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Oceniano ryzyko zakazenia pateczkami Legionella pneumophila na
podstawie wynikow mikrobiologicznego badania probek wody w wybra-
nych szpitalach. W ocenie uwzgledniono odsetek dodatnich probek wody,
oznaczono liczbe Legionella (cfu/100ml), przynaleznosé szczepow do grupy
i podgrupy serologicznej, obecnos¢ genetycznych markerow zjadliwosci
(rtxA, mompsS, flaA) w genomie szczepow L. pneumophila oraz zdolnosé
tych bakterii do przylegania i namnazania sie w komorkach ludzkich
(4549, THP-1). Przedstawiono zastosowane w dwoch szpitalach metody
eliminacji Legionella z systemu wodnego.
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WSTEP

Pateczki Legionella wystepuja powszechnie w srodowisku wodnym, zarbwno natu-
ralnym jak i tzw. sztucznych rezerwuarach. Najwigksze ryzyko wystgpowania i namna-
zania Legionella istnieje w instalacjach wodociagowych wody cieptej. Gtéwne miejsca
wystepowania tych mikroorganizmow to: zbiorniki akumulacyjne cieptej wody, osady
w separatorach i odmulaczach, $lepe odcinki sieci, a takze elementy instalacji pokryte
osadem wapiennym, kamieniem kotlowym, takie jak: prysznice, wylewki baterii, nasadki

1 Praca finansowana przez Komitet Badan Naukowych w ramach projektu badawczego 2P05D
026 26 p.t.” Ocena zagrozenia legioneloza na podstawie wykrycia patogenu oraz badania zr6z-
nicowania i zjadliwo$ci szczepow Legionella izolowanych od ludzi i z systeméw wodnych
budynkow uzytecznos$ci publicznej. Opracowanie systemu kontroli i zapobiegania zakazeniom ”
2004-2007
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sitkowe baterii umywalkowych (1,2). Inhalacyjny charakter zakazen pateczkami Legionella
sprawia, ze pod szczegodlna kontrola powinny znalez¢ si¢ urzadzenia wytwarzajace aerozol
wodno-powietrzny o $rednicy kropel od 2um do 5um, poza natryskami beda to rowniez
nawilzacze powietrza i urzadzenia klimatyzacyjne (1,2,3).

Zachorowania spowodowane przez pateczki Legionella okre$la si¢ mianem legionelozy.
Wyrézni¢ mozna 2 gtéwne postacie legionelozy: zapalenie ptuc (choroba legionistow, LD)
oraz posta¢ grypo-podobna bez objawow zapalenia ptuc (tzw. goraczke Pontiac). Za czyn-
niki ryzyka zachorowania uwaza si¢: wiek, uzaleznienia (palenie papieros6w, naduzywanie
alkoholu), przewlekle schorzenia drog oddechowych oraz tryb zycia np. korzystanie z wanien
wirowych, czgste podrézowanie (zmeczenie podrdza, przebywanie w klimatyzowanych
pokojach itp.) (4,5). Objawy legionelozowego zapalenia pluc nie sa swoiste. W leczeniu
konieczne jest zastosowanie odpowiednich antybiotykow: najczgséciej z grupy makrolidow
lub fluorochinolonéw. Identyfikacja czynnika etiologicznego zakazenia wymaga zastosowa-
nia specyficznych dla L. pneumophila testow laboratoryjnych: posiew na specjalne podltoza
(np. BCYEa, BMPA), poszukiwanie obecnosci antygenu L. pneumophila sg 1 w moczu,
oznaczanie poziomu swoistych przeciwcial w surowicy krwi oraz poszukiwanie specyficz-
nych dla L. pneumophila fragmentdw DNA. Dobér diagnostycznej metody zalezy od okresu
choroby, w ktorym pobiera si¢ probki materiatu do badania laboratoryjnego (4,5).

W Polsce od kilku lat obserwowany jest znaczny wzrost liczby rejestrowanych zachoro-
wan na legionelozg: w 2005 roku bylo ich 21, a w 2006 — 89. Jest to prawdopodobnie wyni-
kiem zwigkszenia zainteresowania oraz wiedzy lekarzy nt. zachorowan na legionelozeg i tym
samym wzrostu liczby wykonywanych badan laboratoryjnych w tym kierunku (6,7,8).

Kolonizacja systemu wodnego szpitala przez pateczki Legionella sp. stanowi zagrozenie
zarowno dla pacjentow (w zwiazku z ich wysoka podatno$cia na zakazenie), jak i personelu
(9,10). W USA oraz wielu krajach UE istnieje obowiazek systematycznej kontroli jako$ci
mikrobiologicznej instalacji wodnej budynkow. W Polsce do tej pory, uzyskiwanie danych
dotyczacych czesto$ci wystgpowania i stopnia zasiedlenia wewngtrznych instalacji wodnych
przez bakterie z rodzaju Legionella (w tym w budynkach zaktadow opieki medycznej), jak
1 wigkszo$¢ wykonywanych oznaczen diagnostycznych byto efektem prowadzonych badan
naukowych.

Analiza zwigzkéw uzyskanych wynikéw badan srodowiskowych i klinicznych umoz-
liwia oceng zagrozenia legioneloza w wybranych zaktadach opieki medyczne;j.

CEL PRACY

Celem naszych badan byta mikrobiologiczna ocena ryzyka zakazenia pacjentow patecz-
kami L. pneumophila na podstawie obecnosci i liczebnosci bakterii w systemie wodnym
szpitala oraz czgstosci wystgpowania wybranych wlasciwosci wirulentnych wyizolowanych
szczepdw Legionella.

MATERIAL I METODY

Probki do badan pobrano z wewngtrznej instalacji wodnej 9 obiektow (8 szpitali, 1
sanatorium). Ogdétem pobrano 77 probek, w tym 73 z instalacji wody cieptej i 4 z instala-
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¢ji wody zimnej. Obecno$¢ bakterii Legionella pneumophila stwierdzono we wszystkich
badanych placowkach, ale oznaczona liczba tych bakterii oraz odsetek dodatnich probek
wody w poszczegdlnych obiektach byty zréznicowane.

Wyizolowane z systemow wody cieptej w budynkach szpitalnych i sanatorium szczepy
L. pneumophila badane byly pod wzgledem: zdolnosci do przylegania i namnazania si¢ w ko-
morkach ludzkich (linie A549 i THP-1), obecnosci markeréw genetycznych rtxA, mompS,
flaA, mip, przynaleznos$ci do grup serologicznych oraz podgrup w obrebie serogrupy 1.

Analiza regresji wieloczynnikowej objeto nastepujace wyniki: liczba wyizolowanych
bakterii Legionella z probki wody (cfu/100 ml) i odsetek dodatnich prébek; obecnos¢,
wsrod wyizolowanych, pateczek L. pneumophila sg 1, w tym posiadajacych epitop MAb
3/1; odsetek szczepdw wykazujacych obecno$¢ w genomie genu rtxA, mompS, mip, flaA;
odsetek szczepow wykazujacych najwyzsze zdolnosci do namnazania si¢ w komoérkach
THP-1 (wspoétczynnik > 0,68), przylegania do komorek A549 (wspotczynnik > 0,94),
przylegania do polipropylenu (wspdtczynnik > 0,754) oraz potwierdzone laboratoryjnymi
metodami przypadki zakazenia paleczkami Legionella sp. u ludzi oraz wywotane przez nie
zachorowania

OMOWIENIE WYNIKOW I DYSKUSJA

Ogotem w 71 sposrod 77 badanych (92%) probek wody stwierdzono obecno$¢ pa-
teczek L. pneumophila w liczbie od 2 do 1,3 x 10 3 cfu/100 ml. W 3 sposrod 4 badanych
proébek pobranych z systemu wody zimnej nie stwierdzono wzrostu Legionella sp. Pateczki
L. pneumophila zaliczane do grupy serologicznej 1 stwierdzono w probkach pobranych
z systemow wodnych 5 szpitali, ale na ogét w liczbie znacznie mniejszej niz liczba ozna-
czonych L. pneumophila sg 2-14. Jedynie w prébkach pobranych w szpitalu Z stwierdzono
wystgpowanie pateczek L. pneumophila sg 1 w liczbie przewyzszajacej inne Legionella.
Wyizolowane w tym szpitalu szczepy L. pneumophila sg 1 wykazywaly liczne cechy wia-
zane ze zjadliwoscia (11). W badaniach stwierdzono obecno$¢ epitopu MAD 3/1 (podgrupa
Benidorm). W genomie za$ wykazano obecno$¢ gendéw: kodujacego toksyng RTX (two-
rzaca pory w membranie), umozliwiajacego przyleganie do komorek ludzkich (mompS),
wnikanie do makrofagdw (mip) oraz ruch komorki bakteryjnej (obecno$¢ flagella). Wyniki
prowadzonych badan przedstawiono w tabeli 1.

Na podstawie analizy regresji wieloczynnikowej stwierdzono istnienie korelacji (sta-
tystycznie znamienna zalezno$¢, gdy p< 0,05) miedzy:

1. liczba oznaczonych pateczek L. pneumophila w probce wody a odsetkiem szczepoéw
wykazujacych obecno$¢ w genomie genu flaA i mompS oraz zdolnoscia do przylegania
do komorek linii A549 (p=0,0022)

2. stwierdzonymi zakazeniami w szpitalu pateczkami Legionella sp. u ludzi a odsetkiem
szczepow wykazujacych obecno$¢ w genomie genu rtxA, mompS, flaA; obecno$cia
pateczek L. pneumophila sg 1 wérdd izolatéw oraz L. pneumophila sg 1 zawierajacych
epitop MAb 3/1 (p=0,0089).

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze najistotniejsze wlasciwosci umoz-
liwiajace kolonizacj¢ systemu wodnego przez pateczki L. pneumophila to zdolno$¢ do swo-
bodnego przemieszczania si¢ w sSrodowisku (wic), tworzenie struktur biofilmu powstajacego
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na powierzchniach kontaktujacych si¢ z woda oraz przyleganie do komdrek eukariotycznych
np. ameb (zdolno$¢ do adhezji). Z kolei wlasciwosci wirulentne badanych szczepow sa
Scisle zwiazane z budowa antygenowa paleczek L. pneumophila (serogrupa 1 i epitopem
MAD3/1), oraz obecnos$cia markerow genetycznych: rtxA, mompS i flaA. Wyniki naszych
badan wskazuja, ze wérod wlasciwos$ci zwiazanych z obecno$cia w genomie wymienionych
markerow genetycznych, istotne znaczenie dla zjadliwo$ci szczepu ma przede wszystkim
zdolnos$¢ bakterii do wytwarzania toksyny RTX (tworzacej pory w membranie), nastgpnie
zdolno$¢ ruchu (flagella) oraz zdolno$¢ do wiazania si¢ L. pneumophila do komorki go-
spodarza (biatko Momp) (11).

Wysoki odsetek szczepow L. pneumophila wykazujacych obecno$¢ w genomie genu
rtxA, obecnos¢ szczepdw L. pneumophila sg 1 1 podgrupy Benidorm, (zawierajacej epitop
MAD 3/1) wskazuje na wysokie ryzyko zakazenia tymi bakteriami pacjentow hospitalizowa-
nych w szpitalu Z —mimo, ze stwierdzona liczba pateczek L. pneumophila w wodzie (cfu/100
ml) nie jest najwyzsza w stosunku do badanych systemoéw wodnych szpitali (11,12).

Stwierdzenie szpitalnego zakazenia bakteriami Legionella sp. i/lub wykrycie znacznego
zasiedlenia sieci wodnej szpitala przez paleczki L. pneumophila, wskazuje na koniecznos¢
przeprowadzenia stosownych dzialan. Ponizej przedstawiono 2 przyktady réznych dziatan
podjetych w celu redukcji zagrozenia legioneloza w szpitalu.

SZPITAL Z. W szpitalu Z, ze wzgledu na wysokie zagrozenie legioneloza dla pacjen-
tow (12) i zaistniate trudnosci w eliminacji paleczek Legionella z instalacji wodociagowe;j
budynku, postgpowanie przebiegalo wieloetapowo, z zastosowaniem metody dezynfekcji
termicznej i chemiczne;j.

1. Dezynfekcjg termiczna instalacji i podgrzewaczy wody przeprowadzono po wstep-
nym mechanicznym czyszczeniu wylewek baterii umywalkowych i sitek natryskowych.
Temperatura wody wyplywajacej z podgrzewacza podczas dezynfekcji wynosita 88°C,
przy czym temperatura wody w punktach czerpalnych, zaleznie od ich lokalizacji, wahata
si¢ w zakresie 73-83°C. Badania kontrolne wykonane po ok. 2 tygodniach wykazaty w 86%
badanych probkach wody obecnos¢ pateczek L. pneumophila (w tym nalezacych do sero-
grupy 1), przy czym liczba tych bakterii ulegta 10-krotnej redukc;ji.

2. W drugim etapie dziatan zbiorniki i podgrzewacze wody poddano czyszczeniu me-
chanicznemu oraz dezynfekcji chemicznej z zastosowaniem 3% roztworu chloraminy (czas
kontaktu 3 godz. 20 minut). Po przeptukaniu zbiornikéw i napehieniu ich woda, ponownie
przeprowadzono dezynfekcjg termiczna calego systemu wody cieplej. Badania kontrolne pro-
bek wody pobranych po 10 dniach ponownie wykazaty obecnos$¢ L. pneumophila sg 1.

3. Po ponownym przegladzie technicznym calej instalacji wodnej w szpitalu usunigto
3 $lepe odcinki (kazdy o dlugosci ok. Im), w ktorych wystepowaly zastoje wody. Wymie-
niono takze stary stalowy zbiornik na wode na nowy-wykonany z tworzywa sztucznego.
Nastgpnie przeprowadzono kolejna dezynfekcje termiczna i chemiczng calej sieci wodne;j
szpitala. Do dezynfekcji chemicznej zastosowano 6% roztwor chloraminy. Wykonane
2-krotnie, po tych zabiegach, badania kontrolne wody w kierunku Legionella wykazaty
skuteczno$¢ podjetych dziatah.

SZPITAL B. W szpitalu B, ze wzgledu na stan techniczny instalacji wodnej oraz
bezpieczenstwo pacjentdw nie zdecydowano si¢ na zastosowanie metody termicznej i/lub
chemicznej. Jednocze$nie oceniono, ze zagrozenie paleczkami Legionella sp. jest nizsze niz
w szpitalu Z, poniewaz nie wykryto obecnosci pateczek L. pneumophila sg 1 w badanych
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probkach wody, pobranych dwukrotnie w odstgpie co najmniej 6-ciu tygodni. W obiekcie
tym postanowiono wyprobowa¢ mechaniczne sposoby eliminacji bakterii z probek wody.
W wybranych punktach sieci wody cieplej (krany) zainstalowano filtry (Pall-Aquasafe Water
Filters, PALL Poland) przeznaczone do dezynfekcji wody. Badania kontrolne wykazaty
brak obecnosci Legionella sp. w probkach wody pobranych z tych kranow bezposrednio
po zainstalowaniu filtréw oraz po 1 i 3 miesiacach ich stosowania (gwarancja producenta
obejmuje 1 miesiac). Badania sa kontynuowane.

Nalezy podkresli¢, ze w obu opisanych szpitalach wprowadzono takze procedury kon-
trolne, takie jak regularne badanie temperatury wody cieplej i wody zimnej, regularne prze-
ptukiwanie nieuzywanych wylewek (kranow, prysznicow) itp. Obowiazek badania cieptej
wody w kierunku bakterii z rodzaju Legionella w zaktadach opieki zdrowotnej zamknigtej
oraz w budynkach zamieszkania zbiorowego wprowadza rozporzadzenie Ministra Zdrowia
z dnia 29 marca 2007 roku w sprawie jakosci wody przeznaczonej do spozycia przez ludzi
(13). W rozporzadzeniu uwzgledniono miejsca pobierania probek wody cieptej do badan
w kierunku Legionella (§8 ustep2), dopuszczalny poziom skazenia (zalacznik 1 D) oraz czg-
stotliwo$¢ monitorowania i procedury postgpowania przy stwierdzeniu okreslonego poziomu
skazenia (zalacznik nr 7). W objasnieniach do zatacznika wypunktowane zostaty réwniez
sytuacje, w ktorych zaleca si¢ przeprowadzenie dezynfekcji (termicznej lub chemicznej).
Zapisy rozporzadzenia w tym zakresie weszlty w zycie z dniem 1 stycznia 2008 r.

Dzialania stosowane w celu wyeliminowania pateczek Legionella sp. z systemu wodnego
i redukcji zagrozenia zakazeniami tymi bakteriami zazwyczaj sa wieloetapowe. Skladaja
si¢ na nie: odpowiednie rozwiazania techniczne, dezynfekcja, procedury konserwacji, nad-
zoru i kontroli instalacji wodnej. Rozwiazania techniczne maja na celu przede wszystkim:
usprawnienie cyrkulacji wody, wyeliminowanie martwych odcinkdéw oraz utrzymanie
odpowiedniej temperatury wody cieplej i zimnej. Wymaga to doktadnego sprawdzenia
catego systemu wodnego i wskazania tzw. punktéw krytycznych. Niekiedy moze wigzad
si¢ to z koniecznos$cia przebudowy sieci (1,3,13).

Kolejnym etapem dziatania powinno by¢ czyszczenie mechaniczne zbiornikéw/pod-
grzewaczy i dezynfekcja instalacji sieci wewngtrznej. Skutecznos$¢ tych procesow zalezy
od wielu czynnikéw m.in. od: wielkosci systemu, materiatéw, z jakich wykonane sa rury,
grubosci biofilmu, wlasciwosci fizyko-chemicznych wody (temperatura, pH, mg¢tnos¢,
twardos¢). Wybrane metody dezynfekcji zawsze musza by¢ dostosowane do konkretnego
systemu wodnego szpitala. Niekiedy, w celu osiagnigcia lepszej skutecznosci, konieczne
jest zastosowanie wigcej niz jednej metody dezynfekcji (np. metoda termiczna i chemiczna
tzw. chlorowanie szokowe).

WNIOSKI

1. Mikrobiologiczna ocena zagrozenia pateczkami L. pneumophila powinna zawieraé
dwa elementy skladowe: oceng zdolno$ci bakterii L. pneumophila do namnazania si¢
i utrzymania w §rodowisku wodnym oraz (w przypadku ich wykrycia) oceng wirulen-
tnych wtasciwos$ci bakterii L. pneumophila.

2. Pelna ocena ryzyka zakazenia paleczkami Legionella sp. powinna obejmowac oprocz
oceny mikrobiologicznych wtasciwosci wyizolowanych szczepdéw takze oceng stanu
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technicznego systemu wody cieptej i zimnej w danym szpitalu/ placowce opieki medycz-
nej. Redukcja zagrozenia zakazeniem pateczkami Legionella polega przede wszystkim
na zapewnieniu wlasciwego funkcjonowania i utrzymywania systemu wodnego (w tym
okresowej dezynfekcji sieci wodnej) oraz na wprowadzeniu odpowiednich procedur
kontrolnych.

K Pancer, D Rabczenko, B Krogulska, R Matuszewska, J Ozygala, A Stanistawska,
A Trzcinska, H Styputkowska-Misiurewicz

MICROBIOLOGICAL EVALUATION OF RISK OF LEGIONELLOSIS AND PRACTICAL
METHODS APPLIED FOR ELIMINATION OF LEGIONELLA PNEUMOPHILA FROM
HOSPITAL WATER SYSTEMS

SUMMARY

Microbiological evaluation of risk of legionellosis was based on the results of water samples col-
lected from hospital water systems examinations. The percentage of positive water samples, number
of detected Legionella spp. cfu/100ml, determined serogroup and subgroup of isolated strains as well
as genetic virulence markers (rtxA, mompS) were analyzed by multivariable regression tests. The
ability to adhere to cells A549 and proliferate in THP-1 cells were also examined. Strong correlation
was found between the detected number of Legionella spp. cells (cfu/100ml) and percentage of posi-
tive samples, presence of gene depending ability bacteria to move, adhere to A549 cells and presence
of mompS gene for special protein building capsule. From other side, correlation between identified
cases or infections due to L. pneumophila and presence of gene: rtxA, mompS, and epitop MAb3/1
was determined.

In conclusion it was indicated that evaluation of risk of legionellosis should be based on ability
the legionellae strains to prolify, and grow in water systems and also on virulence properties of isolated
strains, especially those producing RTX toxin, flagella and presenting virulence epitop MAb3/1.

Two examples of practical application methods for reduction of risk of nosocomial infection
were described also. It was shown that cooperation of engineers and microbiologist is essential for
effective elimination of Legionella from water systems and reduction of the risk of Legionella infec-
tion in hospital.
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