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SOUHRN

Bakterie rodu Legionella se hojné vyskytuji ve vodnich ekosystémech, ale nalézany
jsou také v pudé a kompostech. Odtud se dostédvaii do vodnich systému vytvorenych
¢lovékem, jako jsou pramyslové technologie nebo vodovodni systémy velkych budov.
Ukolem preventivnich opatieni je zabrénit jejich pienosu na vnimavé osoby. Dvacet &ty
druht legionel muze zpasobit onemocnéni ¢lovéka Nejvyznamngjsi je L. pneumophila a jgji
sérologicka skupina 1, ktera tvoii vice nez 50 % vdech nékaz v Ceské republice. Pouziti
molekularné biologickych metod k detailni typizaci kment legionel umoZiuje epidemiologim
potvrdit zdroj ndkazy a naridit jeho sanaci.

Taxonomicka klasifikace legionel je zaloZena na variabilité genu mip. Jeho sekvenace
je v soucasné dob¢ metodou volby. Sérologické metody s krdlicimi polyklondlnimi séry nebo
monoklondnimi protilatkami m§i fadu omezeni a neumoznuji rozliSeni nékterych druhua,
které jsou si geneticky velmi blizké. To je i piipad skupiny PAB (L. parisiensis - L. anisa -
L. bozemanii). Klasifikace zaloZzend na sekvenaci genu mip byla pouZita v nasi kolekci 45
vzorkt. 42 kmeni bylo izolovano z prostiedi, jeden kmen z pacienta a dva vzorky byly
biologicky materid. Potvrdilo se, Ze L. anisa v ptirodé jasné dominuje a nema vyraznéjsi
Klinicky vyznam. Patogenni L. bozemanii byla prokédzana v jediném kmeni z pacienta.
Sekvenace mip byla pouzita take k identifikaci nékterych kmenu, které vykazovaly atypickou
sérologickou reakci. Mezi témito kmeny byly identifikovany ¢tyti doposud nepopsané kmeny
azigme se jednd o nové druhy legionel.

Sekvenacni subtypizace L. pneumophila je mezinarodné standartizovana a validovana
metoda k prikazu zdroje nakazy. Ten je potvrzen v pripadé shody sekvenacnich typt nebo
aelickych profilt kmene legionely izolované z prostiedi akmene od pacienta. Sekvenatni
subtypizaci lze vyuzit také kanayze zdravotniho rizika, protoze sekvenatni typ
L. pneumophila c¢asto charakterizuje virulenci kmene. V téo diplomové préaci jsou
prezentovany epidemiologicka Setteni vsech typua legionel6z, ato komunitnich,
nozokomidnich, cestovnich i profesiondnich. V souboru vySetfovanych vzorka byla
L. pneumophila piavodcem komunitnich legionel6z v 47,2 %. Nejcastéji identifikovany byl
sekvenacni typ ST62. Nezodpovézenou otézkou zustava, kde je zdroj tohoto sekvenacniho
typu, ktery je z prostiedi izolovan vzacné. V Evropé rozsireny ST1, zpusobujici onemocnéni
zeiména u oslabenych aimunokompromitovanych lidi, byl pavodcem tii nozokomidnich
nakaz ze Gty Setrenych atvoril 39,3 % environmenta nich izolata.



SUMMARY

Bacteria of the genus Legionella are commonly found in aguatic ecosystems but also
in the soil and compost mixes. They get from these environments to man-made water systems
such as industrial technologies or water distribution systems of large buildings. The main
reason of preventive measures is to hamper their transmission onto susceptible persons. 24
Legionella species have been implicated to infect humans. The most important
L. pneumophila sg. 1 causes more than 50 % of cases notified in the Czech Republic. The
implementation of molecular biology methods to detailed typing of Legionella strains has
enabled to confirm the source of infection and impose remedial measures.

The taxonomic classification of the genus Legionella is based mainly on the variability
of the mip gene. Its sequencing has become currently the method of choice. Serological
identifications using rabbit polyclonal or monoclona antisera have a number of limitations
that do not allow a correct identification of genetically related species. One of these is the
group PAB (L. parisiensis - L. anisa - L. bozemanii). The mip sequencing was applied to the
collection of 42 strains from environmental samples, one isolate from a patient and two
clinical samples tested directly. L. anisa has been shown to dominate in water samples and its
clinica importance appears low. L. bozemanii was confirmed from the patient. The mip
sequencing was aso used in case of the isolates whose serology patterns did not match type
strains of particular species. Four possible,, novel species candidates® have been recognized.

L. pneumophila sequence-based typing (SBT) scheme is an internationally adopted
and validated method for source tracking. The sequence types (ST) or alélic profiles of the
environmental isolates must match this from a patient. SBT can be also utilized in risk
assessments. There are sequencing types that differ substantialy in their virulence.

Also the data coming from epidemiological investigatins are presented here comprising the
following sources. community acquired (CAP), nosocomial, travel associated and
professional. L. pneumophila was detected in 47.2% as a cause of CAP. With ST62
prevailing. This ST is rarely encountered in water, which generates a question where its
source can be. The most common ST1 in Europe has predominated also here among patients
with impaired imunity or other serious underlying diseases. Three nosocomial infections were

confirmed. Furthermore, ST1 was found in 39.3% among environmental isolates.
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1 UVOD

Bakterie rodu Legionella se prirozené vyskytuji ve vihké pudg, ptirodnich aumélych
vodnich ekosystémech. Od objeveni legiondl v roce 1977 v USA bylo popsano 54 druhu,
piiéemz miniman¢ 24 z nich muze vyvolat onemocnéni ¢lovéka. NejéastéjSi agens legionel 6z
je Legionella pneumophila, kterd zpusobuje az 90 % vSech infekci. L. pneumophila 1ze
rozdélit do 16 séroskupin, znichz L. pneumophila séroskupina 1 vyvolava pres 84 %
legionel 6z na svéte. NejcastéjSim zdrojem nékazy je inhalace aerosolu obsahujiciho legionely.
Onemocnéni zptisobené legionelami — legionel6za muiZe probihat v mirngjsi formeé podobné
chripce, zvané pontiacka horecka nebo jako legionéiska nemoc s projevy tézké pneumonie s
vysokou umrtnosti. Mezi rizikoveé faktory patii zefména vék nad 50 let, imunosuprimovani
pacienti alidé sjinym zakladnim onemocnénim. Tento fakt déla z legionel typického pivodce
nozokomidnich akomunitnich legionel6z. Vzhledem k ¢asté izolaci L. pneumophila sg. 1
z prostiedi bylo nutné zavést typizacni techniky umoznujici rozlisit izolované kmeny k uréeni
zdroje ndkazy. Studie zabyvgjici se srovnavanim riznych genotypizacnich metod
L. pneumophila uvadi sekvena¢ni subtypizaci jako metodu snejvétsi diskriminaci, dobrou
reprodukovatel nosti, interpretaci a umoziuje mezilaboratorni srovnani. V soucasnosti je tento
nastroj vyuzivan k vySetiovani zdroji cestovnich, komunitnich, nozokomidnich
aprofesiondnich legioneléz. Subtypizace L. pneumophila je zaloZzend na sekvenovani
fragmentt sedmi vybranych geni flaA, pilE, asd, mip, mompS, proA a neuA. Sekvenatni typ
nebo aelicky profil urc¢ime porovnénim sdatabézi aelickych variant gena, které jsou
k dispozici na webovych strdnkach www.ewgli.org. Tento systém identifikace byl vyvinut
¢leny Evropské pracovni skupiny pro legionelové infekce (The European Working Group for
Legionella Infections — EWGLI), ktera byla zaloZena v roce 1986 v Londyné. Jejim hlavnim
cilem je spoluprace pri reSeni mikrobiologické aepidemiologické problematiky spojené
s legionel6zami.

Tato préce se zabyva identifikaci druhi legionel sekvenaci genu mip v pripadech, kdy
nelze sérologickymi testy nékteré druhy rozlisit nebo urcit. Dale sekvenacni subtypizaci
klinickych aenvironmentdlnich kmenti L. pneumophila, které byly ziskavény z riaznych
zdrojii za Ucelem epidemiologického Setieni pripadia legioneldz. Sekvenacni subtypizace
L. pneumophila byla také vyuzita pii analyze zdravotniho rizika, protoZe sekvenacni typ ¢asto

charakterizuje virulenci kmene.



2 CILE PRACE

1) Vypracovéani reSerSe na téma “Sekvenacni identifikace asubtypizace Legionella sp.
ajgi vyuziti v epidemiologii”.

2) lzolace DNA z bakteriadnich kmena Legionella sp. aklinickych vzorku.

3) PCR amplifikace vybranych gent ajejich sekvenovani.

4) Anayza sekvenci pomoci EWGLI databaze a epidemiologické hodnoceni ziskanych
dat.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Rod Legionélla

Legionely byly poprvé objeveny v roce 1977 v souvisosti s epidemii v hotelu Bellevue
ve mesté Philadelphia, pii které se v roce 1976 nakazilo 221 Ucastnikia sjezdu americkych
legii. Na nasledky tézké pneumonie nakonec podiehlo 34 postiZzenych. Zdrojem infekce byl
aerosol zchladici vody klimatizatniho systému hotelu (Fraser akol., 1977). Vyvo
kultivacnich technik umoznil identifikaci dalSich druha Legionellasp. vyvolavgici
pneumonie u ¢loveka. Bakteridni izoléty, které byly béhem let 1940 — 1960 identifikovany
jako rickettsia, byly pomoci novych identifikacnich metod urceny jako Legionella sp. (Fields
akol., 2002). NejzavaznejSim druhem je Legionella pneumophila, kterou |ze rozdélit do 16
serologickych skupin. VSechny maji klinicky vyznam, i kdyZ ne stginé velky. Nej¢astéjsim
pavodcem onemocnéni se zavaznym praubéhem je L. pneumophila sg. 1 (sg. 1 - séroskupina
1), zpasobujici az 84 % legionel6z (Newton akol., 2010). V Ceské republice je to viak jen
50 % (DraSar, osobni sdéleni). L. pneumophila se dale ¢leni na 3 hlavni podskupiny: Pontiac,
Olda aBellingham. Pontiac predstavuje podskupinu snejveétsim rizikem nakazy amuze
vyvolat onemocnéni i u zdravého ¢loveka (Watkins akol., 1985). Mezi dalSi vyznamné druhy
patii L.micdadel, L.bozemanii, L.maceachernii, L. dumoffii alL.longbeachae, které
predstavuji 2 aZ 7 % legionelovych nakaz ve svété. V Austrdlii aNovém Zélandu zptsobuje
legionel6zu v 30 % L. longbeachae (Newton akol., 2010). V CR byly v roce 1988 izolovany
apopsany dva druhy L. moravica aL. brunensis. L. brunensis byla objevena témét v centru
Brna zchladici véze obchodniho domu (Wilkinson akol., 1988). Druh nazvany
L. nagasakiensis byl popsan vlednu 2012. Kmen byl izolovan v USA z biologického
materidlu 66 leté Zeny spneumonii, studni¢ni vody v Japonsku achladici véze v Austrdlii
(Yang akol., 2012). Dasi tii druhy L. cardiaca, L. massiliensis aL. tunisiensis ¢ekaji na
uverginéni ve védeckych ¢asopisech. V soucasné dobé je do rodu Legionella, naeziciho do
¢eledi Legionellaceae, zafazeno 54 druhu s celkem 74 séroskupinami. Tento pocet neni jisté
konecny, protoze mnoho dalSich druhi ¢ek& na popis. Prehled druht legionel popsanych
k lednu 2012 uvadi (Tabulkac. 1).
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Tabulka &. 1: Prehled druhi legionel. Cervend jsou oznadeny druhy, které jsou spojovany
sonemocnénim ¢loveka

Druhy Reference Druhy Reference

L. adelaidensis Fields et al., 2002 L. lansingensis Fields et al., 2002
L. anisa Fields et al., 2002 L. londoniensis Fields et al., 2002
L. beliardensis Fields et al., 2002 L. longbeachae Fields et al., 2002
L. birminghamensis | Fields et al., 2002 L. lytica Fields et al., 2002
L. bozemanii Fields et al., 2002 L. maceachernii Fields et al., 2002
L. brunensis Wilkinson et al.,1988 | L. micdadei Fields et al., 2002
L. busanensis Yang et al., 2012 L. moravica Wilkinson et al.,1988
L. cincinnatiensis Fields et al., 2002 L. nagasakiensis Yang et al., 2012
L. drancourtii Yang et al., 2012 L. nautarum Fields et al., 2002
L. dresdenensis Luck et al., 2010 L. oakridgensis Fields et al., 2002
L. drozanskii Fields et al., 2002 L. parisiensis Fields et al., 2002
L. dumoffii Fields et al., 2002 L. pneumophila Fields et al., 2002
L. erythra Fields et al., 2002 L. quateirensis Fields et al., 2002
L. fairfieldensis Fields et al., 2002 L. quinlivanii Yang et al., 2012
L. fallonii Fields et al., 2002 L. rowbothamii Fields et al., 2002
L. feeleii Fields et al., 2002 L. rubrilucens Yang et al., 2012
L. geestiana Fields et al., 2002 L. sainthelensi Fields et al., 2002
L. genomospecies Fields et al., 2002 L. santicrucis Fields et al., 2002
L. gormanii Fields et al., 2002 L. shakespearei Fields et al., 2002
L. gratiana Fields et al., 2002 L. spiritensis Fields et al., 2002
L. gresilensis Fields et al., 2002 L. steigerwaltii Yang et al., 2012
L. hackeliae Fields et al., 2002 L. taurinensis Fields et al., 2002
L. cherrii Yang et al., 2012 L. tucsonensis Fields et al., 2002
L. impletisoli Yang et al., 2012 L. wadsworthii Fields et al., 2002
L. israelensis Fields et al., 2002 L. waltersii Fields et al., 2002
L. jamestowniensis Fields et al., 2002 L. worsleiensis Fields et al., 2002
L. jordanis Fields et al., 2002 L. yabuuchiae Yang et al., 2012

3.1.1 Genom Legionella sp.

Genom legiond je tvoien jednim cirkularnim chromozémem o pramérné velikosti
3,5 Mb kodujici priblizné 3000 gent a obsahem GC cca 38 %. Nekteré druhy obsahuji také
plazmidovou DNA.

Kompletni genomovd DNA byla sekvenovana u sedmi kmend L. pneumophila
aL. longbeachae (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome?term=legionella%20). Mnoho geni
koduje proteiny seukaryotickymi motivy, které legionely ziskaly horizontdnim prenosem
béhem intracelularniho parazitismu v protozoich alidskych makrofézich (Cazalet akal.,
2004)
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3.1.2 Morfologie

Legionely jsou gramnegativni &tihlé tycky, tvorici ¢asto i viakna. Rozméry kolisaji od
0,3 aZ 0,9 um Sitky a2 az 6 um délky. Pri nutri¢ni nedostatecnosti vSak mohou dosdhnout az
20 um délky. Mgji jeden az tii biciky umoziujici pohyb, jsou aerobni anetvoii spory.
V bakteridni stén¢ jsou obsazeny 2,3-dihydroxy mastné kyseliny, které jsou charakteristické
pro tento rod. VngjSi bunéna membréana obsahuje lipopolysacharid, ktery je
imunodominantnim antigenem ¢eledi Legionellaceae (Bednar akol., 1996).

3.2 Environmentdlni zdrojelegionel

Legionely jsou intracelularni parazité sladkovodnich prvoka alze je nalézt prakticky ve
vSech prirodnich vodnich zdrojich, ale také ve vihké padé. Jejich mnozstvi je vSak obvykle
nizké. Vysoké pocty legionel se vyskytuji v nedostatecné udrZzovanych, lidmi vytvarenych
vodnich systémech. V suchém prostiedi nepiezivaji (Newton akol., 2010). Legionely byly
nalezeny také v sedimentech slanych jezer amoiské vodé, kde parazituji v amébach (Gast
akol., 2011). Intracelularni replikace v eukaryotnich hostitelich je pravdépodobné jedina
cesta, jak se tato bakterie miZe v prostiedi rozmnozovat. Legionely se mnozi v fadé druhi
améb atiech druzich ciliata, ae zcela zasadni roli v prenosu legiond maji ménavky.
V biofilmech vodnich systémi byla proliferace L. pneumophila popsana v piitomnosti
ménavky Hartmanella vermiformis. Legionely mohou vyuZivat i cyst ménavek rodu
Acanthamoeba, kde jsou chranény pied pasobenim biocida (Storey akol., 2004). V prostiedi
chudém na Ziviny se legionely nemnozi, ae diky biofilmu v ném mohou diouhou dobu
perzistovat (Murga akol., 2001). Dnes je jiZz vSeobecné akceptovan nézor, Ze pravé biofilmy
aprvoci hrgji stézgini roli v piezivani téchto bakterii ve vodnich systémech (Storey akol.,
2004). ldednim povrchem pro mikrobidni kolonizaci jsou stény potrubi vodovodnich siti.
Legionely mohou proniknout do pitné vody béhem jgji vyroby, stét se souc¢asti biofilmu aza
vhodnych podminek se mnoZit. V&zny problém v rozvodnych sitich piestavuje predevdim
odtrhavéani kouska biofilmu s potenciondnimi patogeny od substrétii, protoZze pak se mohou
dostat ke spotiebiteli vinfekéni davce. V biofilmu jsou mikroorganismy chranény pied
pusobenim dezinfekce, navic se dezinficiens na tuto organickou hmotu chemicky vaze, ¢imz
klesa jeho rezidudni koncentrace ve vodé ajeho Siteni na vétsi vzdaenosti v siti je omezeno
(Rulik akal., 2011). Legionely mohou byt izolovany z vody o teploté od 6 °C do 64 °C. Pod
20 °C se v&ak nemnoZi aschopnost pieZivat aZz 64 °C je zpusobena ochranou v biofilmech.

Optimani teplota ristu je 25 °C az 45 °C, proto je ¢asta kolonizace legionel v teplé vodé
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(Hosein akol., 2005). Nej¢astejsSimi druhy legionel izolovanych z vodovodnich rozvoda jsou
L. anisa atada saprofytickych druha L. spiritensis, L. erythra, L. rubrilucens aL. brunensis.
Z klinického materidu jsou izolovany jen vzécné L. anisa aL. erythra (Doleans akol., 2004).
Kromé vodovodnich rozvodit mohou byt legionely piitomny v systémech klimatizace,
chladicich vézich, zvlih¢ovagich vzduchu, vitivkéch, zavlaZzovacich systémech v zahradnictvi,
ozdobnych fontanach atd. azvySené riziko nakazy nastava pri tvorbé aerosolt (Stout aYu,
1997).

3.3 Patogeneze legionel

V&echny legionely jsou potencionané patogenni, i kdyZ onemocnéni zptisobené
nékterymi  druhy nebylo doposud popsano. Prevéznou vétSinu legionel6z  zpisobuje
celosvétove rozsitreny druh L. pneumophila sg. 1 (Fields akol., 2002). V Ceské republice jsou
to také L. pneumophila sg. 3 asg. 6 (DraSar, osobni sdéleni). Do organismu vstupuji inhalacni
cestou infikovanym aerosolem. Cim jsou kapénky mendi, tim jsou nebezpengjsi. Kapénky
s pramérem menSim nez 5um se snadngji dostanou do dolnich cest dychacich. Prenos legionel
z ¢loveka na ¢loveéka nebyl doposud zaznamenan (Carol akol., 2006). Mozné cesta nakazy je
také aspirace kontaminované vody, ade tento zpusob je charakteristicky spiSe pro
nozokomidni nékazy (Hosein akol., 2005). Po vstupu do plic jsou bakterie fagocytovany
v aveolarni tkani monocyty amakrofégy. Zabranéni vstupu fagozému do standardni
lysozomalni dréhy zprostiedkovava sekrecni systém 1V, nazyvany také Dot/lcm systém.
Vzniké vakuola obsahujici legionelu (LCV — Legionella-containing vacuole), ktera prechodné
fuzuje smitochondriemi azachycuje vatky produkované endoplazmatickym retikulem,
jelichz obsah vyuZiva pro svoji potiebu. Béhem nekolika hodin interakce LCV svacky
endoplazmatického retikula dochézi k replikaci DNA, tvorbé novych bakterii alyzi vakuoly
vedouci ke smrti hostitelské bunky. Byly popsany druhy legionel, které nevyuzivaji LVC
mechanismus replikace, e mnoZi se v cytoplazmé (Newton akol., 2010).

Infekce mohou probihat s priznaky obdobnymi chiipce, zvané pontick& horecka nebo
jako tézké pneumonie, zvané legionarska nemoc. Byly popsany také pripady s pozitivnim
kultivacnim nalezem nebo sérologickym prikazem bez jakychkoliv piiznaka onemocnéni
napiiklad u brusi¢a skla. Neni zndmo, zda prodélana legionel6za vede k trvaé imunité.
Morcata imunizovana umrtvenymi legionelami jsou imunni Kk intraperitonedlni infekci,
podléhgji viak infekci inhalacni (Bednar akol., 1996).
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Ponticka horecka je lehka forma onemocnéni, pii které nedochazi k postiZeni plic. Projevuje
se horec¢kou, zimnici, myalgiemi, bolestmi hlavy anevolnosti. Inkuba¢ni doba je dlouha 1 a7
2 dny ado péti dnit dochézi ke spontannimu uzdraveni. (Kaufmann akol., 1981).

L egionarska nemoc je onemocnénim podstatné zavaznéjsim, apokud neni zahgena rychla
antibioticka terapie, ¢asto konéi smrtelné. Predisponovani jsou pacienti se snizenou imunitou,
stari lidé, kuraci, muzi nad 50 let, lidé odlabeni jinym zakladnim onemocnénim. Inkubacni
doba trva 2 az 10 dnut, po které se nédhle objevuje horecka arychle se vyviji mnohocetna
loZiskova bronchopneumonie. Do plicnich aveolt pronika edémova tekutina auklada se
v nich fibrin. K dalSim piiznakim patti tiesavka, Uporna bolest na prsou, suchy kasel,
zchvacenost, myalgie, bolesti hlavy, stav zmatenosti, mizZe se objevit zvraceni aprajem.
Postizeny jsou také ledviny, jétra, centrdni nervovy systém agastrointestinani systém.
Umrtnost &ini 15 aZz 20 %, ovdem u imunokompromitovanych osob je mnohonésobné vysSi
(Stout a'Yu, 1997).

3.4 Metody detekce legiond

PrestoZe jsou legionely znamé pies tiicet let, neexistuje Zadné diagnosticka metoda,
kterd by dokazala rychle, sdostatecnou citlivosti a specifitou identifikovat vSechny znamé
pavodce legioneléz u ¢loveka. K z&kladnim diagnostickym metodam patii  kultivace,
serologie, detekce mocového antigenu a primé imunofluorescence. Rychly rozvoj nastal také
v metodach detekce nukleovych kyselin pomoci polymerézove tetézové reakce (PCR), i kdyz
standardizovany test neni ve v3ech zemich komeréné dostupny (Murdoch, 2003). VSechny
metody maji ur¢itd omezeni, proto je doporucovano pouZzit vice postupt, ato zefména
v pripadech akutniho zapalu plic s podezienim na legionairskou nemoc (Fields akol., 2002).
Za ,zlaty standard” je stdle povaZzovana kultivace etiologického agens, ae data z roku 2009
z 29 evropskych zemi ukazuji, Ze pouze 9,3 % legionel6z je z divodu nérocné kultivace
legionel takto diagnostikovano. Zbylych 81,7 % je diagnostikovano na zakladé detekce
legionelového antigenu v moci, kteraje rychla a snadno proveditelnd (Mentasti akol., 2011).

3.4.1 Kultivace

Legionely Ize izolovat z téchto klinickych materidlti: sputum, trachedlni aspirat (TAS),
bronchoalveolarni lavéz (BAL), krev, biopticky a sekéni materidl - nejcastéji z plic, pricemz
citlivost kultivace je dana typem materidu, ale takeé praktickymi zkuSenostmi mikrobiologické

laboratore. Ke kultivaci se pouzivd agarova puda oznacovana BCYE, kterd je sloZzena
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Obrazek & 1: Kultura Legionella zkvasnicného  extraktu  (poskytuje  esencidlni

sp. naBCYE agaru. _ aminokyseliny), cysteinu, z pyrofosfau Zelezitého
(http://www.emlab.com/s/services/| _ o _
egionella testing_|ab.html) aaktivniho uhli k detoxikaci peroxidu. pH 6,8-7,0

udrzuje specidni pufr (ACES). Zavidost na cysteinu
je hlavni znak uréujici prisusnost k ¢eledi. Pada
muze byt doplnéna antibiotiky (cefamandol,
polymyxin B, vankomycin) k potlaceni doprovodné
flory (Maiwad akol., 1998). Byly popsany tii druhy
legionel schopny rastu na cystein deficientnim

mediu, ale pouze po pasaZi zprimokultury.

K primérni izolaci kmene je piitomnost cysteinu
nutna (Yang akol., 2012). Legionely se kultivuji na

Obrazek €. 2: Fluorescence pudé BCYE pii optimalni teploté 35 °C az 42 °C.

Legionella sp. v UV zéreni.
(http://www.emlab.com/s/services/I  Kolonie jsou 3edé lesklé, maji charakteristicky
egionella_testing_lab.html) vzhled brouseného skla, jsou okrouhlé, ostie
ohrani¢ené o praméru cca 1 mm, ae béhem 5 az 7
dni se splyvavé rozrastgji do velikosti a2 4 mm
(Obrézek ¢. 1). Neoxiduji anefermentuji glukosu ani
bézné glycidy, Stépi Zelatinu. L. pneumophila Stépi
hippurd (kromé¢ sg. 4 asg. 15). VétSina druha
produkuje hnédy pigment na padé styrosinem
(Fields akol., 2002). K rozpoznani ne¢kterych druhi

prispiva jgjich autofluorescence po ozareni UV

svétlem (Obrazek ¢. 2). Modrobile svétélkuji napr.
L. bozemanii, L. anisa, L. parisiensis, L. cherrii, L. steigerwaltii, L. dumoffii aL. gormanii.
Cerveng svétdkuji L. erythra aL. rubrilucens (Ratcliff akol., 1997).

3.4.2 Sérologie

K diagnostickym Gcelum lze také vyuzit tvorbu specifickych protilatek téidy 1gG
algM. K prukazu specifickych protilatek proti jednotlivym druhim a sérotypim legionel se
pouzivaji metody mikroaglutinace, ELISA anepiima imunofluorescence (Murdoch, 2003).
Novinkou je rychly imunochromatograficky test ImmuView Legionella Blood test spolecnosti
SSI Diagnostica urceny k detekci IgM protildtek proti L. pneumophila sg. 1 asg. 3 v séru
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nebo krvi pacienta. V CR tyto séroskupiny zpasobuji az 70 % legionel6z (DraSar, osobni
sdéleni). Nevyhodou je nutnost konfirmace sjinym testem. Na legionelovou infekci se
usuzuje pii vysokém titru protilatek nebo ze signifikantniho vzestupu hladiny protilétek v séru
v rozmezi dvou &z tii tydna. Sérologicky prikaz protildtek ma radu omezeni, které si je treba
uvédomit. Jsou to zefména nespecifické reakce s jinymi bakteridnimi druhy vyvolavgjici
pneumonie. Dale skute¢nost, Ze ¢tyinasobny vzestup protildtek je dokumentovan pouze u 70
az 80 % pacientt slegionelozou ak sérokonverzi muze dojit po vice nez 2 mésicich po
prob¢hléinfekci (Fields akol. 2002).

3.4.3 Detekce mocoveho antigenu

Specificky rozpustny antigen vylucovany moci pacientt slegionédiskou nemoci |ze
prokazat jiz po trech dnech od prvnich piiznaki. Doba vylucovéni antigenu je znatné
individudlni. U nekterych pacienti se vytraci po 4 dnech antibiotické terapie, u jinych mize
v moci pretrvavat i nékolik mésict. Detekce mocového antigenu je rychla a dostupna metoda
umoziujici zahgjeni adekvétni antibiotické terapie. Dostupné komeréni soupravy jsou
validovany pouze pro stanoveni L. pneumophila sg. 1. Toto omezeni zptusobuje, Ze az 40 %
legionel 6z zpasobenych jinymi sérotypy adruhy zastava neodhaleno. Testy jsou zaloZzeny na
principech enzymové imunoanayzy ELISA. Citlivost kvalitnich testt se pohybuje kolem
97 % a specificita je 100%. Soupravy mohou detekovat i jiné séroskupiny adruhy legionel,
negisou vSak pro tyto Gcely urceny avaidovany (Murdoch, 2003). Studie porovnavajici
soupravy k detekci mocového antigenu firem Biotest a Binax uvadi, Ze souprava firmy Binax
detekovala vice pozitivnich vzorki moc¢i u pacienti snon — L.pneumophila sg. 1
legionel6zou (Benson akol., 2000). Firma Binax vyrabi také test Binax Now zaloZeny na
imunochromatografické detekci antigenu v moci. K provedeni testu neni nutné laboratorni
vybaveni avysledek je k dispozici do 15 minut. Nezévisé testy vSak uvédi pouze 80%
citlivost a specificitu 97 %, proto je nutna konfirmace ELISA testem (Fields akol., 2002).

3.4.4 Primaimunofluorescence

Jedna z prvnich metod k detekci legionel ve vzorcich plicni tkdné arespiracnich
sekretech byla piima imunofluorescence vyuZivgici fluorescenéné znacenych protil&tek.
P¥imou imunofluorescenci (DFA) mohou byt legionely detekovany v respira¢nich sekretech
i nékolik dni po zahgeni antibiotické [&cby. DFA |ze také vyuzit k identifikaci bakteridnich
kmenu legionel. Fluorescencné znacené protilétky jsou vSak dostupné pro L. pneumophila
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ajen nékteré druhy legiondl. Problémy pri detekci zpusobuji také druhy bakterii rostouci
v kokultivaci s protozoa stejné jako legionely (LLAP- Legionella-like amoeba pathogen),
které mohou byt pritomny v biologickém materidlu pacienta spneumonii (Fields akal.,
2002).

3.4.5 Detekce legionel pomoci PCR

Amplifikace specifického fragmentu nukleové kyseliny izolované z biologického nebo
environmentalniho materidlu pomoci PCR je jedna z méa diagnostickych metod, ktera je
schopna detekovat vSechny znamé druhy legionel. Po¢éatky detekce legionel PCR metodou
viak nemély velky Uspéch, protoze testy vykazovaly vysokou nespecificitu. Stanoveni
legionel z vody pomoci PCR je obtiZzné¢ reprodukovateliné, proto je stde kultivace metodou
¢ido jedna (Fields akol., 2002). K identifikaci Legionella sp. jsou vyuzivany geny kédujici
5S rRNA, 16SrRNA, mip aintergenova oblast 23S rRNA - 5S rRNA (Stelhaug a Bergh,
2006). Prvni komeréné dostupny test byl uréen pouze k detekci legionel z environmenténich
vzorka abyl zaloZzen na amplifikaci 5S rRNA kuréeni Legionella sp. amip k detekci
L. pneumophila. PrevéZné vétSina dnednich komercnich testd je zaloZena na amplifikaci 16S
rRNA ajsou vysoce citlivé aspecifické. Nicméne falesné pozitivni vysledky sdruhy roda
Acinetobacter, Gemella nebo neidentifikovanymi proteobakteriemi byly zaznamenany (Fields
akol., 2002). Aplikace real-time PCR vyuZivgjici fluorescencné znacenych préb, umoZziuje
rychlou detekci v redlném c¢ase, ataké omezuje nespecifické reakce (Mentasti akol., 2011).
Ziskani klinického materidu muze byt nakonec nejvétsim problémem. Produkce sputa je
obvykle mala ak ziskani klinického materidlu (trachedniho aspiratu, BAL ¢i biopsie) je nutné
provést invazivni zakrok (Murdoch, 2003). V naSich laboratotich piimy prikaz legionel
pomoci PCR neni stale rutinné zaveden a je provadén spise ojedinéle.

35 Léfba

Terapie legionarské nemoci musi byt zahgena rychlou avhodnou antibiotickou
lé&bou. U imunokopromitovanych ahospitalizovanych pacientd je to hlavné azithomycin
alevofloxacin, v leh¢ich pripadech erytromycin nebo tetracyklin. Betalaktamova antibiotika

nejsou U¢inna, protoze vétSinalegionel produkuje betalaktamazy (Fields akol., 2002).
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3.6 Identifikace a detailni typizaceizolata Legionella sp.

Terminem typizace je obvykle oznatovana diferenciace druht na poddruhy anizsi
taxony. Podle detekovaného markeru jsou typizacni metody rozdélovany na fenotypové
agenotypové. Detailni typizace izolovanych bakteridlnich kmenua Legionella sp. je vyuZivana
k piesné charakterizaci kment ziskanych zklinickych aenvironmentélnich vzorka.
Identifikace druhu, piipadné jeho séroskupin, se uplatiiuje pii stanoveni pivodce onemocnéni.
Typizace kmenu je vyuzivana k urceni zdroje ndkazy, ataké pii hodnoceni rizik
k epidemiologickym t¢elim (Carr akol., 2010). Legionely byly charakterizovany na zéklade
specifickych proteinovych fingerprinta ziskanych pomoci SDS-PAGE nebo PAGE (Fields
akal., 2002).

Za&kladem identifikace izolétt je hodnoceni fenotypovych znakd, mezi které patii
kultivaéni vlastnosti (rast na BCY E pude, neroste na krevnim agaru), vzhled kolonii, pripadné
fluorescence v UV zéreni. Biochemické vlastnosti (produkce oxidazy, kataldzy, beta
laktamézy atd.) jsou znacné variabilni, proto maji pii rutinni identifikaci omezené uplatnéni.
Identifikace zaloZzena na odlisnosti obsahu bunéénych mastnych kyselin aubichinond je
vyuzivana, ale provedeni analyzy je znaéné komplikované a nékteré druhy maji stejné profily
(Ratcliff akol., 1998). Sérologické metody jsou diky jednoduchému provedeni nejvice
uzivanou technikou, i kdyZz maji take urcitd omezeni (Fields akol., 2002). Posledni moznosti
typizace je vyuziti molekuldrnich metod, pricemz , zlatym standardem® v identifikaci druht
legionel je sekvenace genu mip (Ratcliff akol., 1998). Slibn¢ se vyviji také identifikace
legionel pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF, kter4 je rychl4 ana rozdil od
sekvenace méng finan¢né nékladna (Gaia akol., 2011). K identifikaci nového druhu je nutné
kombinovat vice metod, mezi které patii kultivace, hodnoceni fenotypovych vlastnosti
izol&tu, sérotypizace, stanoveni profili mastnych kyselin, sekvenace genti mip a 16S rRNA

aurceni fylogenetickeé pribuznosti s ostatnimi druhy (Y ang akol., 2012).

3.6.1 Sérologickatypizaceizolata

Sérologicka typizace izolatu Legionella sp. vyZaduje identifikacéni séra, ktera ovSem
negjsou pro vSechny druhy aséroskupiny komeréné dostupnd Jedinou moznosti je jegich
vyroba pomoci imunizace laboratornich zviiat. Tato priprava kréli¢ich hyperimunnich sér je
nakladné a problematickd, tudiz je jgjich vyuzivani vyhradné v rukou referencnich laboratoii.
Firmy OXOID aDuopath nabizi soupravy kidentifikaci druhia legionel na zakladé latex
aglutinace pro L. pneumophila sg. 1 asg. 2-14 a pro nekteré dali druhy legionel. Pro béZnou
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laboratorni praxi je tato identifikace obvykle dostacujici. Detailni sérologicka typizace je
rychla alevng, ae nevyhody znaéné prevy3uji moznost rutinniho pouzivéani. K hlavnim
nevyhodam patfi:
Je potieba mit sbirku hyperimunnich sér vSech typovych kment legionel
a sérologickych skupin.
Casté jsou zkiizené reakce mezi druhy legionel, proto je nutné vzgjemné testovani
vSech kment a séroskupin.
Nutnost provedeni kiizovych titraci s raznymi koncentracemi protil atek.
Vysledky nejsou akceptovatel né u mezinérodnich soudu.
N¢které druhy nelze sérologicky rozlisit (DraSar, osobni sdéleni):
L. parinsiens - L. anisa - L. bozemanii (PAB)
L. spiritensis- L. tauricensis
L. sainthelens - L. santicrucis
L. brunensissg. 1 - L. brunensis sg. 2

3.6.2 Typizaceizolata molekularnimi metodami

Jestlize pri identifikaci bakterialnich kment selZzou dostupné, relativné jednoduché
afinancné méné¢ nékladné fenotypizacni analyzy, dalsi moznosti je aplikace molekularné-
biologickych metod. Genotypové anayzy vykazuji jednoznacné vétsi diskriminacni schopnost
nez fenotypové analyzy ajegich velkou vyhodou je, Ze vysledky nejsou ovlivnény starim
kultury ani kultivacnimi podminkami. Rozvoj adostupnost sekvenacni analyzy vedl
k vyuzivani této metody Kk identifikaci bakteridnich druhd, tedy i legiond, na z&kladé
sekvence variabilnich oblasti genomu. Pocitacové analyza dat avyhodnoceni v dostupnych
databézich nabizi moznost standardizace (Ratcliff akol., 1998).

3.6.2.1 Sekvenaéni identifikace Legionella sp.

Velmi rozSitend je identifikace bakteridnich druht zaloZené na hybridizaci nebo PCR
amplifikaci 16S rRNA oblasti chromozému. Vyhodou je moznost detekce vSech bakteridnich
druhtt pomoci univerzalnich sond ¢i primerd. Druhové identifikace rodu Legionella je viak
zaloZena na variabilité genu mip (Ratcliff akol., 1998). Porovnavanim vhodnosti obou téchto
cilovych oblasti k rozliSeni druhi legionel bylo zji&téno, Ze gen mip je vhodngjsi (Ratcliff
akol., 1998, Stelhaug a Bergh, 2006). Pfi parovém srovnavani jednotlivych druht byl zjistén
u mip prameérny rozdil mezi druhy 20 %, kdezto u genu 16S rRNA jen 6 %. Gen mip
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(macrophage infectivity potentiator) koduje 24 kDa vnéjsi membranovy protein, pattici do
rodiny proteini FK506, ktery umoziuje vazbu na membranu fagocytujici bunky ahraje
dulezitou tlohu v intracelularnim bunééném cyklu legionel. Jeho velikost se pohybuje od 232
do 251 aminokyselin v zavidosti na druhu legionely. Rozdil zpisobuje piitomnost
hypervariabilnich Gseku, jgichZz velikost maze byt az 51bp. Gen mip je geneticky stabilni
abez znamek rekombinace. U fylogeneticky rozdilnych druhti nebyly totozné nebo témei
totoZzné sekvence genu mip nalezeny (Ratcliff akol., 1998).

Sekvenacni identifikace je zaloZzena na amplifikaci a oboustranné sekvenaci fragmentu
genu mip o velikosti 661bp - 715bp (délka zavisi na pritomnosti hypervariabilnich inzerta).
Standardizovany protokol dostupny na www.ewgli.org adatabdze dostupnd na
http://www.hparbioi nformatics.org.uk/cgi-bin/legionella/mip/mip_id.cgi umoZnuje jednotnou
identifikaci. Druh je uréen na zékladé procentua ni shody sekvence mip analyzovaného kmene
se sekvencemi genia mip vSech druht akmenu legionel v databézi. Identifikace je validni,
jestlize je shoda s danym druhem alespon 95 % arozdil sdasim ngblizsim druhem je vétsi
nez 2 %. Omezenim této metody je nemoznost identifikace L. geestiana, protoZe s pouzitim
primert uvedenych v protokolu nedochézi k amplifikaci produktu (Ratcliff akol., 1998).
Fylogeneticky strom 54 druht legionel zaloZeny na podobnosti sekvence genu mip je uveden
v (Prilohac. 3).

DetailngjSi rozliSeni druhi legionel umoziuje sekvenace genu rpoB kédujiciho
B podjednotku RNA polymerazy B (Ko akol., 2002). DalsSimi geny vhodnymi Kk typizaci
druhi jsou gyrA kodujici podjednotku gyrazy A (Feddersen akol., 2000) arnpB kodujici
endoribonukledzu P (Rubin akol., 2005).

3.7 Typizaceizolata Legionella pneumophila

PrevaZznou vétSinu infekci zpusobuje L. pneumophila sg. 1, proto bylo nutné zavést
typizacni techniky, které by jednoznacné¢ identifikovaly jejich kmeny izolované z prostiedi a z
klinického materidlu pacienta (Harrison akol., 2009, Borchardt akol., 2008). RozliSeni na
z&klad¢ fenotypovych znakia umoznuji monoklonalni protilétky. Podle pouZité sady protilatek
Ize L. pneumophila sg. 1 rozliit na 8 az 10 podskupin. Molekularné-biologické metody jako
napr. ribotypizace, PFGE, RFLP, REA, AFLP, AP-PCR jsou rizné ¢asové i finanéné narocné,
ne vSechny jsou dobre reprodukovatelné a vhodné pro standardizaci. Porovhavanim vhodnosti
typizacnich metod k epidemiologickému Setieni cestovnich legionel6z se zabyvala evropska
skupina EWGLI (Fry akol., 1999). Dulezitou podminkou je univerzalnost metody s moznosti
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vzgemného poskytovani vysledki, nikoliv bakteridnich izolété, mezi laboratoremi. Stépeni
genomové DNA restrike¢nimi enzymy anasledné rozdéleni pomoci PFGE spolu s AFLP
analyzou byly prvnimi uzivanymi metodami k typizaci legionel (Bernander akol., 2003).
AFLP byla vyhodnocena jako vhodnéjSi metoda pro epidemiologické Setreni legionel6z
(Vasangiacomo akol., 1995) av roce 1996 prijala EWGLI tuto metodu jako mezinarodni
standard k Setieni cestovnich legionel6z. Kazdorocné EWGLI organizovala mezilaboratorni
monitoring 0 spravnosti provadéni této metody. Mezilaboratorni porovnavaci studie vsak
ukézaly, Ze problémem neni provedeni metody, nybrZ jednotna interpretace dat (Fry akal.,
2002). Svyvojem sekvenacnich technologii byla vyvinuta typizace na zéklad¢ variability
nukleotidové sekvence vybranych gent (Gaia akol., 2003, 2005, Ratzow akol., 2007).
V soucasnosti ELDSNet vyuziva k Setreni cestovnich legionel 6z sekvenacni subtypizaci ana
webovych strankdch  www.ewgli.org jsou zverginény standardizované protokoly.
Mezilaboratorni srovnavéni je organizovano kazdy rok v iijnu. Kombinaci sekvenacni
typizace atypizace pomoci monoklond nich protildtek 1ze dosdhnout indexu diskriminace D >
0,98, pricemz D hodnota vhodné k epidemiologickym ucelim je uvadéna 0,95 (Gaia akal.,
2005). Srovnévaci studie tfi genotypizacnich metod PFGE, AFLP aSBT pii epidemii
legionel6zy v Rimé potvrdila, Ze SBT je nejvhodnéj&i metodou k epidemiologickému Setreni
zdroje nakazy (Scaturro akol., 2005).

3.7.1 Typizaceizolati monoklonalnimi protilatkami

Rychlou adobie reprodukovatelnou technikou je subtypizace pomoci monoklona nich
protildtek (MAbs) umoznujici testovat velké série vzorka. MAbs se specificky vazou
k jedinému epitopu lipopolysacharidu v bunééné stén¢. Standardizované subtypizacni schéma
bylo vyvinuto v roce 1986 a umoziiuje pomoci 7 MAbs rozdéleni L. pneumophila sg. 1 na 10
podskupin (Tabulkac¢. 2) (Joly akol., 1986).

Tabulka ¢. 2: Klasifikace podskupin L. pneumophila sg. 1 pomoci monoklonal nich protil atek
(dle Joly akal., 1986).

I. PONTIAC Il. OLDA lll. BELLINGHAM
Philadelphia Oxford Bellingham
Knoxville Camperdown

Allentown Heysham

France Olda

Benidorm
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Tato metoda byla pozdéji ddle rozpracovana v Drazd’anech, kde bylo vyvinuto 98
MADbs, které rozlisi L. pneumophila na 64 fenotypti. Panel téchto specifickych protilédtek
snazvem ,Dresden Legionella LPS MAb pane“ je uzZitecnym nastrojem Kk typizaci
Legionella sp. i subtypizaci L. pneumophila sg. 1 (Helbig akol., 1997). L. pneumophila sg. 1
|ze sedmi MAbs drézd’anského panelu rozlisit na 9 podskupin (Obrézek ¢. 3).

Obrézek ¢. 3: Typizace L. pneumophila sg. 1 pomoci monoklondlnich protilétek (dle Helbig
akal., 1997).
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Pozitivni reakce s protilatkou MAb Lpl znamend, Ze se jedna o L. pneumophila sg. 1.
Kmeny reagujici sMAb 3/1 protilatkou patii do nejvirulentnéjSi podskupiny Pontiac.
Vytazovacim principem +/- reakce se ur¢i konkrétni podskupina. V laboratorni praxi mohou
byt MAbs pouzity v metodach ELISA i neprimé imunofluorescenci. ELISA ma lepsi
reprodukovatelnost, zeiména pii zkiizenych reakcich asubtypizaci. Jestlize je MAb
subtypizace pouzita pii epidemiologickém Setfeni legionel6z avysledna podskupina
L. pneumophila sg. 1 je zraznych prostredi shodna, je nutné provést dalSi genotypizacni
analyzy (Bernander akol., 2003).
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3.7.2 Sekvenaéni subtypizace bakterialnich kmeni

Sekvenacni subtypizace (SBT - Sequence-Based Typing) L. pneumophila byla poprvé
pouZita vroce 2003 aktypizaci byly vybrany lokusy tfi gena flaA, mompS aproA.
Vysledkem studie bylo, Ze je to vhodna metoda k epidemiologickému Setieni zdroji nékaz
ama potencid stédt se novou standardizovanou metodou (Gaia akol., 2003). Pro zvySeni
diskrimina¢ni schopnosti byly o dva roky pozdgji pridany dalsi tii geny, ato pilE, asd amip.
Sekvenaini subtypizace, zalozena na kombinaci alelickych variant lokusi 6 gend, byla prijata
skupinou EWGLI k Setteni cestovnich legioneléz (Gaia akal., 2005). Vzhledem k tomu, Ze
velkd vétSina typovanych kmena L. pneumophila sg. 1 méla shodny aelicky profil, byla
v roce 2007 subtypizace doplnéna sedmym genem neuA (Ratzow akol., 2007).

Kone¢na podoba SBT je zaloZend na PCR amplifikaci a oboustranné sekvenaci lokusi
sedmi vybranych genu. Internetova databédze k subtypizaci L. pneumophila, dostupna na
www.ewgli.org, umoznuje vloZenim sekvenci vSech geni do databéze zjitit sekvenacni typ
(ST — Sequence Type) nebo aelicky profil. ST je ¢islo, které je generovano na zékladé
kombinace aelickych variant sedmi gent, ato v tomto daném poradi: flaA, pilE, asd, mip,
mompS, proA a neuA. Napi. ST 1 je kombinace ¢isel 1, 4, 3,1, 1, 1, 1 a ST 23 je kombinace
¢isdl 2, 3, 9, 10, 2, 1, 6. Pokud vysednd kombinace ael v databézi neexistuje, pak je
vysledkem alelicky profil. Doty¢né osoba mtize pozadat spravce databaze o pridéleni ST pro
danou kombinaci ael. U nekterych kmenu L. pneumophila nedochézi s pouZitim standardnich
primert uvedenych v protokolu k amplifikaci fragmentu aely neuA. Pak je vysledny profil
uvadén v podobe 11, 14, 16, 31, 15, 13, F. V roce 2011 byla publikovéna préce, ve které byly
navrzeny degenerované primery k amplifikaci neuA. To umoZzZauje ur¢it ST u kmeng,
u kterych byl vysledkem subtypizace pouze alelicky profil (Farhat akol., 2011). Informace
o jednotlivych aleléch uvadi (Tabulka¢. 3 aTabulka . 4).

Tabulka ¢. 3: Charakteristikaae pro SBT L. pneumophila (pocet typu ael adiverzitajsou
platné k 30. 3. 2012). (upraveno podle:
http://www.hpabioinformatics.org.uk/legionella/legionella_sbt/php/sbt_homepage.php)

Alela Kodovany protein Poéet typa alel | Diverzita
flaA podjednotka flagelinu 33 0,8553
pilE pilin 1V typu 44 0,8077
asd aspartat-B-semialdehyd dehydrogenaza 53 0,8535
mip makrofagovy infekéni faktor 55 0,8709

mompS hlavni vnéj§i membranovy protein 70 0,8892

proA zinkova metaloproteaza 42 0,8121

neuA N-acyl-neuramin cytidylyl transferaza 41 0,8126
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Tabulka ¢. 4: Délky PCR produktt avelikosti porovnavanych sekvenci v databazi EWGLI
k SBT L. pneumophila. (upraveno podie:
http://www.hpabioinformatics.org.uk/legionella/legionella_shbt/php/sbt_homepage.php)

Alela Délka PCR produktu Oznageni Amplifikovana pOYOe\lllrll(éo\/S;né
(bp) GeneBank oblast genu

sekvence (bp)
flaA 245 X83232 653-834 182
pilE 459 AF048690 103-435 333
Asd 575 AF034213 538-1010 473
mip 558 AJ496269 117-518 402
mompS 648 AF078136 523-874 352
proA 480 M32884 1134-1538 405
neuA 459 AJ007311 229-582 354

Diky standardizovanému protokolu a spole¢né databazi 1ze vysledky porovnavat po
celém svété. Prenosnost dat mezi laboratoremi riznych zemi je dalezitym predpokladem
vySetfovani cestovnich legionel6z (Gaia akol., 2003). Lidé nakaZzeni b&hem pobytu
v zahranici jsou obvykle hospitalizovani s legionarskou nemoci aZ po navratu do své zemg.
Epidemiologické Setieni potenciondnich zdrojiu nakazy je provedeno negjen v misté bydlisté
pacienta, ae také v mistech, kde se v inkuba¢ni dobé vyskytoval, tedy i v ubytovacim zatizeni
v zahranic¢i. Vydedky SBT jsou také akceptovatelné v pripadech soudnich sport, kdy turista

nebo rodina Zaluje hotel a pozaduje odskodnéni.

3.7.3 Sekvena¢ni subtypizace respiraénich vzorku

Klasické SBT schéma je ur¢eno k subtypizaci bakterianich izolétt L. pneumophila.
V laboratori Dr. Ginevra amplifikovali genové fragmenty pomoci nested PCR apodatilo se
jim ur¢it ST u vzorku, které nebylo mozné podle piavodniho protokolu subtypizovat. Z 28
kultivacné negativnich vzorki se nepodarilo sekvenovat pouze ¢étyii. Vyuziti nested PCR
vyznamné napomaha k epidemiologickému Setreni legionel6z v pripadech nelspédné
kultivace klinického materidu (Ginevraakol., 2009).
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3.7.4 Vyhody a nevyhody SBT L. pneumophila

Vyhody anevyhody SBT L. pneumophila jsou shrnuty v (Tabulkac. 5).

Tabulka ¢. 5: Vyhody anevyhody SBT L. pneumophila.

Vyhody Nevyhody

Jednoznacna identifikace kmene Drahé pfistojové vybaveni a chemikalie

Pouziti k epidemiologickému Setfeni zdroje

. Pracné provedeni
nakazy

Vysledky akceptovatelné u soudu ZaSkoleny personal

Vysledky akceptovatelné jen od

Mezilaboratorni celosvétova spoluprace X p >
polup akreditovanych laboratofi

3.8 Epidemiologie legionel 6z

V Ceské republice patti legionel6za mezi povinné hldSené nemoci. Ridi se vyhlaskou

MZ ¢.233/2011 Sb., o systému epidemiologické bdélosti (surveillance) pro vybrané infekce,

ve znéni vyhlasky MZ ¢. 275/2010 Sb. V pripadé podezieni na onemocnéni legionel6zou ma

osoba poskytujici péci provést odbér biologického materidu k laboratornimu prikazu
etiologie a zgjistit jgjich transport do vySetiujici laboratoie. Vykultivované kmeny, pripadné
biologicky materid, mé vySetiujici laborator predat do Narodni referencni laboratore pro
legionely (NRL) k identifikaci atypizaci nebo zpracovani. Epidemiologické Setieni zajistuje
organ ochrany verejného zdravi, zefména scilem urcit rezervodr infekce acestu pienosu.

Vyhladka klasifikuje piipady onemocnéni na pravdépodobné apotvrzené. Bez vzgemné

spoluprace lékari, mikrobiologi aepidemiologi nelze dosahnout kvalitnich vysledki

surveillance.

Pravdépodobny piipad splnuje alespon jedno z nésledujicich laboratornich kritérii:
Ctyinésobny nebo vysSi vzestup protilatek proti L. pneumophila jinych sérologickych
skupin nez sg. 1 nebo jinych druhi potvrzeny neprimou fluorescenci nebo
mikroaglutinaci.

Vysoky titr protilatek proti L. pneumophila sg. 1 nebo dalSich sérologickych skupin
nebo druhd.

Prikaz legionel v respiraénich sekretech aplicni tkéni pomoci primé fluorescence s
monoklondnimi protil&tkami.

Prikaz legionel v biologickém materidu pomoci PCR.

-25-



Potvrzeny pripad spliiuje jedno nebo vice nésledujicich laboratornich kritérii:

Izolace legionel z biologického materidlu kultivaci.
Ctyinasobny nebo vysSi vzestup specifickych protilatek proti L. pneumophila sg. 1
potvrzeny neptimou fluorescenci, mikroglutinaci nebo ELISA testem.

Prikaz specifického antigenu v moci validovanou diagnostickou soupravoul.

3.8.1 Klasifikace legioneloz

Pro Ucely narodniho systému epidemiologické bdelosti jsou legionel 6zy klasifikovany

do 4 skupin.

1)

2)

3)

4)

Nozokomidélni (HAI - Hospital Acquired Infection): pacient se nakazil ve zdravotnickém
zarizeni (inhalétory, nebulizétory, respirdtory, inkubatory, vodovodni rozvody). ZvySené
riziko ndkazy je spojovano naptr. simunosupresi pacienti po transplantacich, dae
sonkologickymi onemocnénimi  pacienta  uZivajicich kortikoidy nebo podstupujici
radioterapii av neposledni fadé se zékladnim onemocnénim, se kterym byl pacient
hospitalizovan.

Cestovni (TALD - Travel Associated Legionnaires Disease): pacient se nakazil pii pobytu
v hotelu nebo jiném zatizeni hromadného ubytovani v CR nebo v zahraniéi, kde pobyval 2
az 10 dnu pred objevenim se klinickych piiznaktt onemocnéni (hotely, vyletni lode,
|&zenska zatizeni, wellness rekreacni stiediska).

Profesionalni: nékazy ziskané pii vykonu povolani v provozech, kde se pouziva voda
atvori se aerosol (sklarny, zubni Iékarstvi, vyrobny autoskel, zrcadel, vyrobny plastd,
zemedglstvi, zahradnictvi, préce v dolech, myc¢ky aut, ¢isteni vymenika vody). Popisovany
jsou také ndkazy ziskané pti vykopovych pracech nebo pii vyrobé zahradnich substrata,
protoZe legionely jsou pritomny také ve vihké piadé. Pracovnici v rizikovych provozech
jsou povinni pouZivat ochranné pracovni pomuacky (napt. respirétory).

Komunitni (CAP - Community Acquired Pneumonia): nakazy z ostatnich rezervoari.
Zdroj nédkazy muze byt v3ude, kde je voda - vodovodni rozvody velkych budov,

klimatizace, chladici véZe, venkovni fontéany, virivé vany.
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3.8.2 Podhlasenost legionel 6z

Legionarska nemoc je z nékolika diivodi mélo diagnostikovana amalo hlasené (Carol
akol., 2006):

Je-li u pacienta diagnostikovana pneumonie, obvykle je ihned zahgjena Ié&ba. Pokud

se |&Ci antibiotiky, které jsou proti legionelam G¢inné, pacient se obvykle uzdravi bez

dalSi potieby zjistovat piic¢inu pneumonie.

N¢které diagnostické metody na legiondirskou nemoc mohou vykazovat niZsi

senzitivitu a specificitu, coz miaze vést k faleSné negativnim vysledkam.

Soupravy detekujici mo¢ovy antigen jsou validovany k detekci L. pneumophila sg. 1,

infekce vyvolané jinymi séroskupinami ¢i druhy nemusi byt diagnostikovany.

Pacienti se zavaznymi vedlglSimi chorobami veetné imunosuprese jsou legionéiskou

nemoci vice ohroZeni. Pokud tito pacienti zemiou, muze byt Umrti pfi¢itano jejich

zavaznému stavu bez diagnostiky legionarské choroby.

3.8.3 Diivody a nasledky epidemii

Duvodem pro¢ se epidemie legioneloz stdle vyskytuji je Spatna udrzba vodnich
systémi, které mohou byt potencionalnim zdrojem infekce. Nedbalost aneznalost lidi jsou
tedy hlavnim divodem, ae také fakt, Ze se lidé pied onemocnénim sami chranit nemohou.
V zépadnich zemich mé jakékoliv zjisténé pochybeni odpovédné osoby dalekosdhlé dopady.
Kdyz v roce 1985 v anglické nemocnici ve Staffordu probéhla velka epidemie, byla
ustanovena vysetrovaci komise a obzalovani byli negen odpovédni pracovnici nové
nemocnice, ae i projektanti adodavatelé technologii pro vodu aklimatizaci. Bylo
zaznamenano pres 100 piipadi a22 z nich na nésledky legionelézy zemielo (O"Mahony
akal., 1990).

Prvni zaznamenana epidemie legionel6zy v CR byla v roce 1998 v prazském Institutu
klinické a experimentdlni mediciny - IKEM, kde zemielo 7 osob po transplantacich. Teprve
tato epidemie vedla Ministerstvo zdravotnictvi k vytvoreni pokynd, které natizuji kontrolu
kvality vody na pritomnost legionel a stanovila piipustné limitni koncentrace ve vodg.

Castym zdrojem velkych epidemii jsou chladici véZze pramyslovych podniki nebo
centrainé klimatizovanych budov, kdy se kontaminovany aerosol Sifi na velkou vzdaenost
apostihne tak stovky lidi. Chladici véz nové otevieného akvériav Melbourne v Austrdii byla
v roce 2000 pricinou velké epidemie, kdy se nakazilo 125 nav&évnikia a4 z nich nakazu

nepieZilo (Greig akol., 2004). Ve Spanglsku byla chladici véZ zdrojem zatim nejvets
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popsané epidemie. Bylo nakaZzeno vice nez 800 lidi, ale jen jeden postizeny zemiel (Garcia-
Fulgueiras akol., 2003).

V Nizozemi byla dokumentovana velk& epidemie v roce 1999 spojena s kazdorocné
poiéddanou kvétinovou vystavou. Zdrojem legionel byly dva ,,whirpooly” kolem pristupové
cesty, které nebyly spréavné oSetreny. Nakazilo se 181 nav&tévnika a2l z nich podiehlo
t¢Zkému zapalu plic. Duvodem takto velké Umrtnosti pii epidemii v Nizozemi na rozdil
od Austrédie a Spanélska miize byt zptisobena nékolika daivody. Prvnim daivodem mize byt
vétSi virulence kmene legionely, dae zpusob arychlost stanoveni diagnézy av nepos edni
fadé vhodny vybér antibiotik. V Holandsku je bézné u pacientd s pneumonii predepisovani
beta-laktamovych antibiotik. V neposledni fadé je moznym divodem rozdilné fungovani
surveillance v jednotlivych zemich. Zpasob arychlost epidemiologického Setteni a nasledna
opatieni k zabrénéni Sifeni ndkazy ma vyznamny podil na rozsahu epidemie (Fields akal.,
2002).

3.8.4 Cestovni legionelozy - TALD

Legionelozy spojené s cestovanim tvoii  zvlastni  skupinu, protoZze do
epidemiologického Setreni miaze byt zapojeno i nekolik stati. Aby bylo mozné tyto ndkazy
sledovat afidit, vznikla v roce 1987 pii skupiné EWGLI epidemiologicka sit EWGLINet pro
dohled nad legionéiskou nemoci spojenou s cestovanim. V soucasnosti funguje EWGLINet
pod nazvem ELDSNet (European Legionnaires' Disease Surveillance Network) aje fizen
z centra ECDC (European Centre for Disease Prevention and Control) ve Stockholmu. Pri
epidemiich v hotelovych zatizenich je maximané nakazena desitka lidi, coz je na rozdil od
chladicich vézi pomérné mao, nicméné publicita spojena svySetfovanim miZe poskodit
povést hotelu. Informace o TALD v Evropé lze naézt na webovych strénkéch

www.eurosurveillance.org.

3.9 Prevencelegionel6z a napravna opatieni

Prevenci pied onemocnénim legionelézou je omezeni tvorby aerosolt, minimalizace
vyskytu legionel v rozvodech studené a zejména tepl€ vody na prijatelnou Uroven. Hygienické
pozadavky na pitnou ateplou vodu, ¢etnost arozsah kontroly pitné vody stanovuje vyhlaska
MZ ¢. 252/2004 Sb. Limit legionel v teplé vodé stanoveny vyhlaskou je 100 KTJ100 ml
(KTJ — kolonie tvorici jednotky) po odpusténi vody po dobu 1 minuty. Pro nemocnice ajina

zdravotnickd a ubytovaci zatizeni plati jako mezni hodnota. Pro ostatni odbératele pitné vody
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plati jako doporucend hodnota, o kterou je nutné pomoci technickych opatieni usilovat. Pro
oddéleni nemocnic, kde jsou hospitalizovani pacienti se snizenou imunitou, se povaZuje
limitni hodnota 0 KTJ50 ml. Takovy poZadavek nelze splnit, proto jediné reSeni je bud’
nevyuzivat sit’ pitné vody ani k piti ani k hygiené asoucasné se vyhnout aerosolim ze
zatizeni ve styku se siti nebo napgenému ze sité. DalSi moZnost predstavuje vybavit vSechny
vytoky (baterie, sprchy) filtry Aquasafe s porozitou 0,2 pum nebo UV lampou
(polychromatickou s davkou 30 mJ/m?). Nebo pro pifpravu malych objemi pouZivat var i
vydgni automaty, zatizeni, udrZujici horkou vodu kolem 82 °C. Vhodn¢jSim kritériem
rizikovosti vzniku legioneldzy nez pouhd denzita legionel (v KTL/objem) je procento
pozitivity vytokovych mist rozvodné sité pitné vody v budové, hlavné teplé (Kool akoal.,
1999).

EWGLI vydaa Evropské smérnice pro kontrolu aprevenci legionarské nemoci
popisujici standardizované postupy, které lze aplikovat pii prevenci azjistovani legionel 6z
spojenych scestovanim (Carol akol. 2006). Jgjich cilem je gednotit tyto postupy mezi
Clenskymi stdty ELDSNet. Pokud se doporuceni ve specifickych aspektech kontroly
aprevence od smérnic v jednotlivych stétech lisi, pak plati ndrodni z&kony. Odpovédna osoba
je povinna provadét pravidelné kontroly asledovat dodrzovani primarnich opatieni
zabranujicich rastu legionel, mezi které patii:

Dukladné oddéleni obéha teplé astudené vody. UdrZovat teplotu cirkulujici horké
vody mezi 50 °C az 60 °C. Teplota studené vody by neméla presdhnout 25 °C.
Dostatecna cirkulace teplé vody s vylouc¢enim tzv. mrtvych koutt, udrZzovéani potrubi
prostych kalu a usazenin.

Modifikace rozvodi nebo nové instalace nesmi vytvaret trubkové rozvody
s prerusovanym nebo nulovym pratokem vody.

zatizeni, vodnich filtri ateplovodnich bojleri.

Kontrola n&drzi na skladovani vody ajgjich uzaveéra.

3.10 Eliminace legionel z distribuéni sité pitné vody

Praxe ukazala, Ze Uplna eliminace legionel z vodovodni sité je nemozna. Je tomu tak
z davodu biologickych i technickych. Maximum ¢eho |ze doséhnout, je jegich redukce na
prijatelnou Groven, ato navic jen krétkodob¢. Dlouhodobéjsi efekt vykaze jen kontinudni

eradikace zaloZzena na tepelné, chemické ¢i negjlépe kombinované dezinfekci. Dale je nutno
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feSit systém provoznich, technickych event. i stavebnich opatieni (Stout akol., 1992).
Dezinfekci vodovodnich potrubi lze provést hyperchloraci, monochloraminem, dioxidem
chloru obvykle v kombinaci s teplotnim Sokem, ktery je provadén kratkodobym proplachem
vody o teploté 70 az 80 °C (Carol akal., 2006). Dezinfekce ozonem aUV zéarenim je vhodné
pouzivat v kombinaci sjinymi zpusoby eradikace, protoZe legionely v biofilmech nedokazi
odstranit. Vhodnou metodou k odstranéni legionel v biofilmech je ionizace ionty médi nebo
stiibra, protoze hubi také protozoa afasy rezistentni k chloru (Biurrun akol., 1999).
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4 MATERIAL A METODY

41 Materidl

Experimenténi ¢ast byla provedena s bakteridnimi kmeny Legionella sp. v ¢istych
kulturach aklinickymi materidly pacienti slegionelozou. Odbéry vzorka vod ajgich
kultivace byla provedena dle akreditovanych standardnich operatnich postupt a koncentrace
legionel ve vodé byla stanovena podlie CSN 1SO 11701. Bakteridni kultury i klinicky materid
poskytl RNDr. Vladimir DraSar vedouci Narodni referencéni laboratore pro legionely ve
Vyskove, ziizované Zdravotnim Ustavem se sidlem v Ostravé. Vzorky uréené k identifikaci
Legionella sp. pomoci sekvenovani genu mip jsou uvedeny v (Tabulka ¢. 6). Bakteridni
kmeny a klinicky materidl k sekvenacni subtypizaci (SBT) L. pneumophila jsou uvedeny v
(Tabulkac. 7).

Tabulka €. 6: Prehled vzorku k identifikaci Legionella sp.

Cislo vzorku Oznaceni NRL Material Zdroj
Lspl Ras Bél -7 raselina lazné
Lsp 2 LAT 2/1 raselina lazné
Lsp 3 LAT 3/1 raselina lazné
Lsp 4 Kun-A raselina vyrobna zeminy
Lsp 5 Kun-12 raselina vyrobna zeminy
Lsp 6 Kun-13 raselina vyrobna zeminy
Lsp 7 TouSen 1 raselina vyrobna zeminy
Lsp 8 Pac. Ku. sputum pacient
Lsp 9 Pac. To. BAL pacient
Lsp 10 Pac. Ja. hemokultura pacient
Lsp 11 PTAS stér teplarny
Lsp 12 VNOL-5/2 voda nemaocnice
Lsp 13 VNOL-5/1 voda nemaocnice
Lsp 14 MOU-Fo voda nemocnice
Lsp 15 SV 1/4 voda nemocnice
Lsp 16 FSK - 6/2 voda VS koleje
Lsp 17 FSK - 6/4 voda VS koleje
Lsp 18 CAMS-4 voda kampus PFf
Lsp 19 CAM-47/1 voda kampus PFf
Lsp 20 IQP-15 voda hotel Thajsko
Lsp 21 VR-8 voda hotel Cesky Krumlov
Lsp 22 OLT 8/2 voda hotel Praha
Lsp 23 DGS-5/2 voda hotel Praha
Lsp 24 RPMS 20 voda hotel Spanélsko
Lsp 25 VKV 3/1 voda studie vlaky
Lsp 26 VKV 3/3 voda studie vlaky
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Cislo vzorku Oznaéeni NRL Material Zdroj
Lsp 27 VKV 12/1 voda studie vlaky
Lsp 28 VKV 12/3 voda studie vlaky
Lsp 29 VKV 12/4 voda studie vlaky
Lsp 30 VKV 11 voda studie vlaky
Lsp 31 VKV 1/2 voda studie vlaky
Lsp 32 VKV 1/3 voda studie vlaky
Lsp 33 VKV 12/5 voda studie vlaky
Lsp 34 VKV 19/2 voda studie vlaky
Lsp 35 Bohu 2 voda studie vlaky
Lsp 36 VKV 17/4 voda studie vlaky
Lsp 37 Pen-2/1 voda studie vlaky
Lsp 38 Pen-13/1 voda studie vlaky
Lsp 39 PEAL 3926 voda PEAL Praha
Lsp 40 PEAL 5377 voda PEAL Praha
Lsp 41 AGC 4 voda vyrobna autoskel
Lsp 42 Liba-2 voda myci linka
Lsp 43 SZP 2/2 voda neznamy
Lsp 44 Rob 7 voda neznamy
Lsp 45 SS-9/2 voda neznamy

Tabulka ¢. 7: Prehled vzorka k SBT Legionella pneumophila.

Legionel6za Cislo vzorku Ozna€eni NRL Plvod izolatu
Lpnl Pac. Ho. Kl
Lpn2 Pac. Ko. Kl
Lpn3 Pac. Di. Kl
Lpn4 Pac.Hru. Kl
Lpn5 Pac. Ha Kl
Lpn6 Pac. Pe Kl
Lpn7 Pac. Fa Kl
Lpn8 Pac. Bro Kl
Lpn9 Pac. Sve Kl
Lpn10 Sve-2 El panelovy dim
o Lpnll Pac. Plu KM

Komunitni (CAP) Lpnl2 Pac. Kno. Kl
Lpn13 Pac. Sta Kl
Lpnl4 JC-1 El panelovy dim
Lpnl5 JC-2 El panelovy dum
Lpnl6 Pac. Ji Kl
Lpnl7 Pac. To KM
Lpnl8 Pac. Ola Kl
Lpnl9 Pac. Me KM
Lpn20 PEV-7 El studna
Lpn21 Pac. Pa Kl
Lpn22 PD-4 El panelovy dim
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Legionel6za Cislo vzorku Ozna€eni NRL Plvod izolatu
Lpn23 594 El OD Plzen
Lpn24 Pac. Fi Kl
Lpn25 Fi-1 El panelovy dim
Lpn26 Pac. Mi Kl Nemocnice
Lpn27 Pac. Vla Kl
Lpn28 HK 4913 El odd. onkologie
Nozokomialni (HAI) Lpn29 Pac. Vr KM
Lpn30 588-1 El odd. rehabilitace
Lpn31 586 El odd. rehabilitace
Lpn32 Pac. Ul KM
Lpn33 68/1 El hotel Spanélsko
Lpn34 68/2 El hotel Spanélsko
Lpn35 Hotel L 1 Praha | El hotel
Lpn36 Hotel L 5 Praha | El hotel
Lpn37 Hotel O Praha | El hotel
Cestovni (TALD) Lpn38 BR-1 El botel
Lpn39 Pac. Hro Kl
Lpn40 Seb-27 El lod Spanélsko
Lpn4l Zin El hotel Spanélsko
Lpn42 FON-13 El hotel
Lpn43 FON-17 El hotel
L Lpn44 Pac. Ru Kl instalatér SRN
Profesionalni " ; ,
Lpn45 Pac. La Kl instalatér
Lpn46 Pen-4 El viak
Lpn47 VKV-17 El viak
Lpn48 VKV-10/1 El viak
Lpn49 VKV-10/3 El vliak
Hodnoceni rizika (RA) Lpn50 VKV-15/2 El vlak
Lpn51 VKV-6/1 Stu El viak
Lpn52 HOK-10 El hematoonkologie
Lpn53 ENB kEI tre}nsvplafltaénijednotka
ostni diené
\Vysvétlivky: Kl-klinicky izolat, El-environmentalni izolat, KM-klinicky material, barevné jsou
oznaceny vzorky, u kterych byl analyzovan Kl i El a pochazi ze stejného epidemiologického
Setfeni.

4.2 |zolacebakterialni DNA

Genomova DNA legionel byla izolovana zc¢istych kultur Legionella sp. nebo
z klinického materidlu. Cisté bakteridni kultury byly kultivovany dle standardniho operacniho
postupu v referencni laboratofi. Pomoci bakteriologické klicky byla odebrana 1 kolonie
anédsedné¢ byla resuspendovana v 500 pl fyziologického roztoku. Poté byla suspenze
inkubovéana pfi 100 °C 10 minut acentrifugovana pii 14 000 rpm/3 minuty (centrifuga
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Eppendorf 5415D). Ziskany supernatant byl pouZit jako templat do PCR reakce a zbyvajici
objem byl uloZen pii -20 °C pro dalSi pripadné analyzy. Bakteridni DNA z klinického
materidlu (sputum, BAL, TAS) byla izolovéna pomoci komeréni soupravy QIAamp® DNA
Mini Kit (QIAGEN) podle navodu vyrobce.

4.3 PCR amplifikace genu mip k identifikaci Legionella sp.

K sekvenacni identifikaci druht legionel byl amplifikovan fragment genu mip
o velikosti 661 aZ 715bp. K PCR amplifikaci byl pouzit standardni protokol EWGLI dostupny
na www.ewgli.org, ktery byl ptizpasoben materianim atechnickym podminkém laboratore.
PCR amplifikace pomoci primert Leg-F aL eg-Rm13, jgichz sekvence poskytl Dr. Norman
Fry, probéhla ve 25 pl smés pripravené podle (Tabulka ¢. 8). Sekvence primeri k PCR
amplifikaci jsou nasledujici: Leg-F (5-GGGRATTVTTTATGAAGATGARAYTGG-3)
alLeg-Rm13 (5-CAGGAAACAGCTATGACTCRTTNGGDCCDATNGGNCCDCC-3).
Vlastni amplifikace probihala podle nas edujiciho teplotniho profilu PCR reakce:

Gvodni denaturace 94°C2min
PCR amplifikace 40 x: 94°C30s

55°C 1 min

72°C 1min

zavérecna extenze 72°C2min

Tabulka ¢. 8: Slozeni PCR reakéni smési k amplifikaci genu mip.

Slozka 1 reakce [pl]
2x AmpliTag Gold PCR Master Mix (Applied Biosystems Inc.) 12,5
primer Leg- F 10 pmol/ul (Metabion) 0,5
primer Leg-Rm13 10 pmol/ul (Metabion) 0,5
PCR voda 8
DNA templat 3,5
celkem 25

V piipadech, kdy se nepodaiilo amplifikovat nebo sekvenovat gen mip, byla u
nékterych vzorkia provedena sekvenace fragmentu genu kédujiciho 16S rRNA pomoci
komereni soupravy MicroSeq®500 (Applied Biosystems Inc.). Ziskana data byla vloZena do
databédze BLAST k identifikaci bakteridniho druhu.
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4.4 PCR amplifikace vybranych lokusii k subtypizaci
bakterialnich kmeni Legionella pneumophila

PCR amplifikace vybranych lokusia genu flaA, pilE, asd, mip, mompS proA aneuA
pro dal&i sekvenovani byla provedena jednokrokovou PCR. Standardizovany protokol pro
SBT L. pneumophila (verze 4.2) byl ptizpisoben materidnim atechnickym podminkam
laboratore. Adresa webové stranky, na které lze standardizovany protokol ziskat je
http://www.hpabioinformatics.org.uk/legionella/legionella_sbt/php/sbt_homepage.php
(Mentasti a Fry, 2009). Sekvence primerta pro amplifikaci sedmi genovych fragmentt jsou
uvedeny v (Tabulka ¢. 9). 25 ul objemu reakéni smési bylo piipraveno pipetovanim 5 pl
naredéné Taqg DNA polymerdzy (Tabulka ¢. 10), 17,5 ul reakéni smési (Tabulka ¢. 11)
a 2,5 ul templéaové DNA. Mikrozkumavky o objemu 0,2 ml s reakéni smési byly vortexovany
akrétce centrifugovany. Amplifikace probihala pii nasledujicim teplotnim profilu PCR
reakce:

Gvodni denaturace 94°C5min

PCR amplifikace 35 x: 94°C30s
55°C30s
72°C30s

zavérecna extenze 72°C10min

Tabulka €. 9: Primery k SBT bakteridniho kmene L. pneumophila.

Gen Nazev primeru Sekvence primeru (5'-3") Areelling
teplota
flaA flaA-587F GCG TAT TGC TCA AAATAC TG 5500
flaA-960R CCATTAATCGTT AAGTTG TAG G
bilE pilE-35F CAC AAT CGG ATG GAA CAC AAA CTA 55°C
pilE-453R GCT GGC GCACTCGGTATCT
asd asd-511F CCCTAATTG CTCTACCATTCAGATG 5500
asd-1039R CGA ATG TTATCT GCG ACT ATC CAC
mip mip-74F GCT GCA ACC GAT GCC AC 5500
mip-595R CAT ATG CAAGAC CTG AGGGAAC
mompS mompS-450F | TTG ACC ATG AGT GGG ATT GG 55°C
mompS-1126R | TGG ATA AAT TAT CCAGCC GGACTT C
ProA proA-1107F GAT CGC CAA TGC AAT TAG 55°C
proA-1553R ACC ATA ACA TCA AAA GCC
NEUA neuA-196F CCG TTC AAT ATG GGG CTT CAG 55°C
neuA-611R CGA TGT CGA TGG ATT CAC TAATAC
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Tabulka ¢. 10: Priprava Tag DNA polymerazy k SBT bakteridniho kmene L. pneumophila.

SloZka 1 reakce [pl]
10 x PCR pufr 0,25
5U/ul Tag DNA polymerace (Invitrogen) 0,25
PCR voda 45
celkem 5

Tabulka €. 11: SloZeni PCR reakéni smési k SBT bakterianiho kmene L. pneumophila.

Slozka 1 reakce [pl]
10 x PCR pufr 2,5
10 mM dNTPs (TopBio) 0,5
50 mM MqgCl, 1,3
primer F 10 pmol/ul (Metabion) 0,5
primer R 10 pmol/pl (Metabion) 0,5
PCR voda 12,2
celkem 17,5

4.5 PCR amplifikace vybranych lokusii k subtypizaci Legionella

pneumophila z klinického materialu

PCR amplifikace vybranych lokusi gena flaA, pilE, asd, mip, mompS proA aneuA

pro dalSi sekvenovani byla u vzorki z klinického materidlu, kde je nizSi koncentrace DNA,

provedena pomoci nested PCR. Byl pouzit nested SBT protokol k sekvenatni subtypizaci

L. pneumophila (verze 1.0), ktery je mozné ziskat na webové adrese http://www.hpa-

bioinformatics.org.uk/legionellallegionella_sbt/php/sbt_homepage.php (Mentasti

2009). Sekvence primeri pro “direct” amplifikaci vzorka je uvedena v (Tabulka ¢. 12)

asekvence primera pro ‘nested” amplifikaci vzorka sriznymi annealing teplotami jsou

uvedeny v (Tabulka¢. 13).

Tabulka ¢. 12: “Direct” primery k SBT L. pneumophila z klinického materidu (Ginevraakol,

2009).
Gen Néazev primeru Sekvence primeru (5'-3") AMGIEEE
teplota

flaA flaA-L-N TAT GCG TGA GCT TTC CGT TC 50°C

flaA-960R CCATTAATC GTT AAGTTG TAG G
g pilE-L-N CGT TGG AAT CGG CTT GTC 50°C

P pilE-R-N CGC ATT GGC AGA GGA ATC TA

asd asd-1-N CCC TGG AAG TGA ATC CTC AT 50°C
asd-2-N TTG CAGTATTTCAGCGATCTG T

mip mip-1-N TGA AGA TGA AAT TGG TGACTG C 50°C
mip-2-N AAT AGG TCC GCC AAC GCT AC
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Gen Nazev primeru Sekvence primeru (5'-3") Areeliing
teplota
mompS mompS-450F TTG ACC ATG AGT GGG ATT GG 50°C

mompS-R-N TGG ATA AAT TAT CCAGCCGGACTT C

DroA proA-L-N CCG CTTCTC CAACCAATga 50°C
proA-R-N CAC TCAACATAC CGC AACCA

NEUA neuA-F-N CCTTGC AGT CGT CTT GTT GT 50°C
neuA-R-N TTT CTG TTA GAG CCC AAT CG

Tabulka €. 13: "Nested” primery k SBT L. pneumophila z klinického materidu (Ginevraa

kol, 2009).
Gen Néazev primeru Sekvence primeru (5'-3") AMGIEEE
teplota
flaA flaA-587F GCG TATTGC TCAAAATACTG 55°C
flaA-R.N GGT ATC ACCTGC GGT TCC A
DilE pilE-35F CAC AAT CGG ATG GAA CAC AAACTA 55°C
pilE-453R GCT GGC GCACTCGGTATCT
asd asd-511F CCCTAATTG CTC TACCATTCAGATG 62°C
asd-1039R CGAATG TTATCT GCG ACT ATC CAC
mip m?p-74F GCT GCA ACC GAT GCC AC 60°C
mip-595R CAT ATG CAAGACCTG AGGGAAC
momps mompS-509F GAC ATC AAT GTG AAC TGG 55°C
mompS-1015R | CAG AAG CTG CGA AAT CAG
DroA proA-1107F GAT CGC CAA TGC AAT TAG 55°C
proA-1553R ACC ATA ACATCA AAA GCC
NEUA neuA-196F CCG TTC AAT ATG GGG CTT CAG 5500
neuA-634R CGATGT CGATGG ATT CAC TAATAC

"Direct” amplifikace probihala v 50 ul reakéni smési, kterd byla piipravena pipetovanim
10 ul naredéné Taq DNA polymerazy (2,5 U/reakci) (Tabulka ¢. 14), 30 ul reakéni smési
(Tabulka ¢. 15) a10 pl templdové DNA. Amplifikace probihala pti nasledujicim teplotnim
profilu PCR reakce:

Gvodni denaturace 94°C5min

PCR amplifikace 35 x: 94°C30s
50°C30s
72°C40s

zavéreéna extenze 72 °C 10 min
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Tabulka ¢. 14: Priprava Tag DNA polymerézy k SBT L. pneumophila z klinického materialu.

Slozka 1 reakce [pl]
10 x PCR pufr 0,5
5U/ul Tag DNA polymerace (Invitrogen) 0,5
PCR voda 9
celkem 10

Tabulka ¢. 15: SloZeni PCR reakéni smési pro “direct” PCR.

SloZka 1 reakce [ul]
10 x PCR pufr 5
10 mM dNTPs (TopBio) 1
50 mM MgCl, 2,5
primer F 10 pmol/pl (Metabion) 1
primer R 10 pmol/pl (Metabion) 1
PCR voda 19,5
celkem 30

PCR pro "nested” amplifikaci probihala v 50 ul abyla pripravena pipetovanim 10 pl
naredéné Taq DNA polymerazy (1,5 U/reakci) (Tabulka ¢. 14), 35 pl reakéni smési (Tabulka

¢. 16) a5 ul amplifikéti z “direct’ PCR.

Tabulka ¢. 16: SloZeni PCR reakéni smési pro “nested” PCR.

Slozka 1 reakce [pl]
10 x PCR pufr 5
10 mM dNTPs (TopBio) 1
50 mM MgCl, 2,5
primer F 10 pmol/ul (Metabion) 1
primer R 10 pmol/ul] (Metabion) 1
PCR voda 24,5
celkem 35

4.6 Elektroforéza PCR produkti

Pro ovéreni pritomnosti specifickych PCR produktt byla provedena elektroforeticka
separace amplifikovanych geni v 2% agar6zovém gelu v TBE 1x pufru. Agaréza byla
rozpusténa varem, nasledné byla ochlazena na cca 60 °C apoté bylo pridano 2 ul ethidium
bromidu o koncentraci 10 mg/ml. 5 pl PCR produktu bylo smichano s 1,5 ul vzorkovaciho
pufru apipetovano do ztuhlého gelu, prevrstveného pufrem TBE 1x. Jako standard
molekulové véhy byl pouzit 100bp ladder DNA (SIGMA-ALDRICH). Elektroforéza
probihala pii napéti 100 V po dobu 40 minut. Pomoci UV translumindtoru a dokumenta¢niho

zarizeni byl gel vyhodnocen.
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4.7 Purifikace PCR produkti

Purifikace PCR produktii byla provedena pomoci ExoSAP-IT® (Affymetrix Inc.). Do
0,2 ml amplifikasnich zkumavek bylo pipetovano 2 pl ExoSAP-IT® a5 ul PCR produktu.
Obsah byl opatrné promichan pipetovanim akrétce centrifugovan. Inkubace probihaa pri
37 °C 15 minut anasledné pii 80 °C 15 minut v termocykléru Verity 96 Well Thermal Cycler
(Applied Biosystems Inc.).

4.8 Sekvenaéni reakce amplifikovanych geni

Sekvenacni reakce byla provedena v objemu 10 pl ajeji sloZzeni uvédi (Tabulkac. 17).
Byla pouzita komer¢ni souprava BigDye Termindtor v1.1 Cycle Sequencing RR (Applied
Biosystems Inc.). Primery pouZité k sekvenaci z obou stran PCR produkta jsou shodné
sprimery PCR (Tabulka ¢. 9 aTabulka ¢. 13), kromé dvou nésledujicich vyjimek. PCR
produkt reprezentujici gen mip Legionella sp. byl amplifikovan pomoci primera Leg-FS (5'-
TTTATGAAGATGARAYTGGTCRCTGC3) aM13-R (5-CAGGAAACAGCTATGAC-3).
V pripadé L. pneumophila byl gen mompS amplifikovan pomoci primerd mompS-450F (5'-
TTGACCATGAGTGGGATTGG-3) amompS-1015 R (5-CAGAAGCTGCGAAATCAT-
3"). Do amplifikacnich zkumavek o objemu 0,2 ml bylo pipetovano 6,5 ul sekvenacni reakeni
smési a3,5ul precisteného PCR produktu. Sekvenacni reakce probihala pii nésledujicim

teplotnim profilu: Gvodni denaturace 95°C5min
amplifikace 25 x 95°C10s
50°C5s
60 °C 4 min
chlazeni 4°Ctrvale

Tabulka €. 17: Slozeni sekvenacni reakéni smési.

Slozka 1 reakce [pl]
2,5x BDTv1.1 Sequencing RR 2
5x BDTv1.1, 3.1 Sequencing Buffer 1
primer F nebo R 10 pmol/ul (Metabion) 0,3
PCR voda 3,2
PCR produkt 3,5
celkem 10

Neinkorporované BigDye terminédory byly odstranény purifikaci pomoci komeréni
soupravy Performa® DTR Gel Filtration Cartridges (EdgeBio). Do 96 jamkové desky bylo
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pipetovano 10 ul Hi-Di Formamidu (Applied Biosystems Inc.) acely objem precisténého
sekvenacniho produktu. Kapilarni elektroforéza byla provedena na piistroji 3130 Genetic
Anayzer (Applied Biosystems Inc.) se ¢tyimi 50 cm kapilarami s pouzitim polymeru 3130
POP-6™ (Applied Biosystems Inc.). Ziskana data byla zpracovana v programech Sequencig
Anaysis v5.2 aSeqScape v2.6 avloZzena do databazi ve formétu abi nebo fsta. Gen mip
k identifikaci Legionella sp. byl vloZen do databédze genti mip v3ech znamych druha a kment
legionel ageny flaA, pilE, asd, mip, mompS, proA aneuA k subtypizaci L. pneumophila byly

vloZeny do databéaze alelickych variant téchto genda.

4.9 Pouzitéchemikalie

Agardza (TopBio)

AmpliTag Gold® PCR Master Mix, 250 U/ 5ml, 4316753 (Applied Biosystems Inc.)
BigDye® Terminator v1.1, 3.1, 5x Sequencing Buffer, 4336697 (Applied Biosystems Inc.)
BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit, 4336774 (Applied Biosystems Inc.)
Buffer (10x) with EDTA, 402824 (Applied Biosystems Inc.)

Deionizovana voda

Ethidium bromid, 10 mg/ml (TopBio)

Ex0SAP-IT®, 78200 (Affymetrix Inc.)

FAST MicroSeq®500, 16S rDNA PCR Kit, 4370489 (Applied Biosystems Inc.)
Hi-Di Formamide Genetic Analysis Grade, 4311320 (Applied Biosystems Inc.)
MicroSeq®500, 16S rDNA Sequencing Kit, 434680 (Applied Biosystems Inc.)

PCR dNTP Mix (10mM kaZdého —dATP, dCTP, dGTP, dTTP), P 041 (TopBio)
PCR Low Ladder Set, 07808-1SET (SIGMA-ALDRICH)

Polymer 3130 POP-6™ 4363783 (Applied Biosystems Inc.)

Taq DNA polymeraza (5U/ul), 18038 (Invitrogen)

TBE 10x koncentrovany, 1448210 (SIGMA-ALDRICH)

4.10 PouZitéroztoky

Agardzovy 2% gel: 0,67 g agarézy, 35 ml TBE pufru 1x
Fyziologicky roztok
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4.11 Pouzité laboratorni pristroje

Centrifuga Eppendorf 5415D (Eppendorf)

Centrifuga Hettich MIKRO 120 (Hettich)

Centrifuga-vortex Combi Spin FVL-2400N (BIOSAN)

Elektroforeticky zdroj Apelex PS 304 (Apelex)

Geneticky analyzétor 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Inc.)
Izol&or nukleovych kyselin QIAcube (QIAGEN)

Laboratorni vahy FA-200 (A&D)

Mikrovlnatrouba

Mikropipety Finnpipette 0,5 - 10 ul,10 - 100 ul, 20-200 pl (Labsystems)
Mikropipety Biohit 0,5 - 10 pl,10 - 100 pl, 20-200 pl (BIOHIT PLC.)
Minicentrifuga SPECTRAFUGE C1301 (Labnet International, Inc.)
PCR box Aura (BioAir)

PCR box DNA/RNA UV-dekontaminacni box UTV-S-AR (BIOSAN)
Temperovany blok Dri-block DB-2D (Techne)

Termocyklér DNA Engine® (BIO-RAD)

Termocyklér PTC-200 (MJ Research)

Termocyklér Verity 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems, Inc.)
Tranduminétor (Laver Scientific)

Trepacka Thermolyne 16700 (Barnstead International)

Vyrobnik deionizované a ultratisté vody GORO MID 50 (GORO, spol. sr.0.)
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5 VYSLEDKY

5.1 Sekvenacni identifikace Legionella sp.

Sekvenacni identifikace Legionella sp. byla provedena u 45 analyzovanych vzorka
(Tabulka ¢. 18). Bakteridnich kmenu environmentdniho piavodu bylo 42, jeden bakteridni
kmen byl kultivovan ze sputa pacienta a ve 2 piipadech dlo o klinicky material. Pomoci
sekvenace genu mip byl identifikovén druh legionely u 31 vzorka, ve 4 pripadech nebyl druh
legionely uréen z divodu nizké procentudni shody snejblizSim druhem v databazi EWGLI
(mensi nez 95 %) azigime se jedna o zatim nepopsané kmeny legionel. Tyto kmeny ajgich
sekvence byly zaslany autorovi metody aspravci databaze druha legionel Dr. Ratcliffovi
(Institute of Medica and Veterinary Science, Adelaide, Australia) k analyze a potvrzeni, Ze se
jedn& o doposud nepopsané druhy. U bakterianiho izolatu kultivovaného ze sputa pacienta
(Pac. Ku) byla pomoci sekvenacni analyzy genu mip identifikovana pro ¢lovéka patogenni
L. bozemanii.

U 10 kmeni nebyl sekvenaci genu mip druh legionely uréen. Ctyti mip negativni kmeny
byly identifikovany pomoci sekvenace fragmentu genu kodujiciho 16S rRNA a databaze
BLAST. Tii kmeny z nich (LAT 2/1, LAT 3/1, PTAS) byly ur¢eny jako jiné bakteridni druhy
(Pseudomonas sp. 2x a Senotrophomonas maltophila 1x) ajeden kmen byl identifikovén
jako L. geestiana (VKV 1/2). Gen mip u L. geestiana se jediny spouZitim standardnich
primeri neamplifikuje. Ctyfi mip negativni kmeny nebyly dde analyzovany. Dva klinické
materidly (Pac. To a Pac. Ja) se pomoci sekvenace mip nepodatilo urcit. U vzorku Pac. To
(BAL) dodlo k amplifikaci mip, ale z davodu nizké koncentrace DNA produktu se nepodatilo
ziskat kvalitni sekvenci nutnou K identifikaci v databézi. Tento vzorek byl nakonec
identifikovén jako L. pneumophila ST213 pomoci nested SBT protokolu (viz kapitola 5.2.1).
Amplifikace mip u Pac. Ja nebyla Gspésna.

Mezi 29 identifikovanymi kmeny izolovanymi z prostiedi v Ceské republice (voda,
raSeling, stér) bylo zastoupeno 9 druhi legionel. Sérologicky nerozliSitelné druhy L. anisa,
L. bozemanii aL. parisiensis byly sekvenovéany ve 13 ptipadech. Nej¢astéji identifikovanym
druhem z nich byla L. anisa (12 vzorka — 41,4 %). Druhym nejvice zastoupenym druhem byla
L. quateirensis (7 vzorka — 24,1 %, z toho 3 z raSeliny). Zastoupeni ostatnich druhi (34,5 %)
bylo nasledujici L. brunensis (2 vzorky), L. sainthelensi (2 vzorky) a druhy L. bozemanii,
L. santicrucis, L. pneumophila sg. 2, L. quinlivanii sg. 1 a L. geestiana byly identifikovany
kazdy v jednom vzorku. Dva kmeny (VKV 12/1, VKV 12/5) byly v databazi identifikovany
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jako L.89-2081, oba byly izolovany zvody ve vlaku. L. 89-2081 je oznateni kmene
legionely, kterd bylaizolovanav Japonsku a nebyla doposud popsana jako samostany druh.

Dva kmeny byly izolovany v zahrani¢i. Kmen RPMS-20 pochézi ze Spanélského hotelu
a byl identifikovan jako L. jamestownniensis. Kmen 1QP-15 pochazi z hotelu v Thajsku a byl
identifikovan jako doposud nepopsany kmen.

U kmeni izolovanych v hotelich v Ceské republice (VR-8, OLT-8/2, DGS-5/2) byly
sekvenacné identifikovany druhy L. bozemanii, L. brunenis a L. anisa, pricemz L. bozemanii
jeklinicky vyznamna.

V rasdingé byly zastoupeny druhy L. quateirensis, L. sainthelensi a bakterie rodu
Pseudomonas sp. Priklad vysledku identifikace druhu L. brunensis pomoci databaze gent mip
je uveden v (Priloha ¢. 4). Prehled analyzovanych vzorka a jgich identifikace uvadi (Tabulka

¢ 18).

Tabulka ¢. 18: Vydedky sekvena¢ni identifikace.

Ozﬂaiem Material Zdroj Druh - mip shf?dy Druh - 16S
Pac. Ku. |KI - sputum pacient L. bozemanii 99,83
Pac. To. KM - BAL pacient neurceno
Pac. Ja. hemlf)lru_ltura pacient negativni
VNOL-5/2 voda nemocnice L. anisa 99,43
VNOL-5/1 voda nemocnice L. anisa 100
MOU-Fo voda nemocnice L. anisa 100
SV 1/4 voda nemocnice L. santicrucis 100
Ras Bél -7 | raSelina lazné L. sainthelensi 100
LAT 2/1 raselina lazné negativni Pseudomonas sp.
LAT 3/1 raselina lazné negativni Pseudomonas sp.
IQP-15 voda hotel Thajsko L. unknown 90,27
VR-8 voda hotel CK L. bozemanii 99,82
OLT 8/2 voda hotel Praha L. brunensis 100
DGS-5/2 voda hotel Praha L.anisa 100
RPMS 20 voda hotel Spanélsko | L. jamestownniensis | 100
FSK - 6/2 voda VS koleje L. anisa 100
FSK-6/4 | voda VS koleje |- UACTESISFSI 09
CAMS-4 voda kampus PFf L.anisa 100
CAM-47/1 voda kampus PFf L. anisa 100
PTAS stér teplarny negativni Stenr?]t;ﬁggﬁggonas
Kun-A raSelina | vyrobna zeminy L. quateirensis 99,29
Kun-12 rasSelina | vyrobna zeminy L. quateirensis 98,09
Kun-13 raSelina | vyrobna zeminy L. quateirensis 99,13
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Ozu;tenl Material Zdroj Druh - mip shooA)dy Druh - 16S
TousSen 1 raSelina | vyrobna zeminy negativni
AGC 4 voda vyrobna autoskel L. unknown 90,7
Liba-2 voda myci linka L. quateirensis 98,54
PEAL 3926 voda PEAL L. sainthelensi 99,83
PEAL 5377 voda PEAL L. unknown 83
VKV 3/1 voda studie vlaky L. anisa 100
VKV 3/3 voda studie viaky L. anisa 99,83
VKV 12/1 voda studie vlaky L. 89-2081 99,83
VKV 12/3 voda studie viaky negativni
VKV 12/4 voda studie vlaky negativni
VKV 11 voda studie vlaky L. quateirensis 98,43
VKV 1/2 voda studie viaky negativni L. geestiana
VKV 1/3 voda studie vlaky negativni
VKV 12/5 voda studie vlaky L.89-2081 99,83
VKV 19/2 voda studie vlaky L. brunensis 100
Bohumin 2 voda studie vlaky | L.pneumophila sg.2 | 100
VKV 17/4 voda studie vlaky L. unknown 82,4
Pen-2/1 voda studie vlaky L. anisa 100
Pen-13/1 voda studie vlaky L. anisa 100
SZP 2/2 voda neznamy L. quateirensis 98,43
Rob 7 voda neznamy L. anisa 100
SS-9/2 voda neznamy L. quinlivaniisg.1 | 99,39

5.2 Sekvenacni subtypizace Legionella pneumophila

Sekvenacni  subtypizace L. pneumophila byla vyuZita pfi
komunitnich (47,2 %), cestovnich (20,8 %), nozokomidnich (13,2 %), profesiondnich
(3,7 %) ak hodnoceni rizika (15,1 %). Celkem bylo subtypizovano 53 vzorki. Bakteridnich
bylo 29 abakteridnich kmena
kultivovanych z klinického materidlu pacienti bylo 20. Dée byla provedena nested SBT

Setreni  legionel 6z

kmenia L. pneumophila kultivovanych z prostiedi

L. pneumophila u 4 klinickych vzorka.

PrevaZznou ¢ést subtypizovanych kmenu tvorila L. pneumophila sg. 1 svyjimkami
dvou kmenu L. pneumophila sg. 6 ajednoho kmene L. pneumophila sg. 3. Sérotypizace byla
provedenav NRL pro legionely.

Bylo identifikovano 13 sekvenacnich typa a4 aelickeé profily (Tabulky ¢. 19, 20, 21,
22, 23). Dvémaaelickym profilam byl pridélen novy ST. Kombinaci ael 2,10,3,15,2,1,20 byl
pridélen ST1090 akombinaci ae 1,4,3,1,1,4,6 byl pridélen ST1011. Nested SBT
L. pneumophila umoZznila ur¢it ST u ¢tyt klinickych materida. Z 53 vzorka byla shoda
klinickych a environmentdnich kment legionel prokézana v Sesti pripadech. K amplifikaci



genu neuA nedodlo pouze u jednoho bakterialniho kmene legionely (kmena Fi-1 aPac. Fi) a
vysledkem je aelicky profil 2,10,3,28,9,4, F.

Pro oveéieni specifickych PCR produkti sedmi genovych fragmentt byla u v3ech
vzorka provedena elektroforéza v 2% agar6zovém gelu. Priklad agar6zového gelu s produkty
po jednokrokové PCR reakci zbakteridnich kmenu je na (Obrazku ¢. 4). Priklady
agar6zovych gelti s PCR produkty po “direct” a "nested” PCR reakcich jsou na (Obrazku ¢. 5).

Obrézek ¢. 4: 2% agardzovy gel s PCR
produkty po jednokrokové PCR.

M faf  pE proAd  neut  mip mompS asd Velikost PCR produktt

flaA 390bp

pilE 460bp

e proA 580bp

Y - NeuA 460bp
mip 560bp

mompS  710bp

ad 480bp

3587 L. pneymophila

Obrazek ¢. 5: 2% agarézovy gel s PCR produkty po “direct” a 'nested” PCR. M-100bp
ladder, PC-pozitvni konrola mip, NC- negativni kontrola.

M flad piE proA neud mip mempS asd FC NG M e p-r'.fE ared neud mip mompS asd PC NG
Lo
SBT L. pneumcophila direct PCR : S5T L. preumophifa nested PCR
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VlozZzenim “forward” a ‘reverse” sekvenci vSech sedmi gena jednotlivych vzorka do
databaze k subtypizaci L. pneumophila byly ziskany protokoly (Obrézek ¢. 6). Kazdé aelické
varianté¢ daného genu je pridéleno cislo (exact match). ST je urcen, jestlize dana kombinace
ael v databazi existuje. Databaze vyhodnoti také kvalitu viozenych dat, ovéii délku sekvence
a piitomnost markeru na pocatku akonci sekvence. Stejna anayza byla provedena u 53
analyzovanych vzorka.

Obrézek €. 6: Priklad protokolu sekvenacni subtypizace L. pneumophila ziskany z EWGLI
databaze.

Sequence ID's Clokasi Bt Quality

(Length){Average Test
Quality) Mtk Mapch Pass

LEG_TSBT_2012-03-
08_12011_fla_R.ab1{389)
flah 391 90.00 Ves yes yes (589.70)LEG_7SBT_2012- | 0 2 yes
03-08_12011_fla_F.ab1
(337)(51.58)

LEG_7SBT_2012-03-
08_12011_pil_R ab1(409)

pilE 449 £9.29 yes yes yes (6T43)LEG_TSBT_2012-
03-08_12071_pil_F.abi
(401)(59.20)

LEG_7SBT_2012.03-
09 12011 _asd_Rabl
. (528)(59.59)
Gl yem ye ves  {FG 7SBT 2012-03-
09 12011 3sd_F.ab1
(522)(61.77)

LEG_TSBT_2012-03-
08 12011_mip R.abi
(527)(60.75) 0
LEG_rSBT_2012-03-
03_12011_mip_F.ab1
(522)(63.15)

LEG TSBT_2012-03-
09 12011_momp_R.ab1
(539)(62.54)

LEG 7SBT_2012-03-
09_12011_momp_F abl
(B71)(59.74)

LEG TSBT_2012-03-
08 12011 _pro R.abl
(453)(60.45) 0
LEG 7SBT_2012-03-
08_12011_pro_F ab1{452)
(62.82)

LEG TSBT_2012-03-
08_12011_neu_R.abl
(423)(59.40)

LEG 7SBT_2012-03-
08 12011 _neu F.abl
(416)(54.09)

Average Start End Correct

Allkle: Langth Quality Marker? Marker? Size

=
(%]

VEs

4]
i)
o

asd

mip 542 90.00 ves yes ves

mompS|| 689 90.00 yes yes Ves

proA 467 90.00 ves yes ves

neus 438 §9.92 Ves yes ves

Sequence Tyvpe match = ST 23

5.2.1 SBT Legionela pneumophila komunitnich legionel 6z

Z 20 pripadd komunitnich legioneléz se podatilo prokézat shodu klinickych
aenvironmentanich kmeni L. pneumophila u ¢ty pacienti, ato Pac. Sve, Pac. Sta, Pac. Pa

aPac. Fi (Tabulka ¢. 19). Ve vSech piipadech byl zdroj ndkazy prokazéan v rozvodech teplé
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nebo studené vody v panelovych domech. U Pac. Sve byla prokézana shoda kmeni
L. pneumophila sg. 6 ST 656. V pripadé Pac. Sta byla prokézana shoda alelickych profila
1,4,3,1,1,4,6 L. pneumophila sg. 1, a tomuto profilu byl pridélen ST 1011. U Pac. Pa byla
prokazana shoda kmena L. pneumophila sg. 1 ST1. Shodné alelické profily 2,10,3,28,9,4,F
u L. pneumophila sg. 1 byly zjistény take v piipadé Pac. Fi, kdy nedodlo k amplifikaci genu
neuA, tudiz ST nebyl piidélen.

Mezi klinickymi kmeny pievazova ST 62, ktery nebyl z rozvodu teplé nebo studené
vody izolovan v zadném z piipada. Z klinickych kment (Pac. Ho, Pac. Di, Pac. Ji)
aenvironmentaniho kmene PEV-7 byl ur¢en ST23 salelickym profilem 2,3,9,10,2,1,6. Déle
byly uréeny sekvenagni typy ST1, ST68, ST213 a adicky profil 8,10,22,30,6,4,3 u Pac. Plu,
ktery byl identifikovan pomoci nested SBT protokolu z klinického materialu. Nested SBT

také umoznilauréeni ST213 u Pac. Toa ST1 u Pac. Me.

Tabulka &. 19: Vysledky SBT L. pneumophila komunitnich leginel 6z. Cerveng jsou
oznaceny shodné klinické a environmenta ni kmeny.

Oznaéenf Klinicky kmen identifikace Oznaéeni| Envinonmentalni kmen identifikace
NRL sérologie ST | alelicky profil NRL sérologie | ST alelicky profil
Pac. Sve | L.pn.sg. 6 | ST656 | 2,6,3,28,9,4,9 | SVE-2 |L.pn.sg.6| ST 656 | 2,6,3,28,9,4,9
Pac. Sta | L.pn.sg. 1 |ST1011| 1,4,3,1,1,4,6 JC-1 L.pn.sg.1|ST1011| 1,4,3,1,1,4,6
JC-2 |L.pn.sg.3| ST 728 | 2,10,3,28,9,4,3
Pac.Pa |L.pn.sg.1| ST1 1,431,111 PD-4 L.pn.sg.1| ST1 1431111
Pac. Fi L.pn.sg.1| none | 2,10,3,28,9,4,F Fi-1 L.pn.sg.1| none | 2,10,3,28,9,4,F
Pac.Ho |L.pn.sg.1| ST23 | 2,3,9,10,2,1,6 - - - -
Pac. Ko |L.pn.sg.1| ST1 1,431,111 - - - -
Pac.Di |L.pn.sg.1| ST23 | 2,3,9,10,2,1,6 - - - -
Pac. Hru | L.pn.sg. 1| ST 62 |8,10,3,15,18,1,6 - - - -
Pac.Ha |L.pn.sg.1| ST 62 |8,10,3,15,18,1,6 - - - -
Pac. Pe |L.pn.sg.1| ST 62 |8,10,3,15,18,1,6 - - - -
Pac.Fa |L.pn.sg.1| ST62 |8,10,3,15,18,1,6 - - - -
Pac.Bro | L.pn.sg.1| ST 62 |8,10,3,15,18,1,6 - - - -
Pac. Ji L.pn.sg.1| ST23 | 2,3,9,10,2,1,6 - - - -
Pac. Kno | L.pn.sg. 1| ST 62 |8,10,3,15,18,1,6 - - - -
Pac.Ola | L.pn.sg.1| ST 62 |8,10,3,15,18,1,6 - - - -
- - - PEV-7 |L.pn.sg.1| ST23 | 2,3,9,10,2,1,6
- - - 594 L.pn.sg.1| ST68 |3,13,1,28,14,9,3
nF;aS‘t’ég'“ L.pn.sg.1| none 8102230643 - - - -
Pac. To || 5 sq.1|sT213 |219,51018.1.2] - - - -
nested
npee;‘t:ég"e Lpn.sg.1| ST1 | 1,43111.1 - - - -
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5.2.2 SBT Legiondla pneumophila cestovnich legionel 6z

Environmentdlni kmeny L. pneumophila sg. 1, které byly subtypizovany v ramci
epidemiologického Setieni cestovnich legionel6z tvorily pievaznou vétSinu vzorki. Vyjimku
tvorila L. pneumophila sg. 3 kmene BR-1, u které byl urcen ST93 salelickym profilem
3,10,1,28,14,9,13. Ve spolupréci slaboratori v Dansku byla prokédzéna shoda ST93
sklinickym kmenem (Tabulka ¢. 20). U jediného klinického kmene Pac. Hro byl urcen ST48
salelickym profilem 5,2,22,27,6,10,12.

Dée bylo analyzovano pét kmeni izolovanych ve tiech hotelech v Ceské republice
atfi kmeny pochézejici ze Spandlska. Ve dvou prazskych hotelech byl identifikovan ST182
av jednom lazenském hotelu byl nalezen kmen s aelickym profilem 2,10,3,15,2,1,20,
kterému byl pridélen novy ST1090. Ve Span¢iském hotelu, ve kterém byly ziskény kmeny
68/1 a 68/2 byl identifikovan ST23. ST266 byl piitomen ve druhém Spanélském hotelu. Kmen
Seb-27 pochézi ze Span¢lské vyletni lodi a byl uréen ST885. Shoda s klinickym kmenem byla
v tomto piipadé prokézana jinou laboratoi.

Tabulka ¢&. 20: Vysledky SBT L. pneumophila cestovnich leginel6z. Cerveng jsou oznaceny
vzorky prokazanych legionel 6z ve spolupréci s jinymi laboratoremi.

Oznaéeni Klinicky kmen identifikace Oznaéeni Envinonmentalni kmen identifikace
NRL sérologie ‘ ST | alelicky profil NRL sérologie ST alelicky profil

ELDSNet - 68/1 L.pn.sg.1 | ST 23 2,3,9,10,2,1,6

Spanélsko - 68/2 L.pn.sg.1| ST23 | 2,3,9,10,2,1,6
- Hotel 1 Praha| L. pn.sg.1 | ST 182 | 3,4,1,3,35,9,11
- Hotel 3 Praha| L. pn.sg.1 | ST 182 | 3,4,1,3,35,9,11
- Hotel O Praha| L. pn.sg. 1 | ST 182 | 3,4,1,3,35,9,11
- FON-13 L.pn.sg.1 |ST 1090|2,10,3,15,2,1,20
- FON-17 L.pn.sg.1 |ST 1090|2,10,3,15,2,1,20

ELSDNet * BR-1 L.pn.sg. 3| ST 93 [3,10,1,28,14,9,13

Dansko

ELDSNet o Seb-27 | L.pn.sg. 1| ST 885 |2,10,9,13,2,10,6

Spanélsko

ELDSNet - Ziin L. pn.sg. 1 | ST 266 8,10,3,10,18,1,6

Spanélsko

Pac. Hro |L. pn. sg. 1|ST 48]5,2,22,27,6,10,12 -

*- shoda s klinickym kmenem byla potvrzena spolupracujici laboratoii z Danska

**-shoda s klinickym kmenem byla potvrzenajinou laboratori
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5.2.3 SBT Legiondla pneumophila nozokomialnich legionel 6z

Sekvenatni subtypizace L. pneumophila se uplatnila pii Setieni ¢tyt nozokomidnich
legionel6z. Ve trech pripadech (Pac. Vla, Pac. Vr., Pac. Ul) byly sekvenovany klinické
i environmentdlni kmeny a byla prokézana shoda ST (Tabulka ¢. 21). U Pac Vla a Pac. Ul
byla zjisténa shoda kmene L. pneumophila sg. 1 ST1. Klinicky kmen Pac. Ul byl
subtypizovan pomoci nested SBT protokolu. Shoda kment L. pneumophila sg. 6 ST68 byla
identifikovana u klinického kmene Pac. Vr a environmentdnich kment 588-1 a 586.
L. pneumophila sg. 1 ST1 bylataké identifikovana u klinického vzorku Pac. Mi.

Tabulka ¢&. 21: Vysledky SBT L. pneumophila nozokomidnich leginel 6z. Cerveng jsou
oznaceny shodné kmeny L. pneumophila.

Oznaéeni Klinicky kmen identifikace Oznaéeni |[Envinonmentalni kmen identifikace
NRL sérologie| ST alelicky profil NRL sérologie| ST | alelicky profil
Pac. Vla L.pn.sg.1| ST1 1,43,1,1,11 HK 4913 |L.pn.sg. 1| ST 1 1,431,111
588-1 |[L.pn.sg.6|ST 68| 3,13,1,28,14,9,3
586 L. pn.sg.6/ST 68| 3,13,1,28,14,9,3
Pac. Mi L.pn.sg.1| ST1 1,43,1,11,1 - - - -
Pac. Ul
NESTED

Pac. Vr L. pn.sg. 6 | ST 68| 3,13,1,28,14,9,3

L.pn.sg. 1| ST1 1,43,1,1,1,1 HK 4913 |L.pn.sg. 1| ST1 1,43,1,1,1,1

5.2.4 SBT Legiondla pneumophila profesionalnich legionel 6z

V ramci Setieni profesiondnich legionel6z byly subtypizovany dva klinické kmeny.
V obou ptipadech byla subtypizovéna L. pneumophila sg. 1. U kmene s oznatenim Pac. Ru
byl prokédzan ST182 a ukmene soznatenim Pac. La byl ur¢en ST62 (Tabulka ¢. 22).

Environmentani kmeny nebyly pro analyzu ziskany a nebyla prokézana shoda ST.

Tabulka ¢. 22: Vysledky SBT L. pneumophila profesiondnich leginel 6z.

. L . e _ Envinonmentalni kmen
Oznaéeni Klinicky kmen identifikace Oznaéeni

NRL NRL identifikace
sérologie ST alelicky profil sérologie |ST| alelicky profil
Pac.Ru | L.pn.sg.1 | ST182  3,4,1,3,359,11 Seérsr,:; v . ]

Pac.L4 | L.pn.sg.1 | ST 62 | 8,10,3,15,18,1,6 - -
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5.2.5 SBT Legiondla pneumophila k hodnoceni rizika

Sekvenacni subtypizace byla provedena u osmi kment L. pneumophila sg. 1 (Tabulkac.
23). Dvavzorky (HOK-10, FN B) byly izolovany z oddéleni nemocnic, ve kterych jsou |&eni
pacienti se zvySenym rizikem nékazy legionelézou. Vzorek HOK-10 pochazi
z hematoonkol ogického oddéleni a vzorek FN B pochézi z transplantacni jednotky kostni
diené. U obou kment byl identifikovan sekvenatni typ ST1. DaSich Sest kmena bylo
sekvenovano vramci studie hodnoceni rizika nékazy legionelozou ve vlacich Ceské
republiky. Ve vlacich pievazova ST1 ajen ve dvou pripadech Slo o ST393.

Tabulka ¢. 23: Vysledky SBT L. pneumophila k hodnoceni rizika.

. Envinonmentalni kmen-identifikace

Oznaéeni NRL . : T -
sérologie ST alelicky profil

HOK-10 L. pneumophila sg. 1 ST1 1,43,1,11,1

FN B L. pneumophila sg. 1 ST1 1,43,1,11,1

Pen-4 L. pneumophila sg. 1 ST1 1,43,111,1

VKV-17 L. pneumophila sg. 1 ST1 1,431,111

VKV-10/1 L. pneumophila sg. 1 ST1 1,431,111

VKV-10/3 L. pneumophila sg. 1 ST1 1,43,1,11,1
VKV-15/2 L. pneumophila sg. 1 ST 393 3,6,1,25,14,9,7
VKV-6/1 Stu L. pneumophila sg. 1 ST 393 3,6,1,25,14,9,7
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6 DISKUZE

Sekvenacni identifikace Legionella sp.

Identifikace druht legionel sekvenaci genu mip bylau osmi bakteridlnich kment ze 43
analyzovanych nelspésna. Jestlize nedojde k amplifikaci genu mip nastava otazka, zda se
jedna o Legionella geestiana, a nebo jiny bakteridni druh, ktery byl na zaklad¢ fenotypovych
vlastnosti myln¢ identifikovan jako Legionella sp. Mozné ieSeni je identifikace kmene na
z&klad¢ shody v sekvenci genu kédujiciho 16S rRNA nebo amplifikovat gen mip se
standardnimi primery a primery specifickymi pro L. geestiana. Druha moznost se zda byt
meén¢ finanéné nékladna. V souboru sekvenovanych vzorki byla L. geestiana uréena pomoci
sekvenace Useku 16S rRNA u vzorku VKV 1/2. Vzorek VKV 1/3 nebyl analyzovan, ale
jelikoz pochéazel ze stejného vodniho zdroje, jde pravdépodobné take o tento druh.

Kombinace rea-time PCR a sekvenacni subtypizace L. pneumophila z klinického
materidlu umoznuje rychlou identifikaci sekvenacniho typu (Mentasti a kol. 2011). Nested
SBT protokol byl proveden u ¢tyi klinickych materidat a umoznil jednu nozokomidni

legionel6zu potvrdit (Pac. Ul) ajednu vyvrétit (Pac. Plu.).

Prakticke aplikace ziskanych vysledki

Sekvenacni subtypizace L. pneumophila umoZnila potvrdit tfi nozokomidni nakazy a
dveé vyvrétit. Dae byly na zakladé shody sekvenacnich typi klinickych a environmentdnich
kment prokazany ¢tyii komunitni legionel 6zy. Tyto legionel6zy byly zptsobeny kontaminaci
vodovodnich rozvoda v panelovych domech. Panelové domy magji charakteristické spolecné
vlastnosti. Jsou to zeiména - centrdni vymeénikova stanice teplé vody bez regulace teploty a
dlouhé vodovodni potrubi. Teplota v koncovych odbérovych mistech mnohdy nedosahuje
doporucenych norem. Pii kolonizaci systému legionelami jsou napravna opatieni tézko
proveditelnd. Zgjimané je zjisténi kmena L. pneumophila, které byly kultivovany z vody
v bytech na tiech riznych mistech republiky a nebyl u nich uréen ST, ale pouze aédicky
profil. Subtypizace také potvrdila v piipadé Setieni Pac. Sta piitomnost dvou riiznych subtypii
L. pneumophila (ST1011-nov¢ pridélen a ST728) v teplé a studené vodé ve stgjném byte.
Pavodcem legionelézy byl ST1011. Tii ze ¢&tyi nakaZenych pacientt méli onkologické
onemocnéni. Informovanost téchto lidi o moZzné nékaze a prevenci pied legionelézou pri
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propousténi z nemocnic by mohla eliminovat tyto piipady. Jestlize vSak dojde ve vodovodnim
systému ke kolonizaci a pomnozeni nékterym ze silné virulentnich kmeni L. pneumophila
(ST68, ST23) nastava problém, protoze nakaZzeni mohou byt i zdravi lidé. Pokud neni
zahgjena v¢asna antibioticka |&ba miaze mit onemocnéni fatani nésledky. Z ozdobné fontany
obchodniho domu v Plizni byl izolovan ST68 v rdmci Setieni jednoho pripadu komunitni
legionel6zy (vzorek 594). Toto zjisteéni pomohlo provést ndpravna opatieni azavedeni
pravidelnych kontrol, jelikoZ se jedn& o virulentni sekvenacni typ. Nékaza nebyla prokézana,

protoZe nebyl dostupny klinicky kmen ani material.

Distribuce subtypi L. pneumophila v prostiedi a klinickych izolatech

Studie zabyvagjici se distribuci sekvenacnich typa L. pneumophila v Anglii a Némecku
Zjistili riznorodé zastoupeni ST (Harrison akol., 2009, Borchardt akol., 2008). V Anglii byl
mezi klinickymi kmeny nejvice zastoupen ST47, ST37 aST62. L. pneumophila sg. 1, mAb
Allentown, ST47 je vyznamnym pavodcem infekci ngen v Anglii, ale také ve Francii
aNizozemi. Mezi environmentadnimi kmeny byly nejéastéji zastoupeny ST1 aST79. Casté
ST klinickych kment byly mezi environmentanimi kmeny zastoupeny velmi ziidka a naopak.
V Anglii nebyl ST62 identifikovan v Zadném kmeni z prostiedi. V Némecku byl nej¢astéjSim
pavodcem onemocnéni nejrozsirengjSi ST1 a ST182, ktery je rozSiten vyhradné v Némecku.
ST47 nebyl identifikovan v Z&dném ze zkoumanych izol&u. Zajimavé bylo zjisténi ST182
mezi mymi anayzovanymi kmeny, které byly izolovany zvodovodnich rozvodia dvou
prazskych hotelu. Tento sekvenatni typ byl také pavodcem profesiondni legionel6zy
instalatéra pracujiciho v Némecku. V nasSi studii byl mezi klinickymi kmeny nejvice
zastoupen ST62, ST1 a ST23. ST62 byl identifikovan pouze v klinickych kmenech. Kde je
potenciani zdroj tohoto sekvenaéniho typu, ktery je z vodovodnich siti izolovan velmi ziidka,
zastéavéa otédzkou pro mnoho veédcia. Moznym zdrojem by mohla byt vihk& ptda. Distribuce
vybranych ST v nekterych statech uvédi (Tabulka &. 24). Cerveng jsou oznageny sekvenacni

typy, které byly identifikovany v této diplomové préaci.
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Tabulka ¢. 24: Distribuce sekvenacnich typa ve vybranych stétech (www.ewgli.org).

Stat Sekvenaéni typ

a ST1 ST47 |ST48 |ST62 |ST93 |ST23 [ST37 |ST182 [ST393 [STE656 |ST68
Nizozemi 31*/64*|126/2 | 4/1 | 48/2 | 3/1 | 27/2 | 13/7 | 1/0 0/0 0/0 1/0
Velka Britanie 43/111| 83/3 | 8/3 | 27/2 | 0/2 3/0 |46/14| 0/0 0/0 0/0 2/11
Francie 139/721175/0| 17/0 | 59/1 | 3/2 |301/23| 6/1 0/0 0/0 0/0 0/0
Némecko 33/57 | 2/0 | 0/1 | 24/2 | 12/4 9/1 0/0 | 21/11 0/2 0/0 0/1
Belgie 7/0 1/0 | 1/0 | 1/0 | 0/0 1/0 1/0 0/0 0/0 0/0 0/0
Italie 16/10 | 1/0 | O/0 | 1/0 | O/0 | 11/6 | 4/0 0/0 0/0 0/0 0/0
Ceské republika | 2/1 0/0 | 1/0 | 4/0 | 11 2/0 0/0 0/2 0/2 1/1 1/1
Japonsko 0/11 0/0 | 0/11| 0O/0 | 1/0 4/0 0/0 0/0 0/0 0/0 2/0
Kanada 19/33 | 1/0 | 0/0 | 3/0 | 0/0 0/0 5/0 0/0 0/0 1/0 6/9

Vysvétlivky: */* - pocet klinickych izoléti / pocet environmenta nich izolatt

Databaze EWGLI
Databaze EWGLI umoZznuje nejen identifikaci sekvenacniho typu, ale také vybranym

osobam po zadani pristupového hesla zjistovat napi. rozsireni jednotlivych ST, zastoupeni
environmentalnich aklinickych izolata daného ST, epidemiologické souvislosti, séroskupinu
amonoklondni podskupinu. K 9. 4. 2012 je do databaze vlozeno 6086 izoléti L. pneumophila
s 1198 sekvenaénimi typy. Zda Udaje v databézi vypovidaii o skutecném zastoupeni
jednotlivych ST v danych zemich nelze sjistotou fici. Zaezi na individudinim piistupu
jednotlivych stétt, zda do databaze vlozi viechny typizované kmeny.

Podilelajsem se narozsiteni databéze subtypizaci 19 kmenu L. pneumophila, které byly
do databaze vlozeny. Dalsi kmeny, které byly subtypizovany musi byt dale typizovany
pomoci monoklonanich protildtek a teprve potom budou vlioZeny do databaze. Prehled
sekvenacnich typi izolovanych v Ceské republice uvédi (Priloha . 5).

L egionel6zy v Ceské republice

V CR je roéné hldSeno 10tisic pneumonii ajen u 50 % z nich je prokézan pavodce
onemocnéni. PodléSenost legionel6zy mé za nasledek, Ze je hl&Seno v praiméru pouze 21
piipadi za rok (Graf ¢. 1). V roce 2011 doSlo k ndrustu poétu pripadia témér o polovinu ve
srovnani s predchozimi roky. Davodem muZe byt vétSi informovanost odborniku, ae také
povinnost zasilat klinické materidy ¢i kmeny do referencéni laboratore pro legionely.
Odhadovany redny pocet pripadi v Ceské republice, podie statistickych Udaji, je pii dobie
fungujici surveillance 200-300 piipadt za rok. Odbér klinického materidu ke kultivaci pred
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zahgjenim antibiotické &by a detekce legionel PCR metodou by vyznamné zvySily pocet
prokazanych legionel 6z. Tato praxe je béZzna v Dansku, které ma polovic¢ni pocet obyvatel nez
Ceskarepublikaahlési Sestkrét vice pripadi (data z roku 2009).

Graf &. 1: Prehled poctu legionel6z v CR.

Legioneldzy v CR 2002-2012
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Zdroj: SZU infekce v CR — EPIDAT (http://www.szu.cz/publikace/datal/infekce-v-cr)

L egionelOzy v Evropé

V Evropé je ro¢né hlaSeno 5 — 6 tisic pripadi legionel ézy. Pramérnda ¢etnost vyskytu je
1,02 pripadi na 100 tisic obyvatel. V Ceské republice je to jen 0,1 pripadt na 100 tisic
obyvatel (data z roku 2009). Nejvic pripadt hlasi Spanglsko, Itdie a Francie (Graf ¢. 1).
V téchto statech je také ngjvic pripadi hromadnych vyskyta cestovnich legionel 6z (Ricketts a
kol. 2008). Tyto zemé¢ jsou oblibenymi turistickymi destinacemi zejména v letnich mésicich.
Velké hotelové komplexy ¢asto negjsou mimo sezénu dostatecné obsazeny, tudiz dochazi ke
stagnaci vody ve vodovodnich systémech. To ma za nasledek pomnoZeni legionel a zvy3eni
rizika ndkazy hotelovych hosti. Pokud hotel kolonizuje virulentni kmen L. pneumophila
mohou byt nakaZeni i zcela zdravi turisté. Mén¢ virulenti kmeny zptsobuji onemocnéni u
starSich anemocnych lidi, ktefi maji k onemocnéni veétsi predispozice. Kmeny 68/1 a 68/2, u
kterych byl identifikovan ST23 byly paivodcem nekolika cestovnich legionel 6z ve Spanglsku.
V Evropeéje ro¢né hldSeno kolem 800 piipadti TALD z 35 zemi, které jsou oficidlné zapojeny
do ELDSNet. Nejvice pripadi hlési Francie a Anglie. Ve Slovinsku probéhla v roce 2009



epidemie v ubytovné pro zdravotni sestry, proto doSlo k ndrustu poctu piipada a zkresleni

(daji.

Graf €. 2;

Pocty pripada legionel 6z v Evropé zarok 2009.
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7 ZAVER

Ve své praci jsem identifikovala druhy legionel pomoci sekvenace genu mip u 45
vzorki, které nebylo mozné z riznych davodi sérologicky jednoznacné uréit. V souboru
sekvenovanych vzorku bylo zastoupeno 9 druht legionel a nej¢astéjSim druhem byla L. anisa.
Ve dvou piipadech byla identifikovana pro c¢lovéka patogenni L. bozemanii, jednou
z klinického kmene od pacienta slegionel6zou ajednou z prostiedi. DalSim ¢astym druhem
byla nepatogenni L. quateirensis, ktera byla identifikovanav 7 vzorcich, z toho tiikrét z pady.
Sekvence mip ¢tyi analyzovanych kmenid nebyly prifazeny k Zadnému doposud popsanému
druhu a ztgimé jsou to kandidéti na nové druhy legione.

Sekvenacni subtypizace L. pneumophila prokazala ¢i vyloucila zdroje nakazy pii Setieni
legionel 6z komunitnich, nozokomidnich i cestovnich. Také se ukazala jako vhodna metoda
k posouzeni miry rizika nakazy legionel6zou. Z celkového poctu 53 analyzovanych vzorki
bylo identifikovano 13 sekvenacnich typi a4 aédické profily. Pomoci nested SBT
L. pneumophila byl ur¢en ST z klinického materidu ve ¢tyrech ptipadech a byla prokazana
jedna nozokomidni legionel6za. U pacientt pievladala L. pneumophila sg. 1 ST62, déle pak
ST1 a ST23. U legionel6z zpusobenych ST62 a ST23 nebyl ani v jednom piipadé nalezen
zdroj ndkazy. U kmenu izolovanych z prostiedi prevazoval ST1, ktery byl pavodcem tii
nozokomidnich nakaz ze ¢étyr Setienych. L. pneumophila sg. 1 ST23 je vysoce virulentnim
kmenem, ktery byl ptivodcem nékolika cestovnich legionel 6z ve Spanélsku. Zajimavy je ndez
ST182 ve dvou prazskych hotelech, protoze tento ST byl doposud izolovan vyhradné
v Némecku. Z vydedku vliakové studie vyplyvd, Ze vlakové cisterny i vodni zdroje k pInéni
jsou kolonizovany raznymi druhy legionel anékteré z nich jsou klinicky vyznamné.

Tyto molekularné biologické pristupy poskytuji epidemiologam G¢inny néstroj pro
statni zdravotni dozor a podklad pro navrhy preventivnich a ndpravnych opatieni.
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8 POUZITE ZKRATKY

AFLP
AP-PCR
BAL
BCYE
bp

DNA
dNTPs
CAP
ECDC

ELDSNet
ELISA
EWGLI

IFA
MADs
PCR
PFGE

REA
RFLP
SBT

TALD
TAS
TBE

polymorfismus délky amplifikovanych fragmenta
polymerézovéaetézova reakce s nahodnymi primery

bronchoal veolarni lavéz

kultivaéni médium pro kultivaci legionel (Buffered Charcoa Y east Extract)
par bazi (base pair)

deoxyribonukleova kyselina

deoxyribonukleotid trifosfaty

komunitni pneumonie (Community Aquired Pneumonia)

Evropské centrum pro prevenci a kontrolu nemoci (European Centre for
Disease Prevention and Control)

European Legionnaires' Disease Surveillance Network

enzymaticka imunoanalyza (enzyme — linked immunosorbent assay)
Evropska pracovni skupina pro legioneloveé infekce (European Working
Group for Legionella Infection)

imunofluorescenéni analyza (Immuno Fluorescence Assay)
monoklonalni protilatky (Monoclona Antibodies)

polymerazova ietézova reakce (Polymerace Chain Reaction)

Pulzni gelovéa elektroforéza

hodnoceni rizika (Risk Assesment)

restrikéni endonukledzové analyza

polymorfismus délky fragmentu Stépenych restrikéni endonukledzou
sekvenacni subtypizace (Sequence-Based Typing)

sekvenacni typ (Sequence Type)

seroskupina (serogroup)

cestovni legionel6zy (Travel Associated Legionnaires' Disease)
trachedni aspirét

Tris-borate EDTA
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Legioneléza - nové moZnosti laboratorni diagnostiky a vyhledavani rezervoaru
nakazy

1 Haluzova Kamila, 2 Dragar Viadimir, 3 Motlochova Jana, 4 Cignova Andrea

1 Oddélen! biclogickych analyz, Zdravotni tstav se sidlem v Ostravé, Ostrava, Ceskd republika

2 Narodn! referendn/ iaboratof pro legionely, Zdravotnd ustav se sidlem v Ostravd, Vigkow Ceskd republika
2 Oddélen imunclogie a alergologie, Zdravotni dstav se sidiem v Ostravé, Ostrava, Ceskd republika

4 Oddeéeni molekulami biologie, Zdravotni ustav se sidiem v Ostrave, Ostrava, Ceska republika

Clle: Cliem piispévku je seznamit lékafskow vefejnost s nejnoveisimi monostmi detekce povodce fegione-
ftz v klinickych vzorcich a poukazat na nové modernl diagnosticke pistupy, ktere jsou jiZ u nas k dispozici.
ledna z nejddleZitdjEich je metoda sekvenace DMNA na prikaz shody kmend od pacienta a z prostied|, ke
je akceptovatelnd v pfipadd soudnich spord.

Metody: Od objeveni legionel v r. 1976 bylo popsano vice jak 52 druhd, pfifem? minimalné 24 druhd bylo
prokazano jako pdvodce atypickych pneumonil. Z dat NRL pro legionely vwplyva, Ze jen 50% viech legioneldz
v CR bylo v letech 1998-2010 zpisobeno nejéastéji citovanym druhem Legionella pneumaophila sq.1. Druhou
polovinu n2kaz tvofili L. pneumophila sg.3 (17%), 5.6 {13%) 2 dalsl serologické skupiny. Véetné | daliich
druht jako jsou Lomicdadei, L. bozemanii a L. maceachernii. K dispozici sou nynl 4 standardni metody:
prakaz modového antigenu, PCR prakaz DMNA legionel ve vybranych vzordch |, kultivace respiraénich sekreto
a plicnl tkané a prokaz protilatek v krevnim séru. lestlize se podafl wykultivovat kmen Legionefla pneumo-
phila z klinického materialu, pak je mo2nost dalsl detailnl typizace kmene metodou sekvenace DNA podle
protokolu The European Working Group for Legionella Infections (EWGLI) a subtypizace monoklonainimi
protilatkami. Tyto visledky jsou pak pfimymi podkizdy pro dalsi epidemiologicka Setfenl. V ramci prezentace
chceme také seznamit s wysledky testovan! nového diagnostického testu ImmuView Legionella Blood Test,
ktery pfedstavuje relativng jednoduchy prikaz IgM protilatek proti Legionella pneumophila sg. 1 a 5g. 3
¥ krevnim seru.

Wysledky: Evropskym trendem se pro swou snadnost stala diagnostika legionebdzy prikazem molového
antigenu. Ve zkuSenych rukach ukafe nejen reakd na Lipsg.1, ale i na fadu daléich serologickych skupin.
Test je pozitival uZ od Etvrtého dne od prwmich pfiznaka. Maskeduje rechia PCR, ktera poskytne preni voditko.
Cely proces zavrsl pak kultivace na selektivmich podach. Jeliko? protilatky se twofl pomérné pozdé, tak ne-
majl pro diagnostiku a2 takowy vwznam. Pokud jsou k dispozic kmeny klinicke, pak je mo#ne diky sekvenaci
pfesné vystopovat zdroj nakazy, jak bude ukazano na wbranych pfipadech.

Zawer: Primérma Setnost wskytu legioneldzy v Eveopé je 1,2 pfipadu na 100 tis. obyvatel {podle dat ECDC
zar 2010y, zatimco CR hiasi promérng 0,2 pfipadw 100 tis. obyv.. Toto nizké islo jasnd ukaruje, 2o Coské
hlateng legicnelazy predstavujl jen Spifku fedovoe. Dansko s poloviénim poftem obywatel hlasl zhruba 10x
vice nakaz. Odhad nadich redlnych infekcl je nékde mezi 200-300 rofné. Podminkou pro dosaZen( tohoto
stavu je dobfe fungujicl surveillance, laboratofe ochotné délat serologii a kultivace a v neposledn| fade oswi-
cent klimici, ktefl potfebné vzorky do t&chto laboratofl budou posfiat. Pak se budeme moci sméle postavit
po bok Francie, Anglie, Holandska a dalzich, kde surveillance funguje perfektné.
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Piiloha €. 2:

DraSar, V., Haluzova, K., Cignov4, A., Polcar, R. (2011). Czech trains asideal settings for
legionella colonization: arisk assesment study. 26th Meeting of the European Working Group
for LegionellaInfection (EWGLI), Vienna— Austria. 25. - 27. 5. 2011.
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SESSION 6

0 32 - Czech trains as ideal settings for /egionel/a colonization:
a risk assessment study.

Vladimir Drasar, Kamila Haluzova, Andrea Cignova
Public Health Institute Ostrava,
Radomir Polcar, FACTOR.E Brno, Czech Republic

A legionella risk assessment study was conducted on three types of trains
where water is heated onboard. Suburban, local fast and InterCity trains were
investigated, including domestic depots where trains are serviced and filled with
drinking water. IUC Code 563 (1990) recommends heating water”in toilets to
30C, but does not mention any preventive measures regarding microbial colo-
nization. All 11 suburban trains tested contained a large spectrum of Legionella
species in concentrations ranging from 6-24 000 cfu/100m! L.pneunophiia sg.1,
Sequence Type 1 (ST1) and ST393, sg.3, sg.12 and five other species including
two novel ones. Water temperature moved from 19-29C. Two local fast trains
were colonized by L.brunensis and L.anisa. Four InterCity trains were posi-
tive for L.pneumophila sg.1 ST1 and sg.5. Total heterotrophic counts at 36C
ranged from from 6-560cfu/ml (median130). Investigation of particular depots
implicated the water filling as possible sources of legionella, but did not explain
the diversity of species found.The most likely explanation was that some trains
were filled from other "natural” (i.e.untreated) sources.

Technical inspection revealed undeanable under roof water tanks, the water
heating and no disinfection as the main critical points. Two remedial measures
were proposed. A simple disinfection of filling water and steaming of the sys-
tem. Drinking water is not required onboard except in the galleys. Passengers
should be protected by written warnings and pictograms. Train and depot staff
should use personal protection because some of the /egionella isolated are of
clinical significance.

-69 -



PFil oha ¢. 3: Fylogeneti cky strom 54 druht legionel zaloZeny na podobnosti sekvence genu
mip. Caravpravo predstavuje 0,4 % divergence (Yang akol., 2012).

— L. drancourtii ATCC 509917 (AF407571)
L. rowbothamii ATCC 7009917 (AF148984) 0.4
L. lytica PCM 22987 (AF148982)
L. sanficrucis ATCC 353017 (Ug2220)
L. sainthelensi ATCC 352487 (U22219)
L. cincinnatiensis ATCC 437537 (U91636)
L. langbeachae ATCC 437537 (X83038)
L. grafiana ATCC 494137(U92208)
L. wadsworthii ATCC 338777 (Ug2225)
L. parisiensis ATCC 352997 (U22215)
L. anisa ATCC 352927 (Ug1607)
L. bozemanae ATCC 332177 (U91609)
L. tucsonensis ATCC 491807 (Ug2224)
L. gormanii ATCC 332977 (U91638)
L. steigerwaltii ATCC 353027 (Ug2223)
—1'— . cherrii ATCC 352527 (U91635)
— | dumoffii ATCC 332797 (U91637)
L — L. shakespearel ATCC 496557 (U92221)
L. quateirensis ATCC 495077 (U92216)
_| E L. moravica ATCC 43877 7T (U92212)
L. worsleiensis ATCC 495087 (U92228)
L. pnuemaophila ATCC 331527 (NC_002942)
L. waltersii ATCC 51914T (AF022355)
L. fallonii ATCC 7009927 (AF148987)
L. nagasakiensis CDC-1796-JAP-ET (FJ236840)
L. nagasakiensis CDC-5427-0OH-H (FJ236841)
4‘ L. nagasakiensis CDC-3558-AUS-E (FJ236842)
L. nagasakiensis CDC-3041-AUS-E (FJ236839)
— | oakiidgensis ATCC 337617 (U92214)
| L L. impletisoli JCM 139187 (AB233217)
L. yabuuchiae JCM 141487 (AB233213)
L. londiniensis ATCC 495057 (U922249)
L. adelaidensis ATCC 496257 (U91608)
L. israelensis ATCC 431187 (U92208)
L. fairfieldensis ATCC 495887 (U92204)
L. geestiana ATCC 495047 (FJ534536)
L. maceachernii ATCC 353007 (Ug2211)
L. micdadei ATCC 332187 (AF023175)
E L. nautarum ATCC 495067 (Ug2213)
L. drozanskii (AF14B9837)
L. quinfivanii ATCC 438307 (U82217)
Legionelia genomospecies (AF022356%)
L. birminghamensis ATCC 43702T{U91808)
L L. rubrilucens ATCC 438787 (Ug2218)
_iL. taurinensis ATCC 7005087 (AFQ022342)
L. erythra ATCC 353037 (U92203)
L. dresdenensis DSM 194887 (AMB0O0957F)
L. spiritensis ATCC 352497 (Ug2222)
L. befiardensis ATCC 7005127 (AFO47756)
L. busanensis ATCC 7005127 (AF424B89)
L gresilensis ATCC 7005087 (AFO47755)
L. feeleii ATGC 350727 (Ug2205)
L. hackeliae ATCC 352507 (U92207)
‘Candidatus L. jeonii' (AF108212%)
L. brunensis ATCC 438787 (U92227)
L. jamestowniensis ATCC 352987 (U92228)
L. jordanis ATCC 352887 (U92209)
L lansingensis ATCC 497517 (U92210)
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Priloha ¢. 4: Priklad vysledku identifikace druhi legionel pomoci databaze EWGLI.

Your sequence is extracted from a text format. There is no associated quality

informaticm.
at least the first
Sequence length: 574

Species
L.brunensis_KWV-11

L.brunensis

L.hackeliae_sg1
L.jamestowniensis_IMVS-T07
L.jamestowniensis
L.lansingensis

L.feeleii_sg1

We suggest Chat to have confidence in the identification the top 'hit?

We suggest you check that the guailty of your source segquence is geod for
300 bases in order to have confidence in

the result.

Percent id

100.00
ar.52
0661
5637
54.60
83 F2
5245

81.24
should match

with at least 95% identity and the second closest species match should match a wvalue of
at least 2% less than the top 'hit'.

Click on a species name in the table above or in the alignment,

details

L.feeleii sgl
L.lansingensis
L.jamestowniensis
L.jamestowniensis IMVS-70
L.hackeliae sgl
L.brunensis
L.brunensis_IMVES-534
L.brunensis KV-11
Consensus

L.feeleii sgl
L.lansingensis
L.jamestowniensis
L.jamestowniensis IMVE-T70
L.hackeliae sgl
L.brunensis

L.brunensis IMVS-594
L.brunensis_ KV-11
Consensus

L.feesleii =gl
L.lansingensis
L.jemestowniensis
L.jamestowniensis IMWS-70
L.hackelia= &gl
L.brunensis

L.brunensis IMVS-594
L.brunensis EV-11
Consansus

L.fesleii =gl
L.lansingensis
L.jamestowniensis
L.jamestowniensis IMWS-70
L.hackelias_sgl
L.brunsnsis

L.brunensis IMVS-594
L.brunensis EV-11
Consansus

to reveal further

20 30 40 50

CAGCTACAACATCATTARATAGT GRCATGEATARGT TGTCTTATAGCATTGGCGCTGATT
CATCTGCTACAT CATTARATAGCGACACGEATAAGC TGTCTTATAGTATCGGTGCTGACT
CACCTGCARCAT CATTARATAGCGACATGEATARAACTGTCTTACAGTATTGGTGCTGATT
CACCTGCAACAT CAT TARATAGC GRCAT GEGATARAC TG TCTTACAGTATTGGTGCTGATT
CACCTGCARCAT CATTARATAGCGACATGEATARAACTGTCTTATAGTATTGGTGCTGATT
CACCTACAACATCATTARATAGT GACATGEATAAGC TGTCTTACAGTATTGGCGCTGATT
CACCTACAACATCATTARATAGT GACATGEATAAGC TGTCTTACAGTATTGGCGCTGATT
CACCTACAACATCATTARATAGT GACATGEATAAGC TGTCTTACAGTATTGGCGCTGATT
CACCTACARCATCATTARATAGT GACATGEATAAGC TGTCTTACAGTATTGGCGCTGATT

(1] 70 a0 o0

TAGGTARGARTTTTARALAGCARGGCAT CGARATCAGT GG TECTATGECTARGGEAT
TGEGTAREARTTTTARALA GCARGGGAT TGATATTAATCCTTCAGCAA TGECTARGGECT
TAGGTARRAATTTTARALAACAG GG TAT TAATATTAATCCAGCAGCGATGE CTARRGETT
TAGGTARGARTTTTARALAGCAGGGTAT TGATATTAATCCAGCAGCAATGELGARAGETT
TAGGTARGARTTTTARALAGCAR GG TAT CGATATTAGCCCTGCTECTATGGCTARRGETT
TAGGTAREAACTTTARAAAGCARGETAT TAATATCAATCCTTCAGCAA TEECCARRGETT
TAGGTAREARCTTTARALAGCAR GG TAT TGATATCAATCCTTCAGCAA TGEOCARAGETT
TAGGTAREARCTTTARALAGCAR GG TAT TGATATCAATCCTTCAGCAA TGEOCARAGETT
TAGGTAREARCTTTARALAGCAR GG TAT TGATATCAATCCTTCAGCAA TGEOCARAGETT
120 130 150 160 170
|_________ S R
TACAAGACGECATEAGTGETGETCALCTGTTECTGACTAARCARCARA TGARAGACGTTT
TACRAGATGETATSAGOGETGETCAGTTGTTACT CACAGAGCAGCARATGARAGAAGTTT
TCCRAAGATGECATSACTCOTGCTCAATTAC T TTGACTOAACAGCARA TGARACATCTAT
TGCAAGATGECATEACTGETGETCAR TTACT G TTGACTGARCAGCAGATGARAGATGTTT
TGCAAGATGECATEAGTGGCGETCAR TTGCTETTAACTGARCAGCARA TGARAGATGTAT
TGCAAGATGETATEAGOGETGGECAA TTETTATTGACAGARCAGCARATGARACATETAT
TGCAAGATGETATSAGOGETGGGCAA TTGTTATTGACAGARCAGCARA TGARAGATGTAT
TGCAAGATGETATIAGOGE TAGTCAR TTGTTATTGACAGARCAGCARATGARAGATGTTT
TGCAAGATGETATSAGOGE TAGTCAR TTGTTATTGACAGAACAGCARATGARAGATGTIT

TAAATARATTTCARARAGACTTRATGECARA ACGAANTGOGEARTTCACTARARMAGCTS
TGAATARATTTCARARAGAT CTRATGECARAACSTARTGCTGAGST T CACTARARMEGCTS
TGAATARATTTCARARAGATTTRATGEC TRARCGCARTGCOGARTTCARTARARMAGCTS
TGAATARATTTCARARAGACT TRATGEGC TRARCGCARTGCOGARTTCARTARARMAGCTS
TGAATAAATTCCARARAGATTTRATGEC TRASCGTAA TG CAGH \ATRAARMAGCTS
TGAATARATTTCARARAGATTTGATGECARASCETACTGCTGARTTCAGCAAGRARGCTS
TGAATARATTTCARARAGATTTEGATGEGC TRASCESTACTGCTGAGSTTCAGCAAGRARGCTS
TGAATAAATTCCARA R AGATTTGATGECARASCESTAC TGO TGAGTTCAGCRAAGRARGCTS
TGARTARATTCCARARAGATTTGATGGCARAGCGTACTGCTGASTTCAGCARGRARGTTG

240 2ED 260 270 280 250

R Bt [-mmmeeee |==mmme | =ommmee | <=mmmee
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,feeleii_ sgl
.lansingensis
.jamestownisnsis

Jhackelias_ sgl
.brunensis
brimensis IMWS-554
brunensis_ EV-11
onssnsus

.fesleii_sgl
.lansingensis
.jamestowniensis

.jamestowniensis_ IMVS-7

‘hackelias_sgl
.brunensis
.brunensis_IMVS-E354
‘brunensis_KWV-11
onsensus

.fesleii_sgl
lansingensis
,jamestowniensis

.jamestowniensis_IMVS-7

‘hackelias_sgl
.brunensis
Jbrunensis_ IMVS-534
.brunensis KV-11
onsensus

fesleii_sgl
lansingensis
jamestownisnsis

Jhackelias_sgl
.brunensis
brunensis_IMVS-E554
.brunensis_ FV-11
onsensus

.fesleii_sgl
lansingensis
jamestownisnsis

jamestownisnsis_IMVS-7

.jamestowniensis_ IMVS-T0

]

4]

.Jamestowniensis_IMVS-T70

Jhackelias sgl
Jbrunensis
.brunensis_IMVS-534
Jbrunensis KV-11
onssnsus

feeleii_sgl
Jlansingensis
jamestownisnsis

.jamestowniensis_IMVS-7

Jhackelias_sgl
.brunensis
.brunensis_IMVS-534
brunensis_KWV-11
onsensus

]

ARGARAATARRGOGARAGETGAAGCETTCATGAFOCAGRATARGGCCARNGARGETETAG
ARGARANCARGATTARAGGOGARGCCTTTTTAACTGCAMATARAMAACARNGATGETGTTA
AAGRRAMNTARRAGCRAMAAGGOGAAGCTTTCTTAAATCARD A TR AMGCAAANGATGECGTAG
ATGARAATARAGCAMAAGEGEARCCTTTTTTARATCARMATARAMGCARMNGACGEIGTAG
ARAGARANCARAGCTARGEEOGAT GCCTTTTTAAATCARMATARMGC TARAGATGECGTAG
ACGARAATARAGCTARAGETGARGCCTTTTTARATCAGAATARMGCARANGARGETETTG
ACGARAMTRARRAGCTARAGGETGARGCCTTTTTAAATCAGAATARAGCARARGANGETSTTG
ACGAGAATARAGCTARAGGETGARGCCTTTTTAARATCAGA A TAAMGCARARGANGETSTTGE
ACGAGAATRARRGCTARAGGETGAAGCCTTTTTAARATCAGRAATARAAGCARARGARGETETTG

Lo

___-_-___l _________
TTAGTTTGCCARGCGEGTTACRATATRAARRTRATCCAGGC TG TACTSGT GORRARCTAG
TTAGTCTGCCARGTGETTTGCAATATAAASTCCTTGARAAAGEARATSGCGCTARR CCTA
TTACATTGCCCAGTGSTTTACAGTACRAGETICTOCARARGEETOATEGTGCTARL CCTE
TTACATTGCCCAGTESTTTACRGTACRAGRTTCTTCARAAGSETOATSGTGCTALL OCTE
TGRGTTTACCARGTGSTTTGCAATACRARRTTT TECARRAGSETOACSGOGCTARRCCTT
TTAGTTTACCARGTGETT TGCAATATAAARTAATTCARA AGSETOATSGTGCTARRCCTT
TTAGTTTACCARGTGETT TGCAATATAAARTAATTCARA RGO TOATSGTGCTARR CCTT
TTAGCTTACCCAGTGSTTTGCRATAT AARLTRATTCARAAGSETOATSGTGCTARR CCTT
TTAGCTTACCCAGTGSTTTGCAATATAARRTRATTCARRAGSETOATSGTGCTARRCCTT

340

400
|_-_--___-
CRRAAGATGRCACTGTCACTGTTGRATACARCTGGCARGTTARTTGATGGC CAGETITITG
CRRAAAATERTACTGTGACTGT I GRATATACGEGCAARATTARTTGACGGCCARGTTTTITG
CCARRGEARGRTACCGTTACTGTT GRAATACRACGEGTAAGT TASTTGATGGT CAGETTTTTG
CORAGEAL AT ACTGTTAC TG T T RATATAC TG CARGTTAGTIGATGGT CAGETITTTG
CTARAAGATGRTACTGTTACOGTTGRATACARCTGGTACAT TARTTGATGGET CAGETITTITG
CTRAAGAGERCACTGTTACOGTT GRATACARCTGGTACACTGATTGATGGCCARGTTTTITG
CTARAGAGGRCACTGTTAC OGS TT GRATACACTGGTACACTGATTGATGGCCARGTTTTTG
CTARAGAG AR ACTGTTAC TG T T RATACARC TG TACACTGATTGATGEC CARGTTITTTG
CTARAAGAGERCACTGTTACTGTTGRATACRCTGGTACACTGATTGATIGCCARGTTITTTG
220 460 470
| ==== === | <= mmme o R | === --- (<o me e |
ATAGCACTGRARRAR CGEGETARG U CTGCTACGTTCARAGTATCACAGGTTATCCCTESCT
ACRGTACCERANGARL COGGETAARCCAGCARCGTTCARAGTATCTCARGTARATACCAGECT
ACARGCACTGRARGARCGEGCARACCTGCTACTTTCARGGTGTCTCARGTTATTCCTGGGT
ACARGCACTERARGARCGEGCARATCTGCTACCTTCARGGTATCTCARGTTATTCCTGGAT
ATAGTACTERCOGARCTEGCAAGCCAGCTRACGTTCARAGTATCACARGTTATCCCTEECT
ACARGTACCERTARAGCTGETARA T CAGC CACTTTCARGG TATCACARGTGATTCCTESGT
ACARGTACCERTARAGCTGGETARATCAGCCACTTTCARGGTATCACARGTTATTCCTGGAT
ATAGTACCEATAAMGCAGGTAR L CCTGOCACTTTCAARGTATCACARGTTATTCCTGGAT
ATAGTACCERTARAGCAGETARATCTGCCACTTTCARAGTATCACARGTTATTCCTGGAT

530

520

P | | |
GGACTGARGCATTACARTTARATG CCTGCCGETT CTACTTGEGAAGTCTATETTCCTGIOG
GGACTEAGGCTCTGCART TARATG CCTGCTGETT CAACTTGEGAAGTATATETTCCTGIOG
GEACTEARGOGTTACARTTARATGCCTGCTGECTCAACTTGEGAAGTATATETCCCAGTTG
GERCTEARGOGTTACARTTARTGUCTGCTGECTCAACTTGGEAAGTGTATGTCCCTGEITG
GGACTGARGCACTACARTTGATGCCTGCTGECTCAACTTGEGAAGTTTATCTTCCTGCTG
GGACTGARGCACTACARCTGATG CCAGCTGECTCAACTTGEGAAGTTTATCTTCCTEOGE
GEACTGARGCACTACARCTGATGCCAGCTGECTCAACTTGGGRAGEGTTTATGTICCTGITG
GGACTEARGCACTACARCTGATG CCAGCTGECTCAACTTGEGAGETTTATCTTCCTGITG
GGACTEARGCACTACARCTGATG CCAGCTGECTCAACTTGEGAGETTTATCTTCCTGITG

560

éTCTTGCCTE;GGTCCACGCAGTGT
ATTTAGCTTATEETCCTCGARGOGT
ATTTGECTTATEETCCTCSTRAGTET
ATTTEECTTATEGTCCTCETAGT T
ATTTAGCCTATEETCCTCGCRETET
ATTTAGCTTATEGTCCTCGCAGTGT
ATTTAGCTTATGGTCCTCGCAGTGT
ATTTAGCTTATEFCCCTCGCRETET
ATTTAGCTTATGGCCCTCGCRAGT T
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Priloha ¢. 5: Environmentdni aklinické kmeny vioZzené do EWGLI databéze L. pneumophila
izolovanév CR k 9. 4. 2012. Celkem 37 izol &t z 6086 v databézi. Cerveng jsou oznaceny

kmeny prezentované v této diplomoveé préci.

Identifikaéni

&islo Oznaceni Alelicky profil ST |sg.| mAb Zdroj Mésto Souvislost
EULV0992 Fr 6,10,19,28,19,4,9 328 | 3 NA Environmental Hradec Kralove Unknown
EULV0101 ul 6,6,17,8,13,11,3 339 |5 NA Clinical Hradec Kralove Unknown
EULV1012 Ku 3,6,1,7,14,9,11 340 | 2 NA Clinical Pisek Community-

acquired
EULV1116 W03-101 2,6,17,14,12,8,8 413 |1 France Environmental Unknown Routine
EULV2710 Bur 4,711,311,12,9 | 42 |1 | Benidorm Clinical Karlovy Vary Travel-
YT associated
EULV2711 TOS-1 4,711,311,12,9 | 42 |1 |Benidorm | Environmental Karlovy Vary Travel-
YT associated
EULV2712 ZL-6 6,10,15,24,9,14,16 | 592 | 1 | Benidorm Environmental Karlovy Vary Routine
EULV2713 KV-1 | 6,10,15,24,9,14,16 | 592 | 1 | Benidorm |  Environmental Karlovy Vary Travel-
T E I associated
Oxford/ - ) .
EULV2930 Pav-1 17,10,32894,11 | 640 | 1| 'O Clinical Frydek Mistek | Nosocomial
EULV2931 Stu-1 | 7,10,17,3,17,11,11 | 641 | 1 | Knoxville Clinical Praha Community-
acquired
EULV2942 Pl 15-3 2,10,3,15,9,4,3 648 | 6 NA Environmental Unknown Routine
EULV3133 BLA 3,10,1,28,14,9,13 93 3 NA Clinical Unknown Nosocomial
EULV4088 KV-14 2,10,1,3,9,4,3 787 | 6 NA Environmental Karlovy Vary Routine
EULV4089 Kv-7 | 2,6,17,14,12,811 | 788 | 1 A”Fergtnoc";”’ Environmental Karlovy Vary Routine
EULV4092 Bar 2,10,1,28,9,4,13 | 789 | 3 NA Clinical Plzen Community-
acquired
EULV4093 Fa 2,10,3,28,9,43 | 728 |3 NA Clinical Praha Community-
acquired
EULV4094 | FD-3(1) 2,10,3,28,9,43 | 728 |3 NA Environmental Praha Community-
acquired
EULV4095 | FD-3(2) 2,10,3,28,9,43 | 728 |3 NA Environmental Praha Community-
acquired
. Travel-
EULV5091 BR 2010 3,10,1,28,14,9,13 93 3 NA Environmental Praha .
associated
EULV5128 | Sta 2011 1,4,3,1,1,4,6 1011 | 1 NT Clinical Jicin Community-
acquired
EULV5129 3C1/12011]  1,4,3,1,1,4,6 1011 | 1 NT Environmental Jicin ng‘qmui‘ﬂggy'
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Identifikaéni

&islo Oznaceni Alelicky profil ST |sg.| mAb Zdroj Mésto Souvislost
EULV5592 | F132011 | 2,10,3,15,2,1,20 | 1090 | 1 NT Environmental Luhacovice Travel-
T e associated
EULV5593 | F132011 | 2,10,3,15,2,1,20 | 1090 | 1 NT Environmental Luhacovice Travel-
e associated
EULV5594 | F172011| 2,10,3,15,2,1,20 | 1090 | 1 NT Environmental Luhacovice Travel-
e associated
EULV6042 | Ho 2007 2,3,9,10,2,1,6 23 |1 NT Clinical Plzen Community-
acquired
EULV6043 | Di2010 2,3,9,10,2,1,6 23 |1 | Allentown Clinical Praha Community-
e /France acquired
EULV6044 | Hru 2007 | 8,10,3,15,18,1,6 62 |1 NT Clinical Plzen Community-
acquired
EULV6045 HotL1 3,4,1,3,35,9,11 182 |1 NT Environmental Praha Routine
EULV6056 HotO 3,4,1,3,35,9,11 182 |1 NT Environmental Praha Routine
EULV6057 | Bro 2010 | 8,10,3,15,18,1,6 62 |1 NT Clinical Plzen Community-
acquired
EULV6058 Vr 2011 3,13,1,28,14,9,3 68 6 NA Clinical Plzen Nosocomial
EULV6059 Oc_ggffll 3,131,281493 | 68 |6| NA Environmental Rokycany Routine
EULV6060 | Fa2010 | 8,10,3,15,18,1,6 62 |1 NT Clinical Ceske Budejovice | Unknown
EULV6061 FN B 2008 1,4,3,1,1,1,1 1 1 NT Environmental Brno Routine
EULV6062 Kno 2010 8,10,3,15,18,1,6 62 1 NT Environmental Kostelec na Hane Routine
EULV6063 Mi 2010 1,4,3,1,1,1,1 1 1 NT Clinical Vrchlabi Nosocomial
EULV6064 Pa 2012 1,4,3,1,1,1,1 1 1 Oxford Clinical Havirov Nosocomial

NA = Not Applicable; NT = Not Tested; NK = Not Known
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