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1. ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra biologickych a lékarskych véd

Studijni obor: Laboratorni diagnostika ve zdravotnictvi

Vedouci bakalarské prace: PharmDr. Barbora Voxova

Konzultant: Ing. Pavlina Silvestrova

Nazev bakalarské prace: Legionella

Bakalarska prace se zabyva problematikou bakteridlniho rodu Legionella sp.,
predevsim pak jeji laboratorni diagnostikou z vody. Cilem této prace je shrnuti dosud
znamych poznatkli o tomto bakteridlnim rodé a popis praktikovanych metod v bézné
laboratorni praxi. Dale pak statistické vyhodnoceni vyskytu legionely v Kraji Vysoc€ina,
Jihomoravském kraji, Olomouckém kraji, Zlinském kraji a Moravskoslezském kraji
v letech 2012 az 2022 na zaklad¢ dat poskytnutych Statnim zdravotnim ustavem se

sidlem v Ostravé.

Pro kultivaci byly pouzivany specifické ptudy, na které se aplikovaly specialni
filtry nebo maly objem vody. Kultivace probihala 7-14 dni. Pro pfesnéjsi stanoveni

prislusného druhu Legionella sp. se pouzivaly aglutina¢ni testy.

Bakterialni rod Legionella se vyznacuje vyskytem v teplovodnich potrubich,

v mistech se stagnaci vody, v klimatizacich, pfedev§im v nemocnic¢nich ¢i rekreac¢nich
,,orousené¢ho skla“, maji celistvy okraj a bilo-Sedou barvu. Zapach narostlych kolonii 1ze
popsat jako nakysly, zatuchly.

Z vyhodnoceni poskytnutych dat vyplyva, Ze pocet epidemiologickych Setfeni i
poéet pozitivnich pacientli v Ceské republice stoupa. Nejéast&ji se jedna o muze starsi
55 let, kteti uzivaji tabakové vyrobky.

Klicova slova: Legionella sp., legioneldza, ptiznaky, vyskyt, experimentalni prace,

kultivace, aglutinace, vzorky vod, filtrace, epidemiologické Setieni



2. ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Biological and Medical Sciences

Degree programme: Laboratory diagnostics in healthcare

Author: Martina Vaiova

Supervisor: PharmDr. Barbora Voxova

Consultant: Ing. Pavlina Silvestrova

Title of bachelor thesis: Legionella

The bachelor’s thesis deals with the issue of the bacterial genus Legionella sp.,
especially its laboratory diagnostics from the water. The purpose of this work is to
summarise so far known facts and a description of the methods practiced the standard
laboratory practice. Then, a statistical evaluation of the occurrence of legionela in the
Vysoc€ina Region, the South Moravian Region, the Olomouc Region, the Zlin Region
and the Moravian-Silesian Region from 2012 to 2022 based on information provided by

the State Health Institute located in Ostrava.

There we specific mediums used for cultivation, where special filters or a small
volume of water were applied. The cultivation was carried out for 7-14 days. The

agglutination tests were used for the specific determination of the species.

The bacterial genus Legionella is characterized by its occurrence in the hot water
pipes, in places with water stagnation, in air conditioners, especially in hospitals or
recreational facilities. The cultivation of legionela is one of the most demanding. The
colonies have a typical appearance of "ground glass". They have a solid edge and a

white-gray color. The smell of the grown colonies can be described as sour, musty.

The evaluation of the provided data shows that the number of epidemiological
investigations and the number of positive patients in the Czech Republic is increasing.

Most often, these are men over 55 years old who use tobacco products.

Keywords: Legionella sp., legionellosis, symptoms, incidence, experimental work,

cultivation, agglutination, water samples, filtration, epidemiological investigation



3. UVOD

Jako Legionella sp. je oznacovan rod bakterialnich patogennich mikroorganismt z
Celedi Legionellaceae. Tento rod bakterii mize zplsobovat tzv. legionaifskou nemoc
nebo piipadné mirnéjsi pontiackou horecCku. Nejvice infek¢nim druhem je Legionella
pneumophila postihujici predevSim dychaci cesty. NejcCastéj$i cestou ndkazy je

vyhradné vdechnuti infikovaného aerosolu do plic. [1]

Voda je nezbytnou soucasti naSeho zivota. Pouzivame ji denn¢, at’ uz k osobni
hygiené, ¢i jako slozku nasi potravy. Bez vody by nebyl nas Zivot ale ani zivot mnoha

bakterii, kterym je voda domovem. Mimo jin¢ k nim patii i pravé Legionella sp.

Ideadlnim prostfedim pro vyskyt legionely je naptiklad teplovodni potrubi,
klimatizace ¢i boilery. Tyto prostory, mySleno pfedevS§im prostory ve kterych se jiz
Legionella sp. v minulosti vyskytovala, je proto nutné pravidelné¢ kontrolovat na

pritomnost legionely.
Dalsim ptikladem, kdy provadime analyzu vody na ptitomnost legionely jsou tzv.
epidemiologickd Setfeni, a to v pfipad¢, Ze se vyskytl novy pacient s potvrzenym

onemocnénim zplsobené Legionella sp. a neni zndmo misto a zplisob jeho nékazy.



4. ZADANI — CiL PRACE

Prace pojednava o rodu patogennich bakterii Legionella sp. V jednotlivych
kapitolach jsou zde feSeny otazky historického objevu tohoto kmene, jeho podrobna
charakteristika, taxonomie, popis zpiisobovaného onemocnéni, jeho prub¢h, terapie a
dopady na zdravi pacienta. Je zde popisovéna i bakterie jako takova, jeji proces

rozmnozovani, podminky vhodné pro §ifeni.

V experimentalni Casti se prace vénuje samotnému laboratornimu stanoveni
Legionella sp. z vodnych vzorkli. Toto stanoveni se vyuZzivana pii preventivnich
kontrolach i epidemiologickych Setfenich ve Statnim zdravotnim tstavu se sidlem

v Ostravé (pobocka Jihlava).

Cilem této prace bylo zpracovat soubor aktualnich poznatkl o bakteridlnim rodu
Legionella sp. Déle pak zpracovat metodiku stanoveni pouZzivanou ve Statnim
zdravotnim ustavu se sidlem v Ostravé dle normy CSN EN ISO 11731. Zavérem pak
zpracovat data o epidemiologickych Setfenich z let 2012 az 2022 poskytnutych od

Statniho zdravotniho Gstavu a provést jejich statistické vyhodnoceni.
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5. TEORETICKA CAST

5.1 Historie

Naprosto prvni zminka o bakteridlnim rodu Legionella sp. pochazi z roku 1957,
kdy v Austinu, v Minnesot¢ propukla prvni epidemie tzv. pneumonie, pozdéji oznacené
jako legionarska nemoc — 1. V obdobi 7. ¢ervna az 9. srpna 1957 bylo v tamni
nemocnici hospitalizovano 87 pacientd s akutnim respiraénim onemocnénim, které
ovSem nem¢lo jasnou pfi¢inu. Témét vétsina byla muzl. Vétsina hospitalizovanych
m¢éla kasel, horecku, bolesti hlavy a zapal plic. Pacienti byli ve véku od 14 do 83 let, z

nichz asi polovina pacientl byla starsi 55 let. Dva pacienti zemfeli. [2]

V roce 1965 byl v St. Elizabeth’s Hospital, tedy v tehdejsi psychiatrické 1écebné,
v Washington D.C. objeven po 8 letech dalsi ptipad nakazy. Stalo se tak v ¢ervenci, kdy
bylo v nemocnici hospitalizovano asi 6000 pacienti, ze kterych se 81 nakazilo.
Respira¢ni onemocnéni se u pacientll projevovalo charakteristicky nahlym nastupem
vysoké horecky, slabosti, malatnosti, rentgenové prokazanym zapalem plic a
neproduktivnim kaslem. Cestou nédkazy byla pravdépodobné kontaminace piidou
obsahujici patogen, ktera se dostala do potrubi s pitnou vodou pro nemocnici pti
stavebnich Upravach potrubi. Stavebni Gipravy byly provadény za ucelem vytvoreni

zavlaZovaciho systému pro travnik. [3]

Prvni zaznamenané ptipady pontiacké horecky se objevily v roce 1968
v Pontiacu, v Michiganu u lidi, kteti pracovali nebo navstévovali méstské zdravotnické
stiedisko. U téchto lidi nebyly vSak pozorovany znamky pneumonie a prubéh
onemocnéni byl mirnéjsi. Nakazilo se 144 osob. Zdrojem nékazy byla pravdépodobné
voda unikajici z odpafovaciho kondenzaéniho systému, kterym se voda poté dostala do
cirkulujiciho vzduchu. Zapnuté klimatiza¢ni zatizeni zptisobovalo opétovny vyskyt

choroby, ale po jeho vypnuti doSlo k eliminaci rizika nékazy. [4], [5]

V 1été roku 1976 ve Philadelphii vypukla epidemie smrtelného respira¢niho
onemocnéni, kterd spustila usilovné patrani po ptivodci onemocnéni. Nakaza se podle
nckolika zdrojt §ifila vzduchem z hotelové klimatizace. V tamnim hotelu tehdy
probihala konference pro asi 4000 legionaiti. Onemocnénim se nakazilo 221 ucastniki,
z nichZ 34 zemfelo. (pozn. riizné zdroje uvadéji rizné pocty nakazenych a zemielych).

Pétrani po ptivodci onemocnéni vyustilo v definici nového rodu patogennich bakterii
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zvaného Legionellaceae. Centrum pro kontrolu chorob (CDC — Centrum for Disease
Control) poprvé v roce 1977 pouzilo termin ,,legionéiskd nemoc*. Kvili nepfilis
rychlému urceni ptiivodce nakazy ze strany CDC panovaly v tomto obdobi i famy o tom,
ze se jedna o hoax za ucelem donutit lidi, aby se ockovali proti praseci chiipce.

K dal$im spekulacim patfily i informace o tom, Ze se jedna o nevydafeny chemicky

vojensky experiment, ¢i dokonce o podvod. [5], [6], [7]

Jak uz bylo popsano vyse, Legionella sp. obecné zpuisobuje onemocnéni, které se
muze prakticky projevit ve dvou forméch, a to v leh¢i formée jako pontiacka horecka, a

wewr

propuknout zadné onemocnéni a nebo maji jen velmi mirné ptiznaky.[8]

5.1.1 Pontiacka horecka

Jako pontiackou horecku oznacujeme onemocnéni, které je samo-omezujici,
kratkodobé a velice se podoba obycejné chiipce. Pritbéh nemoci je doprovazeny
horeckou a predchdzi mu expozice s Legionella pneumophila. Dal§imi ptiznaky miize
byt napiiklad celkova inava, nevolnost, bolest svalti a kloubi, bolest hlavy, dusnost a

kasel. [7], [8]

Vzhledem k tomu, Ze ptiznaky pontiacké horecky jsou obdobné jako i u jinych
béznych onemocnéni, je mozné, Ze mnozi pacienti dosud nevédi, Ze toto onemocnéni
prodélali. K pfesné diagnoze by musely byt provedeny odpovidajici testy na pfitomnost
bakterie, které se pochopitelné bézn€ neprovadeji u pacientl s piiznaky chiipkového
onemocnéni. [7], [8]

Nakazit se miizeme na mnoha mistech jako jsou lazn¢, nemocnice, hotely,
restaurace, klimatizované prostory, budovy jako jsou naptiklad chaty ¢i tzv. vikendové
objekty, ve kterych neni kazdodenni odbér teplé vody. Tepla voda tak zlistava stat

v boilerech a vytvati tak idedlni podminky pro mnozeni bakterii. Infek¢éni bakterie se do

organismu dostavaji jako soucast aerosolu. [7], [8]

5.1.2 Legionarska nemoc

Legionafska nemoc, oznacovana také jako legionel6za, je zavazné infekéni

onemocnéni postihujici respiracni trakt. Onemocnéni stejné jako pontiackou horecku

12



zpisobuje bakterie Legionella pneumophila. Legionel6za ro¢n¢ v USA postihne az

20000 1idi a pro 5-30 % z nich kon¢i toto onemocnéni smrti. [7], [8]

Legionaiska nemoc se obvykle projevuje dusnosti, zapalem plic, produktivnim
kasSlem, vysokymi horeckami, bolestmi téla a hlavy, prijmem, nevolnosti, zvracenim a
slabosti. K diagnostice onemocnéni se pouzivaji specialni laboratorni testy. K 1€¢bé se
pouzivaji Sirokospektré antibiotika jako jsou tetracykliny, makrolidy, azalidy a
antibakterialni chinolony, dale pak inhalatory i bézn¢ prodejné 1éky v zavislosti na

symptomech a potiebach pacienta. [7], [8]

Legioneldza se §iii pomoci aerosolové vody, ktera je vdechnuta az do plic.
Zdrojem takto kontaminované vody mohou byt chladici véze pouzivané
v prumyslovych vodnich systémech nebo ve velkych klimatiza¢nich systémech, dale
pak v horkovodnich systémech, odpatovacich chladicich, sprchach, vitivkéch, strojich
na vyrobu ledu a ve zvlh¢ovacich vzduchu. Tato ndkaza se nejéastéji vyskytuje
v hotelich, na vyletnich lodich, v budovach, kde neni denni odbér teplé vody,
v nemocnicich, a to pfedevs§im v téch, které maji staré ¢i Spatné€ udrzované potrubi. [7],

[8]

5.2 Taxonomie

Prvni kmeny legionely byly izolovany u morc¢at v roce 1943. Po nékolika prvnich
epidemiich legionarské nemoci, kdy se podafilo objevit, izolovat a pojmenovat prvni
legionelu z klinického materialu, vznikla ze strany védct potfeba pojmenovat v roce
1979 bakterialni rod jako Legionella sp., ktery je jedinym rodem pozdé&ji pojmenované
celedi Legionellaceae. Pivodn€ méla tato ¢eled’ obsahovat rody 3, a to rod: Legionella,

Fluoribacter, Tatlockia. [12], [13], [15]

Podobnost DNA mezi jednotlivymi bakteridlnimi druhy je asi 70 %. Doposud
zname 66 bakterialnich druhl Legionella sp., z nichz byla nebezpecnost pro ¢loveéka
prokézéna asi u 23. Ze zbylych druhli byla nebezpecnost pro ¢lovéka u 21 druhti zcela

vyvracena a u 22 druht se ji zatim nepodafilo potvrdit ani vyvratit. [12], [13], [15]

Druhy bakterii nejcastéji stanovujeme pomoci sérologickych metod. Pouzivaji se
antiséra ziskavana z kralikid a v dnesni dob¢ jsou jiz dostupna proti vS§em druhiim a
séroskupinam Legionella sp. Nejrozsitenéj$imi druhy jsou Legionella pneumophila sg 1

a Legionella pneumophila sg 2-14. [12], [13], [15]
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Doména: Bacteria
Oddg¢leni: Proteobacteria
Ttida: Gammaproteobacteria
Rad: Legionellalles
Celed” Legionellaceae
Rod: Legionella
Druh Misto objevu | Katalaza Oxidaza Ureaza | Redukce | Hydrolyza B- Autofluores-
nitratu hippuritu laktamaza cence
L. adelaidensis Australie — N
Adelaide
L. anisa Severni
+ + - - - = +
Amerika — LA
L. baliardensis Francie —
+ r - - - + -
Lyon
L. Severni
birminghamens Amerika — + r - - - + Zluto-zelena
S5 Alabama
L. bozemanii Severni
) + + - - - + Modro-bila
amerika
L. burnensis Ceska
republika — + - - - - + -
Brno
L. busanensis Korea —
+ + - + + + +
Busan
L. cardiaca Severni
Amerika — + * - - + + -
Chicago
L. cherri Severni
Amerika — + - - - - + Modro-bila
Minnesota
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Druh Misto objevu | Katalaza | Oxiddza | Ureiza | Redukce | Hydrolyza B- Autofluores-
nitratu hippuratu laktamaza cence
L. Severni
cincinnatiensis Amerika — + - - - = - -
Cincinati
L. clemsonensis Severni
Amerika — + - - - - - zelena
Ohio
L. drancourtii | UK — Zapadni . . . . R . ]
Yorkshire
L. dresdenensis Némecko —
+ - - - - * Modro-bila
Drazd’any
L. drozanskii UK + - * * * * }
L. dumoffii Severni
Amerika — + = = - - - +
New York
L. erythra Severni ] '
- + + - - - + gervena
Amerika
L. fairfieldensis Australie — N N
Fairfield
L. fallonii UK + + * * * * }
L. feeleii Severni
% + = = - -/+ - -
Amerika
L. geestiana UK — Londyn + - - i + - i}
L. gormanii Severni
Amerika — + - - - - e Modro - bila
Atlanta
L. gratiana Francie —
# . + - * * * * Modro-bila
Savoie
L. gresiliensis Francie —
+ + - - + + -
Lyon
L. hackeliae Severni + i _ j _ n i
Amerika —
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Druh Misto objevu | Katalaza | Oxiddza | Ureiza | Redukce | Hydrolyza B- Autofluores-
nitratu hippuratu laktamaza cence
Ann Arbor
L. impletisoli Japonsko —
P P + + - - + % _
Osaka
L. Severni
indianapolisens Amerika — - + * * ; 4 )
is Indianapolis
L. israelensis Israel + - - - - T _
L. Severni
jamestowniensi Amerika — + - - - - + -
s Jamestown
L. jordansis Severni
Amerika + + - - - + .
Bloomington
L. lansingensis Sevrni
Amerika S AF = = = - -
Lansing
L. londiniensis Londyn + - _ _ _ T _
L. longbeachea Severnii
Amerika — F +* = - - _J+ _
Kalifornie
L. ytica * * - - - * * *
L. ik
+ + = - - - -
maceachernii
L. massiliensis Francie —
Bouches du * - * * * - -
Rhone
L. micdadei Severni
Amerika — 4 4F o - - - _
Philadelphia
L. moravica Ceska + i _ i i N -
republika —
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Druh Misto objevu | Katalaza | Oxiddza | Ureiza | Redukce | Hydrolyza B- Autofluores-
nitratu hippuratu laktamaza cence
Jihlava
L. nagaskiensis Japonsko + * - - _ T *
L. nautaurum UK + + - - - + .
L. norrlandica Svédsko — . ) « . . . ]
Pitea
L. oakridgensis Severni
Amerika — 4 = - - - + _
Pennsylvanie
L. parisiensis Francie —
+ + - - - = +
Patiz
L. pneumophila Némecko +
+ - - 4 + -
/-
L. quaeteirensis | Portugalsko — N R
Quarteira
L. quinlivanii Austrélie — }
! . + - - - - - Zluto-zelena
Adelaide
L. rowbothamii * + - * * * * Modro-bila
L. rubrilucens Severni
+ - - - - + +
Amerika— La
L. sainthelensi Severni
Amerika -
+ + - - = + -
Hora Svaté
Heleny
L. santicrucis Americké
Panenské + + - - - + .
ostrovy
L. saoudiensis Saudska
Arabie — * * + * - + Modra
Jeddah
L. shakespearei | Stratford nad + + - - - n i
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Druh Misto objevu | Kataliza Oxidaza Ureiaza | Redukce Hydrolyza B- Autofluores-
nitratu hippuratu laktamaza cence
Avonou
L. spiritiensis Severni
Amerika — + ¥ = - ue + _
Spirit Lake
L. steelei Severni
Amerika — + +/- - - - + +
Kalifornie
L. steigerwalltii Americké
panenské + - - - - - +
ostrovy
L. taurinensis Italie — Turin + + - - - - +
L. thermalis Japonsko —
+ + - - - + -
Tokyo
L. tusconensis Severni
Amerika — + = = - - - +
Tuscon
L. tunisiensis Afrika — % N N N . ] ]
Tunisco
L. wadsworthii Severni
+ = - - - + -
Amerika — LA
L. waltersii Australie — N
Adelaide
L. worsleiensis | UK — Worsley - - - R _ + -
L. yabuuchiae Japonsko —
+ + - - + r. -
Osaka

Tabulka 1: Seznam druhit bakteridalniho rodu Legionella

https://legionellacontrol.com/legionella/legionella-species/

https://en.wikipedia.org/wiki/Legionella

Modfe jsou oznaceny klinicky vyznamni zastupci rodu Legionella.
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https://legionellacontrol.com/legionella/legionella-species/

5.3 Stavba bakterialni bunky

Legionella sp. je nesporulujici, aerobni, gram negativni tycka, ktera méfi asi
2-20 pm. Jeji samotna buiika je pomérné tenka a pleomorfni. Pfi jeji kultivaci na
povrchu agaru mlize mit tvar i dlouhého vlakna. Obal buiiky tvofi vné&jsi a vnitini
membrana. Na povrchu se nachézeji fimbrie, ale pohybuje se pomoci jediného, ¢i vice
bic¢iku. Jejich dalsim specifikem je také to, ze jejich bakterialni st€na obsahuje krom
jiného i 2,3-dihydroxy mastné kyseliny, coz zatim nebylo u zadného jiného

bakteridlniho druhu prokazano. [9]

Proteiny vné&jsi membrany tvoii druhoveé specifické antigeny. Hlavni antigen je
tvoren lipopolysacharidy vnéj$i membrany a je specificky pro prislusnou séroskupinu.
Diky témto povrchovym antigeniim pak Ize bakterie rozd€lit pomoci antigenni analyzy,
pomoci paneliit monoklonalnich protilatek na ptislusné kmeny. Tyto drobné rozdily na
povrchu bakterie pak mohou napomahat jako velmi cenné informace pro

epidemiologické studie. [9]

5.3.1 Zivotni cyklus

5.3.1.1 Mozné déje v hostitelské burice

Zivotni cyklus legionely za¢ina ptichycenim a proniknutim do hostitelské buiiky.
Legionella sp. se mimo jiné vyznacuje také tim, Ze ma schopnost se velmi rychle
replikovat v lidskych bunkach, a to v€etné alveolarnich makrofagt, 1 jinych
fagocytarnich bunc¢k. Béhem fagocytozy Legionella sp. vstupuje do prostornych vakuol
makrofagt, kde vytvaii tzv. fagozomy. Vzniklé fagozomy jsou pak rychle obaleny
prvky endoplazmatického retikula, které maji za ikol maskovat fagozom a chrani ho
pred lysozomalni degradaci. Nejnovéjsi studie také ukazuji, ze Legionella sp. vyuziva
tzv. SidE efektory k podpote ubikvitinace Golgiho proteinil vazanych na fosforibosyl,

coz vede k naruSeni organel a k celkové zméné sekre¢ni drahy hostitele. [10]
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Obrazek 1: Hostitelska buiika zlyzuje patogen, patogen se pomnoZi v burice

Zdroj: https://www.nature.com/articles/s41418-021-00860-6

Na obrazku vlevo je znarodnéna druhd mozna cesta, a to eliminace patogenu
buiikou. Bakterie se zde nachazeji uvnitt fagozomd, které jsou poté zniceny
v lysozomech. Naopak na obrazku na pravé stran¢ je znazornén prvni popisovany
pfipad, kdy se fagozom obalil proteiny z endoplazmatického retikula a je tak chranén
proti rozpoznani a nasledné degradaci v lysozomu. Kromé toho efektorové proteiny
Legionella sp. SidE unesou ubikvitinovy systém hostitelskych bunék a katalyzuji
fosforibosyl-ubikvitinaci (PR-Ub), atypickou post-translacni modifikaci proteint
hostitelskych bunék, ¢imz ud€luji bakteriim pteZziti uvnitf hostitelskych bunék.
Mechanicky proteiny SdeA ubikvitinuji GRASP55 a GRAPS65, které jsou kritické pro
udrzeni Golgiho struktury, coz vyvolava rozptyl organel. To zase zpisobuje poruchu

sekre¢ni drahy hostitelské bunky. [10]

5.3.1.2 Faze replikace v hostitelské burice

Bakterie rodu Legionella sp. se ptichyti k povrchu hostitelské buiiky, pronikne do
ni a usadi se ve vakuole. Vakuola obsahujici bakterie se poté vyhyba spojeni s lysozomy
a endozomy, aby nedoslo k jejimu absorbovani. Vakuola naopak vyhledava

mitochondrii, se kterou by mohla interagovat. Po interakci dochazi k replikaci a
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k ptijmuti vezikul z endoplazmatického retikula, ptes Golgiho aparat, na sténu vakuoly.
Vakuola se obklopi ribosomy, i nyni dochazi k né¢kolika replikacim a utvoteni bi¢iku.
V posledni fazi zivotniho cyklu legionely unikaji bakterie z hostitelské bunky, pfi jeji
lyze, smérem k sousednim hostitelskym buiikam, kde zapo¢nou sviij novy infek¢ni

cyklus. [11]

| Early/
| Late

/'Endosome é

|
0.0
| Lysosomes Ogo f——

\ 4
\ Lev
5

Obrazek 2: Intracelularni Zivotni cyklus Legionely

&

Zdroj: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1462-
5822.2009.01351.x

5.4 Laboratorni metody detekce

Mezi zékladni laboratorni metody patii kultivace, sérologie a detekce mocového
antigenu.

5.4.1 Kultivace

Legionely ve svém piirozeném prostiedi, jako jsou teplovodna potrubi ¢i
klimatizace, nejsou viibec narocné a dokéazi se mnozit i v nepratelském prostiedi

fagocytarnich bunck. Opak je pravdou pii laboratornich kultivacich. Legionely jsou

wewr

naro¢né jsou napiiklad Francisely. Oba tyto bakteridlni rody totiZ pfi své kultivaci
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pozaduji pfitomnost L-cysteinu a Zeleza. Energii ziskavaji spiSe z aminokyselin nez ze

sacharidu. [9]

Pro kultivaci Legionella sp. pouzivame pufrovany agar s kvasinkovym extraktem
— BCYE (Buffered charcoal yeast extract agar), ktery je doplnény a-ketoglutaratem
s nebo bez antimikrobnich latek. Nékdy se také pouziva GVPC pida (Glycin,
Vankomicin hydrochlorid, Polymyxin B sulfat, Cykolheximid). Ob¢ ptudy se kultivuji
ve vlhké atmosféte pii teploté kolem 36 “C dnem vzhtru po dobu 7 az 10 dnii (kvali
jejich pomalému ristu), pficemz pribézné odecty se provadi jiz béhem 3 a 5 dne

kultivace. Kone¢ny odecet se provede na konci kultivace. [14]

Kolonie rodu Legionella sp. byvaji obvykle bilo-Sedé barvy, ale mohou byt
zbarveny i jinak. Ptikladem miize byt Legionella erythra a Legionella rubrilucens, které
maji Cervené kolonie, ¢i Legionella pneumophila, jejiz kolonie byvaji mdle zelené se
zlutym nadechem. Kolonie maji charakteristicky vzhled tzv. brouSeného skla, jsou
hladké s celistvym okrajem. V UV zateni vykazuji nékteré druhy jako napt. Legionella

anisa, Legionella cherrii, Legionella parisiensis bilou autofluorescenci. [15]

Kultivace ndm umoziuje ziskat ¢istou kolonii ptislusného bakteridlniho druhu,

kterou miizeme nasledné pouzit k dal$im laboratornim vysetfenim.

5.4.1.1 Metoda membranové filtrace

Metoda membranové filtrace se provadi na filtraénim zafizeni, kdy se do
nalevky pfedklada 100 ml vzorku vody nebo ptipadné 50 ml, pokud je predpokladany
vy$$i obsah mikroorganismt (doprovodné mikroflory). K filtraci se pouzivaji
nitrocelul6zové membranové filtry nebo membranové filtry se smési estert celulozy.
Tzv. kyselé promyti se provadi u vzord, kde je vyssi obsah doprovodné mikroflory nebo
u vzorkd, kde je podezieni, Ze na pidé narostly 1 jiné bakterie neZ jen Legionella sp.

[15]

Kyselé promyti se také provadi béhem membranové filtrace, kdy se na filtr, pies
ktery byl jiz filtrovan vzorek, nalije 30 ml tzv. promyvaci kyseliny. Promyvaci kyselina

se neché ptsobit 5 minut a poté se tak zfiltruje. [15]

Membranové filtry se poté opatrné vyjmou z filtra¢niho zatizeni sterilni pinzetou
a velmi opatrné se pfenesou horni stranou vzhiru na kultivaéni medium tak, aby

filtra¢ni papir k ptd¢ hezky pfilnul a nebyly pod nim Zadné vzduchové bubliny. Plotny
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s filtrem se nechdvaji stat, aby filtr 1épe ptilnul k agaru. Pak se plotny oto¢i dnem
vzhtru a inkubuji se 7 az 10 dni pii 36 = 2 °C ve vlhké atmosfére (aby nedochéazelo

k vysychani pldy). [15]

Na konci inkubace se provede kone¢ny odecet. Pokud na filtru polezeném na
pudu nic nenarostlo, vzorek je negativni — Legionella sp. nebyla ptitomna. Pokud
narostly kolonie ptfipominajici kolonie legionely, jejich druh se stanovi podle dalsich

metod, jako je napftiklad aglutinace. [15]

Obrazek 3: Filtracni zarizeni

Zdroj: autorka prace

5.4.1.2 Metoda piimé inokulace na kultiva¢ni padu

Provadi se inokulaci neupraveného, teplem upraveného nebo kyselinou
upraveného vzorku na jednu BCYE ptlidu a na jednu ¢i vice selektivnich, pfipadné
vysoce selektivnich ptd, jako je naptiklad: BCYE+ATB, GVPC, MWY. Objem inokula

se pohybuje v rozmezi 0,1 az 0,5 ml a musi byt zaznamenan. [15]

Inokulum se roztira po celé plose agaru. Plotny se nechévaji stat, aby se
inokulum mohlo absorbovat do pidy. Pak se plotny oto¢i dnem vzhtiru a inkubuji se 7

az 10 dni pii 36 + 2 °C ve vlhké atmosféie (aby nedochédzelo k vysychani pudy). [15]

Na konci inkubace se provede kone¢ny odecet. Pokud na ptid€ nic nenarostlo,
vzorek je negativni — Legionella sp. nebyla ptitomna. Pokud narostly kolonie
pfipominajici kolonie legionely, jejich druh se stanovi podle dalSich metod, jako je

naptiklad aglutinace. [15]

5.4.2 Detekce mocového antigenu

Detekce mocového antigenu patii spolecné s kultivaci k nejcastéjSim metoddm

uzivanym k detekci Legionella sp. Metoda je uréena k velmi rychlému stanoveni
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diagnodzy a vyuziva imunoanalyzy ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).
V moci pacienta v ptipadé, ze je skutecné infikovan legionelou, se nachazi specificky
lipopolysacharidovy antigen, ktery Ize v moci identifikovat od 3. dne po propuknuti
priznakli onemocnéni. Tento antigen v téle pacienta mize setrvavat i nékolik tydni.

[16]

Samotné vySetfeni trva asi 15 minut a diky dostupnym soupravam je mozné jej
provést i u lizka pacienta s podezienim na legionel6zu. Jedinou nevyhodou tohoto
vySetieni je to, ze soupravy umi identifikovat pouze Legionella pneumophila, nikoliv

v$ak jiné druhy legionel. [16]

CONTROL ——

SAMPLE

LEGIONELLA

Obrazek 4: Test mocového antigenu

Zdroj: https://www.globalpointofcare.abbott/cs/product-
details/binaxnow-legionella. html

5.4.3 Sérologie

Sérologie je metoda zalozena na pritkazu specifickych antigenti a protilatek. Pti
detekci legionaiské nemoci se vyuziva lidskych imunoglobulinti IgA, IgM a IgG, které
mohou reagovat s antigenem Legionella pneumophila za vzniku aglutinace — shluk.
V infekéni sérologii se vyuziva predevsim detekce imunoglobulinu IgM, protoZe se
objevuje v pocatcich onemocnéni. IgM je ovSem pomérné nespolehlivym ukazatelem
akutni infekce, protoZe jeho zvySena hladina mize v téle pacienta pretrvavat i delsi

dobu. [16]

Metoda je o néco mén¢ spolehliva neZ vySe zminéné metody, jelikoZ mlze trvat
1 n€kolik tydnt, neZ dojde ke zvySeni protilatek neboli sérokonverzi. I ptes to je ale

soucasti béZné laboratorni praxe a slouzi k identifikaci hlavnich, patogenni druhii
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Legionella sp. a jejich sérotypil. Pro sérologii se pouzivaji komercni identifikacni

soupravy, které se musi uchovavat v lednici. [16]

5.4.4 Neprima imunofluorescence

Nepiima imunofluorescencni zkouska se pouziva k urc¢eni druhu Legionella sp.
Pouzivaji se diagnostické sérologické ptipravky, u kterych zname jejich specifitu a
jejich zdroj. Dale se zde pouzivaji monoklonalni i polyklonalni protilatky, které jsou
schopné reagovat se vSemi séroskupinami bakterie Legionella pneumophila. Existuji i
specificka antiséra pro jiné druhy a sérotypy, nez je Legionella pneumophila. DalSim
nezbytnym ¢inidlem pro tuto metodu je FITC — Fluorescein izothiokyanatan

s antikraliém konjugatem. [15]

Na zacatku této zkousky pottebujeme predevsim Cisté kolonie legionely z BCYE
agaru. Nékolik téchto kolonii se emulguje do formaldehydového solného roztoku,
pfipadné do vody. Vznikla suspenze se neché deaktivovat pti 60 °C po dobu jedné
hodiny. K deaktivované suspenzi se piida roztok tlumeného fosfore¢nanu tak, aby

vznikl roztok o vhodné optické hustoté. [15]

Poté se na titracni desticky do kazdé jamicky ptida 5 pl kazdého antigenu, ktery
se nechd zafixovat nad Bunsenovym kahanem po dobu 10 min. Poté se pfida do jamic¢ek
antisérum vytvorené z kolonii Legionella sp. Desticka se umisti do ptislusné nadobky
spole¢né s navlh¢enou tkaninou (aby nedo$lo k vysychéani) a nddobka se necha

inkubovat pfi 36 °C po dobu 30 minut. [15]

Desti¢ky se po inkubaci oplachnou roztokem tlumeného fosforecnanu, do
jamicek se ptida FITC a desti¢ka se opét nechd inkubovat za stejnych podminek po
dobu 30 minut. Po druhé inkubaci se do vSech jamicek nakape tzv. glycerolové
uzaviraci medium. Desti¢ky se vyhodnocuji pomoci epifluorescencniho mikroskopu. Ty

bunky, které vykazuji jasné€ zelenou fluorescenci, potvrzuji dany druh rodu Legionella

sp. [15]

5.4.5 Detekce nukleovych kyselin pomoci PCR

PCR neboli ,,Polymerase Chain Reaction* je molekularné-biologicka metoda
slouZzici k identifikaci bakteridlni DNA u pacientil s podezienim na Legionella sp. Je to

jedna z méla metoda, kterd je schopna odhalit jakykoliv zndmy druh legionely, nikoli
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pouze Legionellu pneumophilu jako naptiklad u metody detekce mocového antigenu.
Metoda PCR patii k nejcitlivéjsim a nejptesnéjSim metodam a Ize ji pouzit i v redlném

Case (real-time PCR). [16]

Tuto metodu je mozno aplikovat jak na vzorky vody, tak 1 na klinické vzorky,
jako je naptiklad, krev, sputum z dychacich cest, bronchoalveolarni vyplach, absces ¢i
moc. Tento zptisob detekce se pysni spolehlivosti az 99 % a vysledky jsou jiz druhy den
po odbéru vzorku. Pfi této metod€ nezalezi na objemu vzorku, nejsou poskytovany
kvantitativni vysledky a nemohou byt produkovany kmeny pro epidemiologické studie.
Z tohoto vyplyva, ze PCR poskytuje pouze kvalitativni vysledky a napft. kultivace
poskytuje vysledky kvantitativni. Pomoci PCR tedy prokazujeme pouze piitomnost ¢i
nepiitomnost daného infekéniho agens. Pomoci real-time PCR lze ziskat i vysledek

kvantitativni a lze tedy sledovat pritbéh onemocnéni v €ase. [17], [18]

5.5 Vyskyt legionel6zy v Ceské republice

Nejcéastéjsim druhem Legionella sp., zpisobujicim respiracni onemocnéni, je
Legionella pneumophila. NejohrozengjSimi skupinami jsou déti, osoby s poruchami
imunity, kufaci a star§i muZzi. Navzdory vyspélosti nasi zem¢ se poCty onemocnéni

zpisobené legionelou téméi kazdorocné navysuji. [19]

Sifeni napomohla i epidemie COVID-19, ktera zacala v roce 2019. B&hem
epidemie se v potrubi méné vyuzivanych objektl jako byly napft. Skoly, urady,
restaurace €1 kulturni zafizeni zadrzovala voda o idedlni teploté pro mnoZeni bakterii.

K dal8im faktoriim pro Sifeni této bakterie téz pfipiva i1 zanedbané staré potrubi ¢i Spatné

zvolna dezinfekce. [20]

Nejcastejsi vyskyt byl meziroéné€ zaznamendm v Praze, dale pak ve Zliné¢,
Pterové a Liberci. NejcastéjSimi misty vyskytu jsou pak nemocni¢ni zatizeni a hotely.
Typicky se tedy jedna o mista napojena na centralni rozvody teplé vody a ventila¢ni

zatizeni. [19]
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2009

2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | 2018 | 2019 | 2020 | 2021 | 2022

2023

25

42 58 56 67 | 110 | 120 | 147 | 218 | 213 | 280 | 216 | 239 | 287

340

Tabulka 2: Polty onemocnéni za posledni roky

Zdroj: https://szu.cz/wp-content/uploads/2024/01/Tabulka_leden-prosinec_2023.pdf

5.6 Lécba

Legionatska nebo i pontiacka horecka jsou onemocnéni bakterialniho pivodu,
z ¢ehoz vyplyva, ze jsou 1é€ena pomoci antibiotik. Jak jiz bylo zminéno, bakterie
legionely atakuji makrofagy, tudiz je nutné pouzit takové antibiotikum, které pronika i
do makrofagii. V béznych ptipadech se podava erytromycin a tetracyklin. V tézsich
pripadech, napft. u hospitalizovanych pacientt se podava levofloaxin a azitromycin
(makrolidy). U hospitalizovanych pacientti, se antibiotika obvykle podavaji nitrozilné

po dobu az 4 tydnt. [22], [23]

Kromé¢ 1é¢by antibiotiky je téz velmi podstatné podavani vétsiho mnozstvi tekutin
a kontrolovani spravné funkce ledvin a jater. Pti zanedbéni 1écby a ignorovani ptiznaki
onemocnéni ze strany pacienta mize dojit k zavaznému zanétu pohrudnice. Mohou
vznikat 1 trvalé nasledky, které se projevuji zapouzdienim zanétlivych mist, kdy je

puvodni mékka tkan nahrazena vazivem. [22]

5.7 Patogeneze

Touto nakazou jsou obvykle vice postihovani muzi, a to v poméru 3,3:1. Clovék
se legionelou nakazi v momenté¢, kdy vdechne vodni aerosol obsahujici bakterie
Legionella sp. Poté co se bakterie dostanou do dychaciho traktu, tak adheruji na
respiracni epitel a dostavaji se do bunék, kde dochazi k jejich mnozeni. Inkubaéni doba
tohoto onemocnéni je 2-10 dni. Mohou propuknout dva typy onemocnéni, a to leh¢i
forma tzv. pontiacka horecna, kterd je podobna chiipce a doprovézena zvySenou

teplotou, unavou, nevolnostmi, bolesti hlavy a svali. [10], [19], [21]

Naopak pfi propuknuti druhého, zdvaznéjsiho, typu onemocnéni jsou pfiznaky

mnohem nepiijemnéjsi. Tzv. legionatfska nemoc je kromé piiznakt chiipky
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doprovazena také zapalem plic. Onemocnéni ma obvykle delsi prib¢h, a to nekolik

tydnd, az mésicti. U nékterych pacientli mize skoncit i smrti. [21]

5.8 Prevence

K zékladnim preventivnim opatfenim patii dodrzovani spravné zivotospravy,
nekoufit a posilovat svoji imunitu. U pacienti, ktefi maji obtize s dychacim tustrojim,
onemocnéni plic, jsou po operacich nebo uzivaji imunosupresivni 1éky se doporucuje
nenavstévovat mista, kde se vyviji para z horké vody, jako jsou napt. sauny, vetejné
sprchy, wellness zafizeni nebo lazné. Nachylnéjsi jsou téZ diabetici a pacienti
s onemocnénim ledvin. Pfi podezieni na nakazu je nezbytné ihned navstivit I¢kare.
Potvrzeni ndkazy podléha hlaseni, provadi se tzv. epidemiologické Setfeni a majitel

objektu se zdrojem nakazy je povinny pocet eliminovat minimalné pod hladinu KT]J,

ktera je tolerovana vyhlaskou ¢. 252/2004 sb. [19], [20], [22]

Zakladnim preventivnim opatienim pro vodni potrubi je udrzovani teploty studené
vody pod 20 °C a teploty teplé vody nad 50 °C, aby nedochazelo k vytvaieni idedlnich
tepelnych podminek pro mnoZeni bakterii. Doporucuje se téZ pouzivani priitokovych
ohtivacl vody, aby nedochézelo ke stagnaci a tvorbé biofilmi. Zalezi i na materialu, ze
které je potrubi vyrobeno. Jako idedlni materidl byla oznacena méd’, méné vhodné jsou

pak plasty. [20]

5.9 Eliminace legionel ve vodé

Eliminaci legionel ve vodé miiZzeme rozd¢lit na primarni a sekundérni. Tzv.
primarni eliminace zahrnuje ,,znepiijemnéni ristu®, které zahrnuje vhodnou stavbu
potrubi, vhodny material, cirkulaci vody, zabranéni vzniku ,,mrtvych koutd®, kde by

mohla voda stagnovat, atd. [19], [20]

Sekundarni eliminace se aplikuje na mistech, kde mnozstvi Legionella sp.
pfesahuje mnoZstvi tolerované vyhlaskou. Sekundérni eliminace ma dva typy, a to
termicky a chemicky. Termicky zplisob spociva v tzv. ptehiivani systému, kdy se
bakterie ni¢i pomoci vysoké teploty vody, ve které nemohou piezit. Chemicky zptisob
zahrnuje dezinfekci pomoci ozonu O3, chloru a nebo chlordioxidu, ktery se ptipravuje

pomoci generatoru na misté potieby. [20]
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Metoda dezinfekce pomoci chlordioxidu je v dnesni dobé nejucinngjsim zpiisobem
v boji proti legionele ve vodnim potrubi. Timto zptisobem Ize oSettit vodu uzitkovou,

teplou primyslovou 1 pitnou. [20]
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6. EXPERIMENTALNI CAST

Experimentalni ¢ast prace byla provadéna autorkou prace ve Statnim zdravotnim
ustavu se sidlem v Ostravé, na oddéleni biologickych analyz, na pracovisti v Jihlavé,
pod vedenim pani Ing. Pavliny Silvestrové. V této ¢asti se autorka prakticky zaméfila na
detekci bakterii rodu Legionella ze vzorkl vody a ze stérd. Vzorky byly odebirany na
riznych mistech v kraji Vyso€ina. Mikrobiologické rozbory byly provadény dle normy
CSN ISO 11731 Kvalita vod — Stanoveni bakterii rodu Legionella sp. Tato norma je
¢eskou verzi evropské normy EN ISO 11731: 2017 a ma stejny status jako oficialni

VEerze.

6.1 Odbér vzorku

Postup odbéru vzorkl vod vychazi z pozadavka technickych norem pro odbér
vzorkl a z platné legislativy (ISO 19458). K odbéru vzorku slouzi tzv. vzorkovnice,
urcené pro jednotliva stanoveni. Samotna odbérova lahev musi byt sterilni a obsahuje
thiosiran sodny 20 mg/l. Vzorkovnice je nutno plnit tak, aby v 1ahvi ziistala vzduchova
bublina, ktera sehraje svoji roli pfi protiepavani vzorku v laboratofi pted samotnym

vysetienim. [24]

Obrazek 5: Odbérova lahev

Zdroj: autorka prdace
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Pti odbérech vod pro stanoveni legionel je nutné dodrzovat soucasnou ¢eskou i
evropskou legislativu, aby ziskané vysledky byly dobie porovnatelné. Soucasti vyhlasek

jsou totiz i limitni hodnoty pro definované objemy.

Pro ucely epidemiologického Setieni se odbér provede bez jakychkoliv tprav na
vytoku teplé vody — neodstranuji se perlatory a ptidavna zatizeni, neproplachuje se,

neprovadi se dezinfekce. Odebiré se prvni porce vody z kohoutku nebo sprchy.

Odbéry stérti z vodovodni sité jsou dalezité pti prikazu zdroje ndkazy v pripade
onemocnéni, kdy vzorek vody, vysledek stéru, miize byt pii standartnim odbéru
negativni. Legionely se vyskytuji pfedevsim v biofilmech. Biocidy dokazi uspésné
eliminovat legionely z vody, ale vétSinou selhdvaji pfi potlaceni v biofilmech. Cilem
stérl je doplnit vySetfeni vody a prokazat pietrvavajici pfitomnost legionel ve

vybranych lokalitach.

Béhem transportu vzorki do laboratofe musi byt vzorek chlazen. Pro stanoveni rodu
Legionella sp. je transportni teplota mezi 6 °C a 18 °C. Tepla voda a stéry se prepravuje

bez chlazeni.

6.2 Zpracovani v laboratori

Vzorek je na pracovisté dopraven piislusSnym pracovnikem, jehoz tillohou bylo
ziskat reprezentativni vzorek, dle pfedepsanych postupii pro spravny odbér vzorku.

Vzorek prochazi pies tzv. piijem vzorkl do ptislu§né laboratofe.

6.2.1 Pristroje a pomiicky

Pouziva se bézné vybaveni mikrobiologické laboratote: sterilni Petriho misky,
termostat vytemperovany na 36 °C (x 2 °C), pfistroj pro membranovou filtraci,
membranoveé filtry, ddvkovac filtri, pH — metr, vodni lazei a sterilni laboratorni

pomticky (jako jsou pipety, odmérné valce, ohnuta sklenéna tyCinka, pinzety atd.). [24]
Mezi specialni pomiticky pro stanoveni legionel patfi:

Cerné membranové filtry — pro pifimé poloZeni na kultivaéni médium po
zkoncentrovani vzorku. Jsou vyrobeny z nitrocelul6zy ¢i ze smési estert celulozy.
Maji primér 47-50 mm a priimérnou velikost pora 0,2 pm nebo 0,45 pm. Cerné

membranoveé filtry 1épe kontrastuji s bilymi koloniemi legionel.
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Stereoskopicky mikroskop — zvétSujici nejméné 4krat, se Sikmym hornim

svétlem.

6.2.2 Kultivaéni média a Cinidla

Pro ptipravu kultiva¢nich médii a ¢inidel se pouzivaji latky analytické kvality,

oznacované jako p.a., které se vyznacuji maximalni moznou cistotou. Média pro

kultivaci se pfipravuji podle danych pokynt z destilované nebo demineralizované vody,

ktera neobsahuje latky, které by mohly ovlivnit rist mikroorganismi za podminek

zkousky. Pouzivaji se i komer¢né dostupna kultivacni média a Cinidla, pfipravena a

uzivana podle pokynii vyrobce. [24]

Pro stanoveni legionel jsou v bézné laboratorni praxi pouzivana tato kultivacni média:

BCYE Tlumivé kultivaéni médium
s aktivnim uhlim a kvasni¢nym
extraktem
BCYE-cys Tlumivé kultiva¢ni médium Misto média BCYE-cys se miize
s aktivnim uhlim a kvasni¢nym pouzit krevni agar, zivny agar
extraktem bez L-cysteinu nebo trypton-sojovy agar
BCYE + ATB Tlumivé kultivaéni médium Antibiotikum — azithromycin,
s aktivnim uhlim, kvasni¢énym levofloxacin, erytromycin
extraktem a selektivnimi
suplementy
GVPC Kultivacni médium s glycinem, Vysoce selektivni kultivacni
vankomycinem, polymyxinem B médium
a cykloheximidem
Poznamka: Toto médium bylo
pouzivano pri experimentdlni
praci
MWY Modifikované médium Vysoce selektivni kultivacni

Wadowsky Yee

médium

Tabulka 3: Kultivacni média
Zdroj: [24]
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Zied'ovaci roztoky pouzivame v pfipadé, ze je nutné ftedéni, jelikoz se
predpokladd vysoka koncentrace legionel ve vzorku. Jako fedici médium lze pouzit:
Pageho solny roztok, zfedény Ringeriv roztok, solny roztok tlumeny fosfore€nanem

nebo sterilni vodu. [24]

Kysely tlumivy roztok pouzivame pro sniZeni ristu doprovodné mikroflory,
kterd muze ovlivnit vytéznost cilovych legionel. Roztok se ptipravuje smichanim
roztoku kyseliny chlorovodikové a roztoku chloridu draselného v pfesné definovanych

pomérech danych normou. [24]

6.2.3 Postup zpracovani

Vzhledem ke komplexni povaze riiznych matric vzorkil je nutné nejprve urcit
vhodnou metodu pro dany typ vzorku. U vzorkd vody mame c¢tyti zakladni metody
zpracovani, a to: membranovy filtr na plotné, filtrace se smytim, pfimé ockovani a

ockovani po ziedéni. [24]

6.2.3.1 Vzorky s nizkou koncentraci legionel

Nejpouzivangj$i metodou je metoda membranové filtrace a piimého preneseni
membranového filtru na kultivaéni medium GVPC. Vzorky s nizkou koncentraci
legionel a nizkou koncentraci ruSivych mikroorganismii se ockuji na plotny s BCYE,

nebo BCYE + ATB, GVPC nebo MWY médium. [24]

Ve vzorku potenciondlné pfitomné legionely se zkoncentruji podtlakovou filtraci
pfes specialni ¢erny filtr uloZeny na dné filtra¢ni ndlevky. Obvykle je filtrovano 50 ml
vzorku. Po kazdé filtraci daného vozku je nutné filtracni nalevku opalit plynovou
pistoli, aby byla nalevka pro nasledujici vzorek opét sterilni a nedochézelo tak ke

kontaminaci.

Obrazek 6: Aparatura pro membrdanovou filtraci

Zdroj: autorka prdce
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Obrazek 7: Filtracéni nalevka s Cernym filtrem

Zdroj: autorka prace

Je-1i nutné snizit riist doprovodné mikroflory, kterd miiZe sniZit vytéznost
cilovych legionel, provadi se prava urc¢itého objemu vody teplem, kyselinou, nebo
kombinaci obou tprav. Vzorky s vysokou koncentraci rusivych mikroorganismu se
o¢kuji na plotnu GVPC nebo MWY médium. Typickou bakterii, ktera tzv. prertsta

kolonie legionely, je Pseudomonas aeruginosa. [24]

6.2.3.1.1 Uprava vzorku kyselinou

Tzv. kyselé promyti se provadi tak, Ze je nejprve zfiltrovano 50 ml vzorku a poté
se filtr zalije 30 ml kyselého tlumivého roztoku. Ten se na filtru ve filtraénim nastavci
nechd 5 minut pisobit. Poté kysely tlumivy roztok zfiltrujeme a pfeneseme na plotnu s

GVPC.

Obrazek 8: Plotna po kultivaci s upravou a bez upravy kyselym roztokem

Zdroj: autorka prace

6.2.3.1.2 Uprava vzorku teplem
Do sterilni nddobky se ptida vzorek a vlozi se do vodni lazn¢ vytemperované na

(50 = 1) °C na dobu (30 £ 2) min. PouZzivaji se malé objemy (< 5 ml), aby doba do

34



dosazeni pozadované teploty byla kratka. Doba Upravy zacind po dosazeni pozadované

teploty. [24]

Obrazek 9: Plotna po kultivaci s upravou a bez upravy teplem

Zdroj: autorka prace

6.2.3.2 Vzorky s vysokou koncentraci legionel

Redéni je nezbytné, pokud se predpoklada vysoka koncentrace legionel nebo
dalsich bakterii. Pokud ptfedpokladame, Ze koncentrace legionel ve vzorku bude vyssi
nez 10* CFU/I, provadime obvykle pfimé ockovani nekoncentrovaného vzorku. Objem
vzorku je v rozmezi 0,1 — 0,5 ml a jako kultiva¢ni média se pouzivaji: jedna plotna
BCYE a jedna plotna BCYE+AB. Vzorek na pidu aplikujeme pomoci pipety a pot

rozetfeme po celé plose plotny zahnutou sklenénou ty¢inkou. [24]

Obrazek 10: Metoda piimého ockovani

Zdroj: autorka prace
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6.3 Kultivace

Upravené nebo neupravené zkusebni podily vzorku se pienesou na plotny
vybraného kultiva¢niho média, selektivniho pro organismy rodu Legionella sp. a

inkubuji se.

U filtri dbdme na to, aby mezi filtrem a kultivaénim médiem nevznikaly zadné
vzduchové bubliny, protoze by mohly omezovat riist bakterii rodu Legionella sp.
Naopak je u bézné laboratorni praxe mozné na jednu plotnu aplikovat i 2 filtry (pokud
nebylo provedeno kyselé promyti, i jina Gprava vzorku a jedna se o bézné kontrolni

vySetieni). Filtry se pokladaji na agar pomoci sterilni pinzety horni stranou vzhiiru.

a‘. f\\

Obrazek 11: Filtry na kultivacnim médiu

Zdroj: autorka prace

Plotny, na které byl aplikovan ur¢ity objem vzorku, se po rozetteni sklenénou
ty¢inkou nechévaji jesté asi 10 minut leZet piidou dolti a aZ po Uplné absorpci vzorku do

kultiva¢niho média je mozné plotnu otoc¢it dnem vzhtiru.

6.3.1 Inkubace

Inkubace probiha pfi teploté 36 °C (£2 °C) po dobu 7 az 10 dnti. Plotny jsou
umistény v termostatu dnem vzhiru. Aby nedochazelo ke ztratam vlhkosti, byvaji
plotny obvykle umistény v uzaviratelné nadobé& ptipadné v igelitovém sacku. Vlhkost
v termostatu Ize také podpofit umisténim nadobky s vodou mezi inkubované misticky.

Vlhka atmosféra je pti inkubaci klicova. [24]
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6.4 Vyhodnoceni

Béhem inkubacni doby se provadi tzv. predecitani misek, a to mezi druhym az
patym dnem inkubace. Toto pfedecitani slouzi k identifikace vzorki s prerostlymi
koloniemi. Tyto vzorky jsou pak nasledné znovu zpracovany s pouZzitim upravy

kyselinou ¢i teplem. Lze pouzit i metodu ziedéni.

V piipadé vysetiovani epidemii je vhodné u vzorku s o¢ekavanou vysokou
koncentraci rusivych mikroorganismu kontrolovat plotny 2. den, aby se urcilo, zda je

potiebné vzorek tedit. [24]

Finalni vyhodnoceni se provadi na konci inkubac¢ni doby, ktera ptipada na 7. az
10. den od zacatku inkubace. ProtoZe legionely rostou pomalu a mohou byt maskovany
rustem jinych mikroorganismi, doporucuje se také pouzivat stereoskopicky mikroskop

se Sikmym hornim svétlem. [24]

Obrazek 12: Vzhled kolonii pod stereoskopickym mikroskopem

Zdroj: autorka prace

Kolonie bakterii rodu Legionella sp. maji obvykle bilo-Sedou barvu, ale mohou
mit i jiné barvy. Jsou hladké s celistvym okrajem. Charakteristickou vlastnosti je pro né
,»vzhled brousené¢ho skla“. V UV zafeni kolonie n€kterych druht vykazuji brilantné
bilou autofluorescenci. Kolonie Legionella pneumophila jsou mdle zelené, Casto

s nadechem do Zluta. Je pro né typicky 1 tzv. kysely zapach kolonii na plotn¢. [24]

Obrazek 13: Kolonie rodu Legionella sp. po kultivaci

Zdroj: autorka prdace

37



6.4.1 Potvrzeni kolonii presumptivnich bakterii rodu Legionella sp.

Potvrzeni se provadi na kultivacnich mediich BCYE médium a BCYE-cys.
médium. Obé média se obvykle nachdzeji na jediné plotné a jsou od sebe oddélena

piepazkou.

Z plotny (Ci ploten) s nejvyssim poctem presumptivnich kolonii legionel, na objem
vody, se provede subkultivace. Pokud jsou vSechny kolonie stejné¢ho typu, vyberou se
tfti presumptivni kolonie. Pokud na plotné roste vice morfologicky odlisnych typta

presumptivnich kolonii legionel, vybere se alespon jedna kolonie kazdého typu.

Dale se provadi tzv. subkultivace na BCYE médiu a BCYE-cys. médiu.
S koloniemi se nesmi pfenést kultivaéni média. Nejdiive ockujeme na BCYE-cys.
médium a poté na BCYE médium. Inkubace probihé pii teploté 36 = 2 °C po dobu 2
dnti az 5 dnii. Za legionelly se povazuji ty kolonie, které rostou na plotné BCYE média,

ale nerostou na plotné¢ BCYE-cys. média.

Obrazek 14: Potvrzeni kolonii rodu Legionella na piidé BCYE

Zdroj: autorka prace

6.4.2 Sérologicka identifikace Legionella pneumophila

Pro béZnou laboratorni praxi je dostacujici pouzivani komercnich identifikanich
souprav. Soupravy vyuzivaji latexoveé Castice obohacené protilatkami, které aglutinuji
v pritomnosti specifickych antigenli legionel za vzniku viditelnych shlukd. Testy jsou
rychlé, snadné a umozni rychlou identifikaci hlavnich patogennich druhidi a sérotypt

legionel.
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Legionella Latex Test vyuzivd modré latexové Castice obohacené protilatkami, které
aglutinuji v pfitomnosti specifickych bunécnych antigenti legionel a vytvaii viditelné

shluky.
Pomoci identifikacni soupravy lze rozlisit sérotyp:
» Legionella pneumophila sg. 1 (Cerny uzaveér Cinidla)
» Legionella pneumophilla sg. 2-14 1 (zZluty uzavér ¢inidla)

» Legionella spp. (bily uzavér ¢inidla)

Obrazek 15: Identifikace séroskupiny Legionella pneumophilla sg. 2-14

Zdroj: autorka prace

Obrazek 16: Testovaci ¢inidla

Zdroj: autorka prace

6.5 Vyjadreni vysledkii
Pti vyjadifovani vysledkii musime vzdy brat v uvahu fedéni vzorku. Pro vyhodnoceni

vzorku se vzdy vybira plotna nebo plotny s nejvyS$im poctem potvrzenych kolonii na

objem vzorku. Vysledky udavame v jednotce CFU/I, neboli pocet kolonii tvoficich

jednotku rodu Legionella na dany objem vzorku.
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Vysledky u vzorku stéri se mohou vyjadfovat jako pocet legionel na 100 cm?. Pokud
byl stér proveden na misté, kde nelze jednoznacné stanovit velikost setfené plochy,
naptiklad v pfipadé nepravidelnych povrchli, zaznamena se piitomnost/nepiitomnost

legionel na stér.
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7. VYSLEDKY

Tato ¢ast bakalarské prace porovnava data Statniho zdravotniho ustavu se sidlem
v Ostrave, o Setfeni bakterii rodu Legionella v letech 2012—2022. Jelikoz pod Statni
zdravotni Ustav se sidlem v Ostravé spada pouze polovina Ceské republiky, nebylo
mozné zpracovat informace celorepublikové. Jsou zde tedy zpracovany informace o
vyskytu legionely v Jihomoravském kraji, Zlinském kraji, Olomouckém kraji,
Moravskoslezském kraji a podrobné, podle okresii, v Kraji Vysocina. Ostatni kraje

spadaji pod Statni zdravotni ustav se sidlem v Usti nad Labem.

Obrazek 17: Pracovisté Statniho zdravotniho ustavu se sidlem v Ostravé

Zdroj: https://www.firmy.cz/detail/363 188-zdravotni-ustav-se-sidlem-v-ostrave-ostrava-
moravska-ostrava.html

7.1 Pocty vySetiovanych pacientii v jednotlivych letech

V letech 2012 az 2022 bylo na pfitomnost bakterii rodu Legionella, ve Statnim
zdravotnim ustavu se sidlem v Ostravé, vySetfovano celkem 153 pacienti. Celkové se
da fici, ze pocet vySetteni béhem let spis stoupal. Nejvyssi pocet vySetieni byl proveden

v roce 2017. [27]

Zvyseny pocet epidemiologickych Setfeni a vySetfenich je zplisobem vyvojem
mediciny i mikrobiologie. Behem minulych let se tento bakteridlni rod dostal vice do
podvédomi obyvatelstva, odborni pracovnici o ném ziskali vice informaci a tudiz
vzrostl 1 pocet vySetteni, a to jak preventivnich, tak 1 epidemiologickych. Dfive byla
onemocnéni zplisobovana bakterialnim rodem Legionella ¢asto zaménovana za chiipku

¢i zapal plic, k emuz ¢aste¢né dochézi i v dnesni dobé.
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Pocet vySetfovanych pacientil

Epidemiologicka Setieni se provadéji u pacienti, u kterych byla z klinického

materidlu potvrzena legionel6za, ale hleda se jejich potenciondlni zdroj nakazy.

Potvrzeni legionelozy totiz podléha hlaSeni na Krajskou hygienickou stanici, ktera si

poté vyzada epidemiologické Setfeni od Statniho zdravotniho Ustavu. Cilem je najit

zdroj nakazy. Z potenciondlnich zdroji ndkazy se odebird nékolik vzorkt vody a

nékolik stéru.

Rok | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | 2018 | 2019 | 2020 | 2021 | 2022
Muzi | 4 1 9 7 10 | 22 | 11 7 9 | 20 | 13
Zeny 1 1 3 1 3 6 5 5 6 5 4
Celkem | 5 2 12 | 8 13 | 28 | 16 | 12 | 15 | 25 | 17
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Zdroj: data Statniho zdravotniho ustavu se sidlem v Ostravé, autorka prdace

Tabulka 4: Pocty vySetieni v letech 2012 — 2022

Zdroj: data Statniho zdravotniho ustavu se sidlem v Ostrave
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Graf 1: Pocty vySetieni v letech 2012—-2022
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PROCENTUALNI ZASTOUPENI
VYSETROVANYCH MUZU A ZEN

muiZi

74%

Graf 2: Procentudlni zastoupeni vySetiovanych muZii a Zen
Zdroj: data Statniho zdravotniho ustavu se sidlem v Ostrave, autorka prace

Tento graf jasné poukazuje na to, ze Legionella sp. napada mnohem castéji muze
nez zeny, a to v poméru 3:1. Z poskytnutych dat také vyplyva, ze se nejcastéji jedna o
muze ve véku 55+, ktefi jsou silnymi kutéky. I u Zen byva veék spiSe vyssi a obvykle

jsou tyto zeny zavislé na tabakovych vyrobcich.

7.2 Pocty epidemiologickych Setieni v letech 2012-2022 podle
lokality

Pocty epidemiologickych Setieni jsou v riznych krajich nasi republiky odlisné.
Jsou ovlivnény napf.: poc¢tem obyvatel, poctem odebiranych vzorkt, velikosti kraje,
poctem nemocnic, lazni, hoteli a jinych vetejnych prostor, kde se vyskytuji vodni

zafizeni.

7.2.1 Podle kraji spadajicich pod Statni zdravotni Gstav se sidlem

v Ostravé

Jak jiZ bylo zminéno vySe, pod Statni zdravotni Ustav se sidlem v Ostrave
spadaji kraje: Jihomoravsky, Olomoucky, Zlinsky, Moravskoslezsky a Kraj Vysoc€ina.
Pracovisté pro vySetieni bakterialniho rodu Legionella se ale nachazeji pouze ve Ctyfech
krajskych méstech, a to v Jihlave, Brn€, Olomouci a Ostraveé. Na Ostravské pracoviste

proto ptichazi vzorky jak z Moravskoslezského kraje tak i z kraje Zlinského.
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Rok Kraj Jihomoravsky | Olomoucky | Moravskoslezsky a Zlinsky
Vysoc€ina kraj kraj kraj
(pracovisté | (pracoviste (pracovisté (pracovisté Ostrava)

Jihlava) Brno) Olomouc)

2012 2 0 2 1

2013 1 1 0 0

2014 2 2 6 2

2015 1 3 1 3

2016 1 1 7 4

2017 6 12 1 9

2018 6 4 5 1

2019 6 0 5 1

2020 8 1 3 3

2021 9 8 5 3

2022 4 5 4 4

Celkem 46 37 39 31

Tabulka 5: Pocty epidemiologickych Setieni v letech 2012-2022 podle lokality

Zdroj: data Statniho zdravotniho ustavu se sidlem v Ostravé
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Obrazek 18: Mapa poctu epidemiologickych Setieni v jednotlivych krajich v letech
2012-2022

Zdroj: http://www.mapaceskerepubliky.cz/img/slepa-mapa-kraju-cr.jpg, autorka prdace

Z vyse uvedené tabulky a mapy vyplyva, ze v letech 2012 az 2022 bylo nejvice
epidemiologickych Setfeni provedeno pravé v Kraji Vysocina na pobocce v Jihlavé.
Bylo zde provedeno 46 Setfeni, pficemz nejvice jich bylo provedeno v roce 2021, a to 9

Setfeni. [27]

Druhy nejvyssi pocet Setfeni byl vykonan v Olomouckém kraji, na pobocce
v Olomouci, a to 39 Setfeni. Nasleduje kraj Jihomoravsky, kde na Brnénské pobocce

cvwr

pobocce, kde bylo provedeno 31 Setfeni ze Zlinského a Moravskoslezského kraje. [27]

Fakt, Ze byl nejvyssi pocet Setfeni proveden pravé na VysocCing je
pravdépodobné ovlivnén tim, Ze se zde ve vodovodni siti z teplaren vyskytuje tepla
voda o celkové niZsi teplot€ nez naptiklad v Moravskoslezském a Zlinském kraji. Zde je

navzdory nejvy$§imu poétu obyvatel, ze zmifiovanych ¢asti Ceské republiky, pocet

cvwr

V Kraji Vyso¢ina se nachazi pouze tfi teplarny, a to v Tiebi&i, Zd'aru nad
Sazavou a Novém Mé&sté na Morave. V Moravskoslezskému a Zlinskému kraji se
nachazi teplaren podstatné vice. V Kraji Vysocina je tak vyrazné¢ méné rodin
zasobovano teplou vodou z teplaren. Tyto rodiny pak pro vyrobu teplé vody vyuzivaji
vlastni kotle na ohfev vody, kde ¢asto z ekonomickych diivodl udrzuji nizsi teplotu
teplé vody, nez by méla optimalni teplota byt. Vytvaii se tak ideélni prostiedi pro

pomnozeni legionely i jinych bakterii.
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7.2.2 Podle okresii v Kraji Vysocina

Rok Okres OKkres OKkres _ Okres Okres
Jihlava Havlickuv | Pelhfimov | Zd’ar nad Trebic
Brod Sazavou

2012 0 1 0 1 0
2013 0 0 0 1 0
2014 0 0 0 2 0
2015 1 0 0 0 0
2016 0 0 0 0 1
2017 2 0 0 3 1
2018 5 1 0 0 0
2019 2 0 0 1 3
2020 6 0 0 2 0
2021 5 2 0 2 0
2022 2 0 1 1 0
Celkem 23 4 1 13 5

Tabulka 6: Pocty epidemiologickych Setieni v jednotlivych okresech Kraje Vysocina

Obrazek 19: Pocty epidemiologickych Setieni v jednotlivych okresech Kraje Vysocina

Zdroj: data Statniho zdravotniho ustavu se sidlem v Ostravé

Zdroj: https://www.czso.cz/csu/xj/okresy, autorka prace

v letech
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1
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23
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Ze ziskanych dat vyplyva, Ze v letech 2012 az 2022 bylo nejvice
epidemiologickych Setfeni na legioneldzu u pacientil z okresu Jihlava. Bylo zde

vySetiovano 23 pacientt. [27]

Okres s druhym nejvys§im poétem Setfenych pacienttl je okres Zd’ar nad Sazavou
se 13 pacienty podezielymi na legionelozu. Zbyvajici ti1 okresy maji vyrazné nizsi
pocty provadénych epidemiologickych Setieni, a to: okres Trebic — 5, okres Havlicktuv

Brod — 4, okres Pelhiimov — 1. [27]

Nejvyssi pocet epidemiologickych Seteni v Kraji Vysocina byl proveden v okrese
Jihlava patrné¢ z téchto divodi: nenachazi se tu zddna teplarna, nachdzi se zde krajské
meésto, krajskd nemocnice, aqua park, je zde téméf nejvyssi pocet obyvatel a mnoho lidi

sem za praci dojizdi. [27]

7.3 Prehled epidemiologickych Setieni potencionalnich
zdroju nakazy na pritomnosti legionely u pacientu
pozitivnich na legionel6zu v letech 2012 az 2022

Rok Cislo pacienta Pohlavi Typ vzorku Vysledek
2012 1. Muz 4x voda, 1x stér Negativni
2. Muz 1x voda, 5x stér Negativni
3. Muz 4x voda, 2x stér Pozitivni
4, Zena 3x voda, 2x stér Pozitivni
5. Muz 3x voda, 3x stér Pozitivni
2013 l. Zena 3x voda, Ox stér Negativni
2. Muz 4x voda, 3x stér Pozitivni
2014 1. Muz 5x voda, 3x stér Pozitivni
2. Muz 3x voda, 3x stér Negativni
3. Muz 3x voda, 2x stér Pozitivni
4, Zena 3x voda, 2x stér Pozitivni
5. Zena 4x voda, 2x stér Negativni
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Rok Cislo pacienta Pohlavi Typ vzorku Vysledek
6. Muz 4x voda, 4x stér Negativni
7. Muz 4x voda, 2x stér Negativni
8. Muz 14x voda, 10x stér Negativni
9. Zena 4x voda, 2x stér Negativni
10. Muz 3x voda, 2x stér Pozitivni
11. Muz 3x voda, 2x stér Negativni
12. Muz 3x voda, 1x stér Negativni
2015 1. Muz 3x voda, 4x stér Pozitivni
2. Muz 4x voda, 4x stér Negativni
3. Muz 3x voda, 2x stér Pozitivni
4. Zena 3x voda, 4x stér Negativni
5. Muz 5x voda, 1x stér Pozitivni
6. Muz 3x voda, 2x stér Pozitivni
7. Muz 3x voda, 2x stér Negativni
8. Muz 4x voda, 3x stér Negativni
2016 l. Muz 4x voda, 3x stér Negativni
2. Muz 1x voda, 2x stér Pozitivni
3. Muz 3x voda, 3x stér Negativni
4. Muz 4x voda, 1x stér Negativni
5. Zena 3x voda, 3x stér Pozitivni
6. Muz 4x voda, 2x stér Pozitivni
7. Muz 3x voda Pozitivni
8. Zena 4x voda, 2x stér Negativni
9. Muz 3x voda, 3x stér Pozitivni
10. Zena 3x voda, 2x stér Negativni
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Rok Cislo pacienta Pohlavi Typ vzorku Vysledek
11. Muz 3x voda, 2x stér Pozitivni
12. Muz 4x voda, 4x stér Negativni
13. Muz 4x voda, 4x stér Pozitivni

2017 1. Muz 5x voda, 3x stér Negativni
2. Zena 3x voda, 2x stér Pozitivni
3. Muz 1x voda, 2x stér Pozitivni
4, Muz 9x voda, 3x stér Pozitivni
5. Muz 3x voda, 2x stér Pozitivni
6. Zena 3x voda, 2x stér Negativni
7. Muz 2x voda, 2x stér Negativni
8. Muz 4x voda, 2x stér Pozitivni
9. Muz 2x voda, 1x stér Negativni
10. Zena 5x voda, 3x stér Pozitivni
11. Muz 4x voda, 3x stér Negativni
12. Muz 4x voda, 4x stér Pozitivni
13. Muz 4x voda, 3x stér Negativni
14. Muz 4x voda, 3x stér Negativni
15. Muz 6x voda, 5x stér Pozitivni
16. Zena 3x voda, 1x stér Negativni
17. Zena 4x voda, 2x stér Negativni
18. Muz 3x voda, 2x stér Negativni
19. Muz 3x voda, 3x stér Negativni
20. Muz 3x voda, 3x stér Pozitivni
21. Muz 3x voda, 3x stér Pozitivni
22. Muz 5x voda, 4x stér Pozitivni
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Rok Cislo pacienta Pohlavi Typ vzorku Vysledek
23. Muz 4x voda, 4x stér Negativni

24. Muz 2x voda, 3x stér Negativni

25. Zena 2x voda, 3x stér Negativni

26. Muz 2x voda, 2x stér Negativni

217. Muz 2x voda, 2x stér Negativni

28. Muz 4x voda, 2x stér Negativni

2018 1. Muz 11x voda, 1x stér Pozitivni
2. Muz 4x voda, 1x stér Negativni

3. Muz 3x voda, 3x stér Pozitivni

4 Zena 3x voda, 2x stér Negativni

5. Muz 3x voda, 2x stér Negativni

6. Muz 6x voda, 3x stér Negativni

7. Muz 4x voda, 4x stér Pozitivni

8. Muz 5x voda, 4x stér Negativni

9. Muz 5x voda, 3x stér Negativni

10. Muz 3x voda, 4x stér Pozitivni

11. Muz 2x voda, 3x stér Negativni

12. Zena 3x voda, 3x stér Pozitivni

13. Muz 2x voda, 3x stér Negativni

14. Zena 3x voda, 3x stér Pozitivni

15. Zena 2x voda, 3x stér Negativni

16. Zena 3x voda, 3x stér Pozitivni

2019 1. Zena 5x voda, 3x stér Pozitivni
2. Muz 5x voda, 3x stér Negativni

3. Muz 3x voda, 2x stér Pozitivni
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Rok Cislo pacienta Pohlavi Typ vzorku Vysledek
4. Muz 7x voda, 4x stér Negativni
5. Muz 4x voda, 3x stér Negativni
6. Zena 6x voda, 4x stér Negativni
7. Zena 3x voda, 2x stér Negativni
8. Zena 4x voda, 1x stér Pozitivni
9. Muz 5x voda, 5x stér Negativni
10. Zena 3x voda, 3x stér Negativni
11. Muz 5x voda, 3x stér Negativni
12. Muz 2x voda, 6x stér Pozitivni
2020 1. Zena 5x voda, 3x stér Pozitivni
2. Muz 3x voda, Ox stér Pozitivni
3. Zena 4x voda, 3x stér Negativni
4, Zena 3x voda, 3x stér Pozitivni
5. Zena 4x voda, 4x stér Negativni
6. Zena 3x voda, 3x stér Pozitivni
7. Muz 3x voda, 3x stér Pozitivni
8. Muz 5x voda, 6x stér Pozitivni
9. Muz 4x voda, 6x stér Negativni
10. Zena 4x voda, 5x stér Negativni
11. Muz 2x voda, 2x stér Pozitivni
12. Muz 3x voda, 3x stér Negativni
13. Muz 4x voda, 4x stér Negativni
14. Muz 2x voda, 2x stér Negativni
15. Muz 6x voda, 6x stér Negativni
2021 1. Muz 5x voda, 4x stér Negativni
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Rok Cislo pacienta Pohlavi Typ vzorku Vysledek
2. Zena 4x voda, 3x stér Negativni
3. Muz 4x voda, 2x stér Pozitivni
4, Muz 5x voda, 4x stér Pozitivni
5. Muz 4x voda, 4x stér Negativni
6. Muz 4x voda, 3x stér Pozitivni
7. Zena 3x voda, 3x stér Pozitivni
8. Muz 4x voda, 3x stér Negativni
9. Zena 5x voda, 3x stér Negativni
10. Muz 3x voda, 3x stér Negativni
11. Muz 4x voda, 3x stér Negativni
12. Zena 3x voda, 2x stér Negativni
13. Muz 4x voda, 4x stér Negativni
14. Zena 4x voda, 2x stér Negativni
15. Muz 4x voda, 3x stér Pozitivni
16. Muz 4x voda, 2x stér Pozitivni
17. Muz 3x voda, 5x stér Negativni
18. Muz 4x voda, 3x stér Negativni
19. Muz 5x voda, 4x stér Negativni
20. Muz 14x voda, 6x stér Negativni
21. Muz 6x voda, 4x stér Negativni
22. Muz 4x voda, 3x stér Negativni
23. Muz 5x voda, 2x stér Negativni
24. Muz 16x voda, 14x stér Negativni
25. Muz 4x voda, 3x stér Pozitivni

2022 1. Muz 4x voda, 4x stér Negativni
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Rok Cislo pacienta Pohlavi Typ vzorku Vysledek
2. Muz 3x voda, 2x stér Negativni
3. Zena 5x voda, 4x stér Negativni
4, Muz 4x voda, 2x stér Pozitivni
5. Muz 7x voda, 4x stér Pozitivni
6. Muz 5x voda, 4x stér Pozitivni
7. Muz 5x voda, 2x stér Negativni
8. Zena 5x voda, 3x stér Pozitivni
9. Muz 2x voda, 3x stér Negativni
10. Muz 4x voda, 2x stér Negativni
11. Muz 3x voda, 3x stér Negativni
12. Zena 4x voda, 1x stér Pozitivni
13. Muz 3x voda, 2x stér Negativni
14. Zena 4x voda, 3x stér Negativni
15. Muz 4x voda, 6x stér Negativni
16. Muz 5x voda, 5x stér Pozitivni
17. Muz 3x voda, 3x stér Negativni

Tabulka 7: Piehled epidemiologickych Setieni potenciondlnich zdrojit nakazy na
PpFitomnosti legionely u pacientit pozitivnich na legionelozu v letech 2012 az,

2022

Zdroj: data Statniho zdravotniho ustavu se sidlem v Ostravé

Z predchozi tabulky je patrné, Ze ne u kazdého pacienta pozitivniho na

legioneldzu, ktery byl podroben epidemiologickému Setteni, musi byt nalezen zdroj

nakazy. Stava se, Ze vzorky odebrané z potencionalnich zdroji ndkazy pacienta jsou

vSechny negativni a pacient ma piesto legionelozu. VySetieni se provadi z nekolika

vzorkl vody a z nékolika stéri. Nékdy se zdroj ndkazy neprokaze.
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Vzorky vody se odebiraji naptiklad u vstupu studené vody do objektu, vystupu
teplé vody do systému, na koncovych bodech stoupacek, z vytoku trysek, v rozich
bazéna 15 cm pod hladinou. Dle platné legislativy mizeme zdroje vody, pro Setieni na
bakterialni rod Legionella, rozd¢€lit na dva druhy: Tepla voda pft. 2, kdy se jedna o
pitnou vodu a Teplé voda pft. 3, kdy se jedna o individudlni zdroj vody, kterym muize

byt napft. vlastni studna. [25]

Tzv. stérovkami se rotaénim pohybem stiraji vnitini stény vodovodnich baterii,
usti piipojené hadice k baterii, stény bazéni, pfepadové kanalky bazénti, odtokové
kanalky, vnittky trysek. Kazda stérovka by méla obsahovat 0,5 — 1 ml ptivodni vody.
[26]

Pocet vzorkl zavisi na ploSe ¢i objemu objektl, ze kterych jsou vzorky
odebirany. V nékterych ptipadech se stava, ze vysledek vzorki vody a stéri je odlisny.
Pokud je bakteridlni rod Legionella potvrzen alesponi u jednoho vzorku, je pacient

povazovan za pozitivniho na prokazany druh legionely.

7.4 Prokazané druhy legionely z okoli pacientt pozitivnich na
legionelozu v letech 20122022

Rok Pohlavi Kraj Legionella
2012 Muz Olomoucky kraj Legionella pneumophila sg 2-14
Zena Olomoucky kraj Legionella pneumophila sg 2-14
Muz Moravskoslezsky a Legionella pneumophila sg 1
Zlinsky kraj
2013 Muz Jihomoravsky kraj | Legionella pneumophila sg 2-14
2014 Muz Moravskoslezsky a Legionella pneumophila sg 1
Zlinsky kraj
Muz Olomoucky kraj Legionella pneumophila sg 2-14
Zena Olomoucky kraj Legionella pneumophila sg 2-14
Muz Moravskoslezsky a Legionella pneumophila sg 1
Zlinsky kraj
2015 Muz Moravskoslezsky a | Legionella pneumophila sg 2-14
Zlinsky kraj
Muz Moravskoslezsky a | Legionella pneumophila sg 2-14
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Rok Pohlavi Kraj Legionella
Zlinsky kraj
Muz Jihomoravsky kraj Legionella pneumophila sg 1
Muz Jihomoravsky kraj Legionella pneumophila sg 1
2016 Muz Moravskoslezsky a Legionella anisa, Legionella
Zlinsky kraj taurinensis
Zena Olomoucky kraj Legionella pneumophila sg 1
Muz Olomoucky kraj Legionella pneumophila sg 1
Muz Moravskoslezsky a Legionella pneumophila sg 1
Zlinsky kraj
Muz Olomoucky kraj Legionella pneumophila sg 6 +
Legionella spiritensis
Muz Olomoucky kraj Legionella pneumophila sg 1
Muz Kraj Vysocina— | Legionella pneumophila sg 1 a 2-
Trebic 14
2017 Zena Jihomoravsky kraj Legionella pneumophila sg 1
Muz Jihomoravsky kraj Legionella pneumophila sg 1
Muz Jihomoravsky kraj Legionella pneumophila sg 1
Muz Jihomoravsky kraj Legionella pneumophila sg 1
Muz Moravskoslezsky a Legionella pneumophila sg 6
Zlinsky kraj
Zena Moravskoslezsky a Legionella pneumophila sg 3
Zlinsky kraj
Muz Moravskoslezsky a Legionella pneumophila sg 1
Zlinsky kraj
Muz Moravskoslezsky a Legionella pneumophila sg 8
Zlinsky kraj
Muz Jihomoravsky kraj Legionella pneumophila sg 1
Muz Jihomoravsky kraj Legionella pneumophila sg 1
Muz Moravskoslezsky a | Legionella pneumophila sg 2-14
Zlinsky kraj
2018 Muz Moravskoslezsky a Legionella pneumophila sg 1

Zlinsky kraj
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Rok Pohlavi Kraj Legionella
Muz Olomoucky kraj Legionella pneumophila spp
Muz Jihomoravsky kraj Legionella pneumophila sg 1
Muz Jihomoravsky kraj Legionella pneumophila spp
Zena Jihomoravsky kraj Legionella pneumophila sg 1
Zena Kraj Vysocina — Legionella pneumophila sg 1
Jihlava
Zena Kraj Vysocina — Legionella pneumophila sg 1
Jihlava
2019 Zena Olomoucky kraj Legionella pneumophila sg 1
Muz Moravskoslezsky a | Legionella pneumophila sg 2-14
Zlinsky kraj
Zena Kraj Vysocina — Legionella pneumophila sg 2-14
Ttebic
Muz Kraj Vysocina — Legionella pneumophila sg 2-14
Jihlava
2020 Zena Jihomoravsky kraj | Legionella pneumophila sg 2-14
Muz Moravskoslezsky a | Legionella pneumophila sg 2-14
Zlinsky kraj
Zena Olomoucky kraj Legionella pneumophila sg 2-14
Zena Moravskoslezsky a | Legionella pneumophila sg 2-14
Zlinsky kraj
Muz Moravskoslezsky a | Legionella pneumophila sg 2-14
Zlinsky kraj
Muz Kraj Vysocina — Legionella pneumophila sg 1
Jihlava
Muz Kraj Vysoc€ina — Legionella pneumophila sg 2-14
Zd4r nad Sazavou
2021 Muz Jihomoravsky kraj Legionella pneumophila sg 1
Muz Jihomoravsky kraj | Legionella pneumophila sg 2-14
Muz Olomoucky kraj Legionella pneumophila sg 2-14
Zena Olomoucky kraj Legionella pneumophila spp.
Muz Jihomoravsky kraj | Legionella pneumophila sg 2-14
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Rok Pohlavi Kraj Legionella

Muz Moravskoslezsky a | Legionella pneumophila sg 2-14
Zlinsky kraj
Muz Kraj Vysocina — Legionella pneumophila sg 1
Jihlava
2022 Muz Moravskoslezsky a | Legionella pneumophila sg 2-14
Zlinsky kraj
Muz Jihomoravsky kraj | Legionella pneumophila sg 2-14
Muz Jihomoravsky kraj | Legionella pneumophila sg 2-14
Zena Moravskoslezsky a | Legionella pneumophila sg 2-14
Zlinsky kraj
Zena Olomoucky kraj Legionella pneumophila sg 2-14
Muz Kraj Vysocina — Legionella pneumophila sg 1
Jihlava

Tabulka 8: Prokazané druhy legionely 7 okoli pacientii pozitivnich na legionelozu v
letech 2012-2022

Zdroj: data Statniho zdravotniho ustavu se sidlem v Ostravé
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Pocty pacientu s prokdzanym vyskytem legionely ve vzorcich z
okolniho prostredi v letech 2012 - 2022

9

8

Pocet pozitivnich pacientil
] 5] += 2] a

=
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2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022

Rok

Graf 3: Pocty pacientii s prokdazanym vyskytem legionely ve vzorcich 7 okolniho
prostiedi v letech 2012-2022

Zdroj: autorka prace

Vyse uvedeny graf témét kopiruje graf €. 1 o poctu epidemiologickych Setfeni
v letech 2012 az 2022, ovSem ve zlomkovém mnozstvi skutecné prokdzaného vyskytu
legionely v prostiedi pacienta. Pocet pozitivnich vzorki na legionelu, z celkového poctu
vzorki podrobovanych epidemiologickému Setieni, se mezirocné pohybuje mezi 30 az

70 %. [27]
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Pomér pozitivnich muzu a Zen s prokdazanym
zdrojem nakazy

B muZi mieny

Graf 4: Pomér pozitivnich muZii a Zen s prokazanym zdrojem ndkazy
Zdroj: autorka prace

Tento graf zobrazuje pro legionelu typicky vzorec poméru infikovanych muzi a

zen, a to v pomeéru 3:1.

7.4.1 Pozitivni pacienti s prokazanym zdrojem nakazy podle lokality

Obrazek 20: Mapa poctu pozitivnich pacientit s prokdazanym zdrojem nakazy v letech
2012-2022

Zdroj: http://www.mapaceskerepubliky.cz/slepa-mapa-cr, autorka prace
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Mapa poctu pozitivnich pacientl s prokdzanym zdrojem nakazy v letech 2012 az
2022 ukazuje, Ze nejvyssi pocet pozitivnich vzorkl byl v Moravskoslezském a
Zlinském kraji, 1 kdyz zde byl pocet Setfeni nejnizsi. Je zde tedy nejvyssi procento

pozitivnich vySetfovanych vzorka z okolniho prostiedi pacienta.

Muze to byt dano tim, ze v Moravskoslezském kraji se nachdzi mnoho mést, zije
tu mnoho lidi zanechavajicich uhlikovou stopu a je zde velmi rozsifeny primysl,
predevsim hutnicky. Je tady tudiz velmi znecisténé ovzdusi, které poSkozuje zdravi
pacienttl, a to predevsim plice, které pak mohou byt nachylné;jsi k ndkaze stejné tak,

jako plice kutéka.
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Obrazek 21: Pozitivni pacienti s prokazanym zdrojem ndkazy podle okresii Kraje
Vysocina v letech 2012-2022

Zdroj: https://'www.cuscz.cz/kontakty/uzemni-pracoviste/kraj-vysocina.html, autorka
prace

Nejvice pozitivnich pacientl s prokdzanym zdrojem ndkazy bylo v letech 2012 az
2022 v Kraj Vysoc€ina, v okrese Jihlava. To miiZe byt ovlivnéno tim, Ze v tomto okrese
Zije téméf nejvice obyvatel, je zde nejvice odebiranych vzorkii a mnoho dalSich lidi sem
dojizdi do krajského mésta za praci ¢i za 1ékatskou péci. Nachazi se tu také krajska

nemocnice a aqua park.
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7.4.2 Pocty pozitivnich vzorku zdroje nakazy s danym druhem
legionely

Pocty pozitivnich vzorkd zdroje nakazy s danym druhem legionely
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Graf 5: Pocty pozitivnich vzorkii zdroje nakazy s danym druhem legionely

Zdroj: autorka prace
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POCTY POZITIVNICH VZORKU ZE ZDROJE NAKAZY S DANYM DRUHEM LEGIONELY

M Legionella pneumophila sg 1 M Legionella pneumophila sg 2-14 M Legionellasg 3
W Legionella pneumophila sg 6 M Legionella sg 8 M Legionella pneumophila spp
M Legionella anisa M Legionella taurinensis M Legionella spiritensis

Graf 6: Pomér vyskytu danych druhii legionely

Zdroj: autorka prace
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V ptipad¢ nalezu serologické skupiny 1 jsou vzorky na Zadost Krajské hygienické
stanice odeslany do Narodni referen¢ni laboratofe pro legionely Vyskov k dalsi
podrobné identifikaci. V Narodni referencni laboratofi také probiha porovnani s

kmenem ziskanym z klinického materialu piislusného pacienta.

Ptedchozi grafy ukazuji pomér vyskytu jednotlivych druhti bakterialniho rodu
Legionella v letech 2012 az 2022. Z grafu je patrné, Ze nejrozsifenéjSimi druhy jsou

Legionella pneumophila sg 1 a Legionella pneumophila sg 2-14.

U 43 % pozitivnich vzorkl ndkazy byla v tomto obdobi prokazéna Legionella
pneumophila sg 2-14 au 41 % pozitivnich vzorkl ndkazy byla prokdzana Legionella
pneumophila sg 1. [27]

Ostatni prokdzané druhy jako jsou: Legionella pneumophila spp, Legionella anisa,
Legionella taurinensis a Legionella spiritensis byly prokazany pouze v fadu n¢kolika

malo jednotek. [27]
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8. DISKUSE

Zpracovani vysledkl ukazalo, ze pocty Setienych muzii a Zen, i pocty pozitivnich
muzl a Zen na bakterialni rod Legionella sp., jsou v poméru 3:1. Jako typicky obraz
pacienta se zde jevi: muz starsi 55 let, ktery je silnym kufakem. U Zen byva obraz
podobny, ale pacientek je podstatné mén¢. Tento vysledek podilu pozitivnich muzi a

zen se shoduje s teoretickou ¢asti této prace. [27]

Nejvyssi pocet Setfeni byl v letech 2012 az 2022 proveden v Kraji Vysoc€ina, na
pobocce v Jihlavé. V tomto obdobi zde bylo provedeno 46 epidemiologickych Setieni,
z ¢ehoz polovina pacientli pochédzela z okresu Jihlava. Naopak nejméné Setfeni bylo
vykonano na pracovisti v Ostravé, pod které spadaji kraje Zlinsky a Moravskoslezsky.
Celkove nejvyssi pocet Setieni byl proveden v roce 2017. Celkovy pocet
epidemiologickych Setfeni provedenych Statnim zdravotnim ustavem se sidlem

v Ostravé v letech 2012 az 2022 je 153. [27]

Paradoxné nejvice pozitivnich pacientd na bakterialni rod Legionella sp. bylo
v obdobi let 2012 az 2022 odhaleno na pobocce v Ostravé, kde bylo provedeno nejméné
epidemiologickych Setteni a kterd pfijimé vzorky ze dvou krajii. Pozitivni vysledek byl
u 20 pacientdl napti¢ obéma kraji. Naopak nejméné pozitivnich pacientti bylo v Kraji
Vysocina i navzdory tomu, ze zde bylo provedeno nejvice epidemiologickych Setfeni.
Celkovy pocet pozitivnich pacientli v Kraji Vysocina byl 9, pfi¢emz z toho 6 pacienti

pochazelo z okresu Jihlava. [27]

V teoretické ¢asti bylo uvedeno, Ze pocet pozitivnich pacientl stoupa, coz se pti
vyhodnocovéani poskytnutych informaci potvrdilo. Z dat vyplyva, Ze pocty
epidemiologickych Setfeni meziroéné stoupaji. Umérné k vzestupu poétu Setfeni
stoupaji 1 pocty pozitivnich pacientll. Pocty Setfeni a pocty pozitivnich pacientl jsou
ovlivnény napf.: poctem vzorkd, vyskytem teplaren v dané oblasti, teplotou vody
v potrubi pro teplou vodu, vyskytem nemocnic a zatizenich s klimatizaci, bazény,

vitfivkami, budovami se zastaralym potrubim a slepymi rameny potrubi.

Pti vyhodnocovani byl ptfedpoklad nejvyssiho vyskytu druht Legionella
pneumophila sg 1 a Legionella pneumophila sg 2-14, coz se zpracovanim dat potvrdilo.
Tyto druhy byly prokdzany u 84 % pozitivnich pacient. U zbyvajicich pozitivnich
pacientl byly prokdzany druhy jako jsou: Legionella pneumophila spp, Legionella
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anisa, Legionella taurinensis a Legionella spiritensis. Ty byly prokazany pouze v tadu

nékolika malo jednotek. [27]

V porovnani s druhou &asti Ceské republiky, kam spadaji kraje: Jihodesky,
Plzenisky, Karlovarsky, Stiedocesky, Ustecky, Pardubicky, Kralovehradecky a
Liberecky kraj, mé autorkou prace feSena ¢ast republiky podstatné vyssi zachyt
legionely. Tyto kraje, které nebyly doposud v praci feSeny, spadaji pod Statni zdravotni
tstav se sidlem v Usti nad Labem. Statni zdravotni istav se sidlem v Usti nad Labem
provadi podstatné mén¢ Setfeni, laboratoie se zde nezaméiuji primarné na problematiku
legionely a také se zde nenachézi zadna referencni laboratof. Naptiklad Karlovarsky
kraj mé téméf kazdy rok nulovy zachyt legionely. To je vzhledem k ¢etnosti lazenskych
zafizeni pomérné zvlastni. Nelze to tedy vysvétlit jinak nez, Ze se zde odbéry vzorkil a

naslednd Setieni témet neprovadéji. (RNDr. Drasar — Gstni sdéleni)

V porovnani se sousednimi zemémi, ma Ceska republika ro¢ni zachyt oproti
Slovenské republice tiikrat vyssi. Polska republika, ktera ma témét 40 miliont obyvatel,
tudiz piiblizné Styfikrat vice obyvatel nez Ceska republika, ma meziroéni zachyt pétkrat
nizsi. Z toho vyplyva, ze se Ceské republika, jako celek, problematikou legionel6zy

zabyva podstatné vice nez napiiklad Polsko. (RNDr. DraSar — tstni sdéleni)

V roce 2023 byla v Polsku dokonce epidemiologie legionelozy. Nékolik lidi,
pfedevsim senioril, zemielo. Nemoc se zacala §ifit v srpnu na jihovychodé zemé.

Podrobnéjsi informace o pribéhu epidemiologie bohuZzel nejsou stale znamy. (RNDr.

DraSar — tstni sdéleni)

Z evropskych zemi je nejvétsi vyskyt Legionadiské nemoci, vzhledem k poctu
obyvatel, ve Slovinsku a v Loty$sku. Dale pak ve Spanélsku, Portugalsku, Italii, Francii,
Dansku a Nizozemsku. Naopak nejlepsi vysledky, tudiZ nejnizsi vyskyt hlasi zemé:
Ceska republika, Slovensko, Irsko, Recko, Bulharsko a Rumunsko. K zemim, které se
touto problematikou pfili§ nezabyvaji, a nemaji tudiz vysledky, které by byly
porovnatelné, patii Némecko, Rakousko, éV}’/carsko, Madarsko, Litva, Svédsko, Finsko,
Belgie, Chorvatsko, Cernd Hora, Bosna a Hercegovina, Kosovo, Severni Makedonie,

Albanie a Srbsko. [28]

Ze statistik, zvetejnénych spolecnosti Centers for Disease Control and Prevention,
z let 2000 az 2017 o vyskytu legioneldzy ve Spojenych statech americkych vyplyva, ze

vyskyt tohoto onemocnéni kazdym rokem stoupa. Od roku 2000 do roku 2017 vzrostl
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pocet pacientli na pétinadsobek. Nejvice pacientl zde legionel6zou onemocni obvykle
béhem letnich mésicii. Zhruba polovina pacientli spada do vékové skupiny 40 az 60 let.
Legioneldza zde naopak nejméné postihuje déti do 10 let. 60 % pacientd jsou muzi.
Bylo také potvrzeno, ze legioneldza postihuje nejvice bélosskou populaci, ktera tvori
témer 65 % nemocnych. Jako dobry statisticky vysledek mizeme povazovat informaci,
ze 75 % obyvatel USA, ktefi onemocnéli touto nemoci, nepotiebovali hospitalizaci.
Znacna Cast pacientil se nakazila béhem cestovani. Nejvice nemocnych bylo v letech
2016 a 217 ve statech: New York, Pennsylvania, Ohio, Indiana, Michigan, Illinois,
Washington, Oregon, Idaho, North Dakota, Nevada, Utah, Arizona, New Mexico a

Louisiana. [29]

Mnoho zemi se dnes v diagnostice spoléhd pfedevsim na moc€ovy antigen. Tento
test je ovSem schopen spolehlivé diagnostikovat pouze druh Legionella pneumophila. V
nékterych zemich, jako napiiklad v Australii a na Novém Zélandu, kde byla etiologie
komunitni pneumonie systematicky studovéana, se onemocnéni Legionella longbeachae
objevilo jako hlavni pfi¢ina legionel6zy. Tento druh je dnes velmi rozsifen naptiklad i
v Kanadg, USA, Jihoafrické republice, Japonsku a Cing. Minimélné jeden piipad byl
potvrzen i v zemich jako jsou: Anglie, Spanélsko, Francie, Némecko, Norsko, Svédsko
a Finsko. Problémem dnesni doby je, Ze mnoho zemi neni schopno legionel6zu spravné

identifikovat a tudiZ mnoho pfipadii nebylo viibec potvrzeno. [30]

Je politovanihodné, Ze nebylo mozné ziskat reprezentativni informace o vyskytu
legionelézy ve vech krajich Ceské republiky, ale pouze v krajich spadajici pod Statni
zdravotni tstav se sidlem v Ostravé. I tak, se ale mizeme pochlubit tim, Ze u nés
v Ceské republice dbame na prevenci, spravnou diagnostiku i vyzkum tohoto
bakteridlniho rodu. Ceska republika, jako celek, je ve svétovém Zebiicku na prednich
mistech, z hlediska feSeni problematiky vyskytu legionely. Zbyva jen doufat, Ze
v pritbéhu let se i ostatni staty vice zamé&ii na feSeni problematiky tykajici se vyskytu

legioneldzy.
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9. ZAVER

Tato bakalafska prace je vénovana problematice bakteridlniho rodu Legionella sp.
Je zamétena na analyzu z vody a ze stéri. Data a laboratorni prostory pro praci byly
poskytnuty Statnim zdravotnim Ustavem se sidlem v Ostravé pod odbornym dohledem

konzultantky prace, pani Ing Pavliny Silvestrové. Cela prace byla vedena vedouci préce,

pani PharmDr. Barborou Voxovou.

Cilem této bakalafské prace bylo zpracovat soubor o aktudlnich poznatcich o
bakteridlnim rodu Legionella sp. a zpracovat metodiku stanoveni dle normy CSN EN
ISO 11731. Zavérem pak statisticky zpracovat data o epidemiologickych Setfenich
poskytnutych od Statniho zdravotniho ustavu se sidlem v Ostravé. Data jsou z let 2012
az 2022 a poskytuji informace o Setfenich v krajich: Vysoc¢ina, Jihomoravském,

Olomouckém, Zlinském a Moravskoslezském.

Zkoumany bakteridlni rod se vyskytuje nejcastéji ve vodnim prostiedi nachazejicim
se napt.: ve starém teplovodnim potrubi, slepych ramenech potrubi, v mistech se
stagnaci vody, v klimatizacich, vifivkach, bazénech, nemocni¢nich a hotelovych
zafizenich. Nejohrozen¢jSimi skupinami jsou déti, osoby s poruchami imunity, kutéci a
star§i muzi. Rod zpusobuje pontiackou horecku a legionaiskou nemoc, které jsou ¢asto

zaménovany za obycejnou chiipku ¢i zapal plic.

Pii potvrzeni vyskytu legionelly na daném misté, nasleduji ndpravnd opatieni. Patfi
mezi n¢ zamezeni stagnace vody v rozvodech 1 jejich dil¢ich ¢astech, dale vyhybani se
pouziti nevhodnych materialti, napt. t€snéni z ptirodni gumy, barvy a tmely. Pokud jiz k
vyskytu bakterii Legionella dojde, je doporuc¢eno pouzit dezinfekéni opatieni, mezi néz
patii kratkodobé piechlorovani nebo proplachy vodou zahtatou na vyssi teplotu, ¢i

instalace ionizatord, ze kterych se uvoliiuji ionty stfibra a médi.

Vysledky ukéazaly, ze pocty muzii a Zen, at’ uz podrobovanych epidemiologickému
Setfeni €1 pozitivnich na bakterialni rod Legionella sp., jsou v poméru 3:1. Typicky
obrazem pacienta je: muz starsi 55 let, ktery je silnym kufakem. U Zen byva obraz

podobny, ale pacientek je podstatné méne¢.

Nejvyssi pocet epidemiologickych Setfeni byl v obdobi let 2012 az 2022 proveden
v roce 2017. Celkovy pocet epidemiologickych Setieni, vykonanych Statnim zdravotnim

ustavem se sidlem v Ostravé, v letech 2012 az 2022 byl 153. Meziro¢né byl nejvyssi
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pocet Setfeni proveden v Kraji Vysocina, ale paradoxné zde bylo nejméné skutecné
pozitivnich pacientli. Naopak nejméné Setieni, ale paradoxné nejvice pozitivnich
pacientl, odhalilo pracovisté v Ostravé, a to ve Zlinském a Moravskoslezském kraji.
Tyto vysledky jsou ovlivnény napi.: poctem vzorka, vyskytem teplaren v dané oblasti,
teplotou vody v potrubi pro teplou vodu, vyskytem nemocnic a zafizenich s klimatizaci,

bazény, vifivkami, budovami se zastaralym potrubim a slepymi rameny potrubi.

Nejcastéji byla u pacientl prokazana Legionella pneumophila sg 1 (41 %) a
Legionella pneumophila sg 2-14 (43 %). U zbyvajicich pozitivnich pacienti byly
prokazany druhy jako jsou: Legionella pneumophila spp, Legionella anisa, Legionella
taurinensis a Legionella spiritensis. Ty byly prokdzany pouze v fadu né¢kolika malo

jednotek. [27]

Ceska republika je v porovnani s ostatnimi zemémi na velmi dobré tirovni
laboratorni diagnostiky legionely. Na pomérn¢ vysoky pocet Setfeni a odebranych
vzorki zde, vzhledem k poctu obyvatel, nemame pftili§ mnoho pozitivnich pacienta.
Pouzivame rizné laboratorni postupy a vénujeme se i1 prevenci. Pochopitelné stejné€ jako
1 v jinych zemich nejsou zdaleka vSechny ptipady legioneldzy odhaleny, predev§im
pokud se jedna o leh¢i formu v podobé pontiacké horecky, ale i pfesto se u nas touto
problematikou, na rozdil od jinych zemi, velmi zabyvame. V Ceské republice byly
dokonce objeveny i nové druhy legionely, jako naptiklad Legionella burnensis a

Legionella moravika.
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10. POUZITE ZKRATKY

ATB Antibiotic Antibiotikum
BCYE Buffered charcoal yeast extract | Pufrovany agar kvasnicovy extrakt
agar
BCYE-cys Buffered charcoal yeast extract | Pufrovany agar kvasnicovy extrakt
agar — cystein s L-cystein
BCYE-AB Buffered charcoal yeast extract | Pufrovany agar kvasnicovy extrakt
agar — antibiotic s antibiotiky
¢. cislo Cislo
CFU Colony forming units Kolonie tvofici jednotku
DNA Deoxyribonucleic acid Deoxyribonukleova kyselina
ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent metoda slouzici k detekci a
Assay stanoveni koncentrace antigent
nebo protilatek
FITC fluorescein isiothiocyanate Fluorescein izothiokyanatan
s antikralicm konjugatem
GVPC Glycin, Vankomicin hydrochlorid, Pida obsahujici Glycin,
Polymyxin B sulfat, Cykolheximid Vankomycin hydrochlorid,
Polymyxin B sulfat, Cykloheximid
KTJ Kolonie tvorici jednotku Kolonie tvofici jednotku
MWY Modified wadowsky yee Vysoce selektivni agar, selektivni
médium, které je alternativou
k GVPC agaru
napfr. napriklad Napftiklad
p.a. per analysis Latky analytické kvality
PCR Polymerase Chain Reaction Polymerazova fetézova reakce
sb. sbirky Sbirky
sg serogroup Séroskupina
sp. species Druh
tzv. takzvany Takzvany
UK United Kingdom Spojené Kralovstvi (Britanie)
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