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STRESZCZENIE

W przypadku wystgpienia epidemii Legionelozy, szybkie i jednoznaczne okreslenie zrodia infekcji, oraz natychmiastowe podjecie czynnosci naprawczych
jest warunkiem niezbednym do ograniczenia i zminimalizowania skutkéw rozwijajgcej sie epidemii. W klasycznej metodzie oznaczania poziomu bakterii
z rodzaju Legionella w prébkach wody, skuteczno$¢ dziatania reparacyjnego (podwyzszenia temperatury wody w instalacji wodociggowej do 60°C, dodatkowe
chlorowanie) moze by¢ potwierdzone dopiero po 14 dniach!!! Tylko metoda IMMS&FCM skraca czas oznaczenia bakterii Legionella do 2-4 godzin, co jest
najwazniejszym czynnikiem ograniczenia rozwoju epidemii.

Stowa kluczowe: Legionella spp, Legioneloza, immunoseparacja, cytometria przeptywowa, systemy dystrybucji cieptej wody, obiekty uzytecznosci
publicznej, okrety.
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WSTEP

BAKTERIE LEGIONELLA — PODSTAWOWE ZAGROZENIA MIKROBIOLOGICZNE PRZENOSZONE PRZEZ
WODE UZYTKOWA W OBIEKTACH I JEDNOSTKACH PLYWAJACYCH MARYNARKI WOJENNE] RP

Legionella jest powszechnie wystepujaca bakterig, wystepujaca w $rodowisku wodnym. Szczegélnie grozna jest
Legionella pneumophilla, jeden z ponad trzydziestu gatunkow tej bakterii.

Wszystkie bakterie z rodzaju Legionella rozwijaja sie w katuzach brudnej wody, biofilmie zawartym w rurach sieci
wodociggowej, u wylotéw urzadzen klimatyzacyjnych. Komorki tych bakterii znajdywano réwniez pod sitkami prysznicow
i w kranach z biezaca woda.

W temperaturze pokojowej Legionella pneumophilla moze przetrwa¢ w wodzie z kranu ponad 12 miesiecy.
Siedliskiem tych bakterii moga by¢ strumienie, stawy a nawet zwyczajny mut. Zidentyfikowano szczep Legionella longbeachae
wystepujacy w komposcie i glebie w szklarniach z hodowlg kwiatow.

W 2010 roku ukazato sie doniesienie méwigce o nowym Zrddle infekcji Legionella spp. zagrazajace szczegolnie
kierowcom zawodowym. Zrédtem tym byta zawiesina wody wytwarzana przez system sptukiwania szyb samochodowych [1].

Legionella namnaza sie jako wewnatrzkomoérkowy pasozyt (w amebach), w biofilnie lub w stanie wolnym
w przeptywajacej wodzie.

W formie aerozolu moze dotrze¢ do ptuc cztowieka wywotujac ciezkg posta¢ zapalenia ptuc, Legioneloze lub
umiarkowang infekcje drég oddechowych zwang goraczka Pontiac.

Epidemie wywotane przez Legionella pneumophila charakteryzuja sie wysoka $miertelnoscia (15-20%), ktéra moze
dochodzi¢ nawet do 50% w przypadku pacjentéw z obnizong odpornosciag immunologiczna.

Wedtug portalu internetowego GIDEON on-line na terenie Polski w latach 1999 do 2015 obserwujemy systematyczny

wzrost wykrywalnosci bakterii Legionella spp. w $Srodowisku.
Tab.1

Legionella w Polsce.

1999 2003 2004 2005 2006 2007
0 3 8 21 89 29
2008 2009 2010 2011 2012 2013
20 10 36 18 8 11
2014 2015

12 23

Generalnie, mozna powiedzie¢, ze poziom powyzej ktérego wystepuje ryzyko zachorowania dla cztowieka wynosi:

104jtk /L 1lub 6,4 x104jg dla Legionella spp
102jtk /L lub 6,4 x102 jg dla Legionella pneumophilla

Ocena zagrozenia bakterig Legionella spp. jest tradycyjnie przeprowadzana metodg zatezania préobki wody poprzez
wirowanie lub filtracje, a nastepnie selektywne namnazanie. Traktowana jest jako tzw. ,standard odniesienia”, metoda ta ma
wiele wad, w tym najwazniejsza tzn. dtugi okres namnazania wynoszacy okoto 10 dni. Tak dtugi okres, uptywajacy od momentu
pobrania proby do momentu otrzymania wyniku, czyni metode klasyczna bezuzyteczng w sytuacji wymagajacej szybkiej
interwencji i podjecia dziatan prewencyjnych.

Dodatkowo w pewnych, nie tak rzadko wystepujacych warunkach takich jak: stres oksydacyjny lub osmotyczny oraz
niski poziom skladnikéw odzywczych, bakterie z rodzaju Legionella moga straci¢ zdolnosci do podziatu, zachowujac
jednoczesnie potencjat do powrotu funkcji namnazania sie w sprzyjajacych warunkach.

Te tzw. ,uspione” komoérki Legionella (VBNC Legionella cells) stanowia realne zagrozenie dla cztowieka, bedac
jednoczesnie gtdwna przyczyne rozbieznosci wystepujacej w oznaczaniu bakterii Legionella metoda klasyczna i RT-PCR.

Obowiazek wykonywania okresowych badan na obecno$¢ bakterii z rodzaju Legionella w wodzie w budynkach
uzytecznoSci publicznej okresla Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 29 czerwca 2007 roku w sprawie jakos$ci wody
przeznaczonej do spozycia przez ludzi (Dz.U.nr 61 poz.417).

W prébkach wody pobranych przez pracownikow WSSE Gdansk oraz w prébkach pobranych przez personel ZMMiH
WIM w wybranych obiektach Marynarki Wojennej, przeprowadzono w Laboratorium Badan Srodowiskowych ZMMiH WIM
oraz Laboratorium Mikrobiologii WSSE testy na obecno$¢ bakterii Legionella spp metoda klasyczng oraz technika RT-PCR
wykorzystujac komercyjne zestawy firmy BioRad oraz firmy Immogena [2,3,4].

Réwnolegle we wszystkich prébkach wody oznaczano poziom L. pneumophila SG1 metoda immunoseparacji IMS
z analiza na cytometrze przeptywowym (FCM).

Opisane badania miaty na celu opracowanie metodyki oznaczenia obecnosci bakterii Legionella pneumophila
w prébkach srodowiskowych metodami qPCR oraz IMS - immunoseparacji magnetyczne;j.
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LEGIONELLA — METODYKA BADAN TECHNIKA IMMUNOSEPARAC]I I CYTOMETRII PRZEPLYWOWE]

Metoda separacji przy uzyciu czastek magnetycznych zostata wynaleziona przez Profesora John’a Ugelstad’a juz
w latach 70-tych. Obecnie techniki immunoseparacji zrewolucjonizowaty metody izolacji wielu biologicznych substancji
i czastek oraz znalazty duza liczbe zastosowan w licznych dziedzinach nauki, dla ktérych metody oczyszczania i separacji sa
jednymi z najwazniejszych i bardziej ztozonych proceséw.

Warto podkresli¢, ze badania nad t3 metoda prowadzone s3 z duza intensywno$cia na catym $wiecie. Z roku na rok
zwieksza sie liczba zastosowan i pojawiajg sie liczne opracowania technologiczne, ktdére znacznie przyczyniaja sie do rozwoju
metody np. nieliniowa separacja magnetoforetyczna (ang. non-linear magnetophoretic separation), zaleta ktorej jest mozliwo$¢
zastosowania do jednoczesnego rozdziatu wielu patogenéw z czutoscia do miliona razy wyzsza niz testy immunologiczne fazy
stalej, dzi$ powszechnie stosowane w diagnostyce.

Wiele zalet metody immunoseparacji przyczynito sie do znacznego rozwoju metody, poprawy jej wydajnosci
i opracowania czastek magnetycznych z immobilizowanymi przeciwcialami o nizszym stopniu sedymentacji, mniejszych
rozmiarach i bardzo zréznicowanym sktadzie kompozytowym. Atrakcyjne pod wzgledem finansowym i bardzo wydajne
sposoby sa niezwykle istotnymi czynnikami w przemystowej biotechnologii oraz biologicznych rutynowych procedurach
diagnostycznych. Biomagnetyczne techniki izolacji staly sie niezwykle wazne i znalazly zastosowanie w wielu dziedzinach,
takich jak inzynieria genetyczna, immunologia oraz diagnostyka molekularna.

Czastki magnetyczne z rdzeniem zbudowanym z magnetytu i optaszczone swoistymi przeciwciatami sa drobinami
o bardzo duzej stabilnosci, jednolitosci, unikalnych paramagnetycznych wtasciwosciach, niskiej interakcji miedzy sobg oraz
duzej zdolnosci do dyspersji. Stanowig bardzo dobra alternatywe w stosunku do obecnie szeroko stosowanej technologii
oczyszczania kwaséw nukleinowych na kolumnach z réznymi typami sorbentéw. Ich zastosowanie pozwala na znaczne
skrdcenie czasu oraz zredukowanie naktadéw inwestycyjnych zwigzanych z kosztowna realizacja procesu technologicznego
jakim jest separacja komoérek badz wydajna ekstrakcja kwaséw nukleinowych.

Szybka separacja komorek, badz oczyszczanie kwasow nukleinowych jest kluczowym etapem wiekszosci procedur
stosowanych w biologii molekularnej i diagnostyce. Gtownym celem tego etapu jest uzyskanie wysokiej jakosSci i czystosci
materiatu biologicznego, niezaleznie od Zrédta jego pochodzenia. Procesy separacji stanowig pierwszy z etapéw poprzedzajacy
zastosowanie jakiejkolwiek innej techniki molekularnej. W obecnym czasie zastosowanie nowoczesnych technik
molekularnych stanowi potezny orez pozwalajacy analizowac architekture genéw i kontrole ich ekspresji. Pozyskany materiat
wykorzystuje sie w innych technikach molekularnych takich jak tancuchowa reakcja polimeryzacji PCR, RTPCR, qPCR,
konstrukcja bibliotek genomowych, hybrydyzacja, RFLP, ALFP oraz do przygotowywania mikro-macierzy do analizy ekspresji
gendw.

Do popularyzacji metod immunoseparacji i ich implementacji rynkowej przyczynia sie przede wszystkim rosngce
zapotrzebowanie ze strony medycyny i biotechnologii przemystowej. Badania molekularne wykorzystuje sie w analizie
markerow nowotworowych, diagnostyce choréb bakteryjnych np. borelioza i wirusowych np. wirusowe zapalenie watroby
HCV, HBV lub analizie zrédet potencjalnego skazenia np. analizie probek wody [5].

Materiatem poddanym badaniom sa zazwyczaj probki krwi obwodowej, tkanek zwierzecych i roslinnych, krwi
zasuszonej, spermy, plam $liny i krwi pobranej od réznych gatunkéw zwierzat, fragment grzybni, préobki wody. W chwili
obecnej trudno wyobrazi¢ sobie np. dochodzenie spornego ojcostwa lub medycyny sadowej i kryminalistyki bez zastosowania
technik molekularnych do badania mikrosladow i sladéw biologicznych znalezionych na miejscu przestepstwa, ktére moga
stanowi¢ materiat dowodowy. Istnieje wiele metod ekstrakcji materiatu z proby badanej jednak dobér najwtasciwszej z nich
jest uzalezniony od rodzaju analizowanego materiatu.

Dobdr metody przygotowania préobek przed analiza technikami molekularnymi ma decydujace znaczenie dla
uzyskania odpowiedniej czutosci techniki analitycznej i jest w wiekszosci przypadkéw kluczowy dla powodzenia catego
procesu diagnostycznego.

Dokonujac wyboru odpowiedniej metody nalezy uwzgledni¢ szerokie spektrum zastosowania otrzymanych izolatow
w dalszych procesach analitycznych. R6zne wymagania jakoSciowe powodujg, ze trudno jest zaproponowa¢ jedna wspélna
technike przygotowania proby dla technik opierajacych sie o oznaczenia genomowe takie jak klasyczny PCR, qPCR, LAMP Loop
(Mediated Isothermal Amplification), CPA (Cross Primer Amplification) i proteomiczne - ELISA, immunochromatografia (LF).

Dotychczasowe, stosowane techniki analityczne, oprécz metody klasycznej (posiew), w wiekszosci bazuja na
ekstrakcji kwaséw nukleinowych, badz analizie proteomicznej i zazwyczaj stanowig kombinacje dwdch lub wiekszej ilosci
ponizej wymienionych technik: wytragcania poprzez ekstrakcje rozpuszczalnikowa, chromatografii, wirowania, rozdziatu
opartego na powinowactwie. Popularne metody oznaczania genomowego DNA bakterii (PCR, qPCR) zostaly opracowane
w oparciu o ekstrakcje kwaséw nukleinowych metoda chromatografii kolumnowej. Specjalnie przygotowane kolumienki
z sorbentem lub membrang, wigza kwasy nukleinowe w warunkach wysokiej sity jonowej. Zastosowanie techniki
chromatograficznej pozwolito na znaczne uproszczenie i skrocenie czasu izolacji kwasdw nukleinowych w stosunku do metod
klasycznych, a w szczeg6lnosci metody ekstrakeji rozpuszczalnikowe;j.

Ograniczenia metody wynikajg ze statej ilo$¢ sorbentu w kolumnie chromatograficznej, ktéra pozostaje niezmienna,
natomiast zwiekszenie wydajnosci procesu izolacji wiaze sie z wykorzystaniem duzo wiekszej liczby kolumienek, badz
zakupem wersji zestawu przeznaczonego do innej skali z wieksza iloscig sorbentu, co stanowi dodatkowa bariere ekonomiczna,
badz wydtuza czas przygotowania materiatu do analizy. Innym ograniczeniem metody chromatograficznej jest dos¢ wysoki
stopien fragmentacji DNA, ktory moze mie¢ wptyw na sam proces analityczny. Na kolumnach z sorbentem uzyskuje sie
zazwyczaj fragmenty o dtugosci od kilkudziesieciu do maksymalnie kilkuset tysiecy par zasad, co w znaczny sposé6b utrudnia
przeprowadzenie dokladnego pomiaru ilosciowego kwasdw nukleinowych. Dodatkowym ograniczeniem techniki polegajacej
na ekstrakcji genomowego DNA jest niemozno$¢ odpowiedzi na pytanie czy z izolatu wyekstrahowano zywe, czy martwe
komorki. Dlatego stosujac te metody, nie mozna jednoznacznie odpowiedzie¢ na pytanie czy materiat poddany ocenie ma
charakter infekcyjny. Ponadto techniki chromatograficzne dodatkowo wymagaja uzycia specjalistycznych urzadzen, co
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rowniez mocno limituje tatwo$¢ przeprowadzenia procesu przygotowania préby.

Praktycznie nie ma mozliwosci zastosowania metod chromatograficznych do badania wiekszej liczby préb niz
kilkadziesiat jednoczesnie.

Opracowujgc metodyke badania na etapie przygotowania préby starano sie uwzgledni¢ wszystkie kryteria oceny
metody i w koncowym etapie doprowadzi¢ do opracowania szybkiej, i wiarygodnej metody diagnostycznej, ktéra dodatkowo
umozliwitaby pelng automatyzacje tego procesu.

Analizujac techniki separacji poddaliSmy ocenie wiele parametréw majacych wptyw na wydajnos¢, czutosé,
specyficznosc¢ procesu diagnostycznego oraz skalowalno$¢ metody, ryzyko kontaminacji i mozliwo$¢ jej automatyzacji.

Wysoka wydajno$¢ procesu separacji/izolacji, czyli ilo$¢ pozyskanych komorek bakterii, badZz czastek kwasu
nukleinowego lub antygenu biatkowego w przeliczeniu na okreslong ilo$¢ materiatu wyj$ciowego, ktéry pobrano do
przeprowadzenia analizy, gwarantuje osiagniecie optymalnej czuto$ci metody analityczne;j.

Czuto$¢ metody jest rOwniez parametrem okreslajagcym minimalng ilo$¢ materiatu, ktory uzyty do izolacji pozwoli na
uzyskanie jej mierzalnego wyniku, badz pozytywnego efektu w nastepstwie zastosowania metody analitycznej. Jest to
szczegblnie wazne w przypadku badan diagnostycznych, gdzie czuto$¢ zastosowanej metody diagnostycznej moze
zadecydowac o zyciu badanego pacjenta. W trakcie badania walidacyjnego okresla sie parametr LOD - limit detekcji metody
analityczne;j.

Czystos¢ uzyskanego izolatu kwasu nukleinowego lub biatka w znacznej mierze determinuje dobdr pozostatych
technik badawczych i w decydujacy sposéb wptywa na czuto$¢ oraz wydajnos¢ przyjetej metody badawczej. Uzyskanie
wysokiej czystosci kwasow nukleinowych i biatek czesto decyduje o powodzeniu i wyniku catego badania diagnostycznego.

Skalowalno$¢ metody decyduje o mozliwos¢ zwiekszenia lub zmniejszenia skali procesu wzgledem aktualnej
potrzeby. Mozliwos$¢ pozyskania wiekszej lub mniejszej ilosci izolatu z proby o szerokim zakresie objetosci, czyni go bardziej
uniwersalnym i optacalnym.

Ryzyko kontaminacji stanowi ryzyko biologicznego zanieczyszczenia proby w trakcie procesu. Zwiekszone ryzyko
zanieczyszczenia proby w trakcie realizacji procesu eliminuje przydatnos¢ metody w diagnostyce molekularne;j.

TECHNIKA IMMUNOSEPARAC]I

Biorgc pod uwage powyzsze Kkryteria jedyna metoda do zastosowania w analizie probek wody pod katem
wystepowania bakterii Legionella pneumophila jest technika IMS - immunoseparacji dzialajaca w oparciu o czastki
magnetyczne optaszczone frakcja immunoglobulin swoiScie wigzacych antygeny powierzchniowe bakterii Legionella
pneumophila. Czastki magnetyczne zastosowane w trakcie opracowywania metody badania L. pneumphila otrzymano z firmy
Rgmicro (Szwajcaria).

Wyodrebniono kilkanascie pochodnych aminosilanéw, ktére moga zosta¢ z powodzeniem deponowane na
powierzchni magnetytu i zastosowane do przygotowania sorbentéw w technice IMS stanowigcych baze do przytaczenia frakcji
immunoglobulin specyficznie wigzacych antygeny bakterii np. Legionella pneumophila.

Srednica czastek magnetycznych z immobilizowang frakcja biatek z grupy immunoglobulin IgG anty - Legionella
pneumphila jest skalibrowana jest na ~100 nm, wiec uzyskane na ich bazie ztoze magnetyczne charakteryzuje sie bardzo
dobrze rozwinieta powierzchnia wigzania, przy jednoczesnym zachowaniu bardzo silnych wta$ciwosci magnetycznych.

Uzyskane czastki magnetyczne zostaly gruntownie przebadane pod wzgledem stabilnosci a otrzymane dane
potwierdzaja ich wysoka przydatnos$¢ do realizowania zatozonego celu. Technika immunoseparacji IMS umozliwia bardzo
szybkie, specyficzne wydajne i wigzanie caltych komoérek bakteryjnych bakterii Legionella pneumophila do powierzchni czastek.

Wyprodukowany na bazie w/w czastek magnetycznych zestaw firmy Rqmicro - L. pneumophila SG1 poddano ocenie
w ramach biezacego opracowania.

CYTOMETRIA PRZEPLYWOWA (FCM) [6]

Cytometria przeptywowa, pierwsza technika stworzona do analizy pojedynczych komoérek, taczy w sobie elastycznos¢
i czutos¢ technologii fluorescencyjnej z szybkoscig i mozliwoSciami integracji danych. Stata sie ztotym standardem w analizie
komodrkowej i jest obecnie stosowana jako narzedzie analityczne w wielu sektorach nauk biologicznych.

W miare rozwoju badan w dziedzinie biologii komdorkowej cytometria przeptywowa ze wzgledu na powszechno$¢
uzycia znajduje coraz wieksza ilo$¢ zastosowan analitycznych. Oferuje ona badaczom i klinicystom kilka istotnych mozliwo$ci.

Po pierwsze, umozliwia analize populacji komdrek na zasadzie cell-by-cell (jedna komérka po drugiej). Jest to
zdolnos¢ o decydujacym znaczeniu z punktu widzenia dzisiejszych badaczy i klinicystow, ktorzy szukaja bardzo specyficznych
komoérek wsréd wielu wystepujacych w badanej préobie. Umozliwia to diagnozowanie badz monitorowanie wielu proceséow
biologicznych bedacych podstawa groznych chordb lub monitorowanie pojawiajacych sie zagrozen biologicznych w préobach
badanych.

Po drugie, cytometria przeptywowa posiada zasadnicza zalete - jest nadzwyczaj szybka. Tempo rutynowej analizy
probek moze siega¢ 10 000 komorek na sekunde - jest to niewiarygodny postep wzgledem historycznych metod wzrokowego
badania i zliczania komérek. Technika ta umozliwia jednoczesny pomiar wielu parametréw (tzw. multipleksing) pojedynczych
komorek.

Przy zastosowaniu techniki cytometrii przeptywowej mozna zaréwno sortowag, jak i analizowa¢ populacje komorek.
Jest to cenne, poniewaz analizie mozna podda¢ konkretny rodzaj komérek, ktére szukamy. Gdy tylko zidentyfikowana zostaje
populacja komoérek, ktére majg by¢ poddane sortowaniu, strumien cieczy zawierajacy probke jest przekierowywany przy
wysokim ci$nieniu przez uktad ptynéw w jeden strumien w taki sposéb, ze komdrki przechodza pojedynczo przez wigzke
laserowg, gdzie wykrywane s3 informacje o komérkach. Jesli komdrka odpowiada okreslonym parametrom, cytometr generuje
tadunek elektryczny. W efekcie natadowana komarka jest odchylana do probowki i sortowana. Posortowane komoérki mozna
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podda¢ hodowli lub zbada¢ przy uzyciu innych testéow. Nienatadowane kropelki kierowane sg wraz ze strumieniem do
pojemnika na odpady. Proces ten przebiega szybko i mozna w ten sposdb przeanalizowa¢ okoto 20 000 komérek na sekunde.

Cytometry przeptywowe zawieraja trzy gtéwne uklady - ptyndéw, optyczny i elektroniczny. Uktad plynéw
przepuszcza probke catych komoérek (np. prébke po IMS) przez komore przeptywowa w taki sposéb, ze komdrki przechodza
pojedynczo przez wigzke laserowa. Kazda komorka przechodzi przez wiazke, rozprasza Swiatto i moze emitowaé Swiatto
fluorescencyjne. Te sygnaty $wietlne sg zbierane przez uktad optyczny i kierowane do rozmaitych detektoréw. Sygnaty
otrzymywane przez detektory s3 nastepnie przeksztalcane w wartoSci numeryczne przez uktad elektroniczny. Wyniki moga
by¢ wyswietlane na ekranie lub zapisane dla celow przysztej analizy przy uzyciu specjalnie zaprojektowanego
oprogramowania. Gdy kazda komorka przechodzi przez wigzke, jej parametry (cechy np. czy jest zywa lub martwa) sa
mierzone i zapisywane wraz z czasem przejscia przez wigzke. Zwykle dane zbierane sg co najmniej dla 10 000 komoérek na
probke.

Do znakowania komdrek w cytometrii uzywa sie najczesSciej przeciwciat monoklonalnych, ktére pozwalajg badaczom
»,Znakowa¢” - okreslone populacje komorek. Jednoczesna analiza wielu populacji komoérek oraz parametréow ich
funkcjonowania, wymagata wigczenia do technologii analizy fluorescencji i wielokolorowego barwienia. Efektem tego mariazu
technologii jest powstanie bardzo efektywnego systemu, ktéry miedzy innymi moze stuzy¢ do monitorowania zagrozen
biologicznych. Jego zdecydowang zaleta jest mozliwos¢ analizy pojedynczych komoérek oraz ich pdzniejszego pogrupowania
np. na zywe i martwe.

Rys. 1 Cytometr przeptywowy Cytoflex z multisamplergm Laser: 488nm (525/40 BP; 690/50 BP). Producent Beckman Coulter, SN:AW27181.

METODYKA BADAN

Metodyka badania L. pneumophila (IMS) sktada sie z czterech etapow:

Zageszczanie proby wody poprzez filtracje i rozpuszczenie w niewielkiej ilosci buforu (NR1).

Inkubacja - wigzanie komorek bakterii Legionella z czastkami magnetycznymi (NR2).

Oczyszczanie przy uzyciu immunoseparatora magnetycznego CellStream (NR3).

Analiza ilo$ciowej proby na cytometrze przeptywowym i urzadzeniu do prowadzenia reakcji qPCR (NR4).

B w e

NR1 NR 2 NR3 NR4

Rys. 2 Graficzna prezentacja poszczegdéinych etapéw analizy probki wody pod katem obecnosci Legionella pneumophilia metodg IMS&FCM.

Tab. 2

Zestaw L. pneumophila SG1 skiada sie z nastepujgcych komponentéw.

Czastki magnetyczne przeciwciata frakeji IgG anti- L. pneumophila
Wskaznik integralnosci membrany Jodek propidyny

Kontrola pozytywna - liofilizat komdrek Liofilizowana

Legionella pneumophila SG1-cells

(Philadelphia)

Filtry Poliweglan $rednica poréw 0.22 ym; R - 47 mm
Bufor 1 Bufor do inkubacji

Bufor 2 Bufor do separacji

Kartridz l6tw

Tubes 5mL

Filtry do prefitracji prébek wody Poliweglan $rednica poréw 5 pm
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Tab. 3

Dane walidacyjne L. pneumophila SG1 (Rgmicro) potwierdzajace brak reakcji krzyzowych ze szczepami o wysokiej homologii filogenetycznej oraz innymi
gatunkami bakterii czesto wystepujacych w prébkach wody.

Legionella anisa Legionella jamestowniensis Legionella oakridgiensis

Legionella birminghamensis Legionella jordanis Legionella parisiensis

Legionella bozemanii Legionella londoniensis Legionella rubilucens

Legionella cincinnatiensis Legionella longbeachae Legionella taurinensis

Legionella dumoffii Legionella micdadei Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas fluorescens Staphylococcus aureus Staphylococcus epidermidis

Campylobacter jejuni Escherichia coli Salmonella typhimurium

Citrobacteri gillenii Listeria monocytogenes Listeria welshimeri

Listeria fleishmanii

Tab. 4

Dane walidacyjne L. pneumophila SG1 (Rgmicro) potwierdzajacy wysokg specyficznosé oznaczenia wzgledem szczepéw Legionella pneumophila.

Szczep Nr ref. Wynik analizy

Legionella pneumophila Philadelphia DSM7513 +

Legionella pneumophila Allentown ATCC43106 +

Legionella pneumophila Bellingham DSM25214 +

Legionella pneumophila Benidorm DSM25199 +

Legionella pneumophila Benidorm DSM27564 +

Legionella pneumophila Cambridge-1 NCTC11231 +

Legionella pneumophila Camperdown ATCC43113 +

Legionella pneumophila France ATCC43112 +

Legionella pneumophila Heysham ATCC43107 +

Legionella pneumophila Knoxville DSM25070 +

Legionella pneumophila OLDA DSM25200 +

Legionella pneumophila Oxford DSM25213 +

Legionella pneumophila Philadelphia-2 NCTC11193 +

Legionella pneumophila Pontiac NCTC11191 +

Legionella pneumophila Washington NCTC11201 +

Proces immunoseparacji IMS przeprowadzono przy uzyciu L. pneumophila SG1 przy zastosowaniu aparatu
CellStream (Rgmicro). Wybér pomiedzy metoda manualng a automatyczng podyktowany byt ograniczeniem przypadkowe;j
kontaminacji badanych préb w przypadku metody manualnej. Ponadto uzywajac aparatu typu CellStream uzyskano wysoka
powtarzalno$¢ przeprowadzonych badan, ktéra znaczaco wptywa na wiarygodno$¢ metody. Dodatkowym atutem jest bardzo
krotki czas procesu < 2 godz. ktéry nie wymaga zaangazowania uwagi uzytkownika.
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Rys. 3 Urzadzenia typu CellStream wykorzystane do badania probek wody. Strzatka z lewej wskazuje na immunoseparator magnetyczny. Strzatka z prawej
to kartridz do aparatu CellStream.

MATERIALY NIEZBEDNE DO REALIZAC]JI METODYKI BADANIA L. PNEUMOPHILA

Legionella kit (rqgmicro) SG1 L. pneumophila
CellStream instrument (automatyczne urzadzenie do techniki immunoseparacji IMS)
Cytometr przeptywowy (488nm laser - 2 kanaty detekcji Dy490 and PI, np. Cytoflex Beckman
Coulter, 525/40BP 1690/50 BP)

Worteks

Mieszadto typu karuzela

Pipety o objetosci (1000ul/200 ul/20 ul)
Probéwki typu Eppendorf o objetosci 1,5 ml
Statyw do probéwek typu Eppendorf
Probéwki typu 50 ml falcon

Statyw na probowki 50 ml typu falcon
Probéwki 15 ml typu falcon

Statyw na probowki 15 ml typu falcon
Peseta

Rekawiczki

Chustki jednorazowe

70% roztwor etanolu w wodzie

Nozyczki

Tasma klejaca

Cienkopis (niezmywalny)

Fartuch ochronny

Torebki na odpady biologiczne

Timer

Folia aluminiowa

Przeprowadzono nastepujace analizy:
e  Detekcje kontroli pozytywnej w procesie L pneumophila SG1 metoda immunoseparacji IMS z analizg na cytometrze
przeptywowym (FCM).

Chemicznie inaktywowany szczep L.p.SG1 (A). komdrki Zzywe obecne bedq wytqcznie sie w oknie L.p. SG1 po zastosowaniu barwnika
dyskryminujqcego (B). Os (x) - fluorescencja w zakresie koloru zielonego, os (y) - fluorescencja w zakresie koloru czerwonego.
5.5x104 total L. pneumophila.

e Detekcje L. pneumophila z préby wody w procesie SG1 metoda immunoseparacji IMS z analiza na cytometrze

przeptywowym (FCM).
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Rys. 4 Prébka wody wodociggowej L.p. SG1 (A). Frakcja martwych komoérek ktéra zostata przeniesiona poza okno po wyznakowaniu preparatu barwnikiem
dyskryminujgcym (B). Komorki zywe mozna zaobserwowaé wytgcznie w oknie. O$ (x) - fluorescencja w zakresie koloru zielonego, 0$ (y) — fluorescencja
w zakresie koloru czerwonego. 4x10* total L. pneumophila in A. 2.8x10* zywe komdrki L. pneumophila in B.
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Rys. 5 Detekcja L. pneumophila procesie SG1 metodg immunoseparacji IMS z analiza na cytometrze przeptywowym (FCM) po zastosowaniu inaktywacji
temperaturowej 70°C Po 3 godzinach zaobserwowano 85% inaktywacje wykrytego szczepu L. pneumophilla. O$ (x) - fluorescencja w zakresie koloru
zielonego, 0$ (y) — fluorescencja w zakresie koloru czerwonego.

WYNIKI ANALIZ

Do badan wykorzystano probki wody pobrane we wrze$niu 2018 roku z wybranych jednostek Marynarki Wojenne;j
zlokalizowanych w Porcie Wojennym Gdynia. Objetos¢ kazdej z préobek 200ml.

Wyniki uzyskane z cytometrii przeptywowej po uzyciu techniki immunoseparacji dla préob wody od 1-19.
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Prébka nr 6
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Prébka nr 7
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Prébka nr 13
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Préobka nr 16
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Prébka nr 19
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Podsumowanie otrzymanych wynikéw badania L. pneumophila z otrzymanych prébek wody.
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Tab. 5

Nr préby Typ analizy Total count wg Viable count wg Viability FCM (%)  Jednostki
FCM/ 100 mL FCM/ 100 mL genomowe wg
gPCR/100mL

1 L.p.SG1 1045 470 45.0% 8400

2 L.p.SG1 505 160 31.7% 6240

3 L.p.SG1 1785 310 17.4% 11200
4 L.p.SG1 335 85 25.4% 5720

5 L.p.SG1 385 90 23.4% 5520

6 L.p.SG1 480 275 57.3% 5800

7 L.p.SG1 520 290 55.8% 6400

8 L.p.SG1 545 295 54.1% 6480

9 L.p.SG1 0 0 0.0% 0

10 L.p.SG1 0 0 0.0% 0

11 L.p.SG1 0 0 0.0% 0

12 L.p.SG1 20565 9645 46.9% 21200
13 L.p.SG1 4995 3600 72.1% 14400
14 L.p.SG1 0 0 0.0% 0

15 L.p.SG1 0 0 0.0% 0

16 L.p.SG1 165 110 66.7% 5200
17 L.p.SG1 680 490 72.1% 5600
18 L.p.SG1 5100 2'645 51.9% 14800
19 L.p.SG1 635 345 54.3% 56400

DYSKUSJA I WNIOSKI

Poréwnujac metode immunoseparacji (IMS) potaczong z analiza na cytometrze przeptywowym (FCM) z metoda real-

time PCR (qPCR) mozna sformutowa¢ nastepujace wnioski:

Metoda (IMS&FCM) jest najbardziej zblizona do metody klasycznej uznanej za standard oznaczania Legionella spp
zgodnie z normg nr PN-EN ISO 19457:2007 I PN ISO 11731:2002.

Metoda (IMS&FCM) pozwala w sposéb jednoznaczny rozrézni¢ komorki zywe i martwe wystepujace w analizowanej
probce srodowiskowej.

W stosunku do metody standardowej procedure (IMS&FCM) mozna wykona¢ w ciggu 2 godzin od dostarczenia
probek do laboratorium. Metoda cechuje sie wysokim stopniem automatyzacji oznaczania prébek, co pozwala na
przeprowadzenie dziesigtkdw oznaczen prdobek srodowiskowych w czasie jednego dnia.

Wysoka przepustowos¢ omawianej metody powoduje radyklane obnizenie kosztéw oznaczania Legionella spp.
w prébkach srodowiskowych. Wedtug cen oznaczania Legionella spp. w roku 2018 Sredni koszt jednej proby wynosi
300 zt. Metoda (IMS&FCM) pozwala obnizy¢ koszt oznaczenia do 86 zt za jedna proébe.

W przypadku metody gqPCR szybko$¢ oznaczania bakterii Legionella w préobkach s$rodowiskowych jest
porownywalna z metoda (IMS&FCM) lecz pojawiaja sie znaczne trudnosSci w interpretacji uzyskanych wynikéw
polegajace na:

koniecznosci, kazdorazowej kalibracji wynikéw w oparciu o krzywa zaleznosci jednostki
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tworzace kolonie (jtk) a jednostki genomowe (jgm),

v" uzyskane wyniki w metodzie qPCR dotyczg zaréwno materiatu genetycznego z martwych, jak i zywych komdérek
Legionella spp. co moze utrudnia¢ okreslenie stopnia podjetych dziatan reparacyjnych w przypadku stwierdzenia
wystapienia w probkach pobranej wody poziomu Legionella spp. powyzej 100 jt1/100 ml
W przypadku wystgpienia epidemii Legionelozy, szybkie i jednoznaczne okreslenie zrédta infekcji oraz

natychmiastowe podjecie czynno$ci naprawczych jest warunkiem niezbednym do ograniczenia i zminimalizowania skutkéw
rozwijajacej sie epidemii.

Wytyczne PZH, co do poziomu ilosci bakterii z rodzaju Legionella w badanej wodzie, zawarte w opracowaniu z 2001
roku na temat Metodyki wykrywania i oznaczania bakterii z rodzaju Legionella w srodowisku wodnym i materiale klinicznym
sg nastepujgce:

e <103 komorek bakteryjnych z rodzaju Legionella w 11 wody - system prawidtowo eksploatowany.

e 103 -104komorek bakteryjnych z rodzaju Legionella w 1 1 wody - poziom ostrzegawczy, nalezy powtdrzy¢ badanie.

e > 104 komodrek bakteryjnych z rodzaju Legionella w 1 1 wody - powtérzy¢ badanie i réwnocze$nie przystapi¢ do
dziatan interwencyjnych wiacznie z czyszczeniem i dezynfekcja systemu.

e W przypadku wykrycia obecnosci Legionella pneumophila zawsze nalezy przeprowadzi¢ czyszczenie i dezynfekcje
systemu.

Wedtug PZH wode nalezy bada¢ w budynkach uzytecznosci publicznej (sanatoria, szpitale, domy opieki spotecznej),
hotelach i duzych kompleksach mieszkalnych, oraz w systemach wod chtodniczych nie rzadziej jak 2 razy w roku [7].

W klasycznej metodzie oznaczania poziomu Legionelli w probkach wody, skutecznos$¢ dziatania reparacyjnego
(podwyzszenia temperatury wody w instalacji wodociggowej do 60 °C plus dodatkowe chlorowanie) moze by¢ potwierdzone
dopiero po 14 dniach !!!

Tylko metoda IMMS&FCM skraca czas oznaczenie Legionelli do 2-4 godzin co jest najwazniejszym czynnikiem
ograniczenia rozwoju epidemii.
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