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Legioneloze miusdienas ir Legionella gints bakteriju izraisita infekcija,
kuras izpausmes vari¢ no viegla drudza (Pontiakas drudzis) Iidz atrai un
potenciali letalai pneimonijai (legionaru slimiba) (Phin, 2014). Cilvéka
inficésanas ar Legionella spp. parasti notiek ieelpojot kontamin&tus aerosolus
vai aspiracijas cela (Bollin et al., 1985). Legioneloze pieder pie sapronozém,
infekcijam, kuras izraisa brivi dzivojosi organismi, kas noteiktos apstaklos var
izraisit infekciju un vairoties saimniekorganisma. Cilvéku infic€Sana nav So
bakteriju galvenais mérkis (Kuris et al., 2014).

Legionaru slimiba joprojam ir nozimiga potenciali novér$ama slimiba un
naves c€lonis Eiropa. Lielaka dala legionaru slimibas gadijumu ir sporadiski,
tacu katru gadu tiek zinots par vairakiem uzliesmojumiem un ar celoSanu
saistitiem gadijumiem. ES/EEZ vidgji tiek zinots par 1,9-2,5 gadijumiem uz
100 000 iedzivotaju gada. Latvija 2019. gada zinoti 2,2 gadijumi uz 100 000
iedzivotaju, bet 2021. gada 4,5 gadijumi uz 100 000 iedzivotaju, turklat vairak
neka 85 % no visiem legionaru slimibas gadfjumiem tika registréti Riga un
Pieriga, kur gadijumu skaits uz 100 000 iedzivotaju 2020.gada sasniedza
attiecigi 6,0 un 4,5 (ECDC, 2022; SPKC, 2023). Legionaru slimibas
laboratoriska diagnostika ir efektiva galvenokart L. pneumophila 1. serogrupas
izraisitajiem gadijumiem. Pieejamo metozu specifiskums un jutiba pret pargjam
serogrupam un sugam joprojam ir talu no ideala.

Ir zinamas vairak neka 60 legionellu sugas, tomér vairak neka 90 %
gadijjumu legionaru slimibu izraisa Legionella pneumophila. Legionellas ir
visuresosas, tas ir konstat€tas pazemes un virszemes tidenos, mitras augsnes, bet
to galvenais rezervuars ir cilvéka radita Gidens vide. Loti zemas legionellu
koncentracijas dabiskajos biotopos var ieve@rojami palielinaties karsta
tidensapgades sisteémas, ja €ku apsaimniekosana netiek ieveroti minimalas tidens

temperatiiras noradijumi oporttnistisku patogénu kontrolei (Singh et al., 2022).
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Kontaminacija ir ciesi saistita ar cirkul&josa tidens temperatiru (Kruse et.al.,
2016) un tdens stagnaciju, kur izmainas Gdens pliisma var atbrivot biopléves
saistitas bakterijas (Nisar et al., 2020; Yu et al., 2019).

Cilveks legionellam ir gadijuma saimnieks, un tiek uzskatits, ka $o
bakteriju spgja inficét cilvékus ir ilgstoSas bakteriju un viensiinu kopigas
evoliicijas rezultats. Tie pas$i virulences faktori, kas palidz Legionella inficét
vienstnus, palidz ar inficét cilvéka plausu alveolu makrofagus (Oliva et al.,
2018). Brivi dzivojo$i vien$ini nodro$ina legionellas ar baribas vielam un
papildu aizsardzibu pret tadiem vides apstakliem ka temperatira un
dezinfekcijas lidzekli (Shaheen et al., 2019).

Vel joprojam pasaulé nav pilniba izprasti iemesli, kap&c noteiktas
legionellu sugas un celmi ir saistiti ar cilvéku saslim$anas gadijumiem biezak
neka citi, tacu tiek uzskatits, ka atsevisku virulences faktorus kodgjoso génu
klatbiitne ir saistita ar legionellu virulences potencialu jeb sp&ju izraisit slimibas.
Svarigakie legionellu virulences faktori ir saistiti ar baktériju virsmas struktiru
un efektorolbaltumvielu sekrécijas sistemam (Gattuso et al., 2022). Horizontalas
génu parneses rezultata no saimnickamébam Legionella ir ieguvusi daudzus
eikariotiem lidzigus geénus, kas regule saimniekStnu infekciju (Scheithauer
et al., 2023). Dazi no bakteriju efektoriem var veikt paral€las funkcijas dazados
organismos, un patogénas un nepatogénas legionellu sugas dazi efektori var
parklaties vai aizstat viens otru (Yang et al., 2023).

Iesp&ju saslimt ar legionaru slimibu var batiski mazinat ar preventiviem
pasakumiem, jo infekcijas avotu nevar pilniba izskaust, tomer infice€$anas riskus
ir iesp&jams bitiski samazinat. Udens dro§ibas planu izstradasana un ievieSana,
noveértg§jot katras konkr€tas darbibas riskus attieciba uz Legionella, ir
visparpienemta prakse. Sads plans nodrosinatu detalizétu un sistematisku
novert§jumu un apdraud€jumu prioritasu izveidi, raditu priekSnoteikumus

kontroles pasakumiem un uzraudzibas darbibam (ESGLI, 2017).



Darba meérkis
Darba mérkis ir izpétit Legionella spp. izplatibas tendences, genétisko
daudzveidibu un virulences potencialu legionelozes diagnostikai un profilaksei

Latvija.

Darba uzdevumi

1. Izpétit Legionella pneumophila seroprevalenci Latvijas asins donoru
vidd un novertét seropozitivitates asocietos faktorus.

2. Izpetit Legionella spp. prevalenci un analizét karsta adens
temperatiiras un brivi dzivojoSo amébu ietekmi uz legionellu
kolonizaciju un persistenci tidens apgades sistémas.

3. Noskaidrot Legionella pneumophila c¢gMLST sekvencu tipu
daudzveidibu.

4. Identificét Legionella pneumophila izolatu virulences génus un

novertet to virulences potencialu.

Darba hipotéze
Udens apgades sisteémas persist&josie L. pneumophila celmi neatkarigi no
to serogrupas, sekvences tipa un virulences faktoru kopuma testé$anas bridi var

biit infekcijas ierosinataji, kam piemit augsts virulences potencials.

Darba novitate

Sis ir pirmais pétijums Latvija, kas demonstre L.pneumophila
seropozitivitates asoci€tos faktorus un dazadu serogrupu un sekvencu tipu
Legionella spp. daudzveidibu un prevalenci Gdensapgades sistémas. P&tijjuma
rezultati paradija, ka Latvija domingjo$as L. pneumophila serogrupas ir SG 2 un
SG 3 un $o serogrupu izraisitie legionaru slimibas gadijumi nav identificgjami

ar urina antigéna testu, kas ir pasaul€ un Latvija visplasak izmantota diagnostikas



metode. Musu pétjuma ir izoléti un sekvenceti desmit pasaulé jauni
Legionella spp. sekvencu tipi, kas papildina starptautisko Legionella spp.

genétisko profilu datu bazi.



1. Materiali un metodes

1.1. Petijuma shéma un norise

Petijums tika planots trijas savstarp&ji saistitds secigds dalas no
2013. gada septembra lidz 2023. gada martam (1.1. attéls). Péc sagatavoSanas
fazes asins paraugu nemsana sakta 2014. gada februari, péd€jo sekvencéSanas

datu apstrade tika veikta 2023. gada marta.

. Asins paraugu nemsana :
) L preumophila AR ELISA Sg 1.6 ELISASG 1
2014.- seroprevalence N=2007 N=2007 N=96
2015.gads 5 X
A 5 Legionella
Legionellu | it
| mikrobiologisks | e
6 | T e
\ {Udens paraugu nemsana Al N=490
2016.- Dzeramais tdens N=1467 T
2022.gads | ‘ =)
: : Amgbu kultiviana e
N=268 i i eu\l=81c1}a
"~ ser
N=137
2016~ - ’ S P - . —
2022 gads Genétisks dandzveidiba DN izdalfiana CRLE ceMLST
v 2 T sekvencéiana &=
un virulence N=137 N=137 N=137 J
Virulences géni
N=58

1.1. attéls. Pétijuma hronologija un metodologija

1.2. Pétijuma populacija un asins paraugu nemsana

Kopuma no 2014. gada februara lidz 2014. gada oktobrim sadarbiba ar
Valsts asinsdonoru centru no veseliem asins donoriem visa Latvija tika panemti
2007 asins paraugi. Lai izveidotu atbilstoSu pétfjuma izlasi, tika izmantoti
pétijuma planosanas fazes laika aktualakas 2011. gada notiku$as tautas
skaitiSanas dati (CSB, 2011). Saskana ar 2011. gada tautas skaitiSanas datiem
Latvija dzivoja 1 250 000 picauguSo iedzivotdju, un pétijuma izlase izvéléta

0,15-0,20 % apjoma no pieauguSajiem iedzivotajiem, tatad p&tijuma butu
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jaieklauj no 1875 lidz 2500 dalibnieku. Nemot par pamatu tautas skaitiSanas
datus, asins donori tika proporcionali atlasiti, pamatojoties uz dzimumu un
vecumu katra regiona, $im noltikam tika izveidota darba tabula — planotais asins
donoru teritorialais dzimumu un vecuma sadalijums. Tabula tika izmantota ka
instruments, ar kura palidzibu tika nodroSinata p&tijuma dalibnieku atlase katra
Latvijas regiona.

Valsts asinsdonoru centra specialisti katra izbraukuma reiz€ aicinaja
donorus piedalities p&tijuma ar mérki sasniegt 2.4. tabula noradito dalibnieku
skaitu. P&tTjums apstiprinats RSU Etikas komiteja (1. pielikums). Katru donoru
pirms asins nodosanas novertgja sertificéts arsts. Dalibnieki tika intervéti un
aicinati aizpildit anketu Valsts asinsdonoru centra darbinieka klatbiitne
(2. pielikums). Anketa tika ieklauti jautdgjumi par donoru sociali
demografiskajam iezimém, tostarp vecumu, dzimumu, personigajiem
ieradumiem (sméké&sanu), dzivesvietu, dzivojamas €kas tipu un vecumu, karsta
tidens apgades sistémas un tidens silditaja veidu, idens aerosolu iedarbibu darba,
piem@ram, automazgatavas, spa, zobarstniecibas klinikas un parstrades ripnicas,
dusas lietoSanu arpus majas, ka ar1 informacija par saslims$anu ar gripai lidzigu

slimibu, pneimoniju un elpcelu slimibam ieprieksgja gada.

1.3. Derama iidens paraugu nemsana iidensapgades sistemas

Pavisam tika panemti 1467 Uidens paraugi, taja skaita 192 auksta idens
paraugi un 1275 karsta Gidens paraugi no daudzdzivoklu ekam, viesnicam un
sabiedriskam &kam, tostarp sporta klubiem, birojiem u. c. Paraugu nemsanas
plana tika ieklautas €kas, kas apgadatas ar dzeramo tGdeni no dazadiem tdens
avotiem — pazemes un attiritiem virszemes fideniem. Paraugi nemti Riga (1096
no 1467 paraugiem) un citas Latvijas pilsétas (371 no 1096 paraugiem). Kopuma
izlases plana tika ieklautas 317 €kas, no tam 204 Riga un 113 citas Latvijas

apdzivotas vietas.
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Paraugu nemsana veikta saskana ar standartu ISO 19458 (ISO 19458:
20006). Katra dzivojama maja tika nemts vismaz viens karsta tidens paraugs no
duSas klausules. Papildu paraugi tika nemti atkariba no &kas lieluma un
iedzivotaju atsaucibas, un tie ietvéra auksta tidens paraugu no dusas klausules un
karsta idens paraugu no krana. Katra viesnica paraugi tika nemti no vismaz trim
vietam, piemeram, jaucgjkraniem un duSas klausulém viesnicu istabas,
siltummezglos, sporta zal€s, gérbtuves un SPA telpas.

Pirms paraugu nemsanas tidens krans tika atverts un Gidens tika notecinats
vismaz tris mindtes. Viesnicas, lai novertétu udens kontaminaciju ar
Legionella spp. gan cirkulacijas laika, gan uzreiz p&c krana atvérSanas, paraugi
tika panemti gan pirms notecinasanas, gan péc tris miniiSu notecinasanas.

Saskana ar apsaimniekotaju vai iedzivotaju sniegto informaciju mums
bija zinama informacija par 132 daudzdzivoklu majam, kuru iedzivotaju vidi ir
ieprieks bijusi legionaru slimibas gadijumi. Par paréjam ékam $adas informacijas
nebija. Visas $aja pétijuma ieklautas daudzdzivoklu dzivojamas &€kas bija
vecakas par 30 gadiem. Katrs dzerama Gdens paraugs tika pildits sterila viena
litra tilpuma pudelg, ciesi aizskriivéjot korki pec parauga panemsanas. Paraugu
nemsanas laika tika mérita idens temperatiira, izmantojot kalibrétu termometru.
Tika izmantoti speciali aprikoti transportlidzekli, lai temperatiira no 0 °C Iidz
6 °C nodroSinatu paraugu transport€Sanu no parauga nemsanas vietas uz
testéSanas vietu. Paraugu laboratoriska testéSana sakta ne vélak ka sesas stundas

kop$ paraugu nemsanas.
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1.4. Serologiskas metodes

Visiem 2007 asins paraugiem tika noteiktas gan 1gG, gan IgM antivielas
pret L. pneumophila SG 1-6, izmantojot netie$o imiunfermentativo metodi
(Vircell, Granada, Spanija). Paraugi ar neskaidriem rezultatiem tika parbauditi
atkartoti. Saskana ar razotaja noradém tika pienemts, ka paraugi ar indeksu zem
9 nesatur antivielas pret L. pneumophila, savukart paraugi ar indeksu virs
11 satur antivielas pret L. pneumophila. Visi pozitivie paraugi tika papildus
testéti, nosakot L. pneumophila SG 1, izmantojot netieSo imunfermentativo
metodi (L. pneumophila SG 1 ELISA 1gG, Vircell, Granada, Spanija).

1.5. Legionellu mikrobiologiska identifikacija un uzskaite

Viens litrs Gdens tika filtréts caur poliamida membranfiltru (diametrs
47 milimetri) ar poru izm&ru 0,45 pm (Millipore, Molsheim, Francija).
Membranfiltri tika resuspend@ti Petri platé ar 5 ml sterila, destileéta idens un
novietoti uz kratitaja (Vortex Genius, IKA, Staufen, Vacija) uz divam mintitém,
péc tam izturéti istabas temperatara 10 mindtes. Legionella spp. noteikSana tika
veikta saskana ar ISO 11731 standartu (ISO 11731: 2017). Kopa tris 0,1 ml
neapstradatas, termiski apstradatas un ar skabi apstradatas parauga dalas tika
uzsétas uz buferéta kokoglu rauga ekstrakta agara barotnes (BCYE, Oxoid,
Basingstoke, Apvienota Karaliste) un uz glicina, vankomicina, polimiksina B,
cikloheksimida agara (GVPC, Oxoid, Basingstoke, Apvienota Karaliste), plates
tika inkubgtas 36 = 2 °C. Vismaz tris raksturigas kolonijas no katras plates tika
atlasttas subkultivéSanai uz platém ar buferéta kokoglu rauga ekstrakta agara
barotni ar L-cisteinu (BCYE, OXOID, Basingstoke, Apvienota Karaliste) un ar
buferéta kokoglu rauga ekstrakta agara barotni bez L-cisteina (BCYE-Cys,
OXOID, Basingstoke, Apvienota Karaliste) un inkub&tas vismaz 48 stundas

36 + 2 °C temperatiira.
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Legionella sugas identifikacijai aizdomigas kolonijas tika identific&tas ar
matrices asist€tu lazera desorbcijas jonizaciju - nolidojuma laika
masspektrometrijas metodi (MALDI-TOF MS, Bruker, Brémene, Vacija).
Papildus, lai apstiprinatu L. pneumophila, tika izmantots aglutinacijas tests
(Thermo Fisher Scientific, Bred, Niderlande) un atseviski lateksa aglutinacijas
serumi (Pro-Lab Diagnostics, Richmond Hill, Kanada). Rezultats tika izteikts ka
Legionella sugu un serogrupu koloniju veidojoso vienibu skaits uz vienu litru

tidens (KVV/).

1.6. Brivi dzivojoso amébu kultivéSana

Brivi dzivojoSo amébu kultivésana veikta atbilstosi ieprieks aprakstitiem
protokoliem (Vaerewijck et al., 2010). Brivi dzivojoSo amébu (Free-living
amoeba, FLA) kultivéSanai Petri platei ar membranfiltra gabaliniem tika
pievienoti 15 ml $kidras PAS (Page's amoeba Saline) barotnes ar diviem
sterilizetiem (sterilizacija veikta sausa gaisa sterilizacijas skapi, +170 £ 2 °C,
2h) risa graudiem (“Dobeles dzirnavnieks”, Dobele, Latvija). Plates tika
inkubétas Cetras 1idz piecas dienas 25 + 2 °C temperatiira. Péc inkubacijas Petri
plates tika parbauditas gaismas mikroskopa 400% palielindgjuma, un tika veikta
amébu ginSu mikroskopiska identifikacija, izmantojot noteic&jus (Smirnov,

1999; Smirnov et Brown, 2004).

1.7. Brivi dzivojoso amébu sugu molekulara identifikacija

Amebu bagatinasanai pirms DNS ekstrakcijas tika izmantoti 70 pl Skidras
peptona rauga glikozes (PYG) barotnes (Biolife Italiana, Milana, Italija). DNS
ekstrakcija tika veikta ar Flexi Gene DNA komplektu (QIAGEN, Hilden, Vacija).

DNS daudzums tika meérits, izmantojot spektrofotometru NanoDrop ND-1000
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(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, ASV). Ja koncentracija bija liclaka par
30 ng/ul, DNS tika at$kaidita ar Gideni, kura nav ribonukleazes.

Acanthamoeba noteiksanai tika veikta PKR reakcija, izmantojot ieprieks
aprakstitu protokolu (Schroeder et al., 2001). References materials:
Acanthamoeba quina ATCC-50241 un Acanthamoeba castellanii Neff. ATCC-
30010 tika izmantots ka pozitiva kontrole, savukart ka negativa kontrole tika
izmantots no DNS un nukleazém brivs tidens DNS parauga vieta.

Amoeboidae un Vahlkampfiidae gints sugu identifikacijai par pamatu tika
nemts ieprieks aprakstits protokols (Le Calvez et al., 2012). Ka pozitiva kontrole
tika izmantots references materials: Vahlkampfia inornata ATCC-30965 un
Acanthamoeba quina ATCC-50241. Ka negativa kontrole tika izmantots no
DNS un nukleazém brivs tidens DNS parauga vieta.

Vermamoeba (iepriek§ Hartmanella) gints parstavju noteikSanai PKR
tika veikta, izmantojot iepriek§ aprakstitu protokolu (Solgi et al., 2012). Ka
negativa kontrole tika izmantots no DNS un nukleazém brivs Gidens DNS
parauga vieta.

PKR produkti tika sagatavoti sekvenc€Sanai pec attiriSanas, izmantojot
USB ExoSAP-IT PKR produktu attirisanu (Affymetrix, Inc. USA). Big Dye
Terminator v3.1 komplekts tika izmantots (ThermoFisher Scientific, Waltham,
ASV) saskana ar razotaja protokolu. PKR produkta sekvenc&$ana, izmantojot
abus praimerus, tika veikta ar Applied Biosystem 3500 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Foster City, CA). Dati, kas iegiti péc sekvenc&$anas, tika
apstradati ar Mega (Molecular evolutionary genetics analysis) programmatiru.
Iegiito sekvencu homologijas analize ar géniem génu datu banka tika veikta,
izmantojot BLAST programmattru no Nacionala biotehnologijas informacijas

centra (NCBI) vietnes.
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1.8. Petijuma izmantotie Legionella spp. izolati

P&tfjuma vajadzibam no Partikas drosibas, dzivnieku veselibas un vides
zinatniska institiita “BIOR” Mikroorganismu kultiiru kolekcijas tika izmantotas
137 L. pneumophila kultdras, kas reprezentg lidz $im konstatétas serogrupas un
iespgjamas geografiskas variacijas Latvijas teritorija, kur 72 izolati iegtti no
dzivojamo namu paraugiem Riga un 65 izolati iegiiti no tidensapgades sist€mam
citas pilsetas.

Visi pétijuma izmantotie sasaldétie (—80 + 2 °C) izolati tika atdzivinati
un uzs&ti uz buferéta kokoglu rauga ekstrakta agara barotnes (BCYE, Oxoid,
Basingstoke, Apvienota Karaliste) un inkub&ti 36 +2 °C temperatira 48—
72 stundas.

1.9. DNS ekstrakcija un pilna genoma sekvencéSana

DNS ckstrakcija tika veikta p&c 48 stundu ilgas L. pneumophila
inkubacijas 36 + 2 °C temperatiira. Atseviskas kolonijas tika suspendétas
mégenés ar 500 ul nukleazi nesaturosa tidens un péc tam homogenizétas (Vortex
Genius, IKA, Staufen, Vacija), lai iegiitu viendabigu suspensiju. Stinu lize veikta,
izmantojot termisko Soku, — astonu mintiSu inkubaciju 100 °C temperatira.
Mgégenes tika atdzes€tas un centrifugétas (3 min. x 13 000 apgr./min.), lai ieglitu
supernatantu, un aptuveni 400 pl supernatanta tika parnesti uz jaunam megeném.
DNS koncentracija tika noteikta ar spektrofotometru (NanoDrop Technologies,
Waltham, MA, ASV).

DNS bibliotekas tika sagatavotas ar lllumina DNA Prep DNS biblioteku
sagatavosanas komplektu (Illumina, Sandiego, CA, ASV). Sekvencésana veikta
ar lllumina MiSeq (Illumina, Sandiego, CA), izmantojot vai nu MiSeq reagentu
komplektu v2 ar 500 cikliem, vai v3 ar 600 cikliem (Cat# MS-102-2003 un MS-
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102-3003, lllumina, Sandiego, CA, ASV), lai katram izolatam iegiitu saparotos

(paired-end) nolasijumus vismaz 30 x parklajuma.

1.10. Pilna genoma sekvencéSanas datu analize

Pilna genoma sekvencg€Sanas datos no nolasTjumiem tika nogriezti
(trimmed) zemas kvalitates bazes un sekvenc€$anas adapteri, lietojot
Trimmomatic v0.38 (Bolger et al., 2014). De novo rekonstrukcija (assembly)
apgrieztajiem nolasijumiem tika veikta ar SPAdes assembler v3.14.0 (Prjibelski
etal., 2020).

Sekvencé bazéeta tipeSana (SBT) veikta atbilstosi ESCMID Legionella
Study Group (ESGLI) izstradatajai SBT shémai (Gaia et al., 2005; Mentasti et
al., 2014), dati tika iegiiti no pilna genoma sekvenc€sanas rezultatiem, nemot
rekonstruétos genomus un neapstradatos nolasijumus ar diviem dazadiem datu
apstrades rikiem. Vispirms tika izmantots “legsta” (In silico Legionella
pneumophila Sequence Based Typing) riks
(https://github.com/tseemann/legsta/), lai rekonstruétajos genomos identificétu
katra SBT lokusa al€les. Ta ka viena genoma var bt vairakas dazadas mompS
géna kopijas, tika izmantots specializéts mompS riks (Gordon et al., 2017). SBT
genotipi vizualizéti mazako savienoto koku (minimum spanning tree) veida ar
GrapeTree v1.5.0 (Nascimento et al., 2016). Klonalo kompleksu un singletonu
identifikacijai tika izmantots goeBurst algoritms (Feil et al., 2004; Francisco
etal., 2009).

Pamata genoma multilokusu (cgMLST) genotipi tika noteikti saskana ar
ieprieks izstradato L. pneumophila cgMLST shému. (Moran-Gilad et al., 2015).
cgMLST shéma, kas sastav no 1521 lokusa, tika ieprieks apstradata un pielagota
izmantoSanai alélu nosaukSanai ar chewBBACA programmatiiru v2.8.5 (Silva
etal., 2018). Divi lokusi tika identificéti ka paralogi, tapec gala cgMLST analizé

tika nemti vera tikai 1519 lokusi. CgMLST genotipi tika vizualiz&€ti mazako
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savienoto koku (minimum spanning tree) veida ar GrapeTree v1.5.0 (Zhou et al.,
2018).

1.11. Virulences un pretantibiotiku rezistences

genu identifikacija

Sekvencetajiem L. pneumophila izolatiem, kuri iegtiti no dzerama tdens
paraugiem dzivojamas majas, veikta virulenci kod&jo$o génu identifikacija. Sim
noltikam tika izmantota virulences faktoru datu baze (VFDB) (Liu et al., 2022).
Datu bazes ieraksti tika izgtti 2022. gada 12. novembrT un papildinati ar Ivr un
Ivh lokusu DNS nukleotidu sekvencém (GenBank pievieno$anas Y19029.1) un
atseviski veikta L. pneumophila celma AA100 rtxA géna novertésana (GenBank
ID AF057703.1 nukleotidu pozicijas 949-4575). Uz BLAST balstitais riks
abricate v1.0.1 (https://github.com/tseemann/abricate) tika izmantots, lai
parbauditu visus izolatus pret $o virulenci kodgjoso génu datu bazi. Jebkurs géns
tika uzskatits par klatesoSu genoma, ja BLAST identitate vismaz 80 % tika
atklata vismaz 80 % no references sekvences garuma, kas ir bitisks kvalitates
parametrs. Turklat in silico PKR ar rtx1/rtxA-rtx2/rtxA un rtx3/rtxA-rtx4/rtxA
praimeru pariem (Samrakandi et al., 2002) tika simuléts, izmantojot iPCRess
riku no Exonerate v2.2.0 programmatiiras pakotnes (Slater et Birney, 2005).
Pretantibiotiku rezistences (AMR) génu klatbiitne tika noteikta, izmantojot
ResFinder programmatiiru v4.1.7 (versija 2022-05-24) un ar to saistito datu bazi
(Bortolaia 2020). AMR géniem tika izmantoti tadi pasi identitates un parklajuma

slieksni ka virulences g€niem.

1.12. Datu statistiska apstrade un analize

Lai noteiktu ar Legionella saistitos seropozitivitates faktorus asins
donoriem, tika veikta logistiskas regresijas analize. Dati tika stratific€ti p&c

donoru dzivesvietas. Mainigie lielumi ietvéra vecumu, dzimumu, karsta tidens
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apgades sisttmu un iepriek$gjas veselibas epizodes. Visiem mainigajiem tika
veikta vienfaktora analize, lai identificétu iesp&jamos riska faktorus, kas tika
icklauti daudzfaktoru logistiskas regresijas modeli. Statistiskas analizes tika
veiktas, izmantojot SPSS v.22.0 (SPSS Inc., Cikaga, IL, ASV) un R versiju 4.2.3
(2023-03-15 ucrt), 2023 (The R Foundation for Statistical Computing,
Vine, Austrija).

Kontingences tabulas, ¥2 testi un ANOVA tika izmantoti, lai novertetu
saistibu starp Legionella spp. un brivi dzivojo$am amébam un dazadiem
faktoriem, tostarp temperatiiru, kolonizacijas Iimeni. Kartes tika izveidotas ar
QGIS versiju 3.30.
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2. Rezultati

2.1. L. pneumophila seroprevalence asins donoru vidia

Kopuma L. pneumophila SG 1-6 seroprevalence asins donoriem bija
4,8 %. Seroprevalence pret pirmas serogrupas L. pneumophila bija 0,2 % (5 no
2007) asins donoru. Dzimums, vecums, sm&kéSana un saslim$ana pédeja gada
laika ar legionaru slimibu, pneimoniju, bronhitu vai gripai Iidzigu slimibu $aja
pctijuma tika izskatiti ka individualie faktori, kas var bt saistiti ar
sievieteém (5,9 %) bija augstaka neka viriesiem (3,3 %). No 2007 asins donoriem
regulari smekeja 576 cilveki, videji diena izsmékgjot 8,2 cigaretes (mazakais

noraditais izsmek&to cigaresu skaits — viena cigarete; lielakais — 30 cigaretes).

2.1. tabula

Ar L. pneumophila SG 1-6 seroprevalenci saistitie individualie faktori

Paraugu skaits/pozitivie paraugi (%)
Vecuma grupa Kopa Sievietes Viriesi

2007/96 (4,8) 1121/67 (5,9) 886/29 (3,3)
18-35 gadi 1109/51 (4,6) 584/33 (5,7) 525/18 (3,4)
36-50 gadi 581/27 (4,6) 354/21 (5,9) 22716 (2,6)
51-65 gadi 317/18 (5,7) 183/13 (7,1) 134/5 (3,7)
Smekesana
Ja 576/18 (3,1) 219/7 (3,2) 357/11 (3,1)
Né 1419/78 (5,5) 896/60 (6,7) 523/18 (3,4)
Slimibas iepriekséja gada:
Bronhits
Ja 52/3 (5,8) 38/2 (5,3) 14/1 (7,1)
Ne 1927/93 (4,8) 1068/65 (6,1) 859/28 (3,3)
Gripai lidziga slimiba
Ja 195/19 (9,7) 136/12 (8,8) 59/7(11,9)
Ne 1781/76 (4,3) 970/54 (5,6) 811/22 (2,7)

Urbanizacijas pakape, dzivojamas €kas tips, €kas vecuma grupa, tidens
apgades sisttmas renovacija, karsta tidens sagatavoSanas veids, ekspozicija

darba un ieSana dusa arpus pastavigas dzivesvietas Saja petijuma tika izskatiti ka
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(2.2. tabula). Seroprevalence bija augstaka apdzivotas vietas ar lielaku
iedzivotaju skaitu, sakot no 3,5 % laukos lidz 6,8 % galvaspilséta Riga.
Augstaka seroprevalence tika novérota sieviettm, kuras dzivo Riga,
daudzdzivoklu €kas ar centralizéto karsta tdens apgadi (11,2 %; 31 no 277).
Zemaka seroprevalence tika konstatéta lauku teritorijas dzivojoSiem cilvékiem

bez centraliz&tas karsta iidens sagatavosanas (0,9-2,5 %).

2.2. tabula

Ar L. pneumophila SG 1-6 seroprevalenci saistitie vides faktori

Paraugu skaits/pozitivie paraugi (%)
Urbanizacija Kopa Sievietes Viriesi
Riga 615/42 (6,8) 358/34 (9,5) 257/8 (3,1)
Pilsétas, ciemati 611/27 (4,4) 342/15 (4,4) 269/12 (3,3)
Lauku teritorijas 777127 (3,5) 419/18 (4,3) 358/9 (2,5)
Ekas tips
Privatmaja 666/18 (2,7) 345/10 (2,9) 321/8 (2,5)
Daudzdzivoklu eka 1320/77 (5,8) 766/56 (7,3) 554/21 (3,8)
Ekas vecuma grupa
Biiveta pirms 1950 359/8 (2,2) 196/4 (2,0) 163/4 (2,5)
Bivéta 1951-1970 494/30 (6,1) 286/23 (8,0) 208/7 (3,4)
Bivéta 1971-1990 625/34 (5,4) 340/21 (6,2) 285/13 (4,6)
Biivéta pec 1991 187/12 (6,4) 103/9 (8,7) 84/3 (3,6)
Udensapgiades sistémas renovacija
Ja 752/31 (4,1) 390/19 (4,9) 362/12 (3,3)
Ne 936/56 (6,0) 570/42 (7,4) 366/14 (3,8)
Karsta tidens sagatavo$anas veids
Centralizéts/pasvaldibas | 1027/69 (6,7) 597/51 (8,5) 430/18 (4,2)
Elektriskais silditajs 623/16 (2,6) 338/11 (3,3) 285/5 (1,8)
Gazes silditajs 107/5 (4,7) 66/3 (4,5) 41/2 (4,9)
Malkas silditajs 224/5 (2,2) 112/1 (0,9) 112/4 (3,6)
Ekspozicija darba
Ja 9212 (2,2) 41/0 (0,0) 51/2 (3,9)
Ne 1898/93 (4,9) 1073/66 (6,2) 825/27 (3,3)
Dus$a arpus majam
Ja 1201/65 (5,4) 654/44 (6,7) 547/21 (3,8)
Né 730/26 (3,6) 424/19 (4,5) 306/7 (2,3)
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Liela dala (> 60 %) p&tijuma dalibnieku apstiprinaja, ka ped&ja gada laika
ir gajusi dusa arpus savas dzivesvietas. Kopuma netika noverotas bitiskas
atSkiribas starp donoriem, kuri izmantoja dusas tikai majas, un tiem, kas gaja
dusa ari citur (p >0,05). Tikai neliels skaits donoru (4,6 %) bija nepartraukti
paklauti Udens aecrosoliem darba, pieméram, automazgatavas, spa,
zobarstniecibas klinikas un apstrades ripnicas. Anketu datu analize neatklaja
bitiskas atskiribas starp ekspon€to un neeksponéto dalibnieku grupam vai
aizsargmaskas n€sasanas ietekmi (p > 0,05).

Potencialie L. pneumophila seroprevalences riska faktori tika novertéti ar
logistiskas regresijas metodi. Vienfaktora analizé dzimums tika identificéts ka
riska faktors, un sievietes, visticamak, ir biezak seropozitivas neka viriesi

(OR = 1,88, 95 % T1 1,20-2,93) (2.3. tabula).

2.3. tabula
Varbiitibu attieciba (OR) un 95 % ticamibas intervals (T1)

un bitiskajiem faktoriem

Faktors | OR | 95%TI
Dzimums (p = 0,005)
Sieviete vs virietis | 188 | 1,202,93
Ekas tips (p = 0,011)
Daudzdzivoklu eka vs privatmaja | 223 | 1,32-3,76
Urbanizacija (p = 0,037)
Riga vs lauku teritorija 2,04 1,24-3,34
Pils&tas, ciemati vs lauku teritorija 1,28 0,75-2,21
Karsta idens sagatavosanas veids (p = 0,001)
Centralizétais vs malkas 3,16 1,26-7,91
Elektriskais silditajs vs malkas 1,16 0,42-3,19
Gazes silditajs vs malkas 2,15 0,61-7,58
Smékesana (p = 0,027)
Ja vs né | 056 | 0,33-094
Ieprieksgjas drudza epizodes (p = 0,001)
Ja vs né | 242 | 143410
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Dzivesvietas veids bija vél viens riska faktors, ar OR = 2,23 un 95 % TI
1,32-3,76 daudzdzivoklu maju iedzivotajiem, salidzinot ar tiem, kas dzivo
viengimenes majas. Donori no pilsétam vai ciematiem un Rigas biezak bija
seropozitivi neka lauku iedzivotaji (attiecigi OR = 1,28, 95 % TI 0,75-2,21 un
OR =2,04, 95 % Tl 1,24-3,34). Iedzivotaji no €kam ar centraliz&to karsta tidens
apgades sistemu biezak bija L. pneumophila seropozitivi (OR = 3,16, 95 % TI
1,26-7,91) neka to eku iedzivotaji, kuras ir elektriskie tidens silditaji (OR = 1,16,
95 % T10,42-3,19), gazes silditaji (OR = 2,15, 95 % T1 0,61-7,58) vai ar malku
kurinamas tdens sildiSanas sistémas. Ieprieksgjas drudza epizodes tika
identificEtas ka riska faktors (OR =2,42, 95 % TI 1,43-4,1), savukart citas
mediciniskas epizodes, tostarp pneimonija un bronhits, nebija saistitas ar
L. pneumophila seropozitivitati. Citi iesp&jamie riska faktori, kas nav saistiti ar
seropozitivitati, bija donoru vecuma grupa, dzivojamo €ku vecums, dzivojamo
€ku tdensapgades sisttmu renovacijas statuss, duSas izmantoSana arpus
dzivesvietas un aerosola iedarbiba darba. Vienfaktora analiz€ identificétie riska
faktori tika ieklauti daudzfaktoru logistiskas regresijas modeli. Karsta tidens
apgades sistemas veids dzivojamas €kas, dzimums un ieprieksgjas drudza
epizodes tika identificéti ka galvenie L. pneumophila seropozitivitates riska

faktori.
2.2. Legionella spp. izplatiba dzerama udens apgades sistemas
un persistenci un kolonizaciju ietekméjosie faktori

Kopuma Legionella spp. tika konstatétas 490 no 1467 tdens paraugiem
(2.4. tabula). Vismaz viens Legionella spp. pozitivs paraugs konstatéts 176 no
317 ekam (55,5 %).
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2.4. tabula

Kopgjais paraugu skaits un Legionella spp. pozitivi paraugi

Kopa testéti Legionella spp. pozitivi
Ekas tips _ . .. | Eku skaits | Paraugu skaits
Eku skaits | Paraugu skaits (pozitivi %) (pozi%ivi %)

Dzivojamas majas 210 521 118 (56,2) 207 (39,7)
Riga 140 338 80 (57,2) 135 (39,9)
Citas pilsétas 70 183 38 (54,3) 72 (39,3)
Viesnicas 81 903 48 (59,3) 266 (29,4)
Riga 55 739 29 (52,7) 189 (25,6)
Citas pilsétas 26 164 19 (73,1 77 (47,0)
Citas ekas 26 43 10 (38,5) 17 (39,5)
Riga 9 19 5 (55,6) 11 (57.,9)
Citas pilsétas 17 24 5 (29,4) 6 (25,0)
KOPA 317 1467 176 (55,5) | 490 (33,4)

Visbiezak izoléta Legionella suga bija L. pneumophila, kas tika

konstatéta 482 no 490 Legionella spp. pozitivajiem paraugiem (98,4 %).

L. rubrilucens konstatéta devinos paraugos (1,8 %), un L. anisa konstatéta divos

paraugos (0,4 %). Trijos gadijumos konstatéta divu Legionella sugu vienlaiciga

kontaminacija. Divas dazadas €kas viena paraugu nemsanas reiz€ konstatéta gan

L. pneumophila klatbatne, gan L. rubrilucens. Cita €ka vienlaikus konstatéta

L. pneumophila un L. anisa.

Karstaja tident Legionella klatblitne konstatéta biezak (p < 0,05) neka

aukstaja tideni (2.5. tabula). Udens paraugos, kas nemti arpus Rigas, legionellas

konstatetas biezak, tomér dzivojamam majam §1 atSkirtba nav statistiski

nozimiga, kamér viesnicas arpus Rigas legionellas tika konstat&tas butiski biezak

(p < 0,0001).
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2.5. tabula

Legionella spp. izplatiba aukstaja un karstaja tideni

Aukstais fidens Karstais idens
Ekas tips Paraugu Pozitivi Paraugu Pozitivi
skaits (%) skaits (%)
Dzivojamas majas 176 44 (25) 345 163 (47,2)
Riga 99 28 (28,3) 239 107 (44,8)
Citas pilsétas 77 16 (20,8) 106 56 (52,8)
Viesnicas - - 903 266 (29,5)
Riga - - 739 189 (25,6)
Citas pilsétas - — 164 77 (47)
Citas ekas 16 4 (25) 27 13 (48,10)
Riga 8 4 (50) 11 7 (63,6)
Citas pilsétas 8 0 16 6 (37,5)
KOPA 192 48 (25,0) 1275 442 (34,7)

Veicot visu izdalito L. pneumophila serotipésanu, identificétas se$as
serogrupas. Domingjosa L. pneumophila serogrupa bija SG 3, kas tika
identificéta 208 no 482 gadijumiem (43,2 %). L. pneumophila SG 2 tika
konstatéta 176 gadijumos (36,5 %) un SG 1 atrasta 66 izolatiem (13,7 %),
savukart 6. un 9. serogrupa tika noverota attiecigi 15 un 16 gadijumos. P&tijuma
laika izdalita tikai viena pie SG 8 piederosa L. pneumophila. Septinos gadijumos
viena Gidens parauga vienlaikus identificétas pie divam dazadam serogrupam
piederosas L. pneumophila. Visos gadijumos ka viena no serogrupam bija SG 3,
savukart ka otra serogrupa piecos gadijumos bija SG2 un pa vienam
SG9unSG 1.

Novérotais L. pneumophila kolonizacijas Iimenis svarstijas no
50 KVV/1L, kas ir metodes kvantifikacijas robeza, lidz 1,7 x 10* KVV/1L ar
vidgjo vertibu 1,8x10° KVV/1L. Karsta tidens kolonizacija dzivojamas majas
bija augstaka neka viesnicas (p < 0,001), turklat dzZivojamam majam augstakie
kontaminacijas ITmeni atrasti Riga. Savukart viesnicu vida regionu pilsétu
viesnicas Legionella konstatétas augstaka koncentracija (p < 0,01). No visiem

tdens paraugiem 46,3 % gadijumu legionellu koncentracija parsniedz
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1000 KVV/1L. Dzivojamas majas 50,3 % un viesnicas 32,1 % gadijumu

legionellu koncentracija parsniedz 1000 KVV/1L (2.6. tabula).

2.6. tabula
Legionella spp. kolonizacija iidens paraugos
Karstais uidens Aukstais idens
Vidéjais Videjais
Fkas tips kolonizacijas Virs kolonizacijas Virs
p ITmenis, 1000 KVV/1L Iimenis, 1000 KVV/1L
KVV/1L % KVV/1L %
(max) (max)

Dzivojamas 2,1 %108 1,7 x 103
mijas (1.3 x 10°) 503 (17 x 10%) 812

- 1,8 x 103 1,6 x 108
Riga (13 x 10°) 54,8 (11 x 10%) 28,6

. o 2,6 x 103 1,9 x 108
Citas pilsétas (13 x 10%) 42,4 (17 x 10%) 35,0

— 1,2 x 103
Viesnicas (11 x 10%) 321 _ _

- 1,0 x 103
Riga (1.1 x 104 284 B

. o 1,6 x 103
Citas pilsétas (11 x 10%) 50,0 B

Viesnicas L. pneumophila kolonizacijas ITmenu datu analize (2.7. tabula)

atkldja statistiski nenozimigu L. pneumophila samazinasanos p&c 3 minGsu

tidens notecinasanas (p = 0,16). Tomér dati ari paradija, ka 53 % viesnicu, kuras

L. pneumophila Iimenis parsniedza 1000 KVV/1L (vidgji 4,4 x 10° KVV/1L),

fidens notecinasana samazinaja kolonizacijas limeni zem 1000 KVV/1L (vidgji

3,0 x 102 KVV/IL) iidens patérina vieta.

2.7. tabula

L. pneumophila kolonizacijas limenis pirms un péc tidens notecinasanas

Kolonizacijas limenis, KVV/1IL | Pirms notecinasanas P&c notecinasanas
Min. 50 50

Max 1,1 x 10 9,0 x 103
Vidaji 1,7 x 103+2,8 x 102 1,2 x 103+ 1,8 x 102
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2.2.1. Udens temperatiira

Vidgja karsta tdens cirkulacijas temperatiira tidensapgades sistémas bija
47,8 + 0,7 °C. Temperatiiras merfjumi paradija, ka tikai 249 no 1275 karsta
tdens paraugiem (19,5 %) temperatiira parsniedza 55 °C. Pétijuma laika netika
konstatgtas butiskas atSkiribas starp regioniem, €ku tipiem, paraugu nemsanas
sezonu, tomér dati rada, ka vidgja karsta Gidens temperatiira bija zemaka

(p < 0,0001) gadijumos, kad @idens parauga konstatéta Legionella (2.8. tabula).

2.8. tabula
Videja uidens temperatiira idensapgades sistemas
Cirkulacijas Legionella Legionella
temperatiira negativi paraugi | pozitivi paraugi
Ekas tips Vidéja | Videja | Videja | Videja | Videja | Videja
karsta | auksta | karsta | auksta | karsta | auksta
iidens t° | tidens t° | Gidens t° | Gidens t° | idens t° | idens t°
°C °C °C °C °C °C
Dzivojamas majas 51,0 13,4 51,3 12,9 50,6 14,7
Riga 49,9 13,7 50,1 13,1 49,7 15,4
Citas pilsétas 52,9 12,9 54,2 12,8 51,9 13,7
Viesnicas 46,9 124 48,0 124 44,4 0,0
Riga 48,3 12,4 49,0 12,4 46,0 -
Citas pilsétas 42,1 — 42.8 — 41,4 —
Citas ekas 38,2 15,3 40,8 12,9 30,5 20,0
Riga 51,0 18,9 51,0 15,5 — 20,0
Citas pilsétas 34,0 12,4 35,8 12,4 30,5 —
KOPA 47,8 13,5 48,5 12,9 46,4 15,1

Viesnicas paraugu nemsanas laika tika mérita karsta tidens temperatiira
pirms un péc notecinasanas (2.9. tabula). Datu analize paradija, ka 35 % viesnicu
karsta Gidens temperatiira péc notecinasanas nesasniedza 50 °C, 22 viesnicas
karsta Gidens temperatira bija no 50 °C Iidz 55 °C, savukart 30 viesnicas
cirkulacijas temperatiira idens patérina vieta parsniedza 55 °C. Karsta Gdens
temperatiira p&c trTs minti§u notecinasanas paaugstinajas par 8,4—39,0 °C. Vidgji

temperatiira péc notecinasanas paaugstinajas par 23,8 + 1,2 °C.
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2.9. tabula

Karsta tidens temperatiira viesnicas pirms
un péc tris miniiSu notecinasanas

Temperatiira, °C | Pirms notecinasanas | P&c notecinasanas
Min. 16,2 21,7

Max 62,9 68,8
Vidgji 35,7+£0,7 49,8 £0,4
Moda 27,0 47,0

Vidgja tidens temperatiira viesnicas bitiski neatskiras starp Rigu un citam
pilsétam ne pirms (p = 0,97), ne p&c (p = 0,66) notecinasanas. Lai gan lielakaja
dala viesnicu Udens temperatiira neparsniedza 55 °C, tika noveérots, ka
notecinasana var butiski paaugstinat Tdens temperatiiru paterina vieta
(p <0,0001). Datu analize neatklaja nekadas bitiskas attiecibas starp karsta
tidens temperattru un L. pneumophila kolonizacijas limeni.

Karsta Gidens temperatiira bija augstaka (p < 0,0001) dzivojamas &kas,

kuras ieprieks bijusi saslim$anas gadijumi (2.10. tabula).

2.10. tabula
Legionella spp. prevalence dzivojamas €kas ar
un bez ieprieks$ejiem legionaru slimibas gadijumiem
Ekas ar zinamiem Ekas bez zinamiem
legionaru slimibas legionaru slimibas Kopa
gadijumiem gadijumiem
Paraugu | ysq505 | Paraugu | yann | Paraugu |oyLgnn
skaits/ _ o skaits/ _ o skaits/ _ o
e . udens t e . udens t R iidens t
pozitivi oC pozitivi oC pozitivi oC
(%) (%) (%)
Aukstais 120/22 44/19 164/41
ddens 183 %) |20 w309 [16F07] 0509 |13°%03
Karstais 242/107 86/49 328/156
adens @a2%) [PP1EOA] 57000 [PAELL] 4760y [P07E04

Ekas ar zinamiem legionaru slimibas gadijumiem Legionella spp.

prevalence aukstaja tidenT bija ievérojami zemaka (p < 0,0001), savukart ekas

bez zinamiem legionaru slimibas gadijumiem bitiskas legionellu klatbitnes
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at8kirtbas aukstaja un karstaja @ideni netika novérotas (p = 0,192). Kopuma
Legionella spp. prevalence bija augstaka gan auksta (p < 0,01), gan karsta idens
paraugos daudzdzivoklu €kas bez zinamiem legionaru slimibas gadijumiem, lai

gan karstajam Gdenim at$kiriba nebija statistiski nozimiga (p = 0,056).

2.2.2. Brivi dzivojo$o amébu izplatiba dzerama tidens

apgades sistemas

Brivi dzivojoso amébu klatbiitne noteikta 268 paraugos, no kuriem
101 paraugs panemts Riga, Daugavas kreisa krasta un centra teritorijas, kas
sanem apstradatu virszemes tideni, un 167 paraugi panemti Riga, Daugavas laba
krasta mikrorajonos un Latvijas regionos, kur fdensapgades sisteéma tiek
izmantots pazemes tdens.

Brivi dzivojosas amébas noverotas 207 no 268 iidens paraugiem
(2.11. tabula), tai skaita 37 auksta Gdens paraugos (84,1 %) un 170 karsta tidens
paraugos (75,9 %). Vismaz viens brivi dzivojosas amebas saturo$s paraugs tika

novérots 83 no 92 &kam (90,2 %).

2.11. tabula

Kopgjais paraugu skaits un brivi dzivojosas amébas saturosi paraugi

Udens avots/ paraugu skaits (pozitivi; %)

Attirits virszemes iidens Pazemes iidens
Aukstais Karstais Aukstais Karstais Kopa
iidens udens iidens idens
Daudzdzivoklu| 4 13 24 41 82
ekas (2;50,0 %) | (6;46,1%) [(21;87,5%)| (31;75,6 %) | (60;73,2 %)
. 0 75 68 143

Viesnicas ©0:00%) | (55:733%) |2 O 00| 54-79 4 0) | (109; 76.2 %)
Sabiedriskas 4 5 12 22 43
ekas (4;100,0 %) | (3;60,0%) [(10;83,3%)| (21;95,4 %) | (38; 88,4 %)
Starprezultats 8 93 36 131 268

(6; 75,0 %) | (64; 68,8 %) [(31; 86,1 %)| (106, 80,9 %)

(207; 77,2 %)

Kopa 101 (70; 69,3 %) 167 (137; 82,0 %)
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Hi kvadrata testi neuzradija saistibu starp @idens tipu (t. i., aukstu vai
karstu) un brivi dzivojo$o amébu klatbiitni (x> = 1,4; p = 0,33). Tomer lielaka
brivi dzivojoSo amébu daudzveidiba tika nov€rota karsta tdens paraugos
(% = 10,3; p = 0,035). Brivi dzivojoso amébu klatbiitne bija ievérojami augstaka
karsta Gidens paraugos, kuru temperatiira bija zemaka par 50 °C (y° = 21,3;
p <0,0001), savukart auksta fidens temperatiirai nebija ietekmes uz brivi
dzivojoso amébu klatbiitni.

Paraugu nemsSanas sezonai un €kas tipam pé&tfjuma nebija saistibas ar
brivi dzivojoSo amébu klatbiitni (attiecigi ¥*=6,0; p=0,11 un ¥?>=3,9;
p = 0,14). Lielaka brivi dzivojoSo amebu sastopamiba tika noverota paraugos no
ekam, kas sanémusas dzeramo fideni no pazemes resursiem (XZ =5,8;p =0,024),
tomer idens avotam nebija ietekmes uz amébu daudzveidibu (x* = 7,5; p = 0,11).

Kopuma tika identificétas astonas brivi dzivojoSo amébu gintis
207 paraugos. No visiem paraugiem vismaz pusé gadijumu konstatéta
Acanthamoeba spp., savukart tikai 3 % kopa veido piecas amébu gintis, tostarp
Flamella spp., Centropyxis spp., Vrihiamoeba spp., Echinamoeba spp. un
Tetramitus spp.

Tikai viena amébu gints tika novérota 47,4 % paraugu (127 no 268
gadijumiem). Divas dazadas amébu gintis konstatétas 69 paraugos (25,7 %),
savukart 10 gadijumos (3,7 %) konstatétas 3 gintis, un viena parauga (0,4 %) —
Cetras dazadas amébu sugas.

Brivi dzivojoso amébu molekulara identifikacija lidz sugai veikta
81 paraugam. Kopuma tika identific€tas 13 brivi dzivojoSo amebu sugas:
Acanthamoeba triangularis, A. polyphaga, A. castellanii, A. haelayi, A. quina,
A. lugdunensis, Vermamoeba vermiformis, Naegleria neopolaris, N. Fowleri,
Echinamoeba exudans, Tetramitus dokdoensis, Vrihiamoeba italica, Flamella
arnhemensis. No identificétajam sugam visizplatitakas bija V. vermiformis
(51,9 %), A. castellanii (13,6 %) un A. polyphaga (8,6 %). Pétfjuma laika nav
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identificéts gints Centropyxis parstavis, kas konstatéts divos auksta adens
paraugos kopa ar A. triangularis.

Legionella spp. izplatiba bija ievérojami augstaka paraugos ar mazaku
brivi dzivojo$o amébu daudzveidibu (x® = 64,9; p<0,0001). Visbiezak
Legionella spp. tika novérota paraugos, kuros atrasta tikai viena amébu gints.

Brivi dzivojoso amébu daudzveidibai nebija ietekmes uz Legionella
sugam (¥*=1,9; p =0,758), serogrupam (x> = 4,6; p = 0,797) vai uz koloniju
veidojoSo vienibu skaitu (2= 7,9; p = 0.247). Tikai divam am&bu gintim bija
butiska saistiba ar Legionella spp. klatbatni — Acanthamoeba spp., kas tika
novérotas 146 paraugos (x> = 19,7; p < 0,0001), un Vermamoeba spp., kuras tika
novérotas 77 paraugos (y>=7,8; p=0,006), savukart citam gintim nebija
statistiski nozimigas ietekmes uz Legionella spp. Tika novérota saikne starp
brivi dzivojo$u amébu klatbiitni un Legionella spp. kontaminaciju (y? = 58,5;
p < 0,0001). Netika novéroti Legionella spp. Pozitivi gadijumi, ja nebija amébu
un brivi dzivojoso amébu un Legionella spp. vienlaiciga klatbutne sasniedza

55,1 %.

2.3. Legionella pneumophila sekvence bazetas

un cgMLST tipeSanas rezultati

Veicot pilna genoma sekvencé$anu un datu analizi par septinam alelem
flaA, pilE, asd, mip, mompS, proA, neuA vai neuAh, tika iegiita informacija par
visu 137 izolatu sekvenCu tipiem. No 137 sekvenc&tajiem L. pneumophila
izolatiem 72 bija no Rigas (3. pielikums) un 65 no Latvijas regioniem
(4. pielikums).

Pétfjuma ieklautie 137 L. pneumophila celmi sadalas 46 sekvencu tipos,
turklat 10 sekvencu tipi ir jauni, iepriek§ pasaulé neregistréti, kuriem nav

pieskirts sekvences numurs starptautiskaja ESGLI datu baze.

31



Visbiezak sastopamie sekven¢u tipi ir ST-338 (18 izolati), ST-366
(16 izolati) un ST-1104 (15 izolati). No 46 pétijuma identificEtajiem sekvencu
tipiem 39 (78 %) tika noveroti katrs tikai vienas serogrupas L. pneumophila
izolatiem, tomér ir vairaki sekvencu tipi, kuru izolati pieder pie vairak neka
vienas serogrupas: ST-338 un ST-336 apvieno izolatus, kas pieder pie trim
serogrupam, savukart ST-9, ST-787, ST-1354, ST-1362 un ST-1987
L. pneumophila celmi pieder pie divam dazadam serogrupam (2.1. attels). Cetri
sekvenéu tipi ir ST-2579-J, ST-2580-J, ST-2581-J un ST-2582-J jau ieprieks tika

registréti EWGLI datu baze ka jauni vides izolatu sekvencu tipi no Latvijas.
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287

=] %

22 5

33 s

L& g

»
-

)

ST-1939
ST-1
ST-New-7
ST-366
ST-2582-J
ST-9
ST-170

o
~
IS
£y
o
"
3
"
N
"
S

Izolatu skaits

BSG9 OSG8 [HSG6 ESG3 HSG2 HsG1

2.1. att@ls. Legionella pneumophila sekvenéu tipi

Kopuma prezentéti 46 sekvencu tipi 137 izolatiem.
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Izmantojot GrapeTree v.1.5.0 un goeBurst algoritmu, konstrugts
mazakais savienotais koks (minimum spanning tree) ar 46 sekvencu tipiem, kur,
sakritot vismaz 5 alglem, identificéti un apvilkti septini klonalie kompleksi
(2.2. attels). Divi klonalie kompleksi veidojas vienas SG (SG 1) ietvaros, par€jos
kompleksos saistitie izolati pieder pie dazadam SG. Vienigais SG 8 izolats nav

iesaistits neviena klonalaja kompleksa.
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2.2. att€ls. Mazaka savienota koka (Minimum spanning tree)
vizualizacija 46 L. pneumophila sekvencu tipiem

Atsevisku mezglu krasa atbilst specifiskai serogrupai. AtzZiméti septini
identificétie klonalie kompleksi, numuréti ar romiesu cipariem.

Izmantojot ¢cgMLST tip&Sanu, ieguti 116 genotipi (2.3. attéls). Tipé&tie
izolati ne ar SBT metodi, ne ar cgMLST neuzradija batiskas geografiskas
sakaribas. P&tfjuma nav konstateti sekvencu tipi, kas butu raksturigi tikai vienai
pils@tai vai regionam. Viena pilséta atrastie sekvencu tipi var tikt atrasti arf citas
pilsétas, turklat viena pilséta atrastie L.pneumophila celmi var piederét

dazadiem klonalajiem kompleksiem, pieméram, Madona divas dazadas adres€s
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konstatéti divi sekvencu tipi, un tie ieklaujas I un VII klonalaja kompleksa. Visas
pilsétas, iznemot Rigu, ir sekvencéti ne vairak ka septini L. pneumophila izolati,
kas iegiiti ne vairak ka divas adresés, piem&ram, ST-461 konstatéts tikai Talsos,
vienas €kas piecos dazados paraugos, SBT mazakaja savienotaja koka (minimum
spanning tree) tas paradas ka viens mezgls, bet cgMLST ka 4 atseviski cgMLST
tipi ar nelielam atSkirtbam, kur divi izolati tiek pienemti ka identiski un tris

izolati ka atskirigi gan no diviem identiskajiem, gan viens no otra.

Serogrupa
[Jsmn
[H2en
W12
e
Hem

[CJsm

2.3. attels. Mazaka savienota koka (Minimum spanning tree)
vizualizacija 116 L. pneumophila cgMLST tipiem

Atsevisku mezglu krasa atbilst specifiskai serogrupai.

35



2.4. Virulences faktorus un pretantibiotiku rezistenci

kodgjosie geni

Virulenci kodgjoso génu izpéte veikta visiem 58 L. pneumophila
celmiem, kas izoléti no dzivojamo maju iidens paraugiem. Kopuma
58 sekvencétos L. pneumophila genomos tika atrasti 420 virulences géni, kas
parstav 59 génu saimes. Genu skaits viena izolata svarstijas no 312 Iidz 415,
vidgji viena izolata bija 375 virulences géni, un lidziga génu daudzveidiba tika
noverota starp izolatiem no €kam, kas saistitas ar legionelozes gadijumiem, un
&kam bez zinamiem legionelozes gadijumiem.

Visiem sekvencétajiem L. pneumophila izolatiem tika atrasts tikai viens
pretantibiotiku rezistences géns — aph(9)-1a, kas kodg pretantibiotiku rezistences
faktoru spektinomicina fosfotransferazi.

Katram no 58 izolatiem atrasti 260 (62,1 %) virulences géni. Vidgji katrs
virulences géns atrasts 52 izolatiem. Saja p&tijuma tika izvéleti 11 géni, kuriem
ir butiska nozime L. pneumophila spgja inficét cilvékus: enhC, htpB, omp28,
mip, mavC, legK1, sidj, IvhD4, IpnE, IspC un rtxA.

Géni enhC, htpB, omp28, mip, IpnE un 11 géni no Isp génu saimes atrasti
visiem L. pneumophila 58 izolatiem.

Netika nov@rotas butiskas atSkiribas génu relativaja biezuma (p > 0,05)
starp €kam, kas saistitas ar legionaru slimibas gadijumiem, un €kam, kuras
legionaru slimibas gadijumu nebija, un starp dazadam serogrupam, iznemot sidJ,
kas SG 9 izolatos bija retak neka SG 1, SG 2 un SG 3 izolatos (p < 0,05), un
PKR simulétajam rtxA, kas SG 1 izolatos bija retak neka SG 3 izolatos
(p <0,05).

Kopuma visos izolatos tika novéroti 260 géni (62,1 %), tostarp enhC,
htpB, omp28, mip, IpnE (2.4. attels) un 11 Isp saimes géni. Core Genome SNP

dendrogramma parada tas paSas grupas ka cgMLST minimalais savienotais

36



koks, un atseviskie leg saimes virulences géni, kas atrodami tikai 7 izolatos no
58, atrodas grupa, kas izveidota ap ST1104.

Mav saimi parstavéja 13 identificéti géni, no kuriem devini tika atrasti
visos 58 izolatos, savukart mavC atrasts 54, mavG 53, mavH 55 un mavl 57
izolatos. Kopuma ir identificéti 29 leg saimes virulences géni. Leg génu izplatiba
L. pneumophila izolatos varigja no 12 % lidz 100 %, tomér mazak neka
50 izolatos no 58 ir konstatéti tikai 8 leg saimes géni. No 11 virulences géniem,
kas parstav sid saimi, sidA, sideE, sidF un sidK tika atrasti visos 58 izolatos.
SidG un sidH tika uzskatiti par retakajiem un tika atrasti attiecigi 6 un
13 izolatos. Visi 11 identificétie Ivh saimes géni tika atrasti 46 izolatos, iznemot

IvhB2, kas konstatéts tikai 27 dzivojamo €ku izolatos.
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Tree scale:0.1

Leg-42.2020 (Rige; ST 338)
Leq-7-2017 [Raga; ST 333)
Leg57-2022 (Rige: ST 338)
Leg’54.2022 (Riga: ST 338)
Leg-55-2022 (Rage; ST 338)
Leg-82017 [Bauska; ST 138)
Leg47-2021 (Rézekne; ST 338)
Leg-38-2019 (Kraslava: ST 338)
[ Leg-12-2018 (Azkraukie; ST 338
Leg-11-2013 (Riga; ST 338) | |
Leq-50.2022 (Balo ST 645
Leg-48-2022 (Liepéia; New-ST2)
Leg-21.2019 (Riga: New-ST2)

- Leq 19 2020 (Ludza; ST 1362)

Leg-45-2020 (Sigulda; ST 726)

Leg-15-2018 (Jisrmala; ST 365)

Leg-41-2021 (Tukums; ST 170)

Leg4-2017 [Rigs; ST 2192) ]

Leg-43-2020 (Olaine; ST 365)

Leg-58-2022 (Rage; ST 366)

Leg-Z2-2019 (Riga: ST 1939)

Leg-28-2013 (Riga: New-ST-3)

Leg-3-2016 [Vaimiesa; ST 1362)

Leg-36-2019 (Riga; ST87)

Leg-2:2016 [Riga: ST87)

Leg-30-2019 (Daugavpis; New:ST4)

Leg18-2018 (Riga; ST787)

Leg-17-2018 (Jarmala; ST 787)

U Leg:37-2019 (Riga; ST 1360) B
Leg20 2018 (Riga: New ST-1)
Leg51-2022 (Riga: New-ST-6)
Leg-44.2020 (Riga; New-ST5)
Leg-26-2019 (Rige: ST 2207)
Leq-23-2019 (Madona: ST 328)
Leg16.2018 (Riga; ST 345)
Leg-43.2022 (Riga: New-STT)
Leg 142018 (Riga; New ST7)
Leg-40-2020 (Riga; ST 1354)
Leg-19-2018 (Rige: ST 1354)

| Leg-32-2019 {Salaspi; ST 2002)

Leg-5-2017 [Riga; ST 337) | |
I_rLeq-él-ZU?l (Rige: ST 2002)

Leg 332019 (Ogre; ST 2002)
Leg-92017 [Riga; ST 1987)
Leg53-2022 (Rige: New-ST-10)
Leg-12016 [Kraslava; ST 1987)
Leg-10-2017 (Riga; ST 738)
Leg-34-2018 (Riga: New-ST-5)
Leq-6-2017 [Liepaja; New.ST-3)
Leg56 2022 (Rige; ST 2581)
Leg-13-2018 (Liepaia; ST 2581)
Leg-23-2019 (Gulbene; ST 205%)
Leg-46-2021 (Riga: ST 1104)
Leg-24-2019 (Rige: ST 1104)
Leg-27-2019 (Raga: ST93)
Leg-312019 (Adaii; ST 242)
Leg:35-2019 (Riga; ST 114)
Leg-25-2019 (Riga; ST9)

2.4. attels. Maksimalas varbiitibas koks (maximum-likelihood tree),
kas veidots no 58 L. pneumophila celmu pamata génu lidzinasanas

Parauga izcelsmes pilséta un SBT tips ir noraditas iekavas aiz katra nosaukuma, izolati,
kas nak no &kam ar iepriek$&jiem legionaru slimibas gadijumiem, izcelti treknraksta.
Krasaini kvadrati norada katra izolata serogrupu. Zalo kvadratu panelis parada
L. pneumophila virulences un pretantibiotiku rezistences génu sadalijumu starp
visiem izolatiem. Zali aizpilditi kvadrati norada uz géna klatbiitni, bet tuksi kvadrati
norada uz géna neesamibu attiecigaja L. pneumophila izolata.
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3. Diskusija
3.1. L. pneumophila seroprevalence un saistitie faktori

Regulara un ilgstosa saskare ar Legionella spp. saturo$iem tdens
aerosoliem apkartgéja videé cilvékiem izraisa imiinas atbildes reakcijas un
antivielu veidoSanos, kas izm@rama Itmen1 var saglabaties vairakus ménesus un
pat gadus, neizraisot nekadus simptomus. P&tijuma iegttie rezultati liecina, ka
Latvija vid&ja seroprevalence pret 1.—6. serogrupas L. pneumophila bija 4,6 %,
turklat ta bija atkariga no urbanizacijas pakapes un vari€ja no vidéji 3,5 % laukos
1idz 9,5 % Riga daudzdzivoklu maju iemitniekiem.

Galvenais legionellu rezervuars ir cilvéku radita Gdens vide, un vairaki
pétijumi ir zinojusi par Legionella kontaminaciju sadzives tdens apgades
sisttmas ka ieveérojamu problému (Dilger et al., 2018; Felice et al., 2019;
Gleason et al., 2023), turklat arT ieprieks veiktajos seroprevalences p&tijumos
antivielas pret legionellam biezak konstatétas pilsétu iedzivotdjiem, kas tikai
apstiprina to, ka pilsétas Legionella ir endémiska (Graham et al., 2020).
Ieprieksgjie petijjumi Danija atklaja 22,9 % seroprevalences Iimeni asins donoru
vidi (Rudbeck et al., 2008), savukart Zviedrija veseliem cilvékiem
seroprevalence bija aptuveni 1,0 % (Darelid et al., 2003). Dienvideiropa, Italija,
seroprevalence pret L.pneumophila SG 1-6 bija 3,4% un 16,4 % pret
L. pneumophila SG 7-14 (Borellla et al., 2008), savukart Francija veikta
petijuma, kura bija ieklauti paklauti un neeksponéti darbinieki riipniecibas
objektos, tika novérota zema izplatiba 2,8 % (Daniau et Cabanes, 2010).
Galvenie faktori, kas ir pamata at8kirtbam noverotajos L. pneumophila
seroprevalences Iimenos, ir atSkirigas test€Sanas metodes un pétijuma dizaina

atskiribas.
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Tika novérotas biutiskas atskiribas (p =0,005) L. pneumophila
seroprevalencei starp sievietem (5,9 %) un virieSiem (3,3 %) atskiriba no
ieprieks definétajiem legionaru slimibas riska faktoriem (Den Boer et al., 2006).
Legionaru slimibas incidences dati ari liecinaja par virieSu parsvaru (ECDC,
2022). Ari Japana tika zinots par ievérojami augstaku virieSu proporciju
pacientiem ar L.pneumophila SG 1, salidzinot ar pacientiem ar citam
L. pneumophila serogrupam (Amemura-Maekawa et al., 2010). Augsta
seroprevalence Latvijas sievieSu vida, iespgjams, skaidrojama ar lielaku Gdens
aerosolu iedarbibu majsaimniecibas darbu laika. Sievietes var pastavigi tikt
paklautas nelielam Legionella devam, kas neizraisa saslim$anu, bet tikai izraisa
imuinreakciju (Rozentale et al., 2011), tomér daudz ticamaka ir versija par
infekcijas slimibu dzimumdimorfisma genétiskajiem c€loniem (Gay et al.,
2021). Vairaki galvenie regul&josie un vielmainas proteini, kas piedalas signalu
parraide, apoptozé un oglhidratu metabolisma, ir kodéti X hromosoma, un to
polimorfie varianti ir plasi izplatiti populacija (Spolarics et al., 2017). Sievietes
varétu bit izturigakas pret legionaru slimibu Toll-like receptoru (TLR)
polimorfisma d&l, kuru aizsargajosSai lomai var&tu biit saistiba ar rezistenci pret
legionellam un citiem imiingenétiskiem faktoriem (Hawn et al., 2005).

Pétijuma laika tika noverota interesanta saistiba starp smékeSanu un
sievieSu vidi bija zemaka neka nesmékétaju vida. Tikai 3,2 % smékgjoso
sievie$u donoru bija L. pneumophila seropozitivas, savukart nesmekétaju vida
seropozitivitate sasniedza 6,7 % (OR =0,46). Tas varétu but saistits ar
smekeSanas nomacoso ietekmi uz humoralas imunitates aizsargfunkcijam. Ka
zinots ieprieksgjos pétijumos, tabakas smekesana bija saistita ar zemaku IgG
Itmeni (Feldman et al., 2013), turklat c€lonis varétu biit saistits ar jau piemin&to
Toll-like receptoru polimorfismu. TLR2 ir nozimiga loma L. pneumophila

atpaziSana, un ir zinams, ka TLR6 un TLR1 mijiedarbojas ar TLR2 slimibas
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agrina atpaziSana. Zinatnieku grupa Holandé pétija TLR1, TLR2 un TLR6
polimorfismu 98 legionaru slimibas pacientiem un 268 cilvékiem kontrolgrupa
(Misch et al., 2013). Netika atrasta saistiba starp TLR1 un TLR2 polimorfismu
ar legionaru slimibas gadijumiem, ta¢u TLR6 polimorfisms 359T >C
(rs5743808) bija saistits ar paaugstinatu legionaru slimibas risku (OR = 5,83),
turklat Sis risks bitiski pieauga sméekétaju vidi. PEtjjuma autori uzskata, ka
TLR6 polimorfisms 359T >C var but ar ka atsevi$ks instruments, lai
identificétu genctiski palielinatu legionaru slimibas risku.

Ka papildu skaidrojums apverstam rezultatam smék&joso sievieSu vida
var blt pétfjuma populacijas ierobezojumi, jo donori parstav veseligako
sabiedribas dalu, un $is p&tijums nebija 1pasi versts uz smeketaju grupu izpéti.

Tikai neliels skaits donoru (4,6 %) bija nepartraukti paklauti Gdens
acrosoliem darba, viens pétjjuma dalibnieks noradija, ka darba tiek lietoti
individualie aizsardzibas lidzekli. PEtijumi rada, ka virkne profesiju, kas saistitas
ar Udens aerosoliem un dzes€Sanas sisttmam, vargtu biit paklautas lielakam
legionelozes riskam (Principe et al., 2017), ka vienu no riska kategorijam izcelot
veselibas apriipes sisteémas darbiniekus, Tpasi zobarstniecibas specialistus, tomer
rezultati ir saméra pretrunigi. lepriekS veikta metaanalize liecina, ka nav
zinatnisku pieradijjumu tam, ka zobarstniecibas specialistiem biitu augstaks
profesionalais risks (Petti and Vitali, 2017). Tomér, ka atzist pasi p&tnieki, var
biit nozimigas atskiribas starp dazadam udensapgades sistému IpaSibam un
infekciju kontroles vadliniju ievieSanu, kas var btiski ietekmét risku.

Dati par iepriek$gjam veselibas epizodem neliecinaja par asins donoriem,
kuru anamnéz€ bitu legionaru slimiba. Tapat butiskas atSkiribas netika
novérotas donoriem ar un bez pneimonijas vai bronhita epizodem
ieprieksgja gada. Tomér péedeja gada laika noverotas biutiskas atSkiribas

(OR =2,42; p = 0,001) abu dzimumu un visu vecuma grupu donoriem, kuri cieta
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no gripai lidzigas slimibas, kas varétu liecinat par nediagnosticétiem Pontiakas
drudza gadijumiem nepietiekamas diagnostikas dél (Hamilton et al., 2018).
Dzivesvietas veids, urbanizacijas pakape un karsta Gidens sagatavosSanas
sisttmas veids bija nozimigakie misu pétijuma identificétie vides faktori.
Daudzdzivoklu maju iedzivotaji bija paklauti lielakam riskam neka privatmajas
dzivojosie (OR =2,23; p=0,011). Turklat teritorijas ar lielaku iedzivotaju
blivumu bija saistitas ar lielaku seropozitivitates varbitibu (OR =1,89;
p = 0,046). Tapat lielakais seropozitivitates risks bija to €ku iedzivotajiem, kas
sanéma karsto Udeni centraliz€ti un nevargja ietekm&t ne karsta tdens
temperatiiru, ne kop&jo tidensapgades sistémas stavokli (OR = 3,16; p = 0,001).
Proti, karsta fidens sagatavoSanas veidam bija visnozimigaka ietekme
daudzfaktoru logistiskas regresijas analizé. Sie atklajumi saskan ar iepriek3gjo
vides pétfjumu rezultatiem, kur legionellas izplatiba bija augstaka €kas ar
centralizétam karsta tidens apgades sisttmam (Kruse et al., 2016). Vairak neka
67 % dalibnieku dzivoja €kas, kas celtas no 20. gadsimta 50. lidz 90. gadiem, un
fidensapgades sisttmu renovacija vairuma gadijumu netika veikta. Tomér
iepriek§ veiktie pétijumi apstiprina, ka gan vecas, gan jaunuzceltas &kas
legionellu kontaminacijas iesp&jamiba ir vienada un tiesi sanacijas pasakumi var
uzlabot sabiedribas veselibu (Donohue et al., 2022).
tika noteikts centralizéta karsta tdens apgades sistéma dzivojamas majas.
Atbilstosai eku apsaimniekosanai var biit iz§kirosa nozime iedzivotaju veselibas
nodro$inasana. Eku apsaimniekotajiem biitu janodroSina vismaz &ku
tidensapgades sistemas apkope, dezinfekcija un atbilstosas cirkulacijas
temperatiiras uzturé$ana. Efektivas legionelozes profilakses stratégijas jaieklauj
gan sabiedribas, gan &ku parvaldnieku izglitosana, uz risku balstitu monitoringa
programmu izstrade un riipiga laboratoriskas diagnostikas metozu izvéle vides

un klinisko gadijumu izmeklé$ana.
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3.2. Legionella spp. izplatiba iidensapgades sistemas

un persistenci un kolonizaciju ietekmgjosie faktori

Legionaru slimiba ir novérSama slimiba, kuras sastopamiba turpina
pieaugt, un centraliz&ta Gdens apgade dzivojamas €kas ir nozimigs sporadisku
legionaru slimibas gadijumu avots. Pétjjuma rezultati paradija, ka legionellas ir
izplatitas dzeramaja tdeni Latvija un Gdensapgades sisteémas daudzdzivoklu
¢kas, viesnicas, sporta klubos un biroju &kas var kliit par potencialiem Legionella
infekcijas avotiem.

Pétfjuma ir izverteta legionellu izplatiba un daudzveidiba 210 dzivojamos
daudzdzivoklu namos, 81 viesnica un 26 sabiedriskas €kas visa Latvija. Kopuma
legionellas tika konstat&tas 55,6 % &ku un 33,4 % tdens paraugu, tostarp 56,2 %
dzivojamo &ku un 39,7 % majsaimniecibas nemtu paraugu. Sie rezultati
ievérojami parsniedz citu valstu pétfjumos zinotos datus par dzivojamam
majam — 20,7 % Vacija (Dilger et al., 2018) un 32,7 % (Kruse et al., 2016), ka
ar1 divos zinojumos no Italijas, kur legionellu prevalence varigja no 19,8 %
(Felice et al., 2019) Iidz 26 % karsta Gdens sistémas (Totaro et al., 2017). ASV
vismaz viens Legionella pozitivs paraugs tika konstatéts 15 % viengimenes maju
(Gleason et al., 2023). Lidzigi pétijumi Japana atklaja legionellu prevalenci
6,5 % tidens paraugu, izmantojot kultivéSanas metodi (Kuroki et al., 2017),
savukart Apvienotaja Karalistg legionellas tika konstatétas 8 % tdens paraugu,
kas nemti majsaimniecibas dusas (Collins et al., 2017).

Ieprieks$€jos pétijumos par legionellu izplatibu viesnicu tdensapgades
sistémas zinots par lidzigu Legionella prevalenci: 20,7 % paraugu no 62,95 %
Griekijas viesnicu saturgja Legionella spp. (Papadakis et al., 2021), 25,6 %
panemto paraugu no 57,15 % viesnicu Italija (De Filippis et al., 2017), 15,9 %
karsta tidens paraugu no 65,4 % atlasito objektu Balearu salas Spanija
(Domenech-Sanchez, Laso, Berrocal et Alberti, 2022), un 17 % paraugu no 60 %

izlas€ ieklauto viesnicu Izragla (Yakunin et al., 2020). Legionellas tika
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konstatetas ar1 25,7 % paraugu no viesnicam Bosnija un Hercegovina (BeSi¢
et al., 2021). Viszemaka Legionella izplatiba tika novérota Kanariju salas — tikai
8,5 % paraugu no karsta fidens sadales sisttmam bija piesarnoti (Domenech-
Sanchez, Laso et Alberti, 2022). Kopuma, iznemot Domeneka-Sancesa p&tijumu
(Domenech-Sanchez, Laso et Alberti, 2022), ir konstatéta diezgan lidziga
Legionella izplatiba. Legionellu prevalence dazadas valstis un dazados
pétijumos var ieverojami atskirties, tomer ir diezgan griiti salidzinat datus, jo
bija butiskas atSkiribas paraugu nemsSanas planos, kas aptvéra gan lielas
monitoringa programmas, gan &rtuma izlases paraugu nemsSanai un arl
mérktiecigas paraugu nemsanas programmas, reagéjot uz legionaru slimibas
uzliesmojumiem. Dazadas valstis var biit atSkirigas uzraudzibas un kontroles
prasibas un nepiecieSamas minimalas karsta tidens temperatiiras robezas.
Jaatzimé, ka pozitivo paraugu ipatsvars viesnicas arpus Rigas bija
ievérojami lielaks (47 %), savukart tikai 25,6 % paraugu no Rigas viesnicam bija
pozitivi. Rigas pilséta tidensapgadei tiek izmantoti attiriti virszemes udeni,
savukart pazemes tdeni regionos netiek papildus attiriti. Lidz ar to var pienemt,
ka Riga ienakosais komunalais @idens ir labak dezinfic€ts. Tac¢u, miusuprat,
galvenais iemesls zemakai Legionella prevalencei viesnicas Riga var€tu biit
labaka apsaimnieko$anas prakse un augstaki kvalitates standarti, jo lielaka dala
galvaspilsétas viesnicu pieder starptautiskam viesnicu k&dém. No otras puses,
regionalas viesnicas visbiezak ir mazakas un mazak noslogotas, ka rezultata var
rasties bieza tidens stagnacija, kas veicina legionellu vairoSanos un persistenci.
Par 13 % biezak tdens piesarnojums ar legionellam konstatéts to eku
paraugos, kuram iepriek$ nav bijis saistibu ar legionaru slimibas gadijumiem.
Karsta tdens vidgja temperatiira §adas €kas bija par septiniem gradiem zemaka
(vidgji 45,8 °C) neka ekas, kuras ieprieks bijusi saslim$anas gadijumi (vidg&ji
52,1 °C). Paslaik Latvija netiek reguléta karsta tidens temperatiira cirkulacijas

laika vai pat€rina vietas un parvaldniekiem un namu apsaimniekotajiem ir
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pienakums nodroSinat tikai temperatiiras atbilstibu pie izejas no siltummaina,
kas nedrikst bat zemaka par 55 °C saskana ar Ministru kabineta noteikumiem
(MK noteikumi Nr. 906). Ja nem véra ievérojamo idens cirkulacijas caurulvadu
kop€jo garumu, temperatiiras zudumus tdens apgades sist€éma no siltummaina
lidz dusas galvinam, tad noverota karsta tidens temperatiira idens patérina vietas
45,8 °C ir likumsakariga €kas, kuras nav bijis legionaru slimibas gadijumu.
Turpretim péc legionaru slimibas gadijuma apsaimniekotdjiem ir pienakums
veikt dezinfekcijas procediiras, Legionella monitoringu un preventivas darbibas,
lai gan triikst reguléta periodiskuma un vadliniju. Tapec &kas, kuras ieprieks
bijusi legionaru slimibas gadijumi, apsaimniekotaji, iesp&jams, ir apzinigaki, un
pastiprinatas piesardzibas dél Sajas €kas tika noverota augstaka karsta Gidens
temperatiira un zemaka kultivéjamo legionellu prevalence.

Augsta legionellu izplatiba Gdent Latvija varétu bt saistita ar neefektivu
tidensapgades sisteémas uzturésanu, jo tidens temperatiira ir viens no galvenajiem
faktoriem legionellu noturibai un izplatibai eku fidensapgades sisteémas (Singh
2022; Kruse, 2016). Musu pétijuma videja karsta tidens temperatiira bija
47,8 °C, kas ir piemérota legionellu dzivotspgjas uzturé$anai, un tikai 19,5 %
karsta Gidens paraugu temperatiira bija virs 55 °C. Temperattra 55 °C ieprieks
tika identificéta ka robezpunkts, virs kura ir spéciga negativa legionellu
kolonizacijas tendence (Rasheduzzaman et al., 2020), kas biitu vélama minimala
temperatiira @idens patérina vietd, lai izvairitos no legionellu izplati$anas
(Lévesque et al., 2004; ESGLI, 2017). Zemajai temperatiirai tdens apgades
sisttmas var but vairaki skaidrojumi. Pirmkart, tas attiecas uz kopgjo
ekonomisko situaciju un sabiedribas izpratni par energijas taupiSanu. Otrkart,
Ipasi sabiedriskajas €kas un viesnicas, tas var blt saistits ar personala
kompetences trikumu, un, treskart, liela dala veco eku, kuras nav veikta pilniga

tdensapgades sisttmas renovacija, nav pieejami tehniskie risinajumi, ka
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paaugstinat temperatiiru, jo vecas iekartas nav piemérotas temperatiras
uzturéSanai virs 55 °C.

Saja pétijuma tika novérota ciesa lidziba ar Ungarija veikto pétijumu, kur
laika no 2006. lidz 2013. gadam kopuma tika nemti 1809 Gdens paraugi
168 dazadas ekas, un 60 % €ku bija koloniz&jusas legionellas, 46 % karsta tidens
paraugu bija Legionella pozitivi (Barna et al., 2016). Ar1 galvenie iemesli
augstajam piesarnojumam abas valstis ir 1idzigi. Ungarijas autori min zemo
karsta 1dens temperatiru un atbilstoSas uzraudzibas un riska
parvaldibas trikumu.

Pétijuma tika identific€tas seSas L. pneumophila serogrupas, no kuram
domingja SG 3 (43,2 %), SG 2 (36,5 %) un SG 1 (13,7 %). Sie rezultati saskan
ar $aja darba aprakstitu zemo Legionella SG 1 antivielu izplatibu veseliem
donoriem Latvija (0,2 %), kur dzivosana daudzdzivoklu maja ar centralizétu
karsta tidens padevi tika identificéta ka galvenais vides riska faktors, kas saistits
daudzdzivoklu maju iedzivotajiem sasniedza 9,5 %. Pasaulé L. pneumophila
SG 1 tiek uzskatita par galveno legionaru slimibas izraisitaju (ECDC, 2022), un
attiecigi klinisko gadijumu diagnostikas metodes ir pielagotas pirmas serogrupas
identificeéSanai. Tap&c 1pasi jaatzime, ka pirmas izveles tests joprojam ir urina
antigéna tests, kas ir specifisks tie$i pirmas serogrupas L.pneumophila
izraisitiem gadijumiem, un tikai 11 % legionaru slimibas gadfjumu Eiropa ir
apstiprinati ar metodém, kas paredz kulttiras izolésanu (ECDC, 2022), tapéc ir
iesp&jams, ka legionaru slimibas gadijumi, kas saistiti ar citam serogrupam,
joprojam ir nepietickami diagnostic€ti. Inficé$anas laika cilvéks vienlaikus var
sastapties ar vairakiem legionellu tipiem, kuriem turklat teorétiski var but
dazadas imunologiskas un pretantibiotiku rezistences Ipasibas, tapéc kliniskiem

gadijumiem atbilstoSu diagnostikas metozu izvéle var bat Ipasi nozimiga.
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Brivi dzivojoso amébu sastopamiba bija ieverojami lielaka, vid&ji 77,2 %
paraugu satur&ja vismaz vienu amébu ginti, un atkariba no parauga veida brivi
dzivojoSo amébu prevalence vargja sasniegt 95 %. Visbiezak tika identificeta
Acanthamoeba (54,5 % no visiem paraugiem) un Vermamoeba (28,7 %), kam
sekoja Vahlkampfia amébas, tomér vairak neka 20 % paraugu tika identificéta
vairak neka viena amébu gints vienlaikus, visbiezak Acanthamoeba un
Vermamoeba tika atrastas kopa. Lidzigi rezultati iegiti arT citos p&tijumos, kur
brivi dzivojoSas amébas tika konstatetas dzerama fidens un vides paraugos
(Magnet et.al, 2015; Pagnier et al., 2015; Javanmard et al., 2017; Dendana et al.,
2018; Ustiintiirk-Onan et al., 2018), bioplévés (Declerk et al., 2007; Hsu et al.,
2011), ropnieciskajos tidenos (Scheikl et al., 2014) un dzes€Sanas tornos
(Scheikl et al., 2016).

Pétfjuma laika nemtajos paraugos Legionella vienmér tika izol&ta kopa ar
brivi dzivojosam amébam, un nebija tadu paraugu, kas satur Legionella, ja netika
atrastas amébas. Legionellu un amébu vienlaikus sastopamiba Gidens sist€émas
var liecinat par paaugstinatu veselibas apdraud€jumu tGdensapgades sisteémas
proksimalajas zonas, kur parasti tieck noveérota zemaka temperatira (Cervero-
Arago et al. 2014). Papildu Legionella aizsardzibai pret argjas vides apstakliem
brivi dzivojosas ameébas sp&j uzturét dzivotsp&jigus, bet nekultivéjamus celmus
(Dietersdorfer et al., 2018) un nodro§inat ilgstosu Legionella persistenci un
transmisiju (Denoncurt et al., 2018).

Patlaban Latvija nepastav reguléjums par riska parvaldibas planu
ievieSanu un regularu vides monitoringu attieciba uz Legionella spp., un vairuma
gadijumu &ku apsaimniekoSana Legionella risks netiek nemts véra. Tadgjadi
minimalas prasibas karsta tdens temperatiirai pat€rina vietas Latvija nav
reglamentétas. Daudzas valstis ir pamatnostadnes un noteikumi legionaru
slimibas profilaksei, tomér Legionella kontroles regulgjums dazadas valstis ir

atskirigs (Kenhove et al., 2019). Lielaka dala vadliniju un noteikumu ir veérstas
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uz Legionella kontroli, nenemot véra brivi dzivojo$o amebu klatbatni. Pasreizeja
Legionella kontroles pieeja ietver Legionella spp. ar kulttira balstitam metodém
un nelauj noveértét realo legionelozes slogu un risku sabiedribas veselibai
(Shaheen et al., 2019). Saja p&tTjuma iegiitie dati var palidzet koncentréties uz
legionellu un brivi dzivojoSo amébu plaso izplatibu, cieSu mijiedarbibu un
ilgstosu noturibu, kas var veicinat jaunu tdens drosibas pieeju izstradi, nemot
vera potenciali jaunus mérkus, pieméram, dzivotsp&jigus, bet ne kultivéjamus
patogeénus un viensinus.

Legionella riska parvaldibas pasakumu un kontroles procediiru trikums
var veicinat talaku Legionella izplatibu Gidens apgades sist€mas un izraisit
periodiskus legionelozes uzliesmojumus. Turklat lielais ar legionellam saistito
amébu bieZums liecina, ka tradicionalas uzraudzibas metodes var nebit
pietickamas legionellu kontrolei. Papildu mérktiecigu brivi dzivojoso amébu
riska parvaldibas planu izstrade un ievie$ana var batiski uzlabot Legionella

kontroles procediiras.

3.3. L. pneumophila genétiska daudzveidiba

Misu pétijuma, veicot pilna genoma sekvencésanu 137 L. pneumophila
izolatiem, tika atklata liela sekvencu tipu daudzveidiba — kopuma 46 sekvenéu
tipi, no kuriem 14 ir tikai Latvijai raksturigi tipi, turklat tika identificétas desmit
jaunas, ieprieks neaprakstitas sekvences, kuram vél nav pieskirts sekvences tipa
numurs. Sekvencg bazeta tipésana joprojam ir molekularas mikrobiologijas zelta
standarts Legionella spp. celmu novértésana — gan lai analizétu legionelozes
uzliesmojumus, gan lai identific€tu jaunus infekcijas avotus, tadus ka gaisa
mitrinataji vai darzkopibas putekli un mitra augsne. Legionella spp. plasa
genétiska daudzveidiba ir aprakstita ari iepriek§ veiktos pétijumos, pieméram,
Izragla veikta pétijuma 78 izolatiem tika identific€ti 27 dazadi sekvencu tipi

(Yakunin et al., 2020), Slovénija 88 L.pneumophila izolati sadalijas
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33 sekventu tipos (KeSe et al, 2021), Kanada 141 legionaru slimibas
sporadiskais gadijums piedergja 57 dazadiem sekvencu tipiem (Levesque et al.,
2016). Visos $ajos pétijumos identific&ti arT jauni sekvencu tipi. Jaunu sekvencu
tipu identifikacija liecina, ka Legionella spp. celmu genétiska kompozicija ir
regiona unikala un var batiski atskirties no aprakstitajiem humanajiem un vides
izolatiem citas valstis (Jiang et al., 2021). Rekombinacija un génu parnese starp
Legionella sugam un celmiem ir galvenais iemesls liclajai genétiskajai
daudzveidibai (Herwaldt et al., 2018; Cazalet et al., 2004).

Petijuma identificéti septini L. pneumophila klonalie kompleksi, kuru
veidosana nebija novérotas bitiskas geografiskas sakaribas vai saistiba ar
specifisku serogrupu. Tikai divi klonalie kompleksi CC 1V un CC VII veidoti no
vienu serogrupu — SG 1 — parstavosiem sekvencu tipiem, tomér CC IV saturéja
tikai izolatus no Rigas, kamér CC VII ir izolati no Valmieras, Tukuma un
Madonas. Lidzigi noveérojumi tika konstat&ti arT citos p&tijumos, kad no viena
dzes€Sanas torna iegitie L. pneumophila celmi ieklauti atSkirigos klonalajos
kompleksos (Nakanishi et al., 2019; Kozak-Muiznieks et al., 2014).

Viena no galvenajam SBT metodes priekSrocibam ir sp&ja salidzinat
L. pneumophila sekvendu tipus ar izolatiem citur pasaule. Saja pétijuma
konstatéts, ka visplasak parstavetie sekvencu tipi ir ST-338, ST-366 un ST-1104,
kur katram tipam atrasti vismaz 10 L. pneumophila celmi, un vél vismaz
17 Latvija atrastie sekvencu tipi ir mingti citos pétfjumos ka kliniskie izolati
sporadiskos gadijumos, uzliesmojumos un ar celoSanu saistitos gadijumos
dazadas pasaules valstis (Vekens et al., 2012; Pancer K., 2013; Lévesque et al.,
2016; Kozak-Muiznieks et al., 2014, KeSe et al., 2021; Sreenath et al., 2020),
kas dod pamatu uzskatit, ka Latvija TGdensapgades sisteémas persistgjosie

L. pneumophila celmi noteiktos apstaklos var radit saslim$anas risku sabiedribai.
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Pasaulg plasi parstavéts sekvencu tips gan starp kliniskajiem, gan starp
vides izolatiem ir ST-1 (Amemura-Maekawa et al., 2010; Tijet et al., 2010; Guo
et al., 2015; Mercante et al., 2018), tom&r miisu petijums parada, ka Latvija
situacija butiski at8kiras, jo no 137 vides L. pneumophila celmiem, kuriem
noteikts sekvencu tips, ST-1 konstatéts tikai vienam. P&tnieki to skaidro ar
regiona lokali ierobeZotu sekvencu tipu ekspansiju (Kozak-Muiznieks et al.,
2014). Pieméram, vairakas Eiropas valstis — Belgija (Vekens et al., 2012),
Lielbritanija (Harrison et al., 2009), Francija (Ginevra et al., 2008) un
Niderlande (Den Boer et al., 2008) doming ST-47, turklat ST-47 konstat&ts ne
tikai kltniskajos paraugos un fiden, bet arT augsné (Schalk et al., 2014). Latvija
ST-47 nav atrasts, tomér jaatzimé, ka datu par Baltijas jiras regionu ir maz,
tuvakie p&tijumi nak no Polijas, kur arT ST-47 netick minéts (Pancer K., 2013),
kas var atbilst teorijai par lokaliem gengtiskajiem variantiem. Biitisku pienesumu
L. pneumophila izolatu genétiskas daudzveidibas un epidemiologiskajos
pétijumos varétu sniegt no cilvéku biologiska materiala izolétu Legionella spp.
celmu izpéte Iidz ar vides izolatu datu izpéti, tom&r Latvija klinisko izolatu
iegiiSana Iidz $im nav bijusi sekmiga un notiek palausanas uz urina antigéna
testu, kas ir piemérots tikai SG 1 legionellu ierosinatas legionaru slimibas
diagnostikai (Phin et al., 2014). ArT citas valstis urina antigéna tests ir biezaka
izvéle legionaru slimibas diagnostikai, pat uzliesmojumu gadijumos tikai daziem
pacientiem var tikt panemti krépu vai bronhoalveolaro noskalojumu paraugi
uzs€jumu veikSanai (Garner et al., 2019; ECDC, 2022), un tas ir ari viens no
iemesliem, kapéc SG 1 tiek uzskatita par galveno legionaru slimibas ierosinataju
(Guyard et al., 2011).

Miisu petijuma, izmantojot cgMLST genotipu vizualizaciju, redzams, ka,
salidzinot ar SBT, tie izolati, kas ar SBT paradas ka viens mezgls (node),
CcgMLST gadijuma tiek klasificéti ka atskirigi izolati, pieméram, ST-728, ST-
1104, ST-651, kas apstiprina teoriju, ka cgMLST tipéSanas metode, kas analizé
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1519 lokusus, nodroSina daudz labaku izskirtsp&ju L. pneumophila novertesana
neka SBT shéma, kuras pamata ir tikai septinu lokusu alglu profilu analize
(Moran-Gilad et al., 2015). Labakai metodes iz8kirtsp&jai var biit ipasa nozime
epidemiologiskaja izmekle$ana, kad jaapstiprina saistiba starp saslim$anas
gadijumu un iesp&jamo infekcijas avotu (Wiithrich et al., 2019; van Belkum
et al., 2007).

Zinatnieku grupa kopa ar ESGLI komandas biedriem paslaik izstrada
jaunu tip&Sanas shému, kas gan Covid-19 pand@mijas ietvaros ir aizkav€jusies,
bet paredzams, ka tiks izmantota cgMLST sh&€ma ar aptuveni 50 g€niem. Tas
piedavas labako kompromisu starp iegiistamas izSkirtsp&jas uzlabosanu un labas
epidemiologiskas atbilstibas saglabasanu. Vienlaikus tiek attistitas NGS
metodes, kas dod iesp&ju veikt augstas izSkirtsp&jas tipéSanu, izvairoties no
bakteriju tirkultiiras iegisanas fazes, tadgjadi nodrosinot epidemiologisko izpéti
arl gadijumos, kad izolata iegiiSana nav iesp&ama, pieméram, virulentu, bet

nekultivéjamu Legionella spp. infekciju gadijumos (Domazetovska et al., 2022).

3.4. L. pneumophila virulences potencials

Pétfjuma laika 137 L. pneumophila vides izolatiem tika identific&ti
420 virulences géni, no kuriem 260 géni tika atrasti visos sekvenc&tajos
L. pneumophila celmos. Ar baktérijas virsmas struktiram saistitos virulences
faktorus kodgjosie géni enhC, htpB, omp28 un mip tika atklati visos izolatos, kas
liecina, ka visiem izolatiem ir iesp&jota adh€zija, piesaiste un iekl@iSana
saimnieksuna. Lielaka génu grupa, kas kodeé T4SS efektorus, bija pietiekami
mainiga, tomér mes nekonstat€jam nevienu L. pneumophila celmu, kura §is
virulences génu saimes géni vispar nebiitu parstaveti. Plasais efektorus kod&joso
génu klasts liecina par augstu L. pneumophila genoma plastiskumu un efektoru
dublésanos, kas ir svariga legionellu iezime (Best et Abu Kwaik, 2018). Labi

izveidota dublésanas ir SidE efektoru saimé, kur SidE efektoru saimes locekli
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veic l1dzigas funkcijas attieciba uz vienu un to paSu saimniekStinas mérki. SidE,
SdeA, SdeB un SdeC katalizé saimniekproteinu ubikvitinaciju, un visu ¢etru $o
efektoru dz€Sana kopa, bet ne atseviski pasliktina intracelularo augSanu, ko var
atjaunot, ievietojot tikai vienu no tiem (Ghosh et O"Connor, 2017).

Misu pétijuma Ivh lokuss konstatéts visiem L. pneumophila izolatiem.
Icm/dot géni kodé IVB tipa sekrécijas sistému un ir atbildigi par intracelularo
replikaciju, savukart Legionella vir homologs jeb Ivh lokuss sagatavo proteinus
IVA tipa sekrécijas sist€mai, kas veicina konjugaciju un virulenci,
mijiedarbojoties ar Dot/lcm komponentiem (de Buck et al., 2007; Kozak et al.,
2010). Petijuma Griekija Ivh lokuss konstatéts 93 % L. pneumophila SG 2-14
celmiem (Katsiaflaka et al., 2016), lidziga pétijuma Australija Ivh saimes géni
SG 1 L. pneumophila izolatiem konstatéti 57 % vides izolatu un 78 % klinisko
izolatu (Huang et al., 2006). Genam IvhB2 ir liela nozime baktgrijas spé&ja inficét,
ja baktérija pirms tam dzivojusi zemaka temperatiira (Ridenour et al., 2003).

Sakotngjas analizes laika tika noverota ievérojama atskiriba rtxA pozitivo
izolatu izplatiba, salidzinot ar citiem peétfjumiem. Parbaudot genomus pret
VFDB datu bazi, rtxA géna triika visos izolatos, un tas bija krasa pretruna ar
citiem pétijjumiem (Sawczyn-Domanska, 2021; Sreenath, 2020; Zeng et al.,
2019), kuros no 20,69 % lidz 100 % L. pneumophila izolatu bija rtxA pozitivi.
Tomer, lai noteiktu rtxA géna klatbitni, visi Sie pétijumi balstijas uz PKR
metod&m. Parasti izmantotie rtx1/rtxA-rtx2/rtxA un rtx3/rtxA-rtx4/rtxA praimeri
ir izstradati, pamatojoties uz L. pneumophila celma AA100 DNS sekvenci
(Samrakandi et al., 2002), un tie ir paredzgti tikai diviem aptuveni 540—630 bp
gariem géna fragmentiem. Ir zinams, ka paSam rtxA ir modulara strukttra, un
tam ir loti mainigs garums un sekvences lidziba starp dazadiem L. pneumophila
celmiem (D’ Auria et al., 2008). Tadgjadi mes izvirzijam hipotézi, ka So divu
PKR merka vietu trikums ne vienmér norada uz visu iesp&jamo rtxA géna

variantu neesamibu.
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Lai parbauditu $o hipot&zi, tika simul&ta PKR in silico, izmantojot divus
iepriek§ mingtos praimeru parus un L. pneumophila references sekvences, kas
tika izmantotas, lai raksturotu rtxA modularo struktiru (D' Auria et al., 2008).
Tikai AA100 celma sekvence radija abus in silico PKR produktus, apstiprinot
hipotézi. Turklat rtxA reference (YP 123037), kas tika ieklauta attiecigaja
VFDB redakcija, ari neradija nevienu no diviem paredz&tajiem in silico PKR
produktiem. Ta ka rtxA sekvence no celma AA100 bija 1saka no piecejamajam
referencém un taja ir konservéti regioni, kas atrodas rtxA sakuma un beigas, ta
tika izmantota ka reference uz BLAST balstitam rtxA géna skriningam
L. pneumophila genomos. Var secinat, ka metode precizai rtxA klatbiitnes
noteikSanai ir rlipigi jaizverte un janem vera acimredzamie gan PKR metozu,
gan uz izlidzinasanu baz&to skaitloSanas metozu un references datu bazu
ierobezojumi.

Saja petijuma visos L. pneumophila izolatos tika konstatéts tikai viens
aminoglikozidu O-fosfotransferazes aph(9)-la géns, kas ir atbildigs par
rezistenci pret spektinomicinu, tomér $is rezultats nav uzskatams par nozimigu,
jo legionaru slimibas arst€Sanai spektinomicins tiek lietots loti reti (Svetlicic
etal., 2023).

Augsta prevalence, plasa genétiska daudzveidiba un plasais virulences
génu klasts, kas novérots visos Latvijas dzivojamo &ku izolatos, liecina, ka visi
legionellu celmi, kas persisté idensapgades sist€émas, ir uzskatami par potenciali
patogéniem. Turklat génu parkarto$anas un génu parnese no dazadiem vides
eikariotu saimniekiem lauj neatkarigi un paraléli paradities jauniem patog€niem
celmiem (David et al., 2016; Gomez-Valero et Buchrieser, 2019).

Virulences potenciala novértésana tikai pec noteiktus virulences faktorus
kodgjoso genu klatbiitnes nesniedz pilnigu skaidribu, jo legionellu genoms ir loti
dinamisks — taja ir liela mobila dala, kas galvenokart sastav no IV tipa sekrécijas

sisttmam (Gomez-Valero et al., 2014). Ciesa Legionella spp. saistiba ar
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vien$iiniem un makrofagiem un lidzevoliicija ir radijusi molekularu mijiedarbibu
starp patogénu un saimnieku, pieméram, horizontalo génu parnesi. Legionellas
ir ieguvusas eikariotiem l1dzigus proteinus no visam dzivo organismu grupam —
augiem, dzivniekiem, s€n€m un arhejiem — nepieredzeti liela skaita un liela
daudzveidiba (Gomez-Valero and Buchrieser, 2019), turklat horizontala génu
parnese notiek katru reizi, kad legionellas nonak saskarsmé ar citiem legionellu
celmiem, citam legionellu sugam un citiem organismiem, un, lai ar pamata
genoms paliek nemainigs, virulences faktorus kodgjoso génu apmaina noveérota
regulari (de Felipe et al., 2005; Sandeep et al., 2016). Tiesi tap&c ir novérojama
tik liela legionellu genétiska daudzveidiba, un laboratorijas apstaklos veiktie
testi nevar nodroSinat tos pasus apstaklus, kadi tie bijusi baktérijam pirms plausu
makrofagu infic€$anas, turklat nav iesp&jams paredz&t, vai génu parnese nav
notikusi jau laboratorija dazados ar parauga bagatinaSanu un koncentraciju
saistitos etapos. Tapéc pat viena klastera ietvaros viena uzliesmojuma laika var
biit atskirigi kltniskie iznakumi, jo papildus pacienta imiinsistémas stavoklim art
patogénu daudzveidibai var bit ietekme uz klmisko iznakumu (McAdam
etal., 2014).

Iepriek$ publicetos pétijumos tika izvirzita versija, ka tikai noteikta
Legionella spp. vides izolatu kopa spgj izraisit cilvéku slimibas, ko apstiprinaja
arT salidzino§as genomikas p&tijumi, ka L. pneumophila kliniskie un vides izolati
ir genétiski atkirigi (Gomez-Valero et al., 2014), turklat klinisko izolatu vida
noverota daudz mazaka genétiska daudzveidiba, tomér vairaki p&tijumi rada, ka
cilveku infekcija nav saistita ar kadu 1pasi virulentu celmu izplatibu vidé un
atsevisku L. pneumophila celmu spg&ja izraisit slimibas, visticamak, ir saistita ar
So bakteriju sp€ju persistét un attistities cilvéka radita iidens vidg, kas var klat

par infic€Sanas vietu (Sousa et al., 2018).
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Misu pétijuma analizétajiem 137 L. pneumophila vides izolatiem ir
konstat&ta licla genétiska daudzveidiba un ievérojama bitisko virulences faktoru
klatbutne, kas apstiprina hipotezi, ka Gidens apgades sist€émas persistgjosie
L. pneumophila celmi neatkarigi no to serogrupas, sekvences tipa un virulences
faktoru komplekta test€Sanas bridi ir jauztver ka potencials infekcijas
ierosinatajs un javeic visi nepiecieSami profilakses un kontroles pasakumi.
Inficé$anas ar legionellam notiek, ieelpojot bakterijas saturo$u Gdens aerosolu,
un baktériju koncentracijai var biit izSkiro$a nozime (Sousa et al., 2018), tiesi
tapec galvenais legionaru slimibas profilakses veids ir kontrol&t Legionella spp.
augSanu Udens inzeniersistémas, un visaptverosa, uz pieradijumiem balstita
Legionella spp. kontroles plana izstradasana un ievie$ana bitiski var samazinat

legionelozes risku.
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Secinajumi

. Daudzdzivoklu maju iedzivotaji ir paklauti lielakam legionelozes riskam
neka privatmajas dzivojosie (OR = 2,23; p = 0,011).

. Augstakais seropozitivitates risks ir to €ku iedzivotajiem, kas centralizeti
sanem karsto tdeni (OR = 3,16; p = 0,001).

. Augsta Legionella spp. prevalence idensapgades sistémas ir saistita ar zemo
karsta aidens temperatiru (vid. 47,8 £ 0,7 °C) un augsto brivi dzivojoso
amébu klatbiitni (84,2 %).

. L. pneumophila vides izolatiem ir liecla SBT un c¢gMLST sekvenéu tipu
daudzveidiba un tiek novérotas regionalas klonalas ekspansijas pazimes ar
misu regionam raksturigo domin&jo$o sekvencu tipu grupu ST-338, ST-366
un ST-1104.

. Virulences génu relativais biezums liecina, ka L. pneumophila izolatiem

piemit augsts virulences potencials un plasa virulences faktoru klatbiitne.
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Priekslikumi

Nemot véra, ka lielo pilsétu daudzdzivoklu €ku ar centraliz&to karsta Gidens
apgadi iedzivotaji ir paklauti ikdienas legionelozes riskam, tiesi §Tm ekam ir
prioritari nepiecie$ama visaptvero$a, pieradijumos balstita Legionella spp.
kontroles plana izstradasana un ievieSana.

Pilnveidojot legionelozes diagnostikas algoritmu, ir janem véra lokala
L. pneumophila celmu izplatiba un jaizmanto vismaz divas testéSanas
metodes, kas ietver arT dazadu SG un genotipu identifikaciju, pieméram, PKR
balstitas metodes un klasiska kultivésanas metode.

Jaievie§s cgMLST metode klinisko un vides izolatu genotipésana, kas sniegs

dro$u un uzticamu epidemiologiskas izmekl&$anas instrumentu.

57



Publikacijas un zinojumi par promocijas darba temu

Publikacijas starptautiski recenzéjamos zinatniskajos izdevumos:

1.

Valcina, O.; Pile, D.; Lucenko, I.; Krastina, D.; gteingolde, 7. Kriimina, A.; Bérzins,
A. Legionella pneumophila Seropositivity-Associated Factors in Latvian Blood
Donors. International Journal of Environmental Research and Public Health 2015,
13 (1), 58. https://doi.org/10.3390/ijerph13010058.

Valcina, O.; Pile, D.; MaliSevs, A.; Trofimova, J.; Makarova, S.; Konvisers, G.;
Berzins, A.; Krimina, A. Co-Occurrence of Free-Living Amoeba and Legionella in
Drinking Water Supply Systems. Medicina 2019, 55 (8), 492. https://doi.org/
10.3390/medicina55080492.

Valcina, O.; Pile, D.; Kibilds, J.; Lazdane, A.; Trofimova, J.; Makarova, S.;
Konvisers, G.; Kimse, L.; Krimina, A.; Berzins, A. Prevalence and Genetic Diversity
of Legionella spp. In Hotel Water-Supply Systems in Latvia. Microorganisms 2023,
11 (3), 596. https://doi.org/10.3390/microorganisms11030596.

Valcina, O.; Pile, D.; Kibilds, J.; Labecka, L.; Terentjeva, M.; Kriimina, A.; B&rzins,
A. Evaluation of Genetic Diversity and Virulence Potential of Legionella
pneumophila Isolated from Water Supply Systems of Residential Buildings in Latvia.
Pathogens 2023, 12 (7), 884. https://doi.org/10.3390/pathogens12070884.

Mutiski zinojumi konferences:

1.

Valcina, O., Pile, D., Makarova, S. K., Bérzin§, A., Krimina, A. Legionella
pneumophila izplatiba dzerama adens apgades sisttma daudzdzivoklu
majsaimniecibas Riga. 2013. RSU 2013. gada zinatniska konference, Riga, Latvija.

Valcina, O., Pule, D., Malisevs, A., Trofimova, J., Staskevica, A., Makarova, S.,
Grantina-levina, L., Berzins, A.; Krumina, A. Diversity and factors associated with
occurrence of Legionella pneumophila in drinking water supply systems. 2019. Riga
Stradin§ University International Conference on Medical and Health Care Sciences
«Knowledge For Use in Practice», Riga, Latvia.

Konferencu tézes:

1.

Valcina, O, Pile, D., Makarova, S., Meistere, J., Berzins, A., Krimina, A. Paraugu
nemsSanas plana nozimigums Legionella pneumophila kontrolei. 2014. // RSU
2014. gada zinatniska konference, Riga, Latvija.

Valcina, O., Krastina, D., Pile, D., Bérzin$, A., Krumina, A. Seroprevalence of
Legionella in blood donors and occurrence of Legionella pneumophila in water
distribution systems in Riga. 2015. // RSU 2015. gada zinatniska konference, Riga,
Latvija.

58


file:///C:/Users/olga.valcina/Documents/Mikrobiologija/Legionellas/RSU/Final/Pusgatavie/10.3390/ijerph13010058
file:///C:/Users/olga.valcina/Documents/Mikrobiologija/Legionellas/RSU/Final/Pusgatavie/10.3390/medicina55080492
https://doi.org/10.3390/microorganisms11030596

Valcina, O., Krastina, D., Pile, D., Bérzins, A., Krimina, A. Legionella pneumophila
seropositivity associated factors in Latvian blood donors. 2015. // 8" International
Conference on Biodiversity Research, Daugavpils, Latvija.

Pile, D., MaliSevs, A., Valcina, O. Development of Water Supply System Model for
Artificial Contamination with Legionella: Preliminary Results. 2016. // 58"
International Scientific Conference of Daugavpils University, Daugavpils, Latvija.

Valcina, O, Pule, D., Malisevs, A., Trofimova, J., Makarova, S., Grantina-levina, L.,
Berzins, A.; Krumina, A. Co-occurrence of Legionella spp. and free living protozoja
in frinking water supply systems in Latvia. 2017. // The 9th Intarnational Conference
on Legionella, Rome, ltaly.

Valcina, O., Staskevica, A., Piile, D., Bérzins, A. Diversity of Legionella in hot water
distribution systems in Latvian hotels. 2018. // ESCMID Study group for Legionella
infections (ESGLI) Conference 2018, Lyon, France.

Pile, D., Valcina, O. Formation of Legionella Containing Biofilm in Small-Scale
Water Supply System Model. 2019. // ESCMID Study Group for Legionella
Infections (ESGLI) Conference 2019, Athens, Greece.

59



Literattiras saraksts

Amemura-Maekawa, J., Kura, F., Helbig, J.H., Chang, B., Kaneko, A., Watanabe,
Y., Isobe, J., Nukina, M., Nakajima, H., Kawano, K., Tada, Y., Watanabe, H., 2010.
Characterization of Legionella pneumophila isolates from patients in Japan
according to serogroups, monoclonal antibody subgroups and sequence types.
Journal of Medical Microbiology. 59, 653-659. https://doi.org/10.1099/
jmm.0.017509-0

Barna, Z., Kadar, M., Kalman, E., Scheirich Szax, Anita, Vargha, M., 2016.
Prevalence of Legionella in premise plumbing in Hungary. Water Research. 90,
71-78. https://doi.org/10.1016/j.watres.2015.12.004

Besi¢, A., Karakas, S., Obradovié, Z., MusSovié, A., Hrapovi¢, E., 2021. Travel-
related epidemiological studies of legionellosis in Federation of Bosnia and
Herzegovina. Health and Technology. 11, 971-979. https://doi.org/10.1007/
$12553-021-00584-0

Best, A., Abu Kwaik, Y., 2018. Evolution of the Arsenal of Legionella pneumophila
Effectors To Modulate Protist Hosts. mBio. 9. https://doi.org/10.1128/mbio.
01313-18

Boer, J.W.D., Nijhof, J., Friesema, I., 2006. Risk factors for sporadic community-
acquired Legionnaires’ disease. A 3-year national case—control study. Public
Health. 120, 566-571. https://doi.org/10.1016/j.puhe.2006.03.009

Bolger, A.M., Lohse, M., Usadel, B., 2014. Trimmomatic: a flexible trimmer for
Illumina sequence data. Bioinformatics. 30, 2114-2120. https://doi.org/
10.1093/bioinformatics/btul70

Bollin, G.E., Plouffe, J.F., Para, M.F., Hackman, B., 1985. Aerosols containing
Legionella pneumophila generated by shower heads and hot-water faucets. Applied
and Environmental Microbiology. 50, 1128-1131. https://doi.org/10.1128/
aem.50.5.1128-1131.1985

Borella, P., Bargellini, A., Marchesi, I., Rovesti, S., Stancanelli, G., Scaltriti, S.,
Moro, M., Montagna, M.T., Tato, D., Napoli, C., Triassi, M., Montegrosso, S.,
Pennino, F., Zotti, C.M., Ditommaso, S., Giacomuzzi, M., 2008. Prevalence of anti-
legionella antibodies among Italian hospital workers. Journal of Hospital Infection.
69, 148-155. https://doi.org/10.1016/j.jhin.2008.03.004

Bortolaia, V., Kaas, R.S., Ruppe, E., Roberts, M.C., Schwarz, S., Cattoir, V.,
Philippon, A., Allesoe, R.L., Rebelo, AR., Florensa, A.F., Fagelhauer, L.,
Chakraborty, T., Neumann, B., Werner, G., Bender, J.K., Stingl, K., Nguyen, M.,
Coppens, J., Xavier, B.B., Malhotra-Kumar, S., 2020. ResFinder 4.0 for predictions
of phenotypes from genotypes. Journal of Antimicrobial Chemotherapy. 75,
3491-3500. https://doi.org/10.1093/jac/dkaa345

60


https://doi.org/10.1016/j.watres.2015.12.004
https://doi.org/10.1016/j.puhe.2006.03.009
https://doi.org/10.1016/j.jhin.2008.03.004
https://doi.org/10.1093/jac/dkaa345

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Cazalet, C., Rusniok, C., Briiggemann, H., Zidane, N., Magnier, A., Ma, L., Tichit,
M., Jarraud, S., Bouchier, C., Vandenesch, F., Kunst, F., Etienne, J., Glaser, P.,
Buchrieser, C., 2004. Evidence in the Legionella pneumophila genome for
exploitation of host cell functions and high genome plasticity. Nature Genetics. 36,
1165-1173. https://doi.org/10.1038/ng1447

SPKC, Centre of Disease Prevention and Control of Latvia, 2023. Epidemiological
Reports | SPKC Epidemiologijas bileteni.  https://www.spkc.gov.Iv/lv/
epidemiologijas-bileteni (accessed 04.02.2023).

Cervero-Arago, S., Sommer, R., Araujo, R.M., 2014. Effect of UV irradiation
(253.7 nm) on free Legionella and Legionella associated with its amoebae hosts.
Water Research. 67, 299-309. https://doi.org/10.1016/j.watres.2014.09.023

Collins, S., Stevenson, D., Bennett, A., Walker, J., 2017. Occurrence of Legionella
in UK household showers. International Journal of Hygiene and Environmental
Health. 220, 401-406. https://doi.org/10.1016/j.ijheh.2016.12.001

CSB, Oficialas statistikas portals, n.d. ledzivotaju skaits un raksturojosie raditaji |
Oficialas statistikas portals [WWW Document]. stat.gov.lv. URL https://stat.gov.Iv/
Iv/statistikas-temas/iedzivotaji/iedzivotaju-skaits (accessed 06.02.23).

D’Auria, G., Jiménez, N., Peris-Bondia, F., Pelaz, C., Latorre, A., Moya, A., 2008.
Virulence factor rtx in Legionella pneumophila, evidence suggesting it is a modular
multifunctional protein. BMC Genomics. 9. https://doi.org/10.1186/1471-2164-
9-14

Daniau, C., Cabanes, P.-A., 2010. Seroprevalence survey of antibodies against
Legionella pneumophila among exposed and nonexposed personnel at industrial
sites.  Environnement, Risques & Santé. 9, 209-216. https://doi.org/
10.1684/ers.2010.0350

Darelid, J., Lofgren, S., Malmvall, B.-E., Olinder-Nielsen, A., Briheim, G.,
Hallander, H., 2003. Legionella pneumophila serogroup 1 antibody kinetics in
patients with legionnaires’ disease: Implications for serological diagnosis.
Scandinavian Journal of Infectious Diseases. 35, 15-20. https://doi.org/
10.1080/0036554021000026998

David, S., Mentasti, M., Tewolde, R., Aslett, M., Harris, S.R., Afshar, B.,
Underwood, A., Fry, N.K., Parkhill, J., Harrison, T.G., 2016. Evaluation of an
Optimal Epidemiological Typing Scheme for Legionella pneumophila with Whole-
Genome Sequence Data Using Validation Guidelines. Journal of Clinical
Microbiology. 54, 2135-2148. https://doi.org/10.1128/JCM.00432-16

De Buck, E., Anné, J., Lammertyn, E., 2007. The role of protein secretion systems
in the virulence of the intracellular pathogen Legionella pneumophila.
Microbiology. 153, 3948-3953. https://doi.org/10.1099/mic.0.2007/012039-0

61


https://doi.org/10.1038/ng1447
https://doi.org/10.1016/j.watres.2014.09.023
https://doi.org/10.1016/j.ijheh.2016.12.001
https://doi.org/10.1128/JCM.00432-16
https://doi.org/10.1099/mic.0.2007/012039-0

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

de Felipe, K.S., Pampou, S., Jovanovic, O.S., Pericone, C.D., Ye, S.F., Kalachikov,
S., Shuman, H.A., 2005. Evidence for Acquisition of Legionella Type IV Secretion
Substrates via Interdomain Horizontal Gene Transfer. Journal of Bacteriology. 187,
7716-7726. https://doi.org/10.1128/JB.187.22.7716-7726.2005

de Filippis, Patrizia, Mozzetti, C., Amicosante, M., D'Alo, Gian Loreto, Messina,
A., Varrenti, D., Giammattei, R., Giorgio, D., Corradi, S., D’Auria, A., Fraietta, R.,
Gabrieli, R., 2017. Occurrence of Legionella in showers at recreational facilities.
Journal of Water and Health. 15, 402-409. https://doi.org/10.2166/wh.2017.296

Declerck, P., Behets, J., van Hoef, V., Ollevier, F., 2007. Detection of Legionella
spp. and some of their amoeba hosts in floating biofilms from anthropogenic and
natural aquatic environments. Water Research. 41, 3159-3167. https://doi.org/
10.1016/j.watres.2007.04.011

Den Boer, JW., Bruin, J.P., Verhoef, L.P.B., Van der Zwaluw, K., Jansen, R.,
Yzerman, E.P.F., 2008. Genotypic comparison of clinical Legionella isolates and
patient-related environmental isolates in The Netherlands, 2002-2006. Clinical
Microbiology and Infection. 14, 459-466. https://doi.org/10.1111/j.1469-
0691.2008.01973.x

Dendana, F., Trabelsi, H., Neji, S., Sellami, H., Kammoun, S., Makni, F., Feki, J.,
Cheikhrouhou, F., Ayadi, A., 2018. Prevalence of free living amoeba in the
domestic waters reservoirs in Sfax, Tunisia. Experimental Parasitology. 193, 1-4.
https://doi.org/10.1016/j.exppara.2018.07.007

Denoncourt, A.M., Paquet, V.E., Charette, S.J., 2014. Potential role of bacteria
packaging by protozoa in the persistence and transmission of pathogenic bacteria.
Frontiers in Microbiology. 5. https://doi.org/10.3389/fmicb.2014.00240

Dietersdorfer, E., Kirschner, A., Schrammel, B., Ohradanova-Repic, A., Stockinger,
H., Sommer, R., Walochnik, J., Cervero-Aragd, S., 2018. Starved viable but non-
culturable (VBNC) Legionella strains can infect and replicate in amoebae and
human macrophages. Water Research. 141, 428-438. https://doi.org/
10.1016/j.watres.2018.01.058

Dilger, T., Melzl, H., Gessner, A., 2018. Legionella contamination in warm water
systems: A species-level survey. International Journal of Hygiene and
Environmental Health. 221, 199-210. https://doi.org/10.1016/j.ijheh.2017.10.011

Domazetovska, A., Jensen, S.O., Gray, M., Radzieta, M., Maley, M., 2022. Culture-
Free Phylogenetic Analysis of Legionella pneumophila Using Targeted
CRISPR/Cas9 Next-Generation Sequencing. Microbiology Spectrum. 10.
https://doi.org/10.1128/spectrum.00359-22

Doménech-Sanchez, A., Laso, E., Alberti, S., 2022. Determination of Legionella
spp. prevalence in Spanish hotels in five years. Are tourists really at risk? Travel
Medicine and Infectious Disease. 46, 102269. https://doi.org/10.1016/
j.tmaid.2022.102269

62


https://doi.org/10.1128/JB.187.22.7716-7726.2005
https://doi.org/10.2166/wh.2017.296
https://doi.org/10.1111/j.1469-0691.2008.01973.x
https://doi.org/10.1111/j.1469-0691.2008.01973.x
https://doi.org/10.1016/j.exppara.2018.07.007
https://doi.org/10.3389/fmicb.2014.00240
https://doi.org/10.1016/j.ijheh.2017.10.011
https://doi.org/10.1128/spectrum.00359-22

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

Doménech-Sanchez, A., Laso, E., Berrocal, C.I., Alberti, S., 2022. Environmental
surveillance of Legionella in tourist facilities of the Balearic Islands, Spain, 2006 to
2010 and 2015 to 2018. Eurosurveillance. 27. https://doi.org/10.2807/1560-
7917.5.2022.27.21.2100769

Donohue, M.J., Mistry, J.H., Tucker, N., Vesper, S.J., 2022. Hot water plumbing in
residences and office buildings have distinctive risk of Legionella pneumophila
contamination. International Journal of Hygiene and Environmental Health. 245,
114023. https://doi.org/10.1016/j.ijheh.2022.114023

ECDC, 2022. Legionnaires’ disease - annual epidemiological report for 2020
[WWW Document]. European Centre for Disease Prevention and Control.
URL https://www.ecdc.europa.eu/en/publications-data/legionnaires-disease-
annual-epidemiological-report-2020 (accessed 21.12.2022).

ESGLI, 2017. ESGLI European technical guidelines for the prevention, control and
investigation of infections caused by Legionella species. European
Centre for Disease Prevention and Control. https://www.ecdc.europa.eu/
en/publications-data/european-technical-guidelines-prevention-control-and-
investigation-infections (accessed 21.12.2022).

Feil, E.J., Li, B.C., Aanensen, D.M., Hanage, W.P., Spratt, B.G., 2004. eBURST:
Inferring Patterns of Evolutionary Descent among Clusters of Related Bacterial
Genotypes from Multilocus Sequence Typing Data. Journal of Bacteriology. 186,
1518-1530. https://doi.org/10.1128/jb.186.5.1518-1530.2004

Feldman, C., Anderson, R., 2013. Cigarette smoking and mechanisms of
susceptibility to infections of the respiratory tract and other organ systems. The
Journal of Infection. 67, 169-184. https://doi.org/10.1016/j.jinf.2013.05.004

Felice, A., Franchi, M., De Martin, S., Vitacolonna, N., lacumin, L., Civilini, M.,
2019. Environmental surveillance and spatio-temporal analysis of Legionella spp.
in a region of northeastern Italy (2002-2017). PLOS ONE. 14, e0218687.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0218687

Francisco, A.P., Bugalho, M., Ramirez, M., Carrigo, J.A., 2009. Global optimal
eBURST analysis of multilocus typing data using a graphic matroid approach. BMC
Bioinformatics. 10, 152. https://doi.org/10.1186/1471-2105-10-152

Gaia, V., Fry, N.K., Afshar, B., ChristianL.P., MeugnierH., Etienne, J., Peduzzi, R.,
Harrison, T.G., 2005. Consensus sequence-based scheme for epidemiological
typing of clinical and environmental isolates of Legionella pneumophila. Journal of
Clinical Microbiology. 43, 2047-2052. https://doi.org/10.1128/jcm.43.5.2047-
2052.2005

Garner, E., Brown, C.L., Schwake, D.O., Rhoads, W.J., Arango-Argoty, G., Zhang,
L., Jospin, G., Coil, D.A., Eisen, J.A., Edwards, M.A., Pruden, A., 2019.
Comparison of Whole-Genome Sequences of Legionella pneumophila in Tap Water
and in Clinical Strains, Flint, Michigan, USA, 2016. Emerging Infectious Diseases.
25, 2013-2020. https://doi.org/10.3201/eid2511.181032

63


https://doi.org/10.2807/1560-7917.es.2022.27.21.2100769
https://doi.org/10.2807/1560-7917.es.2022.27.21.2100769
https://doi.org/10.1016/j.ijheh.2022.114023
https://www.ecdc.europa.eu/en/publications-data/legionnaires-disease-annual-epidemiological-report-2020
https://www.ecdc.europa.eu/en/publications-data/legionnaires-disease-annual-epidemiological-report-2020
https://doi.org/10.1016/j.jinf.2013.05.004
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0218687
https://doi.org/10.1186/1471-2105-10-152
https://doi.org/10.1128/jcm.43.5.2047-2052.2005
https://doi.org/10.1128/jcm.43.5.2047-2052.2005
https://doi.org/10.3201/eid2511.181032

40.

41.

42,

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

Gattuso, G., Rizzo, R., Lavoro, A., Spoto, V., Porciello, G., Montagnese, C., Cina,
D., Cosentino, A., Lombardo, C., Mezzatesta, M.L., Salmeri, M., 2022. Overview
of the clinical and molecular features of legionella pneumophila: Focus on novel
surveillance and diagnostic strategies. Antibiotics. (Basel, Switzerland) 11, 370.
https://doi.org/10.3390/antibiotics11030370

Gay, L., Melenotte, C., Lakbar, 1., Mezouar, S., Devaux, C., Raoult, D., Bendiane,
M.-K., Leone, M., Mége, J.-L., 2021. Sexual Dimorphism and Gender
in Infectious Diseases. Frontiers in Immunology. 12. https://doi.org/10.3389/
fimmu.2021.698121

Ghosh, S., O’Connor, T.J., 2017. Beyond Paralogs: The Multiple Layers of
Redundancy in Bacterial Pathogenesis. Frontiers in Cellular and Infection
Microbiology. 7. https://doi.org/10.3389/fcimb.2017.00467

Ginevra, C., Forey, F., Campése, C., Reyrolle, M., Che, D., Etienne, J., Jarraud, S.,
2008. Lorraine strain of Legionella pneumophila serogroup 1, France. Emerging
Infectious Diseases. 14, 673-675. https://doi.org/10.3201/eid1404.070961

Gleason, J.A., Cohn, P.D., 2022. A review of legionnaires’ disease and public water
systems — Scientific considerations, uncertainties and recommendations.
International Journal of Hygiene and Environmental Health. 240, 113906.
https://doi.org/10.1016/j.ijhen.2021.113906

Gomez-Valero, L., Buchrieser, C., 2019. Intracellular parasitism, the driving force
of evolution of Legionella pneumophila and the genus Legionella. Genes &
Immunity. 20, 394-402. https://doi.org/10.1038/s41435-019-0074-z

Gomez-Valero, L., Rusniok, C., Rolando, M., Neou, M., Dervins-Ravault, D.,
Demirtas, J., Rouy, Z., Moore, R.J., Chen, H., Petty, N.K., Jarraud, S., Etienne, J.,
Steinert, M., Heuner, K., Gribaldo, S., Médigue, C., Glockner, G., Hartland, E.L.,
Buchrieser, C., 2014. Comparative analyses of Legionella species identifies genetic
features of strains causing Legionnaires disease. Genome Biology. 15, 505.
https://doi.org/10.1186/preaccept-1086350395137407

Gordon, M., Yakunin, E., Valinsky, L., Chalifa-Caspi, V., Moran-Gilad, J., 2017.
A bioinformatics tool for ensuring the backwards compatibility of Legionella
pneumophila typing in the genomic era. Clinical Microbiology and Infection. 23,
306-310. https://doi.org/10.1016/j.cmi.2017.01.002

Graham, F.F., Hales, S., White, P.S., Baker, M.G., 2020. Review Global
seroprevalence of legionellosis - a systematic review and meta-analysis. Scientific
Reports. 10. https://doi.org/10.1038/s41598-020-63740-y

Guo, J., Liang, T., Hu, C., Lv, R,, Yang, X., Cui, Y., Song, Y., Yang, R., Zhu, Q.,
Song, Y., 2015. Sequence types diversity of Legionella pneumophila isolates from
environmental water sources in Guangzhou and Jiangmen, China. Infection,
Genetics and Evolution. 29, 35-41. https://doi.org/10.1016/j.meegid.2014.10.023

64


https://doi.org/10.3390/antibiotics11030370
https://doi.org/10.3389/fcimb.2017.00467
https://doi.org/10.3201/eid1404.070961
https://doi.org/10.1016/j.ijheh.2021.113906
https://doi.org/10.1038/s41435-019-0074-z
https://doi.org/10.1186/preaccept-1086350395137407
https://doi.org/10.1016/j.cmi.2017.01.002
https://doi.org/10.1038/s41598-020-63740-y
https://doi.org/10.1016/j.meegid.2014.10.023

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

Guyard, C., Low, D.E., 2011. Legionella infections and travel associated
legionellosis. Travel Medicine and Infectious Disease. 9, 176-186.
https://doi.org/10.1016/j.tmaid.2010.05.006

Hamilton, K.A., Prussin, A.J., Ahmed, W., Haas, C.N., 2018. Outbreaks of
Legionnaires’ Disease and Pontiac Fever 2006-2017. Current Environmental
Health Reports. 5, 263-271. https://doi.org/10.1007/s40572-018-0201-4

Harrison, T.G., Afshar, B., Doshi, N., Fry, N.K., Lee, J.V., 2009. Distribution of
Legionella pneumophila serogroups, monoclonal antibody subgroups and DNA
sequence types in recent clinical and environmental isolates from England and
Wales (2000-2008). European Journal of Clinical Microbiology & Infectious
Diseases: Official Publication of the European Society of Clinical Microbiology.
28, 781-791. https://doi.org/10.1007/s10096-009-0705-9

Hawn, T.R., Verbon, A., Janer, M., P, Z.L., Beutler, B., Aderem, A., 2005. Toll-like
receptor 4 polymorphisms are associated with resistance to Legionnaires’ disease.
Proceedings of the National Academy of Sciences. 102, 2487-2489.
https://doi.org/10.1073/pnas.0409831102

Herwaldt, L.A., Marra, A.R., 2018. Legionella. Current Opinion in Infectious
Diseases. 31, 325-333. https://doi.org/10.1097/qc0.0000000000000468

Hsu, B.-M., Huang, C.-C., Chen, J.-S., Chen, N.-H., Huang, J.-T., 2011.
Comparison of potentially pathogenic free-living amoeba hosts by Legionella spp.
in substrate-associated biofilms and floating biofilms from spring environments.
Water Research. 45, 5171-5183. https://doi.org/10.1016/j.watres.2011.07.019

Huang, B., Yuan, Z., Heron, B.A., Gray, B.R., Eglezos, S., Bates, J.R., Savill, J.,
2006. Distribution of 19 major virulence genes in Legionella pneumophila
serogroup 1 isolates from patients and water in Queensland, Australia. Journal of
Medical Microbiology. 55, 993-997. https://doi.org/10.1099/jmm.0.46310-0

ISO, International Organization for Standardization, n.d. ISO 19458:2006 Water
quality — Sampling for microbiological analysis. 1SO. URL https://www.iso.org/
standard/33845.html (accessed 11.18.2020).

ISO, International Organization for Standardization, n.d. ISO 11731:2017 Water
quality — Enumeration of Legionella. 1SO. URL https://www.iso.org/
standard/61782.html (accessed 11.18.2020).

Javanmard, E., Niyyati, M., Lorenzo-Morales, J., Lasjerdi, Z., Behniafar, H.,
Mirjalali, H., 2017. Molecular identification of waterborne free living amoebae
(Acanthamoeba, Naegleria and Vermamoeba) isolated from municipal drinking
water and environmental sources, Semnan province, north half of Iran.
Experimental Parasitology. 183, 240-244. https://doi.org/10.1016/
j.exppara.2017.09.016

65


https://doi.org/10.1016/j.tmaid.2010.05.006
https://doi.org/10.1007/s40572-018-0201-4
https://doi.org/10.1007/s10096-009-0705-9
https://doi.org/10.1073/pnas.0409831102
https://doi.org/10.1097/qco.0000000000000468
https://doi.org/10.1016/j.watres.2011.07.019
https://doi.org/10.1099/jmm.0.46310-0

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

Jia, X., Ren, H., Nie, X., Li, Y., Li, J., Qin, T., 2019. Antibiotic Resistance and
Azithromycin Resistance Mechanism of Legionella pneumophila Serogroup 1 in
China. Antimicrobial Agents and Chemotherapy. 63. https://doi.org/10.1128/
AAC.00768-19

Jiang, L., Zhao, S., Cai, X., Mu, D., Zhang, X., Kang, J., Zhao, L., Chen, Y., 2021.
Sequence-based typing of clinical and environmental Legionella pneumophila
isolates in Shenyang, China. Enfermedades infecciosas y microbiologia clinica
(English ed.). 39, 383-389. https://doi.org/10.1016/j.eimce.2020.06.018

Katsiaflaka, A., Pournaras, S., Kristo, 1., Mouchtouri, V.A., Kyritsi, M., Velonakis,
E., Vatopoulos, A.C., Hadjichristodoulou, C., 2016. Epidemiological Investigation
of Legionella pneumophila Serogroup 2 to 14 lIsolates from Water Samples by
Amplified Fragment Length Polymorphism and Sequence-Based Typing and
Detection of Virulence Traits. Applied and Environmental Microbiology. 82,
6102-6108. https://doi.org/10.1128/aem.01672-16

Kenhove, V., Dinne, K., Janssens, A., Laverge, J., 2019. Overview and comparison
of Legionella regulations worldwide. American Journal of Infection Control. 47,
968-978. https://doi.org/10.1016/j.ajic.2018.10.006

Kese, D., Obreza, A., Rojko, T., KiSek, Tjasa Cerar, 2021. Legionella
pneumophila—Epidemiology and characterization of clinical isolates, Slovenia,
2006-2020. Diagnostics. 11, 1201. https://doi.org/10.3390/diagnostics11071201

Kozak, N.A., Buss, M., Lucas, C.E., Frace, M., Govil, D., Travis, T., Olsen-
Rasmussen, M., Benson, R.F., Fields, B.S., 2010. Virulence Factors Encoded by
Legionella longbeachae Identified on the Basis of the Genome Sequence Analysis
of Clinical Isolate D-4968. Journal of Bacteriology. 192, 1030-1044.
https://doi.org/10.1128/jb.01272-09

Kozak-Muiznieks, N.A., Lucas, C.E., Brown, E., Pondo, T., Taylor, T.H., Frace,
M., Miskowski, D., Winchell, J.M., 2014. Prevalence of Sequence Types among
Clinical and Environmental Isolates of Legionella pneumophila Serogroup 1 in the
United States from 1982 to 2012. Journal of Clinical Microbiology. 52, 201-211.
https://doi.org/10.1128/jcm.01973-13

Kruse, E.-B., Wehner, A., Wisplinghoff, H., 2016. Prevalence and distribution of
Legionella spp in potable water systems in Germany, risk factors associated with
contamination, and effectiveness of thermal disinfection. American Journal of
Infection Control. 44, 470-474. https://doi.org/10.1016/j.ajic.2015.10.025

Kuris, A.M., Lafferty, K.D., Sokolow, S.H., 2014. Sapronosis: a distinctive type of
infectious agent. Trends in Parasitology. 30, 386-393. https://doi.org/10.1016/
j.pt.2014.06.006

Kuroki, T., Watanabe, Y., Teranishi, H., lzumyama, S., Amemura-Maekawa, J.,
Kura, F., 2017. Legionella prevalence and risk of legionellosis in Japanese
households. Epidemiology and Infection. 145, 1398-1408. https://doi.org/
10.1017/s0950268817000036

66


https://doi.org/10.1016/j.eimce.2020.06.018
https://doi.org/10.1128/aem.01672-16
https://doi.org/10.1016/j.ajic.2018.10.006
https://doi.org/10.3390/diagnostics11071201
https://doi.org/10.1128/jb.01272-09
https://doi.org/10.1128/jcm.01973-13
https://doi.org/10.1016/j.ajic.2015.10.025

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

Le Calvez, T., Trouilhé, M.-C., Humeau, P., Moletta-Denat, M., Frére, J., Héchard,
Y., 2012. Detection of free-living amoebae by using multiplex quantitative PCR.
Molecular and Cellular Probes. 26, 116-120. https://doi.org/10.1016/
j.mcp.2012.03.003

Lévesque, B., Lavoie, M., Joly, J., 2004. Residential water heater temperature: 49
or 60 degrees celsius? Canadian Journal of Infectious Diseases. 15, 11-12.
https://doi.org/10.1155/2004/109051

Lévesque, S., Lalancette, C., Bernard, K., Pacheco, A.L., Dion, R., Longtin, J. and
Tremblay, C. 2016. Molecular Typing of Legionella pneumophila Isolates in the
Province of Quebec from 2005 to 2015. PLOS ONE. 11 (10): e0163818.

Liu, B., Zheng, D., Zhou, S., Chen, L., Yang, J., 2022. VFDB 2022: a general
classification scheme for bacterial virulence factors. Nucleic Acids Research. 50,
D912-D917. https://doi.org/10.1093/nar/gkab1107

Magnet, A., Peralta, R.H.S., Gomes, T.S., Izquierdo, F., Fernandez-Vadillo, C.,
Galvan, A.L., Pozuelo, M.J., Pelaz, C., Fenoy, S., Aguila, D., 2015. Vectorial role
of Acanthamoeba in Legionella propagation in water for human use. Science of The
Total Environment. 505, 889-895. https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2014.10.064

McAdam, P.R., Vander Broek, C.W., Lindsay, D.S., Ward, M.J., Hanson, M.F.,
Gillies, M., Watson, M., Stevens, J.M., Edwards, G.F., Fitzgerald, J.R., 2014. Gene
flow in environmental Legionella pneumophila leads to genetic and pathogenic
heterogeneity within a Legionnaires’ disease outbreak. Genome Biology. 15.
https://doi.org/10.1186/513059-014-0504-1

Mentasti, M., Underwood, A., Liick, C., Kozak-Muiznieks, N.A., Harrison, T.G.,
Fry, N.K., 2014. Extension of the Legionella pneumophila sequence-based typing
scheme to include strains carrying a variant of the N-acylneuraminate
cytidylyltransferase gene. Clinical Microbiology and Infection. 20, 0435-0441.
https://doi.org/10.1111/1469-0691.12459

Mercante, J.W., Caravas, J.A., Ishaq, M.K., Kozak-Muiznieks, N.A., Raphael, B.H.,
Winchell, J.M., 2018. Genomic heterogeneity differentiates clinical and
environmental subgroups of Legionella pneumophila sequence type 1. PLOS ONE.
13, e0206110. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0206110

Misch, E.A., Verbon, A., Prins, J.M., Skerrett, S.J., Hawn, T.R., 2013. A TLR6
polymorphism is associated with increased risk of Legionnaires’ disease. Genes &
Immunity. 14, 420-426. https://doi.org/10.1038/gene.2013.34

MK, Ministru Kabinets, 2010. MK Nr. 906, 2010.28.09. Dzivojamas majas
sanitaras apkopes noteikumi. LIKUMI.LV. URL https:/likumi.lv/ta/id/218830-
dzivojamas-majas-sanitaras-apkopes-noteikumi (accessed 05.05.2023).

67


https://doi.org/10.1155/2004/109051
https://doi.org/10.1093/nar/gkab1107
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2014.10.064
https://doi.org/10.1186/s13059-014-0504-1
https://doi.org/10.1111/1469-0691.12459
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0206110
https://doi.org/10.1038/gene.2013.34
https://likumi.lv/ta/id/218830-dzivojamas-majas-sanitaras-apkopes-noteikumi
https://likumi.lv/ta/id/218830-dzivojamas-majas-sanitaras-apkopes-noteikumi

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

Moran-Gilad, J., Prior, K., Yakunin, E., G, H.T., Underwood, A., Lazarovitch, T.,
Valinsky, L., Liick, C., Krux, F., Agmon, V., Grotto, I., Harmsen, D., 2015. Design
and application of a core genome multilocus sequence typing scheme for
investigation of Legionnaires’ disease incidents. Eurosurveillance. 20.
https://doi.org/10.2807/1560-7917.es2015.20.28.21186

Nakanishi, N., Nomoto, R., Tanaka, S., Arikawa, K., lwamoto, T., 2019. Analysis
of Genetic Characterization and Clonality of Legionella pneumophila Isolated from
Cooling Towers in Japan. International Journal of Environmental Research and
Public Health. 16, 1664. https://doi.org/10.3390/ijerph16091664

Nascimento, M., Sousa, A., Ramirez, M., Francisco, A.P., Carrigo, J.A., Vaz, C.,
2016. PHYLOViZ 2.0: providing scalable data integration and visualization for
multiple phylogenetic inference methods. Bioinformatics. 33, 128-129.
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btw582

Nisar, M.A., Ross, K.E., Brown, M.H., Bentham, R., Hinds, J., Whiley, H., 2022.
Molecular screening and characterization of Legionella pneumophila associated
free-living amoebae in domestic and hospital water systems. Water Research. 226,
119238. https://doi.org/10.1016/j.watres.2022.119238

Oliva, G., Sahr, T., Buchrieser, C., 2018. The life cycle of L. pneumophila: Cellular
differentiation is linked to virulence and metabolism. Frontiers in Cellular and
Infection Microbiology. 8. https://doi.org/10.3389/fcimb.2018.00003

Pagnier, I., Valles, C., Raoult, D., Scola, L., 2015. Isolation of Vermamoeba
vermiformis and associated bacteria in hospital water. Microbial Pathogenesis. 80,
14-20. https://doi.org/10.1016/j.micpath.2015.02.006

Pancer, K., 2013. Sequence-based typing of Legionella pneumophila strains isolated
from hospital water distribution systems as a complementary element of risk
assessment of legionellosis in Poland. Annals of agricultural and environmental
medicine: AAEM. 20, 436-440.

Papadakis, A., Keramarou, M., Chochlakis, D., Sandalakis, V., Mouchtouri,
Varvara A, Psaroulaki, A., 2021. Legionella spp. Colonization in water systems of
hotels linked with travel-associated legionnaires’ disease. Water. 13, 2243.
https://doi.org/10.3390/w13162243

Petti, S., Vitali, M., 2017. Occupational risk for Legionella infection among dental
healthcare workers: meta-analysis in occupational epidemiology. BMJ Open. 7,
€015374. https://doi.org/10.1136/bmjopen-2016-015374

Phin, N., Parry-Ford, F., Harrison, T., Stagg, H.R., Zhang, N., Kumar, K.,
Lortholary, O., Zumla, A., Abubakar, 1., 2014. Epidemiology and clinical
management of Legionnaires’ disease. The Lancet Infectious Diseases. 14,
1011-1021. https://doi.org/10.1016/s1473-3099(14)70713-3

Principe, L., Tomao, P., Visca, P., 2017. Legionellosis in the occupational
setting. Environmental Research. 152, 485-495. https://doi.org/10.1016/
j.envres.2016.09.018

68


https://doi.org/10.2807/1560-7917.es2015.20.28.21186
https://doi.org/10.3390/ijerph16091664
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btw582
https://doi.org/10.1016/j.watres.2022.119238
https://doi.org/10.3389/fcimb.2018.00003
https://doi.org/10.1016/j.micpath.2015.02.006
https://doi.org/10.3390/w13162243
https://doi.org/10.1136/bmjopen-2016-015374
https://doi.org/10.1016/s1473-3099(14)70713-3

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

Prjibelski, Andrey D, Puglia, G.D., Antipov, D., Bushmanova, E., Giordano, D.,
Mikheenko, A., Vitale, D., Lapidus, A., 2020. Extending rnaSPAdes functionality
for hybrid transcriptome assembly. BMC Bioinformatics. 21. https://doi.org/
10.1186/s12859-020-03614-2

Rasheduzzaman M, Singh R, Haas CN, Gurian PL., 2020. Required water
temperature in hotel plumbing to control Legionella growth. Water Research.
182:115943. doi:https://doi.org/10.1016/j.watres.2020.115943.

Ridenour, D.A., Cirillo, S.L.G., Feng, S., Samrakandi, M.M., Cirillo, J.D., 2003.
Identification of a Gene That Affects the Efficiency of Host Cell Infection by
Legionella pneumophila in a Temperature-Dependent Fashion. Infection and
Immunity. 71, 6256-6263. https://doi.org/10.1128/iai.71.11.6256-6263.2003

Rozentale, B., Bormane, A., Perevo$é¢ikovs, J., Lucenko, I., Brila, A., 2011. Increase
of cases of legionellosis in Latvia, 2011. Eurosurveillance. 16. https://doi.org/
10.2807/ese.16.45.20009-en

Rudbeck, M., Melbak, K., Uldum, S., 2007. High prevalence of antibodies to
Legionella spp. in Danish blood donors. A study in areas with high and average
incidence of Legionnaires’ disease. Epidemiology and Infection. 136, 257-262.
https://doi.org/10.1017/s0950268807008606

Samrakandi, M.M., Cirillo, S.L.G., Ridenour, D.A., Bermudez, L.E., Cirillo, J.D.,
2002. Genetic and Phenotypic Differences between Legionella pneumophila
Strains. Journal of Clinical Microbiology. 40, 1352-1362. https://doi.org/
10.1128/JCM.40.4.1352-1362.2002

Sandeep, J., Cox, D., Wolff, B., Morrison, S.S., Kozak-Muiznieks, N.A., Frace, M.,
Didelot, X., Castillo-Ramirez, S., Winchell, J., Read, T.D., Dean, D., 2016.
Dynamics of genome change among Legionella species. Scientific Reports. 6.
https://doi.org/10.1038/srep33442

Sawczyn-Domanska, A., 2021. Detection of Legionella spp. and occurrence of
virulence genes: Ivh, rtxA and enhC in water samples from artificial water systems.
Annals of Agricultural and Environmental Medicine. 28, 617-620.
https://doi.org/10.26444/aaem/143745

Schalk, J.A.C., Euser, S.M., van Heijnsbergen, E., Bruin, J.P., den Boer, J.W., de
Roda Husman, A.M., 2014. Soil as a source of Legionella pneumophila sequence
type 47. International Journal of Infectious Diseases. 27, 18-19.
https://doi.org/10.1016/j.ijid.2014.05.009

Scheikl, U., Sommer, R., Kirschner, A., Rameder, A., Schrammel, B., Zweimiiller,
l., Wesner, W., Hinker, M., Walochnik, J., 2014. Free-living amoebae (FLA) co-
occurring with legionellae in industrial waters. European Journal of Protistology.
50, 422-429. https://doi.org/10.1016/j.ejop.2014.04.002

69


https://doi.org/10.1128/iai.71.11.6256-6263.2003
https://doi.org/10.1017/s0950268807008606
https://doi.org/10.1038/srep33442
https://doi.org/10.26444/aaem/143745
https://doi.org/10.1016/j.ijid.2014.05.009
https://doi.org/10.1016/j.ejop.2014.04.002

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111

Scheikl, U., Tsao, H.-F., Horn, M., Indra, A., Walochnik, J., 2016. Free-living
amoebae and their associated bacteria in Austrian cooling towers: a 1-year routine
screening. Parasitology Research. 115, 3365-3374. https://doi.org/10.1007/
s00436-016-5097-z

Scheithauer, L., Karagz, M.S., Mayer, B.E., Steinert, M., 2023. Protein sociology
of ProA, Mip and other secreted virulence factors at the Legionella pneumophila
surface. Frontiers in Cellular and Infection Microbiology. 13. https://doi.org/
10.3389/fcimb.2023.1140688

Schroeder, M.J., Booton, C.G., Hay, J., Niszl, I., Seal, V.D., Markus, B.M.,
Fuerst, A.P., Byers, J.T., 2001. Use of subgenic 18S ribosomal DNA PCR and
sequencing for genus and genotype identification of acanthamoebae from humans
with keratitis and from sewage sludge. Journal of Clinical Microbiology. 39,
1903-1911. https://doi.org/10.1128/jcm.39.5.1903-1911.2001

Shaheen, M., Scott, C., Ashbolt, N.J., 2019. Long-term persistence of infectious
Legionella with free-living amoebae in drinking water biofilms. International
Journal of Hygiene and Environmental Health. 222, 678-686.
https://doi.org/10.1016/j.ijheh.2019.04.007

Silva, M., Machado, M.P., Silva, D.N., Rossi, M., Moran-Gilad, J., Santos, S.,
Ramirez, M., Carrigo, Jodo André, 2018. chewBBACA: A complete suite for gene-
by-gene schema creation and strain identification. Microbial Genomics. 4.
https://doi.org/10.1099/mgen.0.000166

Singh, R., Chauhan, D., Fogarty, A., Rasheduzzaman, M., Gurian, P.L., 2022.
Practitioners’ Perspective on the Prevalent Water Quality Management Practices for
Legionella Control in Large Buildings in the United States. Water. 14, 663.
https://doi.org/10.3390/w14040663

Slater, G., Birney, E., 2005. Automated generation of heuristics for biological
sequence comparison. BMC Bioinformatics. 6, 31. https://doi.org/10.1186/1471-
2105-6-31

Smirnov, A., Brown, S., 2004. Guide to the methods of study and identification of
soil gymnamoebae. Protistology. 3, 148-190.

Smirnov, A.V., 1999. An illustrated survey of gymnamoebae isolated from
anaerobic sediments of the Niva bay (Rhizopoda, Lobosea). Ophelia. 50, 113-148.
https://doi.org/10.1080/00785326.1999.10409392

Solgi, R., Niyyati, M., Haghighi, A., Mojarad, E.N., 2012. Occurrence of
Thermotolerant Hartmannella vermiformis and Naegleria spp. in Hot Springs of
Ardebil Province, Northwest Iran. Iranian journal of parasitology. 7, 47-52.

Sousa, P.S., Silva, I.LN., Moreira, L.M., Verissimo, A., Costa, J., 2018. Differences
in Virulence Between Legionella pneumophila Isolates From Human and Non-
human Sources Determined in Galleria mellonella Infection Model. Frontiers in
Cellular and Infection Microbiology. 8. https://doi.org/10.3389/fcimb.2018.00097

70


https://doi.org/10.1128/jcm.39.5.1903-1911.2001
https://doi.org/10.1016/j.ijheh.2019.04.007
https://doi.org/10.1099/mgen.0.000166
https://doi.org/10.3390/w14040663
https://doi.org/10.1186/1471-2105-6-31
https://doi.org/10.1186/1471-2105-6-31
https://doi.org/10.1080/00785326.1999.10409392
https://doi.org/10.3389/fcimb.2018.00097

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

Spolarics, Z., Pefia, G., Qin, Y., Donnelly, R.J., Livingston, D.H., 2017. Inherent X -
Linked Genetic Variability and Cellular Mosaicism Unique to Females Contribute
to Sex-Related Differences in the Innate Immune Response. Frontiers in
Immunology. 8. https://doi.org/10.3389/fimmu.2017.01455

Sreenath, K., Chaudhry, R., Vinayaraj, E.V., Dey, A.B., Kabra, S.K., Thakur, B.,
Guleria, R., 2020. Distribution of Virulence Genes and Sequence-Based Types
Among Legionella pneumophila Isolated From the Water Systems of a Tertiary
Care Hospital in India. Frontiers in Public Health. 8. https://doi.org/
10.3389/fpubh.2020.596463

Svetlicic, E., Jaén-Luchoro, D., Klobucar, R.S., Jers, C., Kazazic, S., Franjevic, D.,
Klobucar, G., Shelton, B.G., Mijakovic, I., 2023. Genomic characterization and
assessment of pathogenic potential of Legionella spp. isolates from
environmental monitoring. Frontiers in Microbiology. 13. https://doi.org/10.3389/
fmicb.2022.1091964

Tijet, N., Tang, P., Romilowych, M., Duncan, C., Ng, V., Fisman, D.N., Jamieson,
F., Low, D.E., Guyard, C., 2010. New Endemic Legionella pneumophilaSerogroup
I Clones, Ontario, Canada. Emerging Infectious Diseases. 16, 447-454.
https://doi.org/10.3201/eid1603.081689

Totaro, M., Valentini, P., Costa, A., Frendo, L., Cappello, A., Casini, B., Miccoli,
M., Privitera, G., Baggiani, A., 2017. Presence of Legionella spp. in hot water
networks of different italian residential buildings: A three-year survey.
International Journal of Environmental Research and Public Health. 14, 1296.
https://doi.org/10.3390/ijerph14111296

Ustiintiirk-Onan, M., Walochnik, J., 2018. Identification of free-living amoebae
isolated from tap water in Istanbul, Turkey. Experimental Parasitology. 195,
34-37. https://doi.org/10.1016/j.exppara.2018.10.002

Vaerewijck, M.J.M., Baré, J., Lambrecht, E., Sabbe, K., Houf, K., 2014. Interactions
of foodborne pathogens with free-living protozoa: Potential consequences for food
safety. Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety. 13, 924-944.
https://doi.org/10.1111/1541-4337.12100

van Belkum, A., Tassios, P.T., Dijkshoorn, L., Haeggman, S., Cookson, B., Fry,
N.K., Fussing, V., Green, J., Feil, E., Gerner-Smidt, P., Brisse, S., Struelens, M.,
2007. Guidelines for the validation and application of typing methods for use in
bacterial epidemiology. Clinical Microbiology and Infection. 13, 1-46.
https://doi.org/10.1111/j.1469-0691.2007.01786.x

Vekens, E., Soetens, O., De Mendonga, R., Echahidi, F., Roisin, S., Deplano, A.,
Eeckhout, L., Achtergael, W., Piérard, D., Denis, O., Wybo, 1., 2012. Sequence-
based typing of Legionella pneumophila serogroup 1 clinical isolates from
Belgium between 2000 and 2010. Eurosurveillance. 17. https://doi.org/
10.2807/ese.17.43.20302-en

71


https://doi.org/10.3389/fimmu.2017.01455
https://doi.org/10.3201/eid1603.081689
https://doi.org/10.3390/ijerph14111296
https://doi.org/10.1016/j.exppara.2018.10.002
https://doi.org/10.1111/1541-4337.12100
https://doi.org/10.1111/j.1469-0691.2007.01786.x

121.

122.

123.

124.

125.

126.

Wiithrich, D., Gautsch, S., Spieler-Denz, R., Dubuis, O., Gaia, V., Moran-Gilad, J.,
Hinic, V., Seth-Smith, H.M., Nickel, C.H., Tschudin-Sutter, S., Bassetti, S.,
Haenggi, M., Brodmann, P., Fuchs, S., Egli, A., 2019. Air-conditioner cooling
towers as complex reservoirs and continuous source of Legionella pneumophila
infection evidenced by a genomic analysis study in 2017, Switzerland.
Eurosurveillance. 24. https://doi.org/10.2807/1560-7917.e5.2019.24.4.1800192

Yakunin, E., Kostyal, E., Agmon, V., Grotto, I., Valinsky, L., Moran-Gilad, J.,
2020. A snapshot of the prevalence and molecular diversity of Legionella
pneumophila in the water systems of israeli hotels. Pathogens. 9, 414.
https://doi.org/10.3390/pathogens9060414

Yang, J.-L., Li, D., Zhan, X.-Y., 2023. Concept about the Virulence
Factor of Legionella. Microorganisms. 11, 74. https://doi.org/10.3390/
microorganisms11010074

Yu, AT. Kamali, A., Vugia, D.J., 2019. Legionella Epidemiologic and
Environmental  Risks. Current Epidemiology Reports. 6, 310-320.
https://doi.org/10.1007/s40471-019-00207-3

Zeng, L.Z., Liao, H.Y., Luo, L.Z., He, S.S., Qin, T., Zhou, H.J,, Li, H.X., Chen,
D.L., Chen, J.P., 2019. An Investigation on the Molecular Characteristics and
Intracellular Growth Ability among Environmental and Clinical Isolates of
Legionella pneumophila in Sichuan Province, China. Biomedical and
Environmental Sciences. 32, 520-530. https://doi.org/10.3967/bes2019.069

Zhou, Z., Alikhan, N.-F., Sergeant, M.J., Luhmann, N., Vaz, C., Francisco, A.P.,
Carrigo, Jodo André, Achtman, M., 2018. GrapeTree: visualization of core genomic
relationships among 100,000 bacterial pathogens. Genome Research. 28,
1395-1404. https://doi.org/10.1101/gr.232397.117

72


https://doi.org/10.2807/1560-7917.es.2019.24.4.1800192
https://doi.org/10.3390/pathogens9060414
https://doi.org/10.1007/s40471-019-00207-3
https://doi.org/10.3967/bes2019.069
https://doi.org/10.1101/gr.232397.117

Pateicibas

Velos izteikt vislielako pateicibu par iedros$inajumu, pacietibu un veltito
laiku saviem darba vaditajiem prof. Angelikai Kraminai un prof. Aivaram
Berzinam.

Ipass paldies Dainai Palei par spju sareZgitos zinatniskas domas
lidojumos atrast logisku pavedienu un struktdiru, spgju analizét un apstradat
datus, prasmi diskutét un gener¢t idejas.

Pateiciba visam institita “BIOR” Medicinas mikrobiologijas un
mikroorganismu genoma izpétes grupas kolektivam un, jo ipasi, Svetlanai
Makarovai, Jurim Kibildam, Genadijam Koviseram, Laimai Kimsei,
Artjomam MaliSevam un Andrai Utinanei par paraugu nemsanas izbraukumu
organiz&Sanu un augsta [imena laboratorisko testé$anu.

Paldies institita “BIOR” patogéno mikroorganismu kultiru kolekcijas
vaditajai Laurai Alksnei par Legionella spp. izolatu kolekcijas veidoSanu un
uzturésanu.

Paldies Valsts asinsdonoru centra komandai un, jo Tpasi, Ingridai
Sisenei, Anitai Kezberei, Sarmitei Midegai un Irénai Senkovai par asins
paraugu nemsanu.

Pateiciba Tatjanai Afanasjevai par tehnisko palidzibu un padomiem.

Esmu loti pateiciga savai gimenei — viram Ugim un meitai Martai — par

vinu iecietibu un sapratni.

73



Pielikumi



1. pielikums

RSU Etikas komitejas lemums

Veidlapa Nr. E-9(2)

RSU ETIKAS KOMITEJAS LEMUMS

Riga, Dzirciema iela 16, LV-1007
Tel. 67409101

Komitejas sastavs Kvalifikacija Nodarbosanis
1. Asoc. prof. Olafs Brivers Dr.theo. teologs
2. Profesore Vija Sile Dr.phil. filozofs
3. Docente Santa Purvina Dr.med, farmakologs
4. Asoc, prof. Voldemars Arnis Dr.biol. rehabilitologs
3. Profesore Regina Kleina Dr.med, patalogs
6. Asoc. prof. Guntars Pupelis Dr.med. kirurgs
7. Asoc. prof. Viesturs Liguts Dr.med. toksikologs
Pieteikuma iesniedz@js: Olga Valcipa, doktorante o )
o Medicinas fakultate o
Pétijuma nosaukums: Legionella pneumophilia molekuldrd epidemiologija™
lesniegSanas datums: 30.10.2013,
Pétijuma protokols: Tzskatot augstak mingtd peifjuma pieteikuma materidlus

(protokolu) ir redzams, ka p&tTjuma mérkis tick sasniegts veicot ar dalibnickiem (bez kada
apdraud&juma veselibai) klinisko paraugu nemsanu un laboratoriskas analizes, ki arf vides paraugu
analizi, iegito datu apstridi un analizi, k3 arf izsakot priekilikumus. Personu (dalibnieku) datu
aizsardziba, brivpritipa informéta pickrifana piedalities pétijumd un konfidencialitite tiek
nodrodindta. Lidz ar to pieteikums atbilst pétijuma &tikas prasibam.

IzskaidroSanas formuliirs: ir
ir
Komitejas lemums: pickrist pétijumarm
Komitejas prick$sédétajs Olafs Briivers Tituls: Dr. miss., asoc. prof.

|y .;J/" o
Paraksts 4 "

75



2. pielikums

Pétijuma dalibnieka anketa

<BIOR

Anketas nunrs:

Datums:,

Intervétija kods

wLegionella pneumaphila molekulara epidemiologija”

Asins donoru seroprevalences pétijuma dalibnieka anketa

Labdien!
Esam Jums pateicigi, ka piekritat piedalities p&tfjuma L

il lekul5s enids

", burd tiks legiti dati

par antivielu pret Ik

Latvijas asins donoru vidi Péffuma sadalas ma‘(kls ir movartet

seroporifivitstes asocitos faktorus, tsk_tiks gamti fdens paraugi dzivojamss #kls, kuros tiks noteikta I egionell Kl3fbdme un

skaits.

Paldies, ka velfisiet tam laiku — Jifsu sniegts informicija biis Joti noderiza Legionella spp. isrobefofanas stratégijas izstradei.
Tiisu atbildes un analizu rezult3ti tiks izmantoti pétijums tikai spkopotd veid.

1. Dzimums
| virietis sieviete

2. Vecums, (pilni gadi)

3. Vai Jus dzivojiet privatmaja: j3 |ng

4. Dzivesvieta

Apdzivota vieta, pilséta, ciems, novads

Iela

Ja dzivojiet dandzdzivoklu &ka, lidzu, noradiet Ekas
nunmrn

Kura gada celta eka
'Vai bijusi Gidensvada renovacija |j3 |ng

Pasta indekss.

W

Karsta udens apgades veids Jasu majas:
o Centralizeta apgade

o Elekiriskais boileris
o Gazes caurteces silditajs

Cits:

6. Vai Jums ikdiena ir regulara saskarsme ar
iidens aerosoliem (darbs ar izsmidzinisanas
sistémim, riipnieciskim un medicinas iekartim,
striklakam, burbulvannam u.tml)

lja [ng

Ja atbilde bija ja. ladzu, noradiet. vai izmantojiet
aizsargmasku:

i3 ng
7. Vai Jus smekejat? |ja |n€

Ja ja. tad noradiet vidgjo cigaresu skaifu
diend

8. Vai esiet slimojis (slimojusi) ar Legionaru
slimibu?

ja ng

9, Vai pedeja gada laika Jus esiet slimojis
(slimojusi) ar:

Pneimoniju (plausu karsont) (j3 [ 1n€
Bronhitu _lja [Ing
Gripai lidzigu saslimSanu vai citam augsgjo elpcelu
slimibam
ja ng

10. Vai péd@ja gada laika Jis esiet bijis dufi drpus mijam _ngé

ja viesnica |ja ciemos

lja darba ja slimnica

Paldies par Jisu veltito laiku! M&s to loti novértéjam!

76



