. Inkuba¢na doba byva 1-4 dni, prie-
merne 36 hodin. Ochorenie po 3-7 diioch odoznieva a ne-
liec¢i sa antibiotikami [4, 14].

Legionarska choroba (LCH) je zidvazné febrilné ocho-
renie plic, prebieha najcastejsie pod obrazom atypickej
pneumbdnie, ale nezriedka sa manifestuje ako sepsa
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s multisystémovym zlyhdvanim. V klinickom obraze LCH
po 2-10-dniovej inkubacnej dobe popri dyspnoe, suchom
kasli a bolesti na hrudniku ndjdeme viaceré nespecifické
priznaky (hortucka, triaska, cefalea, myalgie, malat-
nost, tiinava, zmadtenost, halucinacie) [12]. Asi u 40 %
chorych méze byt pritomna i pleuritida a u pacientov
s nadorovym ochorenim az absces plic. Produkcia spt-
ta sa pozoruje len u viac ako polovice pacientov s LCH
[15]. Extrapulmonalne prejavy infekcie, napr. hnacky
a vomitus, sa vyskytuju u 25-50 % pacientov [4, 16, 17].

LIEEBA

Vcasna kauzalna liecba je Casto pre Zivot pacienta s legio-
narskou chorobou rozhodujtca. V lie¢be LCH st efektivne
antibiotika s dobrym prienikom do alveolov a rychlym
nastupom ucinku. Davkovanie a aplikacia (intravenéz-
ne, per os) antibiotik zavisi od zavaznosti ochorenia,
pritomnosti rizikovych faktorov a stavu vedomia pacien-
ta a gastrointestinalneho dyskomfortu chorého [12]. V mi-
nulosti, do 90. rokov 20. storocia sa pouzival takmer vy-
lucne erytromycin, avsak len s bakteriostatickym tc¢inkom
a u chorych s imunosupresiou sa pouzival rifampin [18].
Erytromycin mal vela neziadtcich u¢inkov, zaznamenali
sa interakcie s imunosupresivnymi liekmi a na rifampin
bola pozorovana sporadicky rezistencia, a tak sa dnes
uprednostnuji novsie makrolidy - azalidy, z nich najma
azitromycin a chinolény, najma fluorochinolény (levoflo-
xacin, ciprofloxacin). Tieto baktericidne antibiotika vyka-
zuju v in-vitro diluénych a diskovych diftiznych testoch
a v testoch inhibicie intracelularneho rastu legionel ako
aj naslednej reverzie rastu tychto baktérii v makrofagoch
a na zvieracich modeloch porovnatelnu efektivnost [18].
Americka spolocnost pre infek¢né ochorenia (Americka
hrudnd spolo¢nost - The Infectious Diseases Society of
America/American Thoracic Society) a British Thoracic
Society odporacaju liecbu pacientov s LCH poc¢as minimal-
nej doby 5-14 dni. U zavaznych infekcii ohrozujucich zZivot
sa indikuji parenteralne podavané fluorochinolény (750 mg
denne) 5-10 dni aZ do zlep$enia klinického stavu, u ambu-
latnych pacientov s miernym ochorenim sa podavajui per
os [6, 12]. Terapia sa podla aktudlneho klinického stavu
chorého, imunosupresie a komplikacii (extrapulmonalne
prejavy) médze predlZit aZ na 21 dni. V klinickych $tadidch
lie¢ba levofloxacinom zniZovala ¢as hospitalizacie, vyskyt
komplikacii a umoznila rychlejsie uzdravenie pacientov.
Kratsie, 3-5dni trva odporticana liecba azitromycinom (500
mg denne), pretoze ma dlhsi eliminac¢ny polcas a dosahuje
vysSie koncentracie v pliicach, v indikovanych pripadoch
sa v8ak moze lie¢ba predlZit na 10 dni [12].

Kombindcie antibiotik sa odporii¢aju len u zvlast za-
vaznych stavov s mimoplicnymi komplikdciami (en-
dokarditida a iné). Skor sa méze zvaZovat kombinacia
chinolénov a azitromycinu (eventualne claritromycinu)
ako kombindcie chinolénov (fluorochinolén, ciprofloxa-
cin) s rifampinom, ktoré v in vitro Stidiach neboli viac
efektivne ako monoterapia [18].

VYSKYT LEGIONELOZ

Medzinarodnému hlaseniu podlieha len Legionarska
choroba. Podla mikrobiologickych kritérii sa hlasia ako
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potvrdené pripady ochorenia s izolaciou legionel z bio-
logickych vzoriek alebo z inak sterilnych miest ¢loveka,
s d6kazom legionelového antigénu v moci pacienta a so
sérologicky dokazanou infekciou L.p.1 v parovych vzor-
kach sér. Ochorenia diagnostikované inymi metédami
(priama imunofluorescencia, PCR) alebo sérologicky d6-
kazinfekcie inymi séroskupinamiL.p. a dokaz protildtok
proti L.p.1vjednej vzorke séra pacienta st klasifikované
ako pravdepodobné legionelézy [19].

Z epidemiologického hladiska delime legionelézy podla
expozicie na komunitné, infekcie spojené so zdravot-
nickou starostlivostou (nozokomialne a iné) a cestovné
(tuzemské a ziskané v zahranici).

Incidencia LCH v Eurdpe narasta. V roku 2015 predbez-
ne hlésilo 30 krajin 7 034 pripadov LCH, podla medzi-
narodnych kritérii bolo 6 573 laboratérne potvrdenych
a 461 pravdepodobnych. V roku 2014 hlasilo 28 krajin
EU a Norsko 6941 ochoreni (13,5/milién) s 8% letalitou,
pri¢om 74 % bolo komunitnych infekcii, 18 % ziskanych
s stvislosti s cestovanim a 7 % infekcii bolo ziskanych
v zdravotnickych zariadeniach. Celkovo viac ako 80 %
pacientov s LCH boli osoby starSie ako 50 rokov. Medzi
chorymi prevazovali muzi v pomere 2,6 : 1[19].

Na Slovensku je vyskyt legionelézy nizky, v rokoch
1985-2015 sa infekcia diagnostikovala u 117 pacientov, 71
muzov a 46 zien (1,54 : 1). Rocne sa hlasilo 0-15 pripadov
s maximalnou incidenciou 2,6/milién v roku 2014, V roku
2015 sa zaznamenalo 14 ochoreni (incidencia 2,4/milién).
Podla expozicie 61,2 % tvorili infekcie komunitné, 10,3 %
nozokomialne legioneldzy, 14,7 % cestovné legionelové
infekcie a 13,8 % bolo bez objasnenej expozicie. Vekova
struktara legioneléz je u nas podobna ako v Eurdpskej
Unii [19], s maximom ochoreni vo veku 50-59 rokov aj
umuzov aj u zien. Vys$§i vyskyt sa zaznamenal aj u mu-
Zov vo veku 70-79 rokov. Desatkrat legionelové ochorenie
koncilo letdlne (8,55 %).

Nizky pocet hlasenych ochoreni LCH méZe suvisiet aj
s tym, Ze diagnostika legioneléz sa na Slovensku ne-
vykonava rutinne, ale iba na jedinom pracovisku, na
Ustave epidemioldgie LF UK v Bratislave, ktoré pouZziva
vSetky uvedené priame (kultivicia, mocovy antigén,
u vybranych vzoriek PCR) a nepriame diagnostické testy
(aglutinacia s 21 antigénmi, nepriama IF) pre vySetre-
nie legioneldz. RozSirenie diagnostiky, najma rychlych
metéd (urinarny antigén) aj do inych laboratérii by
pomohlo zvysit zachyt a v€asnu liecbu tychto infekcii.
Osobitne v kolonizovanych nemocniciach ma vyznam
nielen monitorovanie osidlenia legionelami vySetrenim
vod, ale aj sledovanim legionelovych infekcii mozného
nozokomialneho p6vodu [20].

DIAGNOSTIKA LEGIONELOZ

Diagnostika ochorenia sa opiera predovsetkym o $pecific-
ké laboratdrne testy a epidemiologicki anamnézu (expo-
zicia vode, vlhkej pdde alebo kompostu) [5], nakolko pri-
znaky LCH nie st typické pre tito infekciu a v klinickom
obraze nie vZdy pneuménia dominuje [17]. Pri podozreni
na legionelézu sa pri epidemiologickom vySetreni patra
po faktoroch prenosu kultivaénym vySetrenim vzoriek
vod z vodovodnej siete (zasobné tanky teplej uzitkovej
vody, ustia siete), klimatiza¢nych jednotiek (chladiace
veZe, pracky vzduchu), bazénov, zariadeni hydroterapie



Tabulka 1. Senzitivita a Specificita testov pre diagnostiku legionel6z
Table 1. The sensitivity and specificity of the tests for diagnostics of legionellosis
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Metéda Material Senzitivita % Specificita% Casova ndroénost Komentar
Kultivicia BAL, sputum <10-80 100 3-7 dni el Uil fin il (et Racleiele
trva 10 dni
Séroldégia sérum 60-80 <95 3-9 tyzdnov 2 vzorky séra
Det_ekaa antlgfnu moc 70-90 <95 do 3 hodin komercny kit - L. pneumophila sk 1
legionel v mo¢i
BAL 80-100 <90
, , detekcia DNA legionel druhu/rodu
i serum J0-50 cew Gl el Legionella podla primera
mo¢ 46-86 <90

Zdroj: Murdoch DR. Diagnosis of Legionella infection, Clin Infect Dis, 2003;36(1):64-69-upravené

a termalnych vod, pripadne zdhradného kompostu.
V niektorych pripadoch sa na vySetrenie vdd pouziva aj
PCR, nedokazuje vsak vzdy Zivé legionely, ddleZité pre
infekciu [21].

V diferenciilnej diagnostike treba vylicit ind etiolégiu,
Casto pneumokokovi, ale najma pévodcov inych aty-
pickych pneumoénii, jednak nezoonotickych (Chlamydia
pneumoniae, Mycoplasma pneummoniae. . .), ale aj zoonotickych
(Chlamydia psittaci, Coxiella burnetii, Francisella tularensis) [22].
DOlezité je vacsinou stanovenie Specifickych protilatok
u v8etkych uvadzanych infekcii, pripadne chladovych
aglutininov u mykoplazmovych infekcii a u Q hortacky.
V laboratérnych parametroch u legionelézy moze byt
ddlezita hyponatrémia, hypofosfatémia a zvySené hla-
diny kreatinfosfokinazy, feritinu, transaminaz a vyssie
hodnoty CRP (> 30). Z dalsich neSpecifickych laboratér-
nych vySetreni dominuje leukocytdza s relativnou lym-
fopéniou. Vyznamnu tlohu pri diagnostike zohrava aj
epidemiologicka anamnéza.

V laboratérnej priamej aj nepriamej diagnostike legio-
neléz sa pouzivaju testy s réznou senzitivitou a $pecifi-
citou (tabulka 1).

LABORATORNA DIAGNOSTIKA
- PRIAME METODY

V akitnom $tadiu ochorenia maju vacsi vyznam pre dia-
gnostiku a liecbu testy priamej diagnostiky (kultivacia,
dokaz antigénu v moci a DNA legionel).

Kultivacia

Legionely st nutri¢ne narocné, nevyhnutny je vysoky
obsah Zeleza a L-cystein [16]. Kultiva¢né metédy pre
vysoku Specifickost dékazu legionel st povazZované za
»zlaty Standard“. Kultivicia umoznuje izolaciu vSetkych
Legionella spp, epidemiologické vysetrenie ohniska nakazy
(expozicia vode, pdde, kompostu) a testovanie citlivosti
izolatov na antibiotika [6].

Pre izola¢né zachyty z bronchoalveolarnej lavaze (BAL),
aspiratov z dolnych dychacich ciest, sptta a vzoriek
vod sa pouzivaju Specidlne selektivne BCYEx pddy s an-
tibiotikami a vzorky sa kultivuju 7-10 dni pri 35-37 °C
vatmosfére 2,5% CO,. NajcastejSie sa na potlacenie rastu
neziaducej mikrofléry v pédach pri vySetreni vod okrem
glycinu pouzivaji vankomycin a polymyxin B s anisomy-
cinom (MWY pdda) alebo cykloheximidom (GVPC p6da),

resp. s anisomycinom a cefamandolom pre klinické
vzorky (BMPA pdda), ako potvrdili Descours et al. [23].
Z toho istého dévodu je potrebné vzorky opracovat tepelne
(50 °C/30 minut) alebo s kyslym pufrom (HCI-KCI, pH
2,2). Spracovanie klinickych vzoriek si vyzaduje ska-
senosti, napr. opracovanie sputa 0,1% dithiotreitolom
na lyzu buniek a uvolnenie intracelularnych legionel,
riedenie vzoriek a vzorky BAL je potrebné zakoncentrovat
(1200g/10 mintt). Legionely nerasti na krvnom agare,
a ani na BCYEa podach bez esencidlneho L-cysteinu.
Senzitivita kultivacného vySetrenia (tabulka 1) zavisi od
druhu vzoriek, uvadza sa 30-80 %, najvacsia je zo vzoriek
z dolnych dychacich ciest, zo sptita len 10 % [24].
Vzorky vod sa odoberaju z centralnych zasobnikov TUV
a z distalnych koncoviek rozvodov TUV vodovodnej siete
(sprchy, kohtutiky), ako aj z rozvodov studenej vody,
chladiacich vezi, dentalnych jednotiek a inych vodnych
producentov aerosélu [4]. Odoberaju sa vzorky réznych
objemov (200 ml az 1liter) a koncentruju sa na membra-
novych filtroch (0,22 um; 0,45 um) alebo centrifugaciou
(3000 g/30 minut). Nasledne sa koncentrované vzorky
v troch porciach (bez opracovania, s tepelnym opraco-
vanim 50 °C/30 mintt a s kyslym pufrom) ockuji na
selektivne pddy s inkubaciou 10 dni. Suspektné kolénie
legionel sa preockujui na selektivne médium BCYEa a krv-
ny agar/BCYEa bez L-cysteinu.

Mikroskopické metédy

Legionely sa neSpecificky znazorfiuju v tkanivach farbe-
nim podla Gimenéza, striebrenim a Specificky v priamej
imunofluorescencii len s monoklonovymi protilatkami

vyznam.

Detekcia legionelového antigénu v moci

Dokaz legionelového antigénu v moci pacientov je vysoko
Specificky (99 %) - vid tab. 1, rychly a dostatocne senzitiv-
ny (70-90 %) test [26]. Odportica sa vzorky moca opracovat
tepelne (100°C/5min) a centrifugiciou zakoncentrovat
(1200 g/15min). KedZe komercné urinarne testy su ciele-
né najma pre dokaz legionel L.p. sk.1 asi 30 % pripadov
moze unikat diagnostike [27, 16]. Antigén, ktory je castou
LPS bunkovej steny legionel, sa dokazuje v ELISA alebo
imunochromatograficky u oboch foriem legionelézy.
Asi 80 % 0s6b intermitentne vylucuje antigén v niektorej
faze ochorenia. Nakolko antigenturia u LCH je deteko-
vatelnd uz velmi skoro, su tieto rychle testy v rutinnej
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Tabulka 2. Laboratérna diagnostika Legionarskej choroby v EU/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
Urinarny test 82 % 77 % 88 % 87 %
Kultivacia 10,3 % 12 % n% 12 %
Sérologické:

1,1%/4 % 2%/6 % 1%/3 % 1%/4 %
4 x vzostup titra/jednotlivy titer
Priama imunofluorescencia 0% <1%
PCR 2,6% 4% 7% 8%

6 323/5180 5018/4 897 6 601/5 851 7750/6 941
Spolu testy/pripady LCH

1,22:1 1,021 1,31 1121

Zdroj: European Centre for Disease Prevention and Control. Legionnaires’ disease in Europe, 2014. Stockholm: ECDC, 2016 - upravené

diagnostike pouzivané najcastejsie [19, 26, 28, 29, 30].
Vylucovanie méze koncit bud hned po terapii, alebo
u 50-75% pacientov az po 1-2 mesiacoch i neskor [28, 29].
Niektori autori uvadzaja, Ze citlivost detekcie mocového
antigénu koreluje so zdvaznostou ochorenia [31, 32, 33].

Detekcia nukleovej kyseliny

Genetické amplifika¢né metdédy a najma tie, ktoré st
zaloZené na polymerazovej retazovej reakcii (PCR, resp.
real-time PCR, multiplex PCR) [34, 35], sa rychlo stavaju
metddou volby pre detekciu pomaly alebo taZko rastiicich
baktérii [36]. Na amplifikaciu legionela Specifickych DNA
sekvencii v biologickych vzorkach sa uz vyuzili primery
cielené na gény 16S rRNA [37], 5S TRNA [38], 23S TRNA [39]
a na gén mip (macrophage infectivity potentiator) [40],
ale aj na kombinacie 23S-5S rRNA [41]. DNA amplifikacia
pomocou PCR je vysoko Specificka (< 90 %) a senzitivna
metdda pre dokaz legionel v rdéznych vzorkach, porov-
natelna s kultivaciou a urindrnym testom [26]. PCR
areal-time PCR bola pouzita na dokaz DNA legionel v BAL
[42, 43, 44], v sére, v leukocytoch [1, 15] a v moci pacientov
[45] s r6znou senzitivitou (vid tab. 1). NiZ§ia senzitivita
dokazu DNA legionel v sptite v PCR je Casto sposobena
kontamindaciou orofaryngealnou flérou. Rychlost PCR/
real-time PCR a jej vysoka Specificita, najmd pre BAL
a aspiraty z dolnych dychacich ciest, st velkou vyho-
dou v akutnej faze LCH pre spravne a rychle nasadenie
terapie, ked st kultivacné a sérologické vysetrenia eSte
negativne [26, 34, 37, 42]. Tieto met6dy sa vykonavaju
v Specializovanych laboratériach a dosial PCR metédy
nie st zahrnuté medzi diagnostické metédy potvrdzujice
pripady legioneléz.

LABORATORNA DIAGNOSTIKA
- NEPRIAME METODY

Sérologické vySetrenie

V nepriamej diagnostike sa protilatky v sére dokazuja
v testoch nepriamej imunofluorescencie (NIF) a v agluti-
nacnej reakcii, boli pouzité aj ELISA sety s porovnatelnou
senzitivitou ako NIF [29]. Vo vdc§ine pripadov je 4-na-
sobny vzostup titra protilatok proti legionelam zisteny
v najmenej dvoch vzorkach pocas 3-10 tyZdnov dé6kazom
infekcie. V jedinej dostupnej vzorke séra sa titer >1 : 256
pri zodpovedajucom klinickom obraze a epidemiolo-
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gickych stvislostiach hodnoti ako diagnosticky [1, 26].
Nastup a pretrvavanie protildtok jeindividualne, asiu 20 %
pacientov s LCH nedochadza vébec k tvorbe protilatok
[26]. Skrizena reaktivita protilatok proti LPS inych bak-
térii sa vyskytuje pomerne zriedka [46].

Z analyzy hlasenych pripadov LCH v Eurdpe a pouzitych
diagnostickych metdd za roky 2010-2011 a 2013-2014 (tabul-
ka 2) vyplyva, Ze sa najviac vyuziva urinarny test (77-88 %)
anajmenej mikroskopické a sérologické metédy (1-6 %),
ktoré sa pre svoju naro¢nost vykonavaju spolu s PCR
len v Specializovanych laboratéridch. Za ostatné roky sa
zvySuje podiel ochoreni LCH diagnostikovanych v PCR
z takmer 3 % v roku 2010 na 8 % v roku 2014, Vyuzitie kul-
tivacie je stabilne velmi nizke (10-12 %), takze skuto¢nt
etiologicku Struktiru LCH ¢asto nepozname. Pri diagnos-
tike jedného pripadu LCH sa priemerne pouzilo 1,16 testu
[19], a tak sa niektoré ochorenia ani nemusia zachytit.

IDENTIFIKACIA A TYPIZACIA
LEGIONELOVYCH IZOLATOV

Identifikacia izolatov je zalozena na klasickych fenotypo-
vych sérologickych metédach (aglutinacia, imunofluo-
rescencia) s monoklénovymi [47] alebo polyklénovymi
protilatkami [17], na genotypovych metdédach a v posled-
nej dobe aj na MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorp-
tion/ionization time-of-flight mass spectrometry) [3, 48].
Genotypizacné moderné metddy boli vyvinuté pre L. pneu-
mophila. VyuZzivaju sa hlavne pre epidemiologické tucely
jednak pri typizdcii legionel z klinickych a environmen-
talnych vzoriek (vody, vlhkej pddy, kompostu) pri hro-
madnom vyskyte LCH, ale aj v prevalenc¢nych stadiach.
Jednou z prvych metéd molekuldrnej typizacie vyvinu-
tej pre L. pneumophila bola RFLP (polymorfizmus dIZky
re$trikénych fragmentov) [49]. Neskor vyvinuté metédy,
ako st pulzna gélova elektroforéza - PFGE a metddy za-
loZené na PCR (polymorfizmus diZky amplifikovanych
fragmentov - AFLP, amplifikacia vzacnych restrikénych
miest - IRS-PCR, PCR s ndhodnymi primermi - AP-PCR
a iné) maju vacsiu diskriminacnt schopnost [49]. PFGE
ma vysoku rozliSovaciu schopnost, najma pri pouZziti
restrikénej endonukledzy Sfil, ma vSak aj niekolko ne-
vyhod, napr. je ¢asovo naro¢na (2-4 dni na ziskanie vy-
sledkov), vyzaduje si elektroforézu a $pecialne pocitacové
vybavenie pre analyzu obrazku [49, 50]. Met6da AFLP je




jednou zo Standardizovanych metéd Studijnej skupiny
pre legionelové infekcie (ESGLI, predtym EWGLI) patria-
cej od roku 2012 do ESCMID (Eurdpska spoloc¢nost klinickej
mikrobiolégie a infek¢nych chordb) [49].

DalSie typiza¢né moZnosti predstavuju metddy sek-
venacnej subtypizacie - SBT (sequence-based typing),
ktoré st zaloZené na porovnavani sekvencii niekolkych
fragmentov PCR - amplifikovanej DNA [51]. SBT vyuziva
sekvendciu amplikénov fragmentov siedmych génov
flaA, pilE, asd, mip, mompS, proA a neuA [49], najcastejSie
amplifikaciu a obojstrannii sekvenaciu fragmentu
génu mip. Druh legionel je urceny na zaklade percen-
tudlnej zhody sekvendacie mip analyzovaného kmerta
so sekvendciami génu mip vSetkych druhov a kmeriov
legionel v databaze. Zistenie sekvena¢ného typu (ST)
Legionella pneumophila sa oznacuje ¢iselnym kédom podla
typu alel v sledovanych génoch. Niekolko nezavislych
stadii preukazalo, ze vacSinu kultivacne potvrdenych
pripadov LCH vo svete spdsobilo len niekolko genotypov
(napr. ST1, ST23, ST37, ST40, ST47, ST62...), €o potvr-
dili aj stidie skupiny EWGLI (The European Working
Group for Legionella Infections) v zdpadnej [49] a se-
vernej [6] Eurépe. Na porovnanie sekvenacnych typov
vyvolavatela infekcie a izolatov z vody a potvrdenie
epidemiologickej stivislosti infekcie sliizi od roku 2003
databaza SBT pre L. pneumophila [51], ktora prispieva
k mapovaniu vyskytu legionel v Zivotnom prostredi,
etiologického spektra LCH a na analyzu cestovnych
legioneléz. Od roku 2007 je tato metdéda povazovana
skupinou EWGLI, resp. ESGLI za zlaty Standard v ty-
pizacii kmetiov Legionella pneumophila [51]. V marci 2016
SBT databaza obsahovala 10 792 zaznamov zo 60 krajin
reprezentujucich 2 156 sekvenacnych typov [52]. Na
zvySenie citlivosti SBT ako metddy zaloZenej na PCR na
dékaz gendémovej DNA Legionella pneumophila v kKlinickych
vzorkach slazi metéda nested SBT PCR, ktora dokazuje
pritomnost DNA L. p. aj vo vzorkach s nizkym obsahom
extrahovanej DNA bez predchadzajtcej izolacie L. pneu-
mophila [49]. Tento postup spresniuje dokaz a typizaciu
L. pneumophila pomocou PCR a nested PCR bez nutnosti
kultivacie. ELDSNET dokonca navrhuje tito metédu za-
radit ako konfirmacni na dékaz legionelovej infekcie.
Optimalizovany protokol nested SBT PCR je k dispozicii
na strankach EWGLI [49].

V ostatnom case sa doplnila typizacia aj o mapovanie
celého genému (WGS) L. pneumophila a o metddy zaloZené
na sekvenovani celého genému baktérie [49]. WGS ana-
lyza preukazala vyssiu diskriminacéna silu tejto metédy
v porovnani s metédou SBT, najma pre typizaciu ende-
mickych klonov ako je ST1 [49].

Podstatou novej vysoko Specifickej rychlej metédy
MALDI-TOF (hmotnostna spektrometria s laserovou de-
sorpciou a ionizadciou za tiCasti matrice s prieletovym
analyzatorom) je detekcia mikrobidlnych proteinovych
profilov, ktoré st porovnavané s databazou referen¢nych
spektier. Identifikdcia druhov legionel pomocou tejto
metédy je vhodna pre vySetrenie velkého poctu kolénii
v kratkom case [3, 53, 54]. Viaceri autori dokazali vyhody
MALDI-TOF v rychlosti, jednoduchosti a citlivosti metddy
na uarovni druhu oproti inym identifikacnym meté-
dam [53, 54, 55, 56]. Fujinami et al. rozliSili 23 kmeniov
L. pneumophila pomocou MALDI-TOF za niekolko hodin,
zatial o vysledky z PFCE si vyziadali niekolko dni [56].
Gaia et al. rozpoznali 38 roznych Legionella spp. skor
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v MALDI-TOF ako v PCR a pomocou konvencnej séro-
typizacie [54]. Moliner et al. pri identifikacii 21 druhov
legionel uvadzaju vysoku citlivost tejto metddy (89,9 %)
[53]. MALDI-TOF umoznuje sii¢asne identifikovat viaceré
patogény dychacich ciest z tej istej vzorky, Co v praxi pris-
pieva k rychlej a efektivnej lieCbe respiracnych infekcii
a adekvatnej starostlivosti o pacienta [57].

ZAVER

Diagnostika legioneléz sa na Slovensku nevykonava
rutinne. Vyzaduje si vyuzitie réznych Specifickych labo-
ratérnych metéd podla faz ochorenia, klinicki skiisenost
a cielent epidemiologickd anamnézu (idaje o expozicii
vode, pdde, kompostu, pobyt v kolonizovanej nemocnici,
zubolekarske oSetrenie, cestovanie a iné ).

Rychla diagnostika Legionarskej choroby je pre Zivot
pacienta rozhodujica, nakolko klinicky obraz LCH je
velmi pestry, atypickd pneumoénia nemusi zo zaciatku
dominovat a priznaky ako aj bezné laboratérne nélezy
mozu nespecificky imitovat alterciu inych systémov.
K dispozicii st testy priamej a nepriamej diagnostiky
s rznou senzitivitou a Specificitou. V akatnej faze LCH
sa moézZe diagnostika opierat o skorsi dékaz legionelového
antigénu v moci a DNA legionel v PCR/real-time PCR/
multiplex PCR, ale sii¢asne s nevyhnutnostou kultivacie
vzoriek, izoldcie a typizacie legionel. Sérologické testy st
vhodné pre diagnostiku v neskorSom stadiu LCH a maju
velky epidemiologicky vyznam pri prevalencnych §ta-
didch. Zna¢nym prinosom pre poznanie epidemiolégie
legioneldz st pokroky v identifikacii legionel (RFLP,
PFGE, AFLP, SBT, MALDI-TOF a iné).
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