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Ievads

Legionella ir vienas no dabas tdenu normalas mikrofloras baktérijam. No udens
nemsanas rezervuara karsta tdens apgades sisteémas Sis bakterijas var nokliit izejot cauri
dzerama Gidens sagatavoSanas stacijai. Udens apgades tikla ir labvéliga vide (piem. korozijas
produkti, caurulu biologiski apaugumi, konkurentu trikums, optimala temperatira), kas
veicina $o bakteriju vairoSanos. Viena no Legionella gints bakteriju sugam - Legionella
pneumophila, ir potenciali patog€na cilvékiem. InficgSanas visbiezak notiek ieelpojot ar
legionellu piesarnotu aerosolu, kas izplatas telpas ar karsta tidens tvaikiem [1]. Citi
piesarnojuma avoti ir burbu]vannas, kondiciong$anas un mitrinasanas sistémas. ST bakterija
izraisa legionellozi - retu pneimonijas formu, un Pontiaka drudzi — gripai lidzigu
saslimSanu. Visbiezak saslimst celotaji, slimnicu pacienti, veci cilvéki un b&rni, jo So grupu
cilvekiem imiina sist€tma nav paspgjusi izstradat rezistenci pret konkréto mikrofloru vai ir
novajinata. So slimibu izplatiba pasauleé ir atkariga no valsts geografiska stavokla,
inZeniersistéemu ekspluatacijas prakses un citiem faktoriem. Saslimstibas bieZzums ar
legionellozi uz miljons iedzivotajiem svarstas no 0 lidz 34 gadijumiem Eiropa [1] un lidz 70
gadijumiem Amerikas Savienotas valstis gada [2]. ST baktérija izraisa ap 20% no visam
dzerama tdens raditajam saslimSanam [3]. Latvija plasi pétijumi par legionellu izplatibu
tidens apgades sist€mas nav veikti.

Legionellas noteikSana dzerama tident ir komplicéta, jo kliniski izmantotas metodes
visbiezak nav pietiekami precizas un jitigas [4,5]. Tapéc patiesais legionellau daudzums
fiden1 biezi nav zinams. Modernas molekularas metodes, to skaita bakterijas genoma
ieziméSanas metode (turpmak teksta apziméts ar FISH — angl. fluorescence in situ
hibridization), sniedz plasaku un precizaku informaciju par So baktériju izplatibu.

Pétnieciska darba mérkis ir noteikt Legionella gints baktériju izplatibu Rigas karsta
fidens apgades sist€émas ar kultivesanas metodi to kombingjot ar FISH molekularas
ieziméSanas metodi.

Materiali un metodes
Karsta tidens paraugu nemsanas vietas un paraugu ievakS§ana metodika

Karsta tidens paraugus ievaca no septinam sabiedriska un dzivojama tipa €kam
vairakas paraugu nemsanas reiz€s perioda no 2004.gada septembra lidz decembrim. Ekas

atrodas Rigas pils€tas dazadas vietds (l.tabula) kas ir vienm&rigi sadalitas pa pilsetas
teritoriju. Paraugus ievaca no rita (5:45-9:00), kad ir zema karsta fidens temperatiira. Piecas



ekas no septinam karsto tideni nodroSinaja centralizéta pilsétas siltumapgade un individualie
siltummezgli — viet€jas karsta tidens sagatavoSanas ierices. Viena no sabiedriska tipa €kam
bija sava individuala katlu maja ar fidens sagatavoSanas mezglu. Udens paraugi nesaturgja
aktivo hloru. Papildus ievaca Cetrus caurulu gabalus, lai noteiktu baktériju skaitu uz armatiiras
virsmas. Divi no tiem bija 50 mm diametra un 25 cm garuma PVC materiala caurulu gabali no
eksperimentala tidens apgades sist€émas Francija. Viena no tam bija maksligi piesarpota ar
L.pneumophila un tika izmantota ka metodes pozitiva kontrole. V&l divi 50 mm diametra un
25 cm garuma keta caurulu gabali tika piegadati no darbojosas karsta tidens apgades sist€mas
Plavinas.

Udens paraugus ievaca 1.5 | sterilas stikla pudel@s, kuras noslédza ar aizskriivéjamu
korki. No katras tidens nemsSanas vietas ievaca tris paraugus (kopa 16 paraugi no 7 paraugu
nemsanas vietam). Pirms nemsSanas katru tidens kranu apstradaja termiski ar atklatu liesmu.
Karsta tdens paraugus néma no rita, kad Gdens vél nav nonacis lidz paterétaja kranam,
sasniedzot savu iereguléto maksimalo temperatiiru. Udens temperatiiru noteica parauga
nemsanas vietd. Paraugi tika aizgadati uz laboratoriju divu stundu laika. Analizes veica
parauga nemSanas diena vai péc 24-48 stundu uzglabasanas +4°C temperatira kop$ parauga
ievakSanas briza.

Tabula 1. Udens paraugu nemsanas vietas

Apziméjums | Vieta Ekas tips Siltumapgades sistemas veids
1 Ziepniekkalns, Dzivoiama cka Centralizeta siltumapgades sistéma. Individualais
Ozolciema iela 54 . kas karsta tidens sajaukSanas siltuma mezgls
5 Agenskalns, Dzivoiama cka Centralizeta siltumapgades sisttma. Individualais
Ranka dambis 7 . €kas karsta Gidens sajaukSanas siltuma mezgls
3 Kipsala, RTU | sabiedriska rakstura | Centralizéta siltumapgades sistéma. Individualais
kopmitnes €ka — viesnicas tipa | €kas karsta idens sajaukSanas siltuma mezgls
- _ Individuala karsta widens sagatavoSana ar firmas
Vecriga, Jekaba . v _ _ _
4 . Dzivojama &ka ,Junkers” caurpluides gazes kondensata katla
iela 29/27/1 1
palidzibu
5 Plavnieki, Deglava Dzivoiama cka Centralizéta siltumapgades sistéma. Individualais
iela 132 . €kas karsta tidens sajauk$anas siltuma mezgls
Kr. Valdemara iela T Centralizéta siltumapgades sistéma. Individualais
6 Dzivojama &ka - _ e .
149 €kas karsta idens sajauk$anas siltuma mezgls
- . sabiedriska eka - Individuala karsta Gidens sagatavosana vietgja katlu
Ganibu dambis | ofiss, R . il o
7 _ maja. Firmas ,,Viessmann” tdenssildamais gazes
30a remontdarbnica, _ _ ..
. katls un tidens akumulacijas tvertne
noliktava

Bakteriju identificeSanas ar kultivéSanas metodi

Paraugu koncentr&ja vakumfiltr§jot tideni, 1.5 litrus, caur celulozes nitrata filtru (poru izmérs

0.22 — 0.45um). Pec filtréSanas membranas nonéma, sagrieza mazakos gabalinos un ievietoja
sterilas stikla pudel@s ar aizgriezamu vaku, kuras ir bija ielieti 4 ml idens no sakotng&ja parauga.
Bakt@rijas nokasija no filtra virsmas ar stikla irbuliSa palidzibu. No caurulém paraugus ieguva
ar sterilu skalpeli nokasot 1 cm? virsmu un suspendgjot to sterila krana Gdeni. Legionella gints
baktérijas noteica ar standartmetodi [6], dalu parauga apstradajot ar skabi un otru dalu
paklaujot termalajam Sokam - 1 ml no suspensijas noturgja 50°C 30 minites, otriem 1 ml
pievienojot HCI-KCI buferi un noturot pH pie 2.2 + 0.2 (izlidzina ar 1 M KOH) 5 miniites. P&c
tam 0.1 ml no katra parauga uztriepa uz glicinu saturoSas GVPC barotnes, kas satur aminoskabi
L-cistetnu. GVPC barotne izv€leta, jo ta ir precizaka par citam pasreiz izmantotam bakteriju
kultivésanas barotném [7].



Paraugus inkubgja 10 dienas aerobos apstaklos pie 36 = 1 °C. Bakteriju kolonijas skaitija 2. un
5. dienas. Morfologiski Legionella gints baktérijai atbilstosas kolonijas parséja uz BCYE un
BCYE bez L-cisteina barotném un inkubgja pie 36 + 1 °C vismaz 2 dienas. Kolonijas, kas
izauguSas uz BCYE, bet neaug uz BCYE bez L-cisteina barotnes tika uzskatitas par Legionella
gints baktérijam. Katra no §im kolonijam tika parbaudita ar FISH metodi izmantojot Legionella
spp un L. pneumophila specifiskas zondes.

Molekularas iezimeéSanas metode (FISH)

Pétijuma FISH metodi izmantoja rezultatu apstiprinasanai, ka ari Legionella gints un
Legionella pheumophila sugas bakteriju identifikacijai. Paraugu koncentr§ja divreiz
centrifuggjot, 2 min, 6000 apgr./min, (Eppendorf, miniSpin plus) PBS buferi1 (7 mM
Na,HPO4; 7 mM NaH;POy4; 130 mM NaCl). Sakoncentréto bakt€riju suspensiju uztriepa uz
priekSmetstiklina un fiks€ja ar 4% formaldehidu 20 miniites, tad noskaloja ar destileétu tideni
un nozavéja. leziméSanai izmantoja divas 15 bazu paru peptidu nukleinskabju zondes, kas
specifiski saistas ar noteiktu 16 rRNS fragmentu. Viena no provém ir specifiska Legionella
gintij, otra Legionella pheumophila sugai. Abas molekularas zondes ir izstrades stadija un to
precizs apraksts tiks publicéts tuvakaja laika [8]. Uz fikséta parauga pievienoja zondes
Skidumu (200nM) hibridizacijas bufert (10% dekstrana sulfats; 10 mM NaCl; 30%
formamids; 0.1% natrija pirofosfats; 0.2% polivinilpirolidons; 0.2 % FICOL; 5 mM
Na;EDTA; 0.1% Tritons X-100; 50 mM Tris HCI). Hibrizaciju veica mitraja kamera pie 57
°C temperatiras,(pH 7.5), pusotru stundu. Nespecifiski saistito zondi skaloja 30 min.
mazgasanas buferi (5 mM Tris; 15 mM NaCl; 1% Tritons X-100; pH ~ 10) 50°C temperatura.
Lai atSkirtu bakterijas no citiem objektiem paraugu iezim&ja ar DAPI (4,6-diamino-2-
fenilindoldihidrohlorids) krasvielu. [zzavéto paraugu aplikoja ar Lieca DMLB fluorescence
mikroskopu ar ellas imersija objektivu 1000 reizu palielinajuma. Attiecigos vilpu garumus
iestadija ar filtru palidzibu. Attelu ieguva ar augstas jutibas digitalo kameru (CoolSNAP-Pro).
Legionella gints bakterijas fluorescéja zalaja, bet L.pneumophila — sarkanaja vilpu garuma.
Paraugu uzskatija par pozitivu, ja Sinas intensivi fluorescgja sarkanaja un/vai zalaja vilpu
garumos un DAPI vilpu garumos.

Pétijuma iegiitie rezultati un to analize

No 2004. gada oktobra lidz decembrim tika ievakti 16 Gidens paraugi no Rigas karsta tidens
apgades sist€mas. Papildus ievakti divi caurulu paraugi no Plavinu un divi no Francijas fidens
apgades sist€mas. Paraugos noteica Leginella gints un potenciali patogénas Leginella
pneumophila bakterijas klatbutni. NoteikSanai izmantoja bakt€riju kultivéSanas metodes, dalu
parauga vispirms apstradajot ar skabi, dalu paklaujot termalajam Sokam ta apturot citu
mikroorganismu vairo$anos uz barotnes. Pozitivos Legionella paraugus verificja ar genoma
ieziméSanas (FISH) metodi.

No 16 izmekl&tajiem Gidens paraugiem, seSos péc termosoka un 11 p&c apstrades ar skabes
Soku konstatétas Legionella gints baktérijas (2.tabula). Visi péc kultirmetodes Legionella
gints pozitivie paraugi, iznemot vienu, tika talak identificéti ka L.pneumophila ar FISH
metodi (1.attels). Tatad Rigas karsta Gidens apgades sistéma 10 paraugos no 16 konstatgja L.
pneumophila, kas sastada 62% no kopgja paraugu skaita. Sis skaitlis ir 20 - 75% robezas, kas
atbilst citu pasaules valstu veikto pétijumu datiem (Somija, Vacija, Anglija, Kanada, Italija)
[9,10,11,12,13,14].



Neviena no caurulu paraugiem Legionella bakterijas netika konstat€tas iznemot paraugu no
Francijas, kur§ ka vélak tika apstiprinats, bija pirms sttiSanas maksligi piesarnots ar $o
bakteriju.

Tabula 2. Péetijumu rezultatu apkopojums

Vieta Auksta Kulturmetode FISH metode
__. | Raksturo tdens Temp. _ _ )

apzimgej . . Datums 0 Temperatiiras Skabes | Legionne | L.pneumop

Jjums piegades C . " g
ums Soks Soks lla sp. hila
avots

1 DIS \ 29.09. 25 Negativs Negativs | Negativs [ Negativs
2 DIS \Y 29.09. 30 Pozitivs Pozitivs | Pozitivs Pozitivs
6 DIS P 29.09. 30 Pozitivs Pozitivs | Pozitivs Pozitivs
5 DIS P 07.10. 25 Pozitivs Pozitivs | Pozitivs Pozitivs
2 DIS \Y 07.10. 30 Pozitivs Pozitivs | Pozitivs Pozitivs
1 DIS \Y 18.10. 25 Negativs Pozitivs | Pozitivs Pozitivs
4 DIS P 18.10. 50 Negativs Negativs | Negativs | Negativs
6 DIS P 18.10. 40 Pozitivs Pozitivs | Pozitivs Pozitivs
4 DIS P 12.11. 50 Negativs Negativs | Negativs | Negativs
3 SIS \% 12.11. 40 Negativs Pozitivs | Pozitivs Pozitivs
4 DIS P 27.11. 45 Negativs Negativs | Negativs | Negativs
5 DIS P 27.11. 25 Negativs Pozitivs | Negativs | Negativs
5 DIS P 11.12. 36 Pozitivs Pozitivs | Pozitivs Pozitivs
4 DIS P 11.12. 50 Negativs Pozitivs | Pozitivs Pozitivs
7 SIK P 11.12. 25 Negativs Negativs | Negativs | Negativs
3 SIS \Y 11.12. 45 Negativs Pozitivs | Pozitivs Pozitivs

Apzim&jumi: * parauga temp. °C nems$anas bridi; DIS -Dzivojama €ka ar individualu siltuma mezglu, SIS-Sabiedriska €ka ar individualu
siltuma mezglu SIK-Sabiedriska ka ar individualu katla maju, P- Pazemes Udens rezervuari."Baltezers","Baltezers I","Baltezers
11","Zakumuiza", "Rembergi", V-Virszemes tidens. Udens sagatavoSanas stacija "Daugava" .

Salidzinot dazadus faktorus, konstat€jam, ka L. pneumophila klatbiitne tidens paraugos nebija
atkariga no silta iidens uzsildiSanas iekartu tipa un tidens temperatiiras robezas no 25 lidz 50
°C. Tomer, rezultati parada, ka dzeramais tidens, kas ieglits no virszemes avotiem satur&ja L.
pneumophila bakteriju divreiz biezak neka dzeramais tidens, kas ieglits no pazemes avotiem.

1. att. Legionella pneumophila apstiprinata ar FISH metodi parauga péc termiskas apstrades un pozitiva
rezultata no paraugu nemsanas vietas nr. 2 (A) un Legionella spp. no paraugu nemsanas vietas nr. 6 (B) (skat.
1.tabula). Nogrieznis 10 um gars.

Legionella pneumophila bakteriju preciza koncentracija Rigas karsta tidens paraugos
netika noteikta. Teoretiski, viena bakt€rija var izraisit imiini novajinatu individu saslims$anu
[15][16]. Saslimstibas risku nosaka daudzi faktori (cilvéka imunitate, ta sp&ja atklimatizeties



nonakot svesa vide u.t.t.), tomer baktériju klatbiitne karsta tident So risku palielina 1.95 reizes
[17].

Pastav vairaki faktori, kas veicina Legionella gints bakteriju attistibu Rigas pilsétas
karsta tidens apgades sisttma. Ne visas €kas vietas un stavos tiek nodroSinata nepiecieSama
karsta tidens cirkulacija un pietickami augsta karsta tidens temperattira. Tam var biit vairaki
iemesli: relativi augsta kalcija un magnija salu koncentracija dzeramaja tideni, kas veicina
katlakmens veidoSanos siltummainos. Tadel tie neatdod teor&tiski aprékinato siltumu un
karsta idens apgades sist€mas cirkulacijas sikna maza raziba nenodroS$ina pilnvertigu karsta
tdens apmainu. Dazas €kas nav izbuveti karsta tidens cirkulacijas caurulvadi, tadgjadi tidens
pievados atdziest. Stavvadu, magistralo, cirkulacijas un dzivoklu ievadmezglu caurulvadu
siltumizolacijas trukums pazemina karsta tdens temperatiiru stavvados un rada iesp&ju
aukstajam tdenim uzsilt atseviskos to posmos. Tas savukart rada labveéligu vidi Legionella
gints bakteriju attistibai.

Secinajumi

Rudens un ziemas perioda ievaktajos 16 iidens paraugos no Rigas karsta iidens
sistémas ar kultirmetodi un molekularas ieziméSanas metodi konstatéts, ka 62% no Siem
paraugiem saturéja Legionella pneumophila baktériju. Sie raditaji ir salidzinami ar
rezultatiem, kas iegiiti citas pasaules valstis.

Sis pétijums norada uz potenciali patogéno Legionella pneumophila klatbiitni Rigas
karsta idens apgades sistéma un uz nepiecieSamibu veikt pasakumus, kas ierobezotu So
bakteriju izplatibu .
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R. Ziemelnieks, T. Juhna, D. Birzniece, L. MeZule.

Legionellas izplatiba Rigas karsta iidens apgades sistemas

Legionella gints baktériju klatbitne tika noteikta septinu Rigas sabiedrisko un dzivoklu maju iidens paraugos
laika perioda no septembra lidz decembrim. Karsta udens paraugi ar temperatiru no 25 lidz 50 °C tika
ievakti no dzeramd udens kraniem no rita. Legionella baktérijas tika noteikta ar baktériju kultivesanas
metodi un apstiprinatas ar FISH molekularas iezimésanas metodi izmantojot peptidnukleinskabju zondi, kas
ir komplementdra 16S rRNS nukleotidu secibai. Legionella pneumophila ar FISH metodi tika konstatéta 62%
no kopéja paraugu skaita. Sis ir pirmais pétijums, kas norada uz Legionella izplatibu kada no Latvijas karsta
udens apgades sistemam.

R. Ziemelnieks, T. Juhna, D. Birzniece, L. MeZule. Occurrence of legionellae in hot water supply systems of
Riga city

The occurrence of Legionellae bacteria in the hot water distribution systems of seven apartment and commercial
buildings located in different parts of Riga city (Latvia) was studied. Hot water samples with temperature from
25 to 50 °C were taken from taps in the morning hours during four month period. Legionellae were isolated on
culture media and confirmed with fluorescence in situ hybridization technique using peptide nucleotide probes
targeting 16 rRNA. Legionella pneumophila was found in 62% of water samples. This is a first study showing
occurrence of Legionellae in hot water supply systems in Latvia.

P. 3uemenvnuexc, T. IOxna, /. bupsnueue, JI. Mescyne. Paznpocmpanénnocms Jlezuonennst 6 cucmemax
cHabcenus 2opaueit 600vl 20pooa Puzu

Pacnpocmpanénnocme 6axmepuu Legionella 6 cucmemax chaboicenus copsiueii 600bl 8 ceMepblx 00UjeCmeeHHbIX
U KEAPMUPHBIX OOMAX 8 pa3IuyHuIX Mecmax 2opoda Pueu (Jlameus) Ovino uzyueno 6 meueHuu Yemvlpéx
Mmecayes. Obpasywl copsaueti 60ovi npu memnepamype om 25 "C 0o 50 °C Goinu é3amer uz kpanos 6 ympennue
yacvl. Legionella 6vina onpedenena memooom KyibmMusuposauus Oaxmeputi u NnOOMEEPHCOeHd MemoooM
@nyopecyenmnou in Ssitu 2ubpuouzayUU ¢ NOMOWIO NPOOLL NENMUOHUX HYKIEUHOBLIX KUCIOM, KOMOPAs.
cneyuguuna nociedosamensrocmu Hykneomuoos 16S pPHK. Legionella pneumophila obuapyscena 6 62%
cayuaes. Emo nepeoe ucnedosanue xomopoe ykaszvieaem Ha pacnpocmpanenue Legionella 6 cucmemax
CHODIHCenUA 20paUell 800bl 20poda Pueu.
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