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UvoD

Bez vody by nemohl existovat Zivot. Setkdvame se s ni mnohokrat za den at uz
v prirodé, praci ¢i Skole, vyuZivame ji k hygiené a v neposledni fadé se stala
nezbytnou slozkou nasi potravy. Voda je tedy od pradavna nedilnou soucasti Zivota,
a proto bychom si méli davat pozor na to, co obsahuje. A pravé voda a vlhka ptida
jsou mista, odkud se lze nakazit bakterii Legionella. Nebezpec¢né je vdechnuti malych
kapének aerosolu, ve kterych se bakterie dostanou aZ do dolnich cest dychacich, kde
plsobi. Proto je dtilezité dbat na prevenci a kontrolu vodnich rozvodi, nadrzi a
ostatnich mist, kde dochazi ke stagnaci vody a bakterie se tak mohou snadno
premnoZzit. Nejvice nebezpelné jsou teploty v rozmezi 20 - 45 °C, jeZ predstavuji

idealn{ prostiedi pro mnoZeni bakterii Legionella.

Legionella se tadi mezi rod patogennich bakterii, které zptsobuji onemocnéni
Clovéka a v mimoradnych situacich mize skoncit az imrtim. Ve svéte je nejvice
onemocnéni zplisobeno druhem Legionella pneumophila, v Ceské republice vSak

byla zjiSténa ndkaza druhem Legionella bozemanii.

Je dulezité se touto problematikou zabyvat, nebot v poslednim desetileti se pocet
hlaSenych infekci timto rodem vice nez 14x zvysil a je pravdépodobné, Ze pocet

bude dale stoupat.

Préce je pojata tak, Ze v ramci teoretické ¢asti je popsana problematika bakterii rodu
Legionella ve vodach. Je zde objasnéna historie onemocnéni, ddle mozné nemoci a
jejich 1éCba. Prace je zamérena na vyskyt bakterii Legionella, Zivotni cyklus a stavbu
bunky s orientaci na jeji vzhled. V praci je uvedeno také taxonomické zarazeni se
zamérenim na porovnani vybranych druht, metody detekce a patogeneze bakterii.
V zavéru teoretické casti je popsana prevence a jsou rovnéz také uvedeny rizikové
faktory, napravna opatieni v budovach a rozvodech vody, v nichz doslo k vyskytu

rodu Legionella.

Prace je doplnéna o experimentalni Cast, ktera je zaloZena na vlastnich odbérech
vody v budovach v Hradci Kralové a Liberci a nasledném posouzeni vzorki. Je zde

uvedena metodika prace a vyhodnoceni vzorkd doplnéné o autorské fotografie.



1 TEORETICKA CAST PRACE

1.1 Historie onemocnéni
Jak uvadéji Osterholm et al. (1983), prvni zminka o epidemii zplisobené bakterii
rodu Legionella pochazi jiZ roku 1957 z Minnesoty. Tehdy se u 87 zcca
30 000 obyvatel objevila pneumonie (zapal plic). Zdroj epidemie nebyl nikdy dlouho
nalezen a pneumonie se v dalSich letech neprojevila. V roce 1979 byla na prezivsich
provedena studie a dokazalo se, Ze nakaZeni lidé méli vtéle zvySeny pocet
protilatek Legionella pneumophila nez 1idé, ktefi nakaZeni nebyli. Védci

se domnivaji, Ze nakaza tehdy pochazela z chladici véze.

0 8 let pozdéji, v roce 1965, byl objeven v psychiatrické 1é¢ebné Washiongtonu D.C.
dal$i ptipad nakazy. Z 6000 lidi bylo nakaZeno 81. V tivahu pripadaji dvé moZnosti,
a to bud naruSeni systémi pitné vody a nasledna kontaminace vodovodnich
systémi béhem vykopovych praci pro stavbu systému na postrik travniki, nebo

patogen v ptidé (Mermel et al., 1995).

Dalsi udalost se stala vroce 1968 v Michiganu, v némZ 144 lidi onemocnélo
pontiackou horeckou, nikdo vSak nejevil znamky pneumonie. Pri¢ina onemocnéni
byla vysledovdna k uniku vody z odparovaciho kondenza¢niho systému, kterym
se voda dostala do cirkulujiciho vzduchu. Po vypnuti klimatiza¢niho zatizeni doslo
k eliminaci rizika vzniku choroby, kdeZto zapnuti zptlisobilo opétovny vyskyt

choroby (Glick et al., 1978).

Terranova et al. (1978) popisuji dalSi zndmou wudalost pred epidemii
ve Philadelphii zroku 1974 ze stejného hotelu, kde 2 roky nato vypukla
epidemie, po niZ byla nemoc pojmenovana. Pneumonie se projevila u 20 nakazenych
z 1500 a 2 lidé na ni zemfreli. Zdrojem nakazy se stal hotelovy systém pitné vody

(Edelstein, 2008).

K dalS$imu ataku bakterie rodu Legionella doSlo ve Philadelphii v 1été roku 1976
béhem konference, na nizZ byl pritomno priblizné 4000 americkych legionari.
Fraser et al. (1977) uvadéji, Ze se nemoc rozsirila vzduSnou cestou z hotelové
klimatizace. Z celkového poctu 182 nakaZenych jich 29 zemfelo. Termin
slegionarskd nemoc“ poprvé pouzilo Centrum pro kontrolu chorob

(CDC - Center for Disease Control) v roce 1977 jako oficiadlni nazev probéhlé
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epidemie (Lattimer et Ormsbee, 1981). Neschopnost vysSetiovateli z CDC rychle
urcit ptivodce epidemie vedla k mnoha spekulacim, napt. Ze se jednalo o podvod,
dale o chemicky vojensky experiment, jenZ se nezdaril, anebo také o hoax vytvoreny

pro podporu CDC a pro ockovani proti praseci chiipce (Edelstein, 2008).

Onemocnéni vyvolané bakterii Legionella se miiZe projevit ve dvou formach. Leh¢i
forma cili pontiacka horecka je respiracni infekce, ktera se obejde bez specialni
tzv. legionairskd nemoc, kdy nejhors$im a také nejdtlezitéjSim klinickym priznakem
je tézkd pneumonie. Pneumonie miize zplisobit dechovou nedostate¢nost

vyZzadujici intenzivni péci, ktera miiZze skoncit az rizenou ventilaci (Klaban, 2005).

1.1.1 Legionaiska nemoc
Edelstein (2008) definuje legionairskou nemoc jako pneumonii vyvolanou bakterif
Legionella spp., kterd miiZze nebo nemusi byt spojena s extrapulmonarni infekci
a symptomy onemocnéni mohou byt pomérné riiznorodé. Mezi nejcastéjsi se radi
horecka, kterd muiZe byt doprovazena anorexii, ztuhlosti, bolesti svalii a hlavy.
Piipadny kaSel miize obsahovat krvavé nebo hnisavé sputum. Odhadem
u 30 % nakaZenych se miliZe projevit prijem a zvraceni a 50 % miize pocitovat
zndmky duSevni zmatenosti. Inkuba¢ni doba se pohybuje v rozsahu 2 - 10 dni,
pricemz nemoc propukd 3 - 6 dni po nakaze (Joseph et al., 2006). Priblizné
70 % pacientl s neposSkozenymi piirozenymi obrannymi mechanismy se bez
specifické 1é¢by uzdravuje po 5 - 7 dnech od doby, kdy se u nich nemoc projevila.
Smrt obvykle nastava jako dtlisledek selhani dychani (Edelstein, 2008). Mira
umrtnosti je priblizné 10 %, u imunosuprimovanych osob miiZe vystoupat

azna 30 % (Shadoud et al., 2015).

1.1.2 Pontiacka horecka
Pontiackd horec¢ka predstavuje kratkodobé hore¢naté onemocnéni nejisté
etiologie. Neni jasné, zda je nemoc zpisobena inhalaci bakterii rodu Legionella,
jinym rodem bakterie nez Legionella, ¢i kombinaci obou. Nakazit se lze témér
kdekoli, kde je moZny vyskyt nakazlivych bakterii v aerosolu, avsak nejcastéji se

objevuje v hotelech, laznich a restauracich.
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Doba inkubace po expozici kontaminovaného aerosolu se pohybuje od
4 - 120 hodin. Mezi dominantni pfiznaky nemoci patii horecka, bolest hlavy, svali
a celkova unava. Dale nemocni mohou trpét na bolest kloubti, kasel, dusnost ¢i

bolesti bricha.

Pneumonie se béZné nevyskytuje, avSak vjednom pripadé byla zaznamenana
(Castor et al, 2005). Spekuluje se, Ze nakaZeni byli vystaveni velmi vysoké

koncentraci toxind v aerosolu (Edelstein, 2008).

1.2 Vyskyt a nebezpecnost bakterii rodu Legionella
Legionella je béZzné vyskytujici se bakterie, kterou mliZeme nalézt ve vodnich
zdrojich v prirodé, jako jsou reky a jezera, v deStnych pralesech (Fallon, 1999) a
dale také ve vlhkych pldach (Fields et al., 2002). Anand se spoluautory
(Anand et al, 1983) uvadéji, Ze se L. pneumophila mnozi v mistech, kde neprobiha
fotosyntéza. Avsak na zakladné studie, kterou provedli Tison et al. (1980), bylo
dokazano, ze rlst tohoto druhu je mozny i na povrchu, kde dochazi k uvoliovani
produktli cyanobakterii a aktivni fotosyntéze, coZ potvrzuje i studie provedena
vroce 2009 (Taylor et al., 2009). Dale se vyskytuje i v lovékem vytvorenych
umeélych vodnich systémech, kterymi jsou napft. teplovodni potrubi v budovach,
nadrze chladicich vézi klimatizacnich systémd, virivé lazné a sprchy nebo biofilm a

necistoty v trubkach (Fallon,1999).

Bakterie patfici do rodu Legionella mohou v prirodé vyuzivat produktl
metabolismu jinych organismi, napt. Flavobacterium brevis, ktery vylucCuje sirnou
aminokyselinu cystein. Tuto aminokyselinu potom mohou bakterie Legionella

vyuzivat ve vodnim prostredi (Klaban, 2018).

Ve vhodnych podminkdch mohou bakterie z rodu Legionella preZivat v cystach
améb, kde jsou chranény pred vyschnutim. Po fagocytozé akantamébou se mnoZi
v cytoplazmé, kde po zhruba 36 - 48 hodinach zapliuji vétSinu obsahu cytoplazmy
améby (Barker et Brown, 1994). Konec¢na faze infekce nastava v podobé rozptyleni
mnoha pohyblivych bunék do prostredi. Fields et al. (2002) uvadéji, Ze se bakterie
Legionella dokazi mnozit ve 14 druzich améb, dvou druzich obrvenych prvoki
a vjednom druhu rasy se slizovitym obalem. V nepritomnosti prvokl byl jejich

vyskyt  dokumentovan  pouze  vlaboratorich na  zZivnych  médiich.
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Jak uvadéji Barker et Brown (1994), bakterie mohou preZit v druzich Hartmannella,
Naegleria a Acanthamoeba - A. castellanii (Bozue et Johnson, 1996), A. polyphaga
(Barker et al., 1992).

Nebezpeci predstavuje vdechnuti aerosolu obsahujiciho kapénky z rodu Legionella.
mensim, nez 5 pm se snadnéji dostavaji do dolnich cest dychacich. Cesta priniku
do organismu pres respiracni trakt je nejcastéjSim zptisobem onemocnéni ¢lovéka
(Joseph et al,, 2006). Uvadi se, Ze nemoc neni pienosna z ¢lovéka na clovéka, avsak
Borges et al. (2016) tvrdi, Ze byl objeven prvni ptipad pifenosu legionaiské nemoci

z Clovéka na clovéka, konkrétné prenos L. pneumophila subsp. fraseri sg. 1.

Franzin et al. 2001 popsali pripad, kdy k nakaze doSlo u novorozence pouze 7 dni
po porodu. Novorozenec byl infikovan po vleklém porodu do vody nejspiSe
vdechnutim kontaminované vody do dutiny nosohltanu. Nejprve byl po 4 dnech
od porodu propustén znemocnice, avsak o 3 dny pozdéji byl znovu prijat
s horeckou a dechovou nedostatecnosti. Za 26 az 33 dni od projeveni ptiznaki byly
zjiStény protilatky proti L. pneumophila sg. 1. Pti nasledné kontrole vodniho
prostiedi v nemocnici byla objevena L. pneumophila sg. 1 v centralni nadrzi teplé
vody a také ve sprchové hlavici teplé vody v mistnosti s porodni vanou.
Dalsi pripad nakazy novorozence po domdacim porodu do vody popsali
Nagai et al., 2003. Za 8 dni po porodu dité zemrelo a pri nasledné pitvé byla v plicni

tkani prokazana L. pneumophila sg. 6.

Vyznamnou roli pri vzniku onemocnéni hraje odolnost jedince, Zivotosprava,
choroby a také predispozicni faktory. Velikost rizika miize byt posouzena
na zakladé RR (Rate Ratio), coz predstavuje vyjadreni relativniho rizika, které
znamena kolikrat vétsi je riziko vzniku nasledki u exponovanych osob oproti
osobam neexponovanym. NejrizikovéjsSim faktorem je AIDS s RR 41,9, dale jsou to
nadory, zejména hematologické malignitidy sRR 22,4. Kone¢né stadium
pfi selhavani ledvin ma RR 21,4 a plicni nadory 6,78. RR pri diabetu je 1,99 a
koureni 1,83. Zajimavé je, Ze muZské pohlavi ma RR 1,46 oproti Zenskému pohlavi

(Sasek, 2011).
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Infek¢ni davka je velmi variabilni. V zavislosti na odolnosti jedince a virulenci
bakterii Legionella se uvadi rozpéti 10 az 10> bakterii, kterych je potieba, aby
doslo k ndkaze jedince (Sasek, 2011).

1.3 Stavba buiiky bakterie Legionella
Bednar et al. (1996) charakterizuji bakterie rodu Legionella jako nesporulujici
aerobni gramnegativni tyCinky. Svoji velikosti 2 - 6 um do délky a 0,3 - 0,9 pm
do sirky se radi mezi stihlé tyc¢inky Casto tvorici i vlakna. Ve sténé jsou rozvétvené
2,3 - dihydroxy - mastné kyseliny, jeZ jsou charakteristické pouze pro tento rod
a jiné znamé bakterie je neobsahuji. Jejich télo obsahuje 2 a vice polarnich bicikd,
coZ je ¢ini pohyblivé. Neoxiduji ani nefermentuji glukézu ani dal$i béZzné cukry
(Klaban, 2005). Rozpoznavacim znakem nékterych druht je jejich fluorescence
pod UV svétlem a také antigenni struktura. Na obrazku (Obr. 1) je vyobrazena vnéjsi

stavba bakterie Legionella, na dalSim obrazku (Obr. 2) Ize pak pozorovat schopnost

fluorescence pod UV svétlem.

Obr. 1: Bakterie L. pneumophila Obr. 2: Kolonie Legionella spp. rostouci

na agaru, osvétlené UV svétlem pro

zvySeni kontrastu
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1.3.1 Optimalni podminky, rozmnoZovani a riist kolonie
Optimalni podminky pro riist a vyskyt bakterii tohoto druhu predstavuje teplota vody
vrozmezi 20 - 45 °C. Pokud teplota vody presahne hranici 60 °C, organismus hyne,
naopak pri poklesu teploty vody pod 20 °C dochazi k zastaveni mnoZeni. Zde mohou
preZzivat ve spici formé, a jakmile dosahne teplota vody vhodné urovné, mohou se opét
pomnozit. Dle Uidajl ze studie, kterou provedli Skaliy et McEachern (1979), ¢tyti kmeny
bakterii prezily od 69 do 139 dni v destilované vodé a od 408 do 415 dni ve vodé
z vodovodu. Idedlni hodnota pH kolisd mezi 5,0 - 8,5 (Legionella, 2017). Mezi vhodné
podminky pro Zivot bakterii Legionella se radi také pritomnost nutri¢nich latek. Jejich
zdrojem béZné vyskytujici se organismy vodnich systémil jako améby a rasy

(Joseph et al., 2006).

Pti teploté 55 °C bakterie umira do 6 hodin, pti 60 °C umira béhem 32 minut, pfi 66 umira
do 2 minut. Pokud teplota dosdhne 72 °C, nastane jev termické desinfekce a

bakterie okamzité hyne (Legionella, 2017).

1.3.2 Zivotni cyklus
Zivotni cyklus bakterie rodu Legionella zatina prichycenim a naslednym proniknutim
do hostitelské bunky (1), jak je vidét na obrazku niZe (Obr. 3). Bezprostredné po vniknuti
se vakuola obsahujici bakterie Legionella (LCV - Legionella Containing Vacuole) vyhyba
spojeni s endozomy a lysozomy, aby nedoslo k absorbovani a naslednému ohraniceni
membranou (2). Béhem prvni hodiny vakuola obsahujici bakterie interaguje
s mitochondrii a dochazi k replikaci (3) a soucasné k nasedani vezikul na sténu vakuoly.
V nasledujicim kroku se formuje vakuola, jez je obklopena ribozomy (4). V této fazi také
dochazi k nékolika replikacim, kdy na konci bakterie obsahuji bi¢ik (5). Zivotni cyklus
je dokoncen, kdyZ bakterie Legionella unikaji z hostitele do prostredi, kde zapocinaji novy

infekéni cyklus v sousednich butikach (6) (Franco et al., 2009).
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Obr. 3: Intracelularni Zivotni cyklus bakterie L. pneumophila

1.4 Taxonomie
Objeveni a izolace bakterii rodu Legionella zpusobujici legionafskou nemoc vedlo
k vytvoreni bakteridlni celedi Legionellaceae. Ze strany nékterych védci bylo
navrhovano, aby na zakladé nizké hodnoty hybridizace DNA byly rozmistény mezi rody
Legionella, Tatlockia a Fluoribacter (Garrity et al., 1980). Druhy L. bozemanii, L. dumoffii a
L. gormanii mély ptivodné patrit k rodu Fluriobacter, kdezto L. maceachernii a L. micdadei
krodu Tatlockia (Klaban, 2011). AvSak na zdkladé ptibuznosti DNA, kterd je mezi
jednotlivymi druhy Legionella 70 %, bylo pristoupeno kceledi Legionellaceae.
A7 do soucasnosti je pouzivdna Brennerova Kklasifikace (Brenner, 1986). Dle Parka
(Park et al.,, 2004) Candidatus Legionella jeonii jesté nebyla zarazena do rodu Legionella a

zatim se uvadi pouze jako kandidat na zarazeni do tohoto rodu.

Prehled shrnujici doposud objevené druhy rodu Legionella je v nasledujici
tabulce (Tab. 1). Z celkového poctu 66 doposud znamych druhi bakterii Legionella byla
popsana nebezpecnost pro ¢lovéka u 23 druhi. U 21 druhti byla nebezpecnost pro ¢lovéka
vylouCena a u dalSich 22 druhli nebyla nebezpecnost potvrzena ani vyvracena.
Jednotlivé druhy se od sebe lisi také pocCtem séroskupin. Zatimco vétSina druhti ma
pouze jednu séroskupinu, pro L. pneumophila je uvadéno aZ 16 séroskupin. Pro ostatni
druhy, které vtabulce niZe neobsahuji ¢iselnou hodnotu, neni zatim zndm pocet
séroskupin. Pri vypracovani tabulky byly vyuZzity tyto zdroje: Fields et al, 2002;
WHO, 2002; DSMZ, 2017; Liick, 2008; Palmer et al., 2016 a Edelstein et al., 1985.
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Taxonomie rodu Legionella:

Doména: Bacteria

Oddéleni: Proteobacteria

Trida: Gammaproteobacteria
Rad: Legionellalles

Celed: Legionellaceae

Rod: Legionella

Tab. 1: Prehled druht bakterii rodu Legionella

Plvodce
Pocet
Druh onemocnéni

u ¢lovéka &
L. adelaidensis ano 1
L. anisa ano 1
L. beliardensis ne 1
L. birminghamensis ano 1
L. bozemanii ano 2
L. brunensis ne 1
L. busanensis nezjisténo 1
L. cardiaca nezjisténo -
L. cherrii nezjisténo
L. cincinnatiensis ano 1
L. clemsonensis ano -
L. drancourtii nezjisténo 1
L. dresdenensis nezjisténo -
L. drozanskii ne 1
L. dumoffii ano 1
L. erythra ano 2
L. fairfieldensis ne 1
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L. fallonii ne 1
L. feeleii ano 2
L. geestiana ne 1
L. gormanii ano 1
L. gratiana ne 1
L. gresilensis ne 1
L. hackeliae ano 2
L. israelensis nezjisténo 1
L. jamestowniensis ne 1
Candidatus L. jeonii nezjisténo 1
L. jordanis ano 1
L. lansingensis ano 1
L. londiniensis ne 2
L. longbeachea ano 2
L. lytica ne 1
L. maceachernii ano 1
L. impletisoli nezjisténo -
L. indianapolisensis ano -
L. massiliensis nezjisténo -
L. micdadei ano 1




L. moravica ne 1 L. rubrilucens nezjisténo 1

L. nagaskiensis nezjisténo - L. sainthelensi ano 2
L. nautarum ne 1 L. santicrucis ne 1
L. norrlandica nezjisténo - L. saoudiensis nezjisténo -
L. oakridgensis ano 1 L. shakespearei ne 1
L. parisiensis ano 1 L. spiritiensis ne 1
L. pneumophila ano 16 L. steelei nezjisténo -
L. pneumophila subsp. | nezjisténo - L. steigerwaltii nezjisténo 1
frasei L. taurinensis ne 1
L. pneumophila subsp. | nezjisténo - L. thermalis nezjisténo -
pascullei L. tusconensis ano 1
L. pneumophila subsp. | nezjisténo - L. tunisiensis nezjisténo -
pneumophila L. wadsworthii ano 1
L. quateirensis nezjisténo - L. waltersii ne 1
L. quinlivanii ne 2 L. worsleiensis ne 1
L. rowbothamii ne 1 L. yabuuchiae nezjidténo -

Vtabulce (Tab. 3) v priloze je zndzornéno porovnani jednotlivych druhii v reakcich
na katalazu, oxidazu, ureazu, -laktamazu, redukci nitratu a hydrolyzu hippuratu. Dle
dostupnych informaci pouze druh L. worsleiensis vykazuje negativni reakci v testu
na katalazu. V reakci na ureazu ma podle dostupnych informaci pozitivni reakci pouze
druh L. saoudiensis. Dale je zde popsano, zda dany druh vykazuje autofluorescenci ¢i
nikoli. U 19 druhli je autofluorescence potvrzena, pricemZ nejcastéjsi zbarveni
je modro-bilé. U druhi je také uvedeno, kde byl vzorek izolovan a také o jaky druh se
jedna. Pokud byl vzorek izolovan z vice mist, je uvedeno vzdy jen jedno. Nejvice druht
bylo izolovano v Severni Americe spole¢né s Americkymi Panenskymi ostrovy, dale pak
ve Spojeném kralovstvi Velké Britanie a Severniho Irska. 42 vzorkd pochazi z vodniho
prostiedi, 12 vzorki bylo izolovano z ¢lovéka (plice, srdce), 5 vzorkl bylo izolovano
z pudy a u 3 vzorki nebyl ptivod dohledan. U mist, kde je v tabulce znak hvézdic¢ky nebyly

informace dohledany.
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1.4.1 Porovnani vybranych druhi
Nékteré druhy bakterii Legionella jsou rozdéleny do séroskupin (sérotypti). Bakterie
v jedné séroskupiné se vyznacuji spoleCnymi antigennimi vlastnostmi, tedy se vii¢i nim
tvori riizné typy protilatek, kdy je specifita séroskupiny zaloZena ne chemickém slozeni
lipopolysacharidu (Helbig et al., 2002). Jednotlivé séroskupiny se od sebe také mohou liSit
v patogenité, virulenci ¢i odolnosti vici vnéjSimu prostiedi (Gate2Biotech, 2018).
Liick (2008) uvadji, Ze nejvice séroskupin obsahuje druh L. pneumophila, jejichZ pocet €ini
nejméné 16. Zaroven obsahuje také 3 podskupiny: L. pneumophila subsp. frasei,
L. pneumophila subsp. pasculleia a L. pneumophila subsp. pneumophila. Ostatni druhy rodu

Legionella nepresahuji 2 séroskupiny, jak je uvedeno v tabulce (Tab. 1).

Priblizné 75 % infekci vyvolanych bakterii Legionella zptsobuje L. pneumophila
kdezto 5 -10 % infekci je zpUsobeno ostatnimi druhy (McNally et al, 2000;
Helbig et al., 2002; Yu et al., 2002; Doleans et al., 2004).

Pro porovnani byly vybrany druhy L. pneumophila, L. bozemanii, L. micdadei a L. dumoffii.

Goémez-Lus et al. (2013) ve své studii uvadéji strukturni rozdily mezi L. pneumophila
a L. bozemanii pti kultivaci na tuhém agaru GVPC, kdy byly hlavni odliSnosti pozorovany
ve stratifikaci. Vnitfni struktura kolonii po tfidenni kultivaci ukazala pomérné rozdily.
U L. bozemanii (Obr. 4) byly patrné 4 vrstvy (bazalni, centralni, stfedni a svrchni),
kdeZto u L. pneumophila (Obr. 5) vrstvy pouze 2 (bazalni a svrchni). Po patnactidenni
kultivaci se pocet sjednotil na 3 vrstvy. L. bozemanii byla také shledana agresivnéjsi

co se tyCe pronikani do agaru.
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Obr. 4: L. bozemanii - prurez kolonii po Obr. 5: L. pneumophila - prarez kolonif

tridenni kultivaci, 400x zvétSeno po tridenni kultivaci, 400x zvétSeno

Na porovnani virulence mezi L. pneumophila a L. micdadei se zamérili Joshi et Swanson
(1999) ve své srovnavaci analyze. Pri praci byly pouZity série kvantitativnich
fenotypovych testli zkoumajicich riist makrofagli, konjugaci, osmotickou rezistenci,
preziti a cytotoxicitu. Vysledky testii ukazaly, Ze L. micdadei je méné virulentni

nez L. pneumophila.

Dalsi porovnavaci test provedli Hébert et al. (1984) mezi L. pneumophila, L. micdadei,
L. bozemanii a L. dumoffii. Tyto Ctyfi druhy sdileji nékolik ultrastrukturnich ryst,
napr. cytoplazmatické vakuoly a gramnegativni bunécnou sténu. Dle studie jediny
rozdilny rys patti L. micdadei, kterd se vyznacuje pritomnosti elektron-transparentni

vrstvy mezi vnéjSi membranou a slizovitym pouzdrem nad bunéc¢nou sténou.

1.5 Metody detekce rodu Legionella
Mezi laboratorni metody k detekci bakterii tohoto druhu se tadi kultivace, prima
imunofluorescence, detekce mocového antigenu, detekce specifickych protilatek v séru
a detekce nukleovych kyselin pomoci PCR. Pro co nejptresnéjsi vysledek se nejcastéji
pouzivd kombinace vySe zminénych metod. Je duleZzité, aby test byl schopen
vCas diagnostikovat legionaiskou nemoc s vysokou specifi¢nosti klinicky vyznamnych
druhii Legionella a v klinicky vyznamném ¢asovém ramci (Murdoch et al., 2003).
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1.5.1 Kultivace
Kultivace patfi mezi zakladni diagnostickou metodu v dokazovani bakterii Legionella.
Pro rast se nejCastéji pouzivd agarovd ptida BCYE (Buffered Charcoal Yeast
Extract - pufrovany kvasni¢ny extrakt,), jejiZ fotografie je niZe na obrazku (Obr. 6) nebo
ptida GVPC (Glycin, Vankomycin hydrochlorid, Polymyxin B sulfat, Cykloheximid). BCYE
je puda bohatd na Zelezo a L-cystein, coZ jsou latky, které bakterie rodu Legionella
potiebuji ke svému riistu (Murdoch et al., 2003). Petriho misky se kultivuji dnem vzhiru

pii 36 °C = 2 °C po dobu 10 dni, pricemZ podminky kultivace jsou pro obé piidy stejné.

Pro kontrolu presumptivnich kolonii bakterii Legionella se vyuZziva ptilena Petriho miska
s BCYE agarem, ktera je na obrazku (Obr. 7). Na jedné poloviné misky je obsaZen agar
s cysteinem, druha polovina misky cystein neobsahuje. Pokud nejsou k dispozici ptilené
Petriho misky, lze také vyuZit dvojici misek, kdy na jedné je agar obsahujici cystein
a na druhé je agar bez cysteinu. Vobou pripadech je dlilezité fadné oznacit
misku/polovinu misky obsahujici cystein od té, ve Kkteré se cystein nenachazi.
Presumptivni kolonie se naockuji na oba agary a kultivuji se 2 dny pri teploté 36 °C + 2 °C.
Pri nasledné kontrole bakterie rodu Legionella rostou pouze na pudé s cysteinem,

kdeZto na ptidé bez cysteinu se nenachazeji.

Obr. 6: Petriho miska s agarovou plidou

BCYE

Obr. 7: Pllena Petriho miska s piidami

BCYE+ a BCYE -

Bakterie rodu Legionella jsou napohled hladké s celistvym okrajem a svym charakterem
pripominaji brousené sklo. Barevnost jednotlivych druhli se miize lisit v zavislosti

na druhu. Mizeme je nalézt v bilo-Sedo-modro-purpurovém zbarveni, ale také riizové,
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Cervené Ci hnédé. Pri pozorovani pod UV lampou mohou vykazovat modrou/bilou
(pt.: L. bozemanii, L. anisa, L. gratiana) nebo mdle zelenoZlutou (L. pneumophila)

autofluorescenci (CSN ISO 11731, 2002).

Jak uvadéji Fields et al., (2002), pufrovany kvasni¢ny extrakt je zakladem pro vétSinu
médii pouzivanych kristu rodu Legionella. Zivné piidy mohou byt suplementovany
pro snadnéjsi rozliseni jednotlivych druhi. Pokud dojde k doplnéni bovinniho sérového
albuminu a indikatorovych barviv k BCYE agaru, lze identifikovat druhy L. micdadei a
L. bozemanii. Naopak pokud kultivacni médium obsahuje cefamandol, dojde k inhibici
ristu druht, které nevytvari B-laktamdazu, jako jsou napt. L. micdadei a L. bozemanii
(Murdoch et al.,, 2003). Do Zivnych pld se dale pridavaji antimikrobialni latky pro
zastaveni riistu jinych organismi z diivodu dlouhé doby kultivace a aktivni uhli v tomto

piipadé slouzi k odstranéni toxickych peroxidi.

1.5.2 Prima imunofluorescence
Metoda primé imunofluorescence (Direct Fluorescent Antibody, DFA) byla poprvé
pouzita kdetekci rodu Legionella v sekretu dychacich cest a vzorkd plicni tkané,
pricemZ dochazi ke zjiStovani antigenu ve zkoumané tkani (Fields et al., 2002). Vyhodou
tohoto testu je jeho Casova dostupnost, kdy jsou vysledky znamé jizZ béhem 2 - 4 hodin.
Avsak tato metoda je velmi naro¢na a vyzaduje odborné znalosti (Pierre et al., 2017).
[ po uplynuti nékolika dni od zahdjeni 1é¢by mohou byt bakterie Legionella stale

detekovany v sekretu dychacich cest (Murdoch et al., 2003).

1.5.3 Detekce mocového antigenu
Jak uvadéji Kashuba et Ballow (1996), na zadkladé detekce mocového antigenu lIze v moci
pacientl s legionarskou nemoci najit specificky rozpustny antigen, ktery vylucuje
minimalné 80 % nakaZenych. Antigen lze prokazat od 1 do 3 dnti od projeveni prvnich
priznakii a pretrvavda nékolik dni az tydni (Tronel et Hartemann, 2008).
Kohler et al. (1984) uvadéji, Ze v jednom pripadé pritomnost antigenu byla dokazana i po
vice nez 300 dnech od projeveni prvotnich piiznakd. Princip detekce je zaloZen

na imunoanalyze ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay).

Mezi hlavni vyhody detekce legionarské nemoci z moci patii snadny odbér vzorkd,
kdy dvacetindsobnym aZz padesatindsobnym zvysSenim koncentrace moci lze zvysit

citlivost testu o 25 % (Murdoch et al., 2003). Citlivost testu se pak zvysi az na 100 %,
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pricemz byla hlasena 100 % specifita pro tyto metody (Kashuba et Ballow, 1996). Dalsi
pozitivum spociva v tom, Ze je metoda vyuzitelna i pti testovani pacientd, ktefi jiz byli
léceni antibiotiky pred odebranim vzorku. Nevyhody zahrnuji schopnost spolehlivé
detekovat pouze mocovy antigen L. pneumophila sg. 1 (Den Boer et Yzerman, 2004).
Fields et al. (2002) tvrdi, Ze takto nemusi byt prokazano az 40 % ptipadd nakazy bakterif

Legionella.

Tilton (1979) byl prvni, kdo pomoci metody ELISA v roce 1979 identifikoval mocovy

antigen pacienta se sérologicky prokazanou legionarskou nemoci.

Na obrazku (Obr. 8) je zobrazen komerc¢ni test Alere Binax NOWe Legionella pro
enzymovou imunoanalyzu v moci vyvinuty firmou Alere s.r.o., ktery je principem pouziti
podobny domacimu téhotenskému testu. Vysledky tohoto imunochromatického testu lze
ziskat do 15 minut. Testy lze vyhodnotit vizualné nebo za pomoci pristroje Alere™ Reader,
aby se predesSlo pripadné neobjektivité. Vyrobce uvadi citlivost pro sérologickou
skupinu L. pneumophila 97,7 %, specifitu 100 % a presnost 99 % (Alere, 2017).
Guerrero et al. (2004) avsak tvrdi, Ze test Alere Binax NOW® je méné sensitivni neZ

testovani pomoci ELISA.

Cast 2 - Postup testu

Pred provedenim testu

e Ponorte tampén Alere™ do
vyjméte kartu z obalu vzorku modi.

e Drzte lahvicku s éinidlem A svisle
1,5a22,5 cm (%2 a2 1 palec) nad

a polozte ji na
vodorovnou plochu.

Zasadte tampén do DOLNIHO
otvoru (jamky pro tampén).
Pevné zatlacte smérem nahoru,

kartou. Pomalu pridejte dvé (2)
volné padajici kapky ¢inidla A do
DOLNIHO otvoru.

aby byla 3picka tampénu dobre

viditelna v hornim otvoru. Q é ; :

TAMPON NEVYJIMEJTE.

lhned poté odstrante ' X
adhezivni pasku z Vysledek odectéte za 15 minut po

testovaci karty. Kartu zavieni karty.

zaviete a bezpe¢né Poznémka: Pro usnadnéni prace ma
‘ utésnéte. tycinka tamp6ni ryhy. Po uzavieni karty
musi byt ¢ast odlomena, aby mohla
zapadnout do vlozky zasobniku pfistroje
Alere™ Reader. Davejte viak pozor, aby
se tamp6n neuvolnil z jamky.

Prejdéte na CAST 3.

Obr. 8: Pracovni postup testu Alere Binax NOW® Legionella
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1.5.4 Detekce specifickych protilatek v séru
Tato metoda se zabyva priitkazem specifickych protilatek a antigent (Fields et al., 2002).
Jak uvadéji Wilkinson et al. (1979), produkované protilatky jsou obecné smési lidského
imunoglobulinu IgA, IgG a IgM a mohou reagovat santigenem L. pneumophila.
IgM je vyuzivan pfti infek¢ni sérologii, nebot se objevuje v priibéhu nemoci. Z divodu
moZnosti pretrvavani protilatek IgM delSi dobu nepatii detekce specifickych protilatek v
séru mezi spolehlivé testy v méreni akutni infekce (Rojas et al., 2005). Dle Den Boera a
Yzermana (Den Boer et Yzerman, 2004) je ve vétSiné pripadii v pribéhu 3 - 4 tydni zjiStén

Ctyrnasobny vzestup protilatek ve vySetfovaném krevnim séru.

Protilatky IgA, IgG a IgM mohou byt séroskupinové specifické nebo mohou reagovat
s antigenem spolecnym pro L. pneumophila. Proto nelze spolehlivé urcit séroskupinu
nebo druhy rodu Legionella zptsobujici infekci (Wilkinson, 1983). HlaSena senzitivita

sérologickych testd se pohybuje mezi 41 % - 94 % (Den Boer et Yzerman, 2004).

1.5.5 Detekce nukleovych kyselin pomoci PCR
Metoda PCR (Polymerase Chain Reaction) predstavuje dal$i moZnost detekce bakterii
rodu Legionella a je také jednim z mala test(, které jsou schopny identifikovat vSechny
doposud zndmé druhy (Murdoch et al, 2003). Tuto metodu lze vyuZit ptri analyze
Klinickych vzorki jako je moc, krev nebo sputum z dychacich cest a také pii analyze
vzorkl vod. Jak jiz z ndzvu vyplyva, test je zaloZen na detekci bakterialnich nukleovych
kyselin. Bakterie Legionella neni prirozenou soucasti lidské mikrofléry, a proto nalez jeji

DNA ve vzorku znaci infekci (Levin, 2009).

Byly také zaznamenany faleSné pozitivni vysledky s druhy rodt Gemella, Acinetobacter
nebo s neidentifikovatelnymi bakteriemi. Stale také existuji problémy spojené s obtiZnym

rozliSenim faleSné pozitivnich testli od selhani pouzité metody (Diederen, 2008).

Existuje také mozZnost testovani real-time PCR, pti kterém je hlavni vyhodou jeho ¢asova
nendrocnost. Na rozdil od klasické PCR metody zde dochdazi k zaznamenani ¢asné faze
reakce za pouziti fluorescencniho barviva k oznaceni produktu. Pfi tradi¢ni metodé
se vyuzivaji agarové gely a kvyhodnoceni dochazi vkoncovém bodu reakce.
Pro  vizualizaci se zde pouzivdA ethidium bromid a UV  svétlo

(ThermoFisher Scientific, 2018).
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Dle Fieldse et al. (2002) je stanoveni bakterii Legionella z vody pomoci polymerazové
retézové reakce tézko reprodukovatelné, a proto se stale nejvice vyuzivd metoda
kultivace. Pri PCR je vysledek udavan v genomovych jednotkach (GU) na 1 litr a je zde
stale nutnost prepoctu na kolonie tvofici jednotky (CFU, Cesky KTJ) v1 ml. Pocet
genomovych jednotek byva obvykle vyssi neZ pocet kolonii tvorici jednotky, a to z dlivodu
pritomnosti  Zivotaschopnych bunék svelmi nizkou metabolickou aktivitou

a neschopnosti kultivace (Tronel et Hartemann, 2008).

1.5.6 Neprima imunofluorescence
Dal$i moZnou metodou detekce je neprima imunofluorescence (Indirect Fluorescent
Antibody, IFA), Metoda je zaloZena na zjiStovani pritomnosti protilatek v séru, které je
pouzito jako mozny zdroj primarni protilatky. Vazba specifickych protilatek ze séra se
projevuje fluorochromem znacenou sekundarni protilatkou proti primarni protilatce. Je
uvadéno, Ze citlivost a specifita metody nepifimé imunofluorescence je vyssi oproti

citlivosti metody piimé imunofluorescence (Trebichavsky, 2009).

1.6 Patogeneze
Legionelova infekce se rozviji po inhalaci aerosolu, kdy jsou bakterie ukryté uvnitf
drobnych kapének vody. Votava et al, (2007) tvrdi, Ze jednim z faktorii virulence
jsou fimbrie, pomoci nichZ bakterie adheruji na respiratni epitel. Dale se mohou
v alveolarnich epiteliich a makrofazich mnozit. Pomoci adsorpce komplementu se navazi
na prislusny receptor na povrchu bunky, ktera je pohlti. Uvnitt butiky dochazi k blokovani
spojeni fagosomu s lysozomem, ve fagosomu se nadale mnozi a posléze svymi enzymy
parazitovany makrofag zahubi. Teprve aZ po vzniku bunécné imunity jsou specifické
T-lymfocyty schopné svymi cytokiny aktivovat makrofagy a zajistit vyporadani

se s bakteriemi Legionella.

Bakterie rodu Legionella pohlcené monocyty uvnitf buniky prezivaji jako intracelularni
parazité, priCemz neni zndmo, jak dlouho intracelularni faze trva. Pretrvavajici vylucovani
skupinového antigenu moci naznacuje, Ze stav intracelularniho parazitismu muze trvat

dlouho. AvSak chronicka legionel6za ani chronické nosicstvi neni znamo (Fallon, 1999).

SniZena obranyschopnost organismt miize mit za nasledek vyssi vnimavost k infekcim
které pak maji tézsi pribéh nez sporadické pripady, kdy imunita neni oslabena. Vyssi

vyskyt onemocnéni legionel6zou u starych osob je zapriCinén pravé sniZzenou
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obranyschopnosti organismu (Fallon, 1999). Kromé starych osob jsou vice ohroZeni
kurdaci, lidé 1éCeni kortikosteroidy a také prijemci transplantatii. Votava et al. (2007) pise,

Ze umrtnost u téchto osob se pohybuje kolem 25 %.

1.7 Lécba a antibioticka rezistence
Dle Fieldse et al. (Fields et al.,, 2002) uspésSna terapie spociva predevSim v rozpoznani
nemoci a zahajeni v€asné a vhodné antibiotické 1é¢by. K1éc¢bé je nutno uzit antibiotika
pronikajici do makrofagii (Votava et al, 2007). V minulosti byl klécbé vyuZivan
predevSim erythromycin. Ten je na pocatku onemocnéni s tézsim priabéhem podavan
intraven6zné a pii ustoupeni horecky se pokracuje v perordlnim podavani

(Klaban, 2005).

Fields et al. (2002) dale uvadéji, Ze se v soucasnosti castéji pristupuje klécbé
azithromycinem a fluorochinolony, které maji dobrou uc¢innost proti bakteriim Legionella
a navic maji méné vedlejSich ucinkl nez erythromycin. Dale se k1é¢bé miiZe pouzivat
levoflaxin, rifampicin, ciprofloxacin nebo tetracyklin. Kromé podavani prislusnych
antibiotik je nutné 1€écit i ostatni piiznaky nemoci, dopliiovat tekutiny a sledovat funkce

jater a ledvin.

Obecné se predpoklada, Ze u L. pneumophila neni vyvinuta rezistence k antibiotiklim
(Burdet et al., 2014; Jespersen et al.,, 2010). AvSak u pacienta s legionarskou nemoci,
ktery byl 1écen ciprofloxacinem, byl izolovan kmen L. pneumophila, ktery je rezistentni
na fluorochinolon. Davies et Davies (2010) vedli spekulace, Ze to mliZe byt zapricinéno
uvoliiovanim antibiotik v ptirodé a nasledné miiZe byt podpoien vznik bakterialnich linif
rezistentnich vii¢i antibiotické 1é¢bé, coZ vSak u rodu Legionella nebylo zatim prokazano.
Tato rezistence kciprofloxacinu je diisledkem jednobodové mutace v genu (gyrA)

(Shadoud et al.,, 2015).

1.8 Situace v Ceské republice
Klaban (2011) uvadji, Ze v Ceské a Slovenské republice byla zji$téna infekce pouze druhem
L. bozemanii. L bozemanii zarovenl s L. moravica pochazeji svym piivodem z Ceské
republiky, kde byly poprvé izolovany. Statni zdravotni dstav v Ostravé (Statni zdravotni
ustav, 2018) wuvadi pocty infekci zplsobenych bakterii Legionella v letech
2008 - 2017 na uzemi Ceské republiky, které jsou v tabulce (Tab. 2.) spole¢né
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s prepoctem na 100 000 obyvatel. Ztabulky je patrny mezirocni narast infekci,

aznarok 2012, kdy byl pocet nakaZenych o 2 nizsi nez v roce 2011.

Tab. 2: Hlasené infekce v Ceské republice v letech 2008 - 2017

2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017

Hlasené
15 25 42 58 56 67 110 | 120 147 | 218
infekce

Piepocet
na 100 000 | 0,1 0,2 0,4 0,6 0,5 0,6 1,0 1,1 1,4 2,1
obyvatel

V roce 2016 byla zjiSténa pritomnost druhu Legionella v jednom z hotelli ve Zliné. Mistni
hygienici byli informovani o smrti zahrani¢ni osoby, ktera zde pobyvala kratkou dobu
pred svoji smrti. Po vySetfeni vody hygienici naridili uzavieni budovy. Provozni
viak natizeni ignoroval a doslo tak k nakaze dalsi osoby. Cin byl vyhodnocen jako ubliZeni

na zdravi a provozni byl odsouzen na 4 roky odnéti svobody (Ttreska, 2016).

Ke konci roku 2017 byla Hygienickou stanici hlavniho mésta Prahy potvrzena pritomnost
bakterii Legionella ve dvou objektech v Praze. Vjednom pripadé byl doporuceny
hygienicky limit 100 KTJ/100ml prekrocen 16x, v druhém objektu 4x. Pro pripad
bytovych domt neni uveden zavazny hygienicky limit Legionella spp. a hovoii se pouze
o doporucené hodnoté poctu kolonii tvorici jednotky a vlastnikiim objekti bylo pouze
doporuceno provedeni chemické dezinfekce rozvodii teplé vody prostiednictvim

odborné firmy (Cermak, 2017).

1.9 Napravna opati‘eni v budovach a rozvodech vody
V momenté, kdy dojde ke zjiSténi bakterii rodu Legionella v rozvodech vody, mélo by se
piredejit jejich dalsimu pomnozeni a vyhnout se tvorbé aerosolu. Kviili jejich nizkému
patogennimu potencialu obvykle postacuje sniZeni poctu bakterii Legionella ve vodnim
obéhu. Dle Evropskych smérnic pro kontrolu a prevenci legionarské nemoci
(Joseph et al,, 2006) a Statniho zdravotniho ustavu (Sasek, 2011) je mozné zabranit

mnoZeni rodu Legionella pomoci nasledujicich krokii:

e Vyvarovat se teplotdm vody v rozmezi 20 °C aZ 50 °C ve vSech mistech systému,

nebot teplota je zde velmi dulezitym faktorem pri kontrole rizika.
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V pripadé, Ze neni mozno z nejriiznéjsich divodili zabranit uvedenym teplotam, je
nutno pristoupit k dezinfekénim opatrenim, mezi néz patfi napt. kratkodobé
prechlorovani nebo proplachy vodou zahratou na vyssi teplotu, pripadné také
instalace ionizatori, znichZz se do obéhu uvolnuji ionty stiibra a médi
(Votava et al., 2007). Dezinfekce musi byt s piihlédnutim ke konkrétnimu ptipadu
kontinualni nebo pierusovana s vhodnou frekvenci tak, aby zajistila parametry
stanovené pravnim piedpisem.

e Zamezit stagnaci vody vrozvodech a rezervoarech. Pouhé odtaceni vody
s frekvenci 1x tydné, pokud je jeji spotfeba nulova nebo nizka, predstavuje
preventivni krok. Uz toto jednoduché opatfeni omezuje mnoZeni, jejich vysledny
pocet ve vodé a nasledné generovaném aerosolu, nebot stagnace miiZze podpofit
rist biofilmu, ktery miize vytvaret vhodné podminky pro rist rodu Legionella.
Stagnace muze nastat nejen v systému jako celku, ale i jeho dil¢ich Castech,
které predstavuji napriklad bojlery a zasobniky vody.

e Vyhnout se vsystému pouziti nevhodnych materialli, které mohou poskytovat
Ziviny bakteriim, napt. tésnéni z ptirodni gumy, tmely, barvy.

e Vnaléhavém pripadé ochrany imunosuprimované osoby je mozné minimalizovat
pocet bakterii Legionella na jednom konkrétnim vytokovém misté (nejcastéji
u sprchy vkoupelné nebo vodovodni baterie) pomoci specidlniho filtru
s membranou o velikosti p6rt 0,2 um. Je nutné filtr pravidelné vyménovat kazdych

14 dnu.

Mélo by dojit k vypracovani a dodrzeni schématu, které bude obsahovat podrobnosti
o programu chemického oSetreni vody vcetné popisu udaji ucinnosti dle vyrobct,
koncentraci, vyzadovanych kontaktnich casti a dale také schéma provadéni kontrolniho

opatreni.

Je doporuceno povérit externi firmu na hodnocenti rizika a ¢innost kontrolnich opatreni

systému, a to periodicky, nejméné vsak jednou za 2 roky.
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2 PRAKTICKA CAST PRACE

Prakticka Cast prace je zaméfena na detekci pritomnosti bakterii rodu Legionella
ve vzorcich vody, odebranych ve vybranych budovach v Hradci Kralové a v Liberci.
Jednotlivé vzorky byly oznaleny cislicemi 1 - 5. VeSkeré zpracovani v laboratofi a
vyhodnoceni vzorki bylo provedeno v laboratofi firmy EMPLA AG spol. s r. o. podle niZe

uvedené metodiky.

2.1 Metodika
Metoda na stanoveni rodu Legionella je velmi naro¢na, proto jsem piil roku dochazela do

laboratofte, kde jsem si tuto metodu spolecné s potrebnymi dovednostmi osvojovala.

Mikrobiologicky rozbor byl proveden dle normy CSN ISO 11731 Jakost vod - Stanoveni
bakterii rodu Legionella - Cast 2: Metoda pfimé membranové filtrace pro vody s malym
poctem bakterii a tento postup je moZné tak kdykoli zopakovat. Pro celkovy pocet 5
vzorkll (10 x 100 ml) byly nejprve pouzity pidy GVPC a pozdéji BCYE+ a BCYE-
(CSN IS0 11731, 2002).

Pti zpracovani celé prace bylo dbano na dodrzeni Metodickych pokynt pro vypracovani
a obhajoby vysokoSkolskych kvalifikacnich praci PfF UHK a citace jsou v souladu

s narizenim pro vypracovani dle Applied and Environmental Microbiology.

2.2 Odbér vzorku
Ke sbéru vzorki byly vyuzity cisté PET lahve o objemu 0,5 1. Z kazdé budovy byl odebran
jeden vzorek vody. Pii odbéru vzorkl byla vylita ptivodni voda z PET lahvi a odbér

byl proveden po odpusténi urcitého mnoZstvi teplé vody.

2.3 Zpracovani v laboratori
100 ml kazdého vzorku bylo podtlakové zfiltrovano pres sterilni membranovy filtr
s velikosti pord 0,4 um a po prosati vzorku bylo odsavani preruseno. Do nalevky
filtra¢niho zarizeni bylo pfidano 30 ml /+ 5 ml kyselého tlumivého roztoku, jenZ se nechal
plisobit po dobu 5 minut pro omezeni ristu doprovodné mikrofléry a bakterialnich
druhii. Nasledné byl tlumivy roztok zfiltrovan pres membranovy filtr, ktery byl nasledné
pomoci podtlakové filtrace promyt 20 ml /+ 5 ml Pageho solného roztoku. Po rozebrani
filtracniho zatizeni byl membranovy filtr se zachytem mikroorganismt opatrné prenesen

sterilni pinzetou na Petriho misku spredem pripravenym sterilnim GVPC agarem.
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Membranovy filtr byl poloZen horni stranou vzhiru na zivné médium (Obr. 9) a bylo
dbano na to, aby pod filtrem neztstaly Zddné vzduchové bubliny, které by mohly omezit
rist bakterii rodu Legionella. Kazdy vzorek byl pro vyssi presnost vysledkl zpracovan

dvakrat (2 x 100ml) a vzorek byl oznacen pismeny a a b (1a, 1b, 2a, 2b...).

Pred zac¢atkem zpracovani dalstho odebraného vzorku bylo celé filtracni zarizeni promyto

sterilni destilovanou vodou a pouzita pinzeta byla vyménéna za novou, sterilni pinzetu.

Obr. 9: Membranovy filtr na zivné ptidé

2.4 Priprava kultivacnich médii a Cinidel
Pri pripravé kultiva¢nich médii a ¢inidel byly pouzity chemikalie zarucené analytické

jakosti a kultivacni média byla pripravena dle pokyni vyrobce.

2.4.1 Tlumivé kultiva¢ni médium (BCYE)
Toto kultiva¢ni médium obsahuje aktivni uhli a kvasni¢ny extrakt.
Pro pripravu bylo pouzito:
e 10,0 g kvasni¢ného extraktu (pro bakteriologii) a 12,0 g agaru
e 2,0 g aktivniho uhli
e 1 ga-ketoglutaratu draselného
e 10,0 g ACES tlumivého roztoku (N-2-acetamido-2-aminoethansulfonova kyselina)
e 2,8 ghydroxidu draselného (KOH) v pecickach
¢ 0,4 g monohydratu L-cystein hydrochloridu
e 0,25 gdifosforecnanu [Fe4(P207)3] tetraZelezitého

Vse bylo doplnéno destilovanou vodou do 1000 ml.
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Roztok cysteinu a difosfore¢nanu tetrazelezitého:

0,4 g monohydratu L-cysteinu hydrochloridu bylo rozpusténo v 10 ml destilované vody.
Dale bylo rozpusténo 0,25g difosforecnanu tetraZelezitého v 10 ml destilované vody. Oba
roztoky byly dekontaminovany membranovou filtraci filtrem zesteru celulézy
s primérnou velikosti péru 0,2 pm a byly uchovavany v Cistych sterilnich nddobach

pri teploté -20 °C = 5 °C nejdéle 3 mésice.

2.4.2 Tlumivy roztok ACES
Pro pripravu byl do 500 ml destilované vody pridan ACES v granulich a rozpustén
na vodni lazni pti teploté 45 °C az 50 °C. Do jiné nadoby bylo odméreno 480 ml destilované
vody, pridano 2,8 g hydroxidu draselného a rozpus$téno za mirného michani. Tlumivy
roztok ACES byl pripraven smichanim obou roztokli. Pokud neni dodrzen postup
rozpousténi jednotlivych slozek, mize tlumivy roztok ACES zplisobit denaturaci

kvasni¢ného extraktu.

2.4.3 Konecné kultiva¢ni médium
K 980 ml tlumivého roztoku ACES bylo postupné pridano aktivni uhli, kvasni¢ny extrakt
a a-ketoglutarat. Rozpusténim 5,6 g hydroxidu draselného (KOH) v 1 litru destilované
vody byl pripraven roztok o koncentraci 0,1 mol/l. Dale byl pripraven roztok kyseliny
sirové (H2S04) o koncentraci 0,1mol/l opatrnym piiddnim 5,3 ml H2S04
(p = 1,84 g/ml, cCistoty 95 % aZ 98 %) k 1 litru destilované vody. Tento roztok hydroxidu
draselného nebo kyseliny sirové byl pouZit k ipravé hodnoty pH na 6,8 + 0,2. Dale byl
pridan agar, roztok se promichal a autoklavoval pri teploté 121 °C * 3 °C po dobu
15 minut + 1 min. Po autoklavovani je dovoleno ochladit roztok ve vodni lazni na teplotu
50 °C *2 °C. Nakonec byly asepticky ptidany roztoky L-cysteinu a difosfore¢nanu

tetraZelezitého. Pri pridavani musi byt roztok dobfe promichan.

Hotové kultivacni médium bylo plnéno po 20 ml do Petriho misek o priméru 90 mm.
Hodnota pH kone¢ného média musi byt 6,8 + 0,2 pri teploté 25 °C. Plotny se uchovavaji
pti teploté 5 °C £ 3 °C v plastovych saccich ve tmé nejdéle 4 tydny.
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2.4.4 Tlumivé kultiva¢ni médium (BCYE - Cys)
Toto kultivacni médium obsahuje aktivni uhli a kvasni¢ny extrakt, avSak neobsahuje
L-cystein. Priprava tohoto kultivatniho média je stejna jako priprava tlumivého
kultivacniho média s aktivnim uhlim a kvasni¢nym extraktem BCYE (1.4.1), ale vynecha

se L-cystein.

2.4.5 Selektivni kultivacni médium (GVPC médium)
Toto kultivacni médium je stejné jako BCYE az na to, Ze jsou zde navic pridany

jako suplement tfi antibiotika a glycin.

Selektivni suplement:

Konec¢né koncentrace v GVPC médiu musi byt:

e glycin prosty amonnych iontt 3g/l

e polymyxin B-sulfat 80 000 I1U/1
e vankomycin hydrochlorid 0,001 g/1

e cykloheximid 0,08 g/1

Priprava suplementu s antibiotiky:

Odpovidajici mnozstvi (obvykle 200 mg) polymyxinu B-sulfatu bylo ptidano ke 100 ml
destilované vody. Koncentrace polymyxin B-sulfatu ma byt 14 545 IU/ml. Roztok byl
promichan a dekontaminovan membranovou filtraci filtrem =z esteru celuldzy
s pramérnou velikosti péru 0,2 pm. Roztok byl odméren po 5,5 ml do sterilnich nadobek
a uchovavan pri teploté -20 °C £ 5 °C. Pred pouzitim bylo nutno rozmrazit pri laboratorni

teploté.

Ke 20 ml destilované vody bylo pfiddno 20 mg vankomycin hydrochloridu, roztok byl
promichan a dekontaminovan membranovou filtraci za pouZiti filtru z esteru celul6zy
s pramérnou velikosti pért 0,2 um. Roztok byl odméten po 1 ml do sterilnich nadobek
a uchovavan pri teploté -20 °C £ 5 °C. Pred pouzitim bylo nutno rozmrazit pti laboratorni

teploté.

Do 100 ml destilované vody byly pridany 2 g cykloheximidu a roztok byl dekontaminovan

membranovou filtraci pomoci filtru z esteru celulézy s primeérnou velikosti port 0,2 pm.
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Priprava GVPC média:
Pri pripravé GVPC média bylo postupovano stejné, jako pri pripravé média BCYE, ale navic
bylo pridano 3 g glycinu (prostého amonnych iontli). Hodnota pH byla upravena

na konec¢nou hodnotu 6,8 + 0,2.

Po pridani L-cysteinu a Zeleza byl ke kone¢nému médiu pridan urcity objem kazdého

z diive uvedenych tfi suplementi s antibiotiky a roztok byl dobie promichan.

2.4.6 Kysely tlumivy roztok
Nejdrive byl pripraven roztok kyseliny chlorovodikové (HCl) koncentrace 0,2 mol/l.
a poté roztok chloridu draselného (KCl) koncentrace 0,2 mol/l. Kysely tlumivy roztok byl
pripraven smichanim 3,9 ml roztoku kyseliny chlorovodikové a 25 ml roztoku chloridu
draselného. Hodnota pH byla upravena na 2,2 + 0,2 pridanim roztoku hydroxidu
draselného (KOH) koncentrace 1 mol/l. Vysledny roztok byl uchovavan v uzavienych

nadobach ve tmé pii standardni laboratorni teploté nejdéle 1 mésic.

Roztok Kkyseliny chlorovodikové:
Do 1 | destilované vody bylo priddno 17,4 ml koncentrované HCl (p=1,18 g/ml],
koncentrace 35,4%). Nakonec byl roztok sterilizovan autoklavem pri teploté

121 °C £ 31 °C po dobu 15 min * 1 min.

Roztok chloridu draselného:
V 11 destilované vody bylo rozpusténo 14,9 g KCl. Roztok byl sterilizovan autoklavem
pri teploté 121 °C + 31 °C po dobu 15 min + 1 min.

2.4.7 Pageho solny roztok:

e Chlorid sodny (NaCl) 0,120 g
e Siran horecnaty (MgSo4 7 H20) 0,004 g
e Chlorid vapenaty (CaCl2 « 2H20) 0,004 g
e Hydrogenfosfore¢nan sodny (NaZHPO4) 0,142 g

e Dihydrogenfosforecnan draselny (KH2P04) 0,136 g

e Destilovana voda 1000 ml

VysSe uvedené chemikalie byly postupné pridany do destilované vody. Po rozpusténi byl

roztok dobte promichan a autoklavovan pfi teploté 121 °C + 3 °C po dobu 15 min * 1 min.
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2.4.8 Kontrola jakosti média
Pri sterilizaci je nutné vyvarovat se prodlouZeni doby zahrivani nebo zahrivani na prili$
vysokou teplotu, nebot by mohlo dojit k ovlivnéni nutri¢nich vlastnosti média BCYE.
Rozdily v jakosti jednotlivych vyrobnich sarzi slozek média miiZe ovlivnit jeho vlastnosti.
Proto by se u kazdé nové pripravené varky méla posoudit jakost média ovérenim riistu

L. pneumophila sg 1.

2.5 Pristroje a pomiicky

V praktické c¢asti byly vyuzity tyto pristroje a pomicky:

e Petriho misky o priiméru 90 mm

e Inkubator vytemperovany na 36 °C + 2 °C

e UV lampa emitujici zareni vinové délky 360 nm + 20 nm

e Podtlakovy filtra¢ni pristroj s podtlakovym cerpadlem, hadickami a nalevkou

e Cerné nitrocelulézové membranové filtry o priiméru 50 mm s nominalnim
primérem poért 0,4 um

e Sterilni pinzeta se zaoblenymi hroty

e Laboratorni sklo

e PET lahve o objemu 0,51

e Binokularni stereomikroskop

2.6 Kultivace
Kazda naockovana Petriho miska s GVPC agarem byla oznacena ¢islem vzorku. Uzaviené
misky byly poté obraceny dnem vzhiru a kultivovany v termostatu po dobu 10 dni
pti teploté 36 °C + 2 °C. K zajisténi vlhké atmosféry v termostatu byla na dno umisténa
miska s vodou, ktera byla v pripadé nutnosti dolévana. Po desetidenni kultivaci byly
vzorky prohlédnuty a zhodnoceny presumptivni kolonie bakterii Legionella, které
jsou zobrazeny na obrazcich 15 - 24 v zavéru. Celkové bylo na dokazovaci ptidy BCYE+
a BCYE- naoCkovano 62 presumptivnich kolonii (vzorek 1a=6 kolonii, vzorek 1b= 6
kolonii, vzorek 2a=10 kolonii, vzorek 2b=10 kolonii, vzorek 3a=4 kolonie, vzorek 3b=2
kolonie, vzorek 4a=6 kolonii, vzorek 4b=12 kolonii, vzorek 5a=0 kolonii a vzorek 5b=0
kolonii). Presumptivni kolonie byly dale kultivovany pri teploté 36 °C + 2 °C

po dobu 3 dnti. Na kazdou Petriho misku byl pro kontrolu také naockovan rod Legionella.
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2.7 Vyhodnoceni
Bylo provedeno peclivé porovnani rozdilii jednotlivych pireockovanych kultur v ristu
na médiu bez suplementu a na médiu se suplementem. Vyhodnoceni bylo provedeno
pouhym okem a také binokuldrni lupou. VSechny vzorky byly porovnany s kontrolou,
ktera byla naockovdna na kaZdou Petriho misku z c¢istého kmene L. pneumophila
(Obr. 10). Bakterie Legionella by se mély vyskytovat pouze na pidé obsahujici cystein,

na pidé s absenci cysteinu nerostou.

Z celkovych 62 presumptivnich preoc¢kovanych kolonii nebyla ani jedna potvrzena.

Obr. 10: Kmen L. pneumophila
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3 VYSLEDKY

Bylo provedeno dvojité zpracovani 100 ml kazdého vzorku zjednotlivych budov.
Po zpracovani vzorki v laboratoti podtlakovou filtraci pres specidlni membranové filtry
o velikosti pért 0,4 pm a nasledné celkové dobé kultivace 13 dni byly zjistény vysledky
praktické ¢asti.

Po desetidenni kultivaci byly spocitany presumptivni kolonie Legionella (vzorek 1a=6,
vzorek 1b=6, vzorek 2a=10, vzorek 2b=150-200, vzorek 3a=4, vzorek 3b=2, vzorek
4a=13, vzorek 4b=100, vzorek 5a=0 a vzorek 5b=0) a z toho bylo preockovano 62 kolonii.
Po provedeni potvrzovaciho testu, pri délce kultivace 3 dny, nebyla ani jedna kolonie ze
vzorkl vod 1 - 5 potvrzena jako rod Legionella a vsechny vzorky byly tedy hodnoceny
jako negativni. Vysledky byly vizualné kontrolovany pouhym zrakem a dale jesté pod
binokularni lupou. Na obrazcich (Obr. 11 a 12) je moZno vidét kmen L. pneumophila, ktery
byl naockovan na kazZdou Petriho misku, kde se nachazely naoc¢kované presumptivni
kolonie. Tato kontrola slouzila k potvrzeni, zda dany organismus spada do rodu Legionella
¢i nikoli. Bakterie rodu Legionella potiebuji ke svému riistu cystein, ktery byl obsaZen

v ptidé BCYE+, ale nebyl pritomen v ptidé BCYE-.

Obr. 11: Kontrola - kmen L. pneumophila pod binokularni lupou
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Obr. 12: Kontrola - kmen L. pneumophila

Jednotlivé fotografie (Obr. 15 - 24) dokumentujici doprovodnou mikrofléru vcetné
presumptivnich koloniich jsou obsaZeny ve vs. Pfi urCovani presumptivnich kolonii byly
z vybéru vyrazeny vSechny kolonie, které dosahovaly velikosti vétsi neZ 2 mm. Téchto
kolonii bylo stale mnoho, jak je moZné vidét na obrazcich (Obr. 13 a 14), i pres promyti

filtru kyselym roztokem.

Obr. 13: Doprovodna mikrofléra Obr. 14: Doprovodna mikrofléra

Jako presumptivni kolonie k preockovani byly vybirany napohled hladké kolonie
s celistvym okrajem, jeZ svym charakterem pripominaly brouSené sklo. Byly voleny

kolonie hnédé, riizové a cervené barvy, ale také bilé¢, modré, Sedé a purpurové.

Na obrazcich nize (Obr. 15 - 24) je mozZno vidét narostlé kultury pied preockovanim na
dokazovaci pldy. Je zde také mozné pozorovat doprovodnou mikrofléru ve velikych
koloniich, i pies pridani kyselého tlumivého roztoku, ktery se nechal ptisobit na filtr po
dobu 5 minut. Rod Legionella tvotri po 7 az 8 dnech kolonie o maximalni velikosti

cca 2 mm, proto je snadno rozeznatelny od ostatni doprovodné mikrofldry.
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Obr. 19: Vzorek 3a pred ockovanim
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Obr. 16: Vzorek 1b pired ockovanim

Obr. 20: Vzorek 3b pred ockovanim



Obr. 23: Vzorek 5a pred ockovanim Obr. 24: Vzorek 5b pied ockovanim
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4 DISKUSE

Pro vypracovani praktické ¢asti byl zvolen postup, jak uvadi norma CSN ISO 11731 Jakost
vod - Stanoveni bakterii rodu Legionella a pouzity ptidy GVPC, BCYE+ a BCYE-. Vzhledem
k faktu, Ze metoda stanoveni rodu Legionella ve vodach je velmi naro¢na, musi byt striktné
dodrzen vybrany pracovni postup. V riiznych literaturach se uvadi odliSny postup pfti

stanovovani, avSak v této praci byla zvolena vySe popsana metoda.

Bakterie zrodu Legionella se obvykle vyskytuji ve vlhké plidé, ve vodach v prirodé
a lidskych sidlech. PreZiti nevhodnych podminek jim usnadiiuje schopnost preckat

v cystach améb, kde jsou chranény pred vyschnutim.

V odbornych ¢lancich je moZné nalézt nékolik rozporuplnych tvrzeni. Obecné se uvadi, ze
legionarskd nemoc neni prenosna zclovéka na clovéka, avSak oproti tomu
Borges et al. (2016) tvrdji, Ze doslo k objeveni ptripadu, kdy byla bakterie L. pneumophila
subsp. fraseri sg. 1. prenesena z Clovéka na Clovéka. Na zakladé detekce mocového
antigenu miiZe dochazet k dlouhému pretrvavani v hostitelské burice, ale Fallon (1999)
piSe, Ze neni znamy pripad chronického nosic¢stvi. K ndkaze nedochazi pouze v dospélém
véku, ale jsou znadmé pripady, kdy se nakazilo nékolik novorozenci pti porodu do vody

(Franzin et al., 2001; Nagai et al., 2003).

Nebezpeci nakazy predstavuje vdechnuti aerosolu, ktery obsahuje drobné bakterie rodu

Legionella. Diky svoji velikosti jsou schopné dostat se dolnich cest dychacich, kde adheruji

Vv

v v

Legionella a ostatnim mikroorganismiim a zplisobené nemoci mohou mit tézsi pribéh.
Muzi jsou také 1,46x nachylnéjsi k nakaze bakteriemi z rodu Legionella ne% Zeny (Sasek,

2011).

Pri zpracovani praktické ¢asti této bakalarské prace nebyla v Zddném vzorku prokazana
pritomnosti bakterie Legionella. Nadale by vSak v budovach mély probihat kontroly
z divodu mozného objeveni této bakterie. Kontroly by se vSeobecné mély provadét
hlavné v budovach se starSimi rozvody vody a dale v budovach s malym odbérem teplé
vody. Doporucuji kontroly provadét jednou za ptil roku, nejméné vsak jednou za dva roky.

Ve starSich budovach by se nemély kontroly omezit pouze na rod Legionella, ale vénovat
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se také dalsim rodim jako Staphylococcus, Pseudomonas a jiné, nebot jsou to také

patogeny pro ¢lovéka.

Mistiim se sezonnim odbérem teplé vody a v budovach skol je dtilezité vénovat zvySenou
pozornost. Pokud dochazi ke stagnaci teplé vody, mlZe snaze dojit k namnoZeni bakterii
Legionella, nebot’ v mistech s teplou vodou se obvykle vyskytuji. Vice by se také mély
kontrolovat mista s teplou vodou, se kterymi mtze ¢lovék prijit do styku. Napiiklad
virivky, 1azné, masazni vany, rekreacni zarizeni nebo termalni prameny, kde je vysoky

vyskyt rodu Legionella.

V priloze a) jsou uvedeny vSechny doposud znamé druhy patrici do rodu Legionella.
U jednotlivych druhti je popsano misto nalezu, kdy nejvice druhti (27) pochazi ze Severni
Ameriky a Spojeného kralovstvi Velké Britanie a Severniho Irska (8), jak je uvedeno
v grafu (Graf 1). V dalsim grafu (Graf 2) je také uveden ptivod vzorku, a to nejcastéji vodni
prostiredi (42), nebo byl druh izolovan ze vzorku pochazejiciho z ¢lovéka (13). U druhg,
které vykazuji autofluorescenci je popsana barva, jeZ je moZna vidét pod UV zarenim
vinové délky 360 nm * 20 nm. V tabulce jsou také uvedeny reakce na oxidazu, katalazu,

B-laktamazu, ureazu, redukci nitratu a hydrolyzu hippuratu.

Graf 1: Mista izolace jednotlivych druhti

MISTA IZOLACE JEDNOTLIVYCH DRUH( "™ A A Fen-ostrow
M Spojené Kralovstvi
M Francie

m Austrélie

M Japonsko

M Nezjisténo

m Ceska republika

m Némecko

W Korea

M Israel

m Svédsko

M Portugalsko

M Saudskd Ardbie

M Italie

M Afrika
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Graf 2: Pavod izolovaného vzorku

PUVOD IZOLOVANEHO VZORKU

| Lidsky pavod
W Vodni prostredi
m Plda

H Nezjisténo

Pri konzultaci s odbornikem z Narodni referenc¢ni laboratore pro Legionelly, RNDr.
Vladimirem Drasarem mi bylo sdéleno, Ze bakterie rodu Legionella kolonizuji velké
budovy jako nemocnice, Skoly, hotely, sidlisté anebo tfeba domovy dtchodci
(Drasar V. in litt., 2018). Také mi byla doporucena literatura z CDC Atlanta, PHE Londyn a

NRL Drazd’any, které jsem nastudovala a ¢erpala z nich.
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ZAVER

Tato bakalarska prace se vénuje problematice bakterii rodu Legionella ve vodach. Cilem
prace bylo shrnout dosavadni dostupné znalosti o rodu Legionella, jejim vyskytu,
charakteristickych znacich, Zivotnim cyklu a rozmnozovani. Je zde také popsana situace

v Ceské republice véetné moZnosti ochrany pted ndkazou bakterii Legionella.

Organismy patrici do rodu Legionella se v prirodé nejcastéji vyskytuji ve vodnich
plochach, nadrzich, fekach a jezerech nebo také ve vlhké ptidé. AvSak velmi Casto se také
vyskytuji v clovékem vytvorenych systémech, jako jsou nadrZe, virivé vany nebo
vodovodni potrubi. Nejvice je mizeme nalézt v mistech, kde se teploty pohybuji v rozmezi
20 - 45 °C, coZ predstavuje idealni prostredi pro jejich mnoZeni a také v mistech, kde

dochazi ke stagnaci vody a bakterie se tak mohou premnoZit.

7 v

Nékteré bakterie Legionella mohou zplsobovat onemocnéni clovéka. Leh¢i formu
onemocnéni predstavuje pontiacka horecka, kdy se nemoc projevuje bolesti hlavy a svalt,
horeckou a celkovou tinavou. TéZsi formu onemocnéni je legionarska nemoc, ktera ziskala
své pojmenovani na pocest sjezdu americkych legionart v roku 1976 ve Philadelphii.
U nakaZeného c¢lovéka dojde k rozvinuti zapalu plic, ktery nejcastéji doprovazi horecka,
zvraceni, prijem nebo kaSel obsahujici krvavé ¢i hnisavé sputum. K nakaze jak
u pontiacké horecky, tak u legionaiské nemoci dochdzi po vdechnuti aerosolu
obsahujicitho bakterie Legionella. Cim jsou kapénky aerosolu mensi, tim vice jsou
nebezpecné. Klicem k tspésné 1écbé je v€asné rozpoznani nemoci a zahajeni antibiotické
1é¢by. Doposud byl zjistén pouze jeden rezistentni druh vici fluorochinolonu,

a to L. pneumophila. Vloniském roce bylo v Ceské republice hldSeno dohromady

218 infekci zptisobenych rodem Legionella.

Patogenni bakterie z rodu Legionella, které jsou schopny zpiisobit onemocnéni ¢lovéka,
by nemély unikat pozornosti verejnosti ani odbornikii, a proto jsou v praci navrzeny
napravna opatreni a prevence pri predchazeni nakazy a vyskytu téchto bakterii. Mezi
nejcastéjsi napravna opatreni patri zamezeni stagnace vody v rozvodech i jejich dil¢ich
castech, dale vyhybani se pouziti nevhodnych materialdi, napf. tésnéni z prirodni gumy,
barvy a tmely. Pokud jiZ k vyskytu bakterii Legionella dojde, je doporueno pouzit

dezinfek¢ni opatieni, mezi néZz patii kratkodobé prechlorovani nebo proplachy vodou

43



zahtatou na vyssi teplotu, ¢i instalace ionizatort, ze kterych se uvoliuji ionty stiibra a
médi.

V praktické ¢asti bylo popsano provedeni vlastnich odbérl vzorkd v budovach mést
Hradce Kralové a Liberce a nasledné zjistovani pritomnosti bakterii z rodu Legionella.
Po porovnani kazdého vzorku s kontrolou L. pneumophila, jez byla naockovana na kazdou
Petriho misku, nebyl v ani jednom vzorku prokazan vyskyt téchto bakterii, avSak pri

kultivaci bylo zjiSténo veliké mnoZstvi doprovodné mikrofléry.
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POUZITE ZKRATKY

ACES
BCYE
cDC
CFU/KT]
ELISA
GU
GVPC

IFA
IgA
IgG
IgM
IU
LCV

PCR
RR

sg.
subsp.
UK

tlumivy roztok (N-2-acetamido-2-aminoethansulfonova kyselina)
Pufrovany kvasni¢ny extrakt (Buffered Charcoal Yeast Extract)
Centrum pro kontrolu chorob (Center for Disease Control)
Kolonie tvorici jednotky (Colony Forming Units)

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

Genomova jednotka (Genome Units)

Glycin, Vankomycin hydrochlorid, Polymyxin B sulfat,
Cykloheximid

Nepiima imunoflourescence (Indirect Fluorescent Antibody)
Imunoglobulin A

Imunoglobulin G

Imunoglobulin M

Mezinarodni jednotka (International Unit)

Vakuola obsahujici bakterie Legionella (Legionella Containing
Vacuole)

Polymerazova retézova reakce (Polymerase Chain Reaction)
Velikost rizika (Rate Ratio)

Séroskupina (sérogroup)

Poddruh (subspecies)

Spojené kralovstvi Velké Britanie a Severniho Irska
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PRILOHY

a) Tabulky

V nasledujich tabulce (Tab. 3.) jsou uvedeny doposud znamé druhy patrici do rodu

Legionella spolené s jejich charakteristickymi vlastnostmi.

Tab. 3: Seznam druhi a jejich charakteristické vlastnosti
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Sev. Am. - p 4
ramenita
L. sainthelensi Hora Svaté + - Brenner etal,
voda 1985
Heleny
Americké
L ¢i , Panenské Voda z N Brenner et al.,
- santicructs ostrovy - St. vodovodu 1985
Croix
Saudska o
L. saoudiensis Arabie - Odpadni vody * Modra Bajrai etal,
2016
Jeddah
UK -
Voda z chladici
L. shakespearei Stratford .. + . Vermaetal,
véze 1992
nad Avonou
Sev. Am. - . Brenner et al.
spiritiensi Vod + ) ,
L. spiritiensis Spirit Lake oda z jezera 1985
Modro- Edelstein,
Sev. Am. , , bila / 2012
. D h -
L. steelei Kalifornie ychacl cesty +/ Zluto-
zelena | Berger, 2018
Americké
L stei i Panenské Voda z Modro- | Brenner et al.,
- stelgerwattit ostrovy - St. vodovodu bila 1985
Croix
Vod . i
L. taurinensis Italie - Turin oda Z + Cervena | Frestiet al,,
nemocnice 1999
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Horka

. Japonsko, iy Ishizaki et al.
. t - ’
L. thermalis Tokyo pramenita 2016
voda
Pleuralni
Lt . Sev. Am. - tekuting Modro- Thacker,
. tusconensis Tuscon : bild 1989
pacienta
Afrika - Campocasso
i P - V k d -
L. tunisiensis Tunisko zorek voay etal, 2012
L. wadsworthii Sev.Am. - LA Sputum - Brenner etal,
1985
L waltersii Australie - | Rozvody pitné Benson et al.,
- waitersil Adelaide vody 1996
Voda z chladici i
L. worsleiensis UK - Worsley . - Dennis etal,
veéze 1993
Japonsko - . Kuroki et al.
. i Puad - ’
L. yabuuchiae Osaka uda 2007
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