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Souhrn

Bakterie rodu Legionella jsou typické vodni mikroorganismy, které se vyskytuji v ptirodnim
prostiedi. Jak v jezerech a fekach, tak i v ptid€. Z téchto rezervoarti se pak dostavaji ptes
upravny vody do vodovodnich systémui budov, primyslovych technologii a riznych vodnich
atrakci. Touto cestou se mohou legionely dostat i do uzavienych systémi kolejovych vozidel,

letadel, trajektt, kde mohou piedstavovat urcité zdravotni riziko pro cestujici verejnost.

Cilem této prace byla analyza zdravotniho rizika legionel ve vlakovych soupravéach,
pozadovana zahranicnim odbératelem po cCeském vyrobei hygienickych kabin. Byly

provéfeny jak vlakové jednotky pro domaci traté, tak rychliky jezdici i mimo tizemi CR.

Bylo odebrano standardnim zplGsobem 18 vzorkii z hygienickych kabin vagonii vcetné
napajeci vody v jednotlivych depech. 14 znich bylo pozitivnich na piitomnost legionel.
Prevladala L. pneumophila sg. 1 a sg. 12, L. anisa. Sekvenac¢ni analyza SBT ukazala, ze se
Vv téchto systémech mohou vyskytovat i typy, které jsou pro cestujici vetejnost nebezpecné

(ST1). Byly nalezeny i dva zcela noveé druhy, potvrzené sekvenaci genu mip.

Na zakladé téchto zjisténi byla navrZzena napravna opatieni vzhledem ke konstrukci systému
zasobovani vodou, jejimu ohfevu a mozné dezinfekce. Provéfena byla i moznost pouziti UV

lampy na koncovem vytoku.

Takovato studie dosud nebyla v tomto rozsahu v literatufe publikovana.



Summary

Bacteria of the genus Legionella are typical water microorganisms that commonly occur in
wet environments. Both in lakes ,rivers and in soil. They can pass through water treatment
processes and get thus into potable water systems of buildings, industrial technologies and
various water features. This is likely the way how legionella can colonize closed systems of
railway carriages, aircrafts and ferries. Their hygiene cabins can represent a health risk to

passengers and staff.

Obijective of the work was to analyze the risk and prevention of legionella on trains, required
by a foreign customer and a Czech manufacturer of the cabins. Both domestic inter city trains

and the international ones were included in the study.

18 samples were taken from sinks of the cabins, including feeding water from depos in a
standardised way. 14 of them was positive for the presence of legionella. L. pneumophila sg.
1 and 12 prevailed, followed by L.anisa. Gene sequencing analysis showed that potentially
dangerous SBT can be found there (ST1). Two novel species were also detected in toilet

warm water, confirmed by serology and mip sequencing.

Remedial measures have been proposed in respect with the design of the water supply system,
heating and its chlorine disinfection. The possible use of a UV lamp fitted to a tap was also
tested.

Such a complex study has not been published in literature so far.
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1 Uvod

Tato bakalaiska prace je zamétena na zdravotni riziko legionel ve vlacich. Téma bylo vybrano
na zaklad¢ pozadavkl zahrani¢niho zakaznika, ktery si vyzadal analyzu rizika legionela u
novych vlakovych moduldt WC, které dodava Cesky vyrobce do vlakovych souprav. Tato
problematika je zatim odbornou vefejnosti piehlizena. V literatufe chybi relevantni data,

chybi i jednotnd legislativa jak na narodni, tak na evropské drovni.

Reser$ni ¢ast prace je zaméfena na obecnou charakteristiku rodu Legionella. Jeho taxonomii,
vyskyt v prostiedi a v umélych systémech vytvoienych ¢lovékem, na epidemiologii, klinické
aspekty, prevenci a legislativu. Vc¢etné té, ktera ma vztah k prostfedkim hromadné dopravy.
Zdiraznény jsou nejen problémy konstrukcni, ale i zdravotn€ rizikové, pokud je lze
v nékterych evropskych smérnicich najit. Probrany jsou i zkuSenosti ze dvou zemi, které se

rovnéz snazi se s touto problematikou néjak vyrovnat (Italie, Velka Britanie).

Prakticka ¢ast zahrnuje vlastni experimentalni praci. Analyzu zdroju pitné vody a jeji odbér
vdepech a WC modulech u vybranych vlakovych souprav raznych konstrukci.
Mikrobiologické zpracovani vzorkd, identifikaci izolatu, jak serologicky, tak sekvenc¢nimi

technikami. V¢etné vyhodnoceni rizika nalezenych typu legionel.

Probrany jsou i jednotlivé konstrukéni typy WC modulil s ndvrhem moznych uprav, véetné

dezinfekce celého systému pro zajisténi prevence, ktery byl i prakticky odzkousen.

Dosazené vysledky mohou byt dobrym voditkem pro komplexni posouzeni zdravotniho rizika
jak pro zahrani¢niho klienta, tak pro domaciho vyrobce, ktery mize nasich zavéra vyuzit pro

prakticka vylepSeni.



2 Cile prace

Vypracovani reserse stavajicich znalosti 0 bakterii Legionella
Hygienické zazemi vlakovych souprav

Laboratorni zpracovani vzorku odebrané vody z vlakovych souprav
Analyza rizika kolonizace hygienickych buné€k legionelami.

Navrh ndpravnych technickych opatieni pro zajisténi prevence



3 Literarni pitehled

3.1 Uvod

Legionafska nemoc se poprvé objevila v roce 1976 v hotelu Belevue ve Philadelphii, PA,
béhem sjezdu Americkych vojenskych legionait. Nakazilo se 221 ztc¢astnénych, zemielo 34
lidi. Klinicky onemocnéni probihalo jako tézka pneumonie s mimoplicnimi manifestacemi.
Jako zdroj infekce byly nakonec prok&zany chladici véze na stfeSe hotelu (Fraser a kol.,
1977). Pavodce nakazy byl nejprve prokazan virologickymi technikami, pozdéji se podatilo
sestavit vhodné pevné kultivatni médium. Rod Legionella byl popséan
o tii roky pozdé&ji (1979) a bakterie pojmenovana Legionella pneumophila na pocest onoho
sjezdu legionatt. O devét let pozdéji, v roce 1985 se objevila prvni velka epidemie v anglické
nemocnici ve Staffordu, kde se potvrdilo 68 piipadi nakazy a 22 lidi zemielo (O"Mahony a
kol., 1990). Vyvojem kultiva¢nich metod byla umoznéna detekce dal§ich druhti legionel, které
mohou vyvolavat onemocnéni u Clovéka. Pii retrospektivnich studiich se ukézalo, Ze
legionely bylo mozno nalézt uz v zamrazenych vzorcich ulozenych v CDC Atlanta v 1943 a v
1947. V roce 1954 byla izolovana bakterie (L.lytica) z volné zijicich améb v pudé¢ v Polsku
Drozanskim (Fields a kol., 2002).

3.2 Taxonomie

Doména: Bacteria

Odd¢leni: Proteobacteria

Ttida: Gammaproteobacteria
Rad: Legionellalles

Celed”: Legionellaceae

Rod: Legionella

Od doby rozpoznani legionel byly izolovany rizné druhy bakterie z pacientu, které vedly
k vytvoteni nového bakterialniho rodu Legionella patfici do ¢eledi Legionellaceae. Nejdiive
byly Legionelly rozdéleny do tii samostatné oddélenych rodt Legionella, Fluoribacter a
Tatlockia na zakladé nizké DNA hybridizacni hodnoty mezi né€kterymi druhy rodu
Legionella. Na zakladé pozdéjsich studii analyzy 16S rRNA bylo potvrzeno, ze celed
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Legionellaceae je monofyleticka podskupina v ramci oddé€leni Proteobacteria. Piibuznost
mezi druhy rodu Legionella je 70%. Fylogeneticky pfibuznym je bakterialni patogen Coxiella
burnettii, kterd je etiologickym agens hore¢ky Q. Maji podobny intracelularni vyvoj a mohou
vyuzivat spole¢né geny k infikaci hostitele (Fields a kol., 2002).

Pocet druhu Legionella stéle roste. V dnesni dobé je znamo 58 druhd. (tab. 1)

Tab. 1 Piehled druhu legionel - Gnor 2013

3.3 Morfologie

L. adelaidensis L. londoniensis
L. anisa L. longbeachae
L. beliardensis L. lytica

L. birminghamensis | L. maceachernii
L. bozemanii L. massiliensis
L. brunesis L. micdadei

L. busanensis L. moravica

L. cardiaca L. nagasakiensis
L. cincinnatiensis L. nautarum

L. drancourtii L. oakridgensis
L. dresdenensis L. parisiensis
L. drozanskii L. pneumophila
L. dumoffii L. quateirensis
L.erythra L. quinlivanii
L. fairfieldensis L. rowbothamii
L. fallonii L. rubrilucens
L. feeleii L. sainthelensi
L. geestiana L. santicrucis
L. genomospecies L. shakespearei
L. germanii L. spiritensis

L. gratiana L. steigerwaltii
L. gresilensis L. taurinensis
L. hackeliae L. tucsonensis
L. cherii L. tunisiensis
L. impletisoli L. steelei

L. israelensis L. wadsworthii
L. jamestowniensis | L. waltersii

L. jordanis L. worsleiensis
L. lansingensis L. yabuuchiae

Rod Legionella jsou tenké pleomorfické, aerobni, gram-negativni bakterie, jejichZz rozméry
jsou 2 - 20 um na délku a do Sifky dosahuji az 0,3 - 0,9 um. Jedna se o dlouhé vlaknité formy,

které nesporuluji a pohybuji se pomoci dvou a vice polarnich bi¢ikt. V jejich sténach jsou

11



obsazeny rozvétvené 2,3 - dihydroxy - mastné kyseliny, které jsou charakteristické pouze
u tohoto rodu a u jinych bakterii se nevyskytuji. Na vnéj$i membran¢ se vyskytuji dulezité
antigeny, z nichz nékteré jsou druhové specifické, a lipopolysacharid, ktery je hlavnim

specifickym antigenem pro sérologickou skupinu (Bednar a kol., 1996; Fields a kol, 2002).

3.4 Vyskyt

Legionella je vsSudypfitomna bakterie vyskytujici se v pfirodnich i umélych vodnich
systémech od jezer, potokii po klimatiza¢ni véze, fontany ¢&i lazeniské koupele. Byly nalezeny
v pramenech, podzemnich i mofskych vodach, ale také ve vlhké puadé ¢i kompostech. Druh
L. tunisiensis byla nalezena ve slané vod¢ (Pagnier a kol., 2012) a druh L. longbeachae
ve vlhké padé (Fields a kol., 2002). Jsou to bakterie majici na kratkou dobu toleranci
ke kyselému prostiedi. Odolaji i pH 2. Pravé z nékterych zneéisténych podzemnich vod
pidou, mize byt bakterie zanesena do nadrzi a systémi s vodou, kde ma idealni podminky
pro svuj rast (WHO, 2007). V umélych vodnich syst¢émech muze byt naptiklad ptitomna
v klimatizaci, zvlh¢ovacich vzduchu, odpafovacich chladicich vézi, sprchach i toaletach,
vitivkach ¢i laznich. Podminky pieziti bakterii se velice 1isi. Bakterie byly nalezeny
ve vodach pii teplotach od 6 °C po 64 °C. Optimalni teplotou pro jejich rist je rozsah mezi 25
- 55 °C. Organismy nejsou schopny se mnozit pii teplotdch nizSich nez 20 °C a nejsou
schopny prezit teploty vyssi nez 65 °C (Hosein a kol, 2005). Mohou vS§ak zistat v latentni fazi
a Cekat na ptiznivéjsi podminky, aby mohlo dojit opét k jejich rozmnozovani (Woods, RSSB,
2012). Bylo také prokéazano, ze bakterie Legionella se mnozi ve 14 druzich améb, dvou druht
obrvenych protozoi a s jednim druhem ftasy se slizovitym obalem (Fields a kol., 2002). Rust
legionel Vv neptitomnosti prvoki zatim nebyl zatim presvédéivé dokumentovan. Nicméné
nékteré techniky pro studium biofilmti ukazuji, Ze toto mnozeni ziejm¢ mozné je (Rogers a
Keevil, 1992). Legionely se stavaji nedilnou soucasti téchto biofilmi. Zde jsou nutri¢né
sobéstatné a podileji se na vzajemném souziti i s dalS$imi bakterialnimi druhy
(pseudomonady, G- nefermentujici tycky, mykobakterie). V tomto prostiedi jsou navic daleko
odolngjsi k dezinfekcim a jinym nepfiznivym podminkam nez ve své planktonni fazi. Biofilm
se muze tvofit na mistech vSude tam, kde ma k tomu optimalni podminky. Vhodné povrchy,
materialy, stagnaci vody, dostatek zivin. Kontrola biofilmu je klicovym opatfenim pro
prevenci legioneloz ve vodnich systémech. Je moZzno mu branit spravnou technickou
konstrukci, omezenim pfistupu Zivin nebo desinfekci oxida¢nimi biocidy (Woods, RSSB,

2012).
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3.5 Patogeneze

Legionella je lidsky patogen. Inhalace ¢i aspirace kontaminovanych vodnich ¢astic vede
k vyvolani infekce u ¢loveéka. Inhalované Castice musi byt malé, aby pronikly do nejhlubsi
casti plic - alveol, ale zaroven musi byt dostate¢né velké, aby obsahovaly aspon jednu
bakteridlni buiku. Céstice o velikosti 1 - 3 mikronu spliiuje kritéria. Takto malé &astecky
nejsou viditelné pouhym okem, ale mohou poletovat delsi dobu ve vzduchu a nemusi byt
nutné ve vlhkém prosttedi (Woods, RSSB, 2012). Bakterie Legionella je volné Zijici
organismus, i kdyz jeji schopnost se pomnozovat extracelularné je omezeni. Proto infikuje
mikroorganizmy vyskytujici se v biofilmech a mnozi se uvnitt nich. Bud’ parazituje, nebo
tvoii komenzalni vztah s volné Zijici amébou. Vrozenou schopnosti bakterie je replikovat se
v riznych druzich améb nebo v lidskych alveolarnich makrofazich. Interakce L. pneumophila
s eukaryotickou burikou je kli¢em k pochopeni schopnosti patogenu zpisobit Legionaiskou
nemoc. Po vstupu do plic jsou bakterie napadeny monocyty a makrofagy v alveolarni tkéani. K
zabranéni vstupu do lysozomalni drahy slouzi systém IV, znamy jako Dot/Icm systém.
Nasledn¢ vznika vakuola obsahujici legionelu, ktera zabrani fuzi lysozomu s vakuolou a
nedochazi tak k usmrceni bakterialnich bunék. SpiSe naopak, dojde k apoptoze plicnich
bun¢k, kdy mtze dojit k nekrdze plicni tkdné a vzniku pneumonie. Usmrcend plicni bunka
pak vydava novou replikovanou generaci mikrobd schopnych infikovat dals$i buiiky. Prozatim
nebyl prokazan pienos infekce z ¢lovéka na ¢lovéka (Zink a kol., 2002; Macela a kol., 2006).

Projevy Legionella infekce jsou respira¢nim typem. Jedna se o dva druhy onemocnéni, které
jsou velice podobné chiipce. Prvni formou je legionédifskd nemoc, coz je vlastné zapal plic
(pneumonie) a druhym typem je Pontiacka horecka. Pontiacka horecka, kterd nese své jméno
po mésté Pontiac v Michiganu, se vyskytla poprvé v roce 1968. Je to mirnéjsi projev nékazy
bakterii Legionella. Onemocnéni se projevuje jako chiipka. Je provazena horeckou, bolestmi
hlavy, nevolnosti, malatnosti, ale nejsou zde viditelné ptiznaky zapalu plic (Glick a kol.,
1978). Pfiznaky vétSinou odezni béhem 3 - 6 dni. Neni znamo, Ze by rizikové faktory- vék,
pohlavi, koufeni - mohly né&jak ovlivnit infekci (Tossa a kol., 2006). Legionaiska nemoc ma
pfiznaky zépalu plic virového typu. Lisi se zadvaznosti onemocnéni od mirné nemoci az po
moznou hospitalizaci v nemocnici. Pfiznaky pneumonie jsou suchy drazdivy kasel, bolest na
hrudi, spiSe lehce zvySena teplota bolesti hlavy a svalii. U nékterych pacienti mize nastat
zmatenost, zvraceni a gastrointestinalni poruchy. Komplikaci nemoci je také selhani organt -
jater a ledvin. Tento stav se muze stat i smrtelnym. VétSina pacientti rychle reaguje na

antimikrobialni 1é€bu. Rekonvalescence je ale Casto del§i nez po obycejné chiipce, mlze trvat
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az nékolik tydna ¢i mésici. Mezi rizikové faktory patii koufeni cigaret, piti alkoholu,
imunosuprese (stav sniZené¢ imunity) a jiz probihajici plicni onemocnéni. Také plati, Ze

nachylnéjsi k infekci jsou muzi (Stout a Yu, 1997; Woods, RBBS 2012).

3.6 Lécba
Uginnou terapii legionaiské nemoci je véasné podavani antibiotik. Lékem volby jsou bud
antibiotika makrolidové tady nebo chinolony. V praxi se osv&d¢uji clarithromycin nebo

azithromycin. Z chinolonu ciprofloxacin nebo levofloxacin (Fields a kol., 2002).

3.7 Metody detekce legionel

V soucasné dobé se diagndza opira o vyuziti specifickych testi, ¢asto v jejich kombinaci.
Mezi vyuzivané laboratorni metody k detekci legionel se fadi kultivace, detekce mocového
antigenu, piima imunofluorescence, detekce nukleovych kyselin a detekce specifickych
protilatek v séru. Vyhody a nevyhody metod jsou diskutabilni (Murdoch, 2003). Laboratorné
Ize vysettovat z riznych druhd klinického materialu jako je naptiklad sputum, respiracni
sekret z bronchoalveolarni lavaze, krve, mo¢i. Kultivace by méla byt povinna, pokud doslo
k hospitalizaci pacienta s pneumonii nejasné etiologie. Pozitivni kultivace je piedpokladem
K pozdé&jsi moznosti prikazu zdroje nakazy. Nekteré molekularni techniky jsou pouzivany
K uréeni podtypu kmene L. pneumophila v epidemiologickych vysetfenich. Legionella
pneumophila je geneticky heterogenni, coz umoznuje individualni ,,fingerprint“ kazdého
druhu. Zvyseni dostupnosti a vyuzivani diagnostickych testi pomutze 1épe charakterizovat
epidemiologii legionafské nemoci, véetné jejiho vyskytu a geografickych rozdilu.(Fields a
kol, 2002)

3.7.1 Kultivace

Kultivace je povazovana za zékladni metodu pro dikaz diagnézy a umoziuje molekularni
typizaci. Legionely rostou na pidach s vysokym obsahem aktivniho uhli, které chrani pred
detoxikaci peroxidl v pid¢ a vznikajici oxidaci z cysteinu. NejCastéji se pouziva agarova
puda BCYE, Buffered Charcoal Yeast Extract. Tato plida je sloZena z kvasni¢ného extraktu,
ze zdroje L - cysteinu, aktivniho uhli a pyrofosfatu zelezitého. Cystein je dulezitou
aminokyselinou pro mozny rust bakterie. Specialni pufr ACES udrzuje pH v rozmezi 6,92 -
7,0. Pida mize byt obohacena jesté antibiotiky (cefamandol, anosimycin, vankomycin), které
brani rastu doprovodnym mikroorganismim. Na jinych ptdach legionely nerostou (Fields a

kol., 2002). Kultivované misky se inkubuji pii teploté 36 +/-1 °C po dobu 7 dni. Prvni odecet
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se déla po 3 dnech a pak kazdy dalsi den dochazi k posuzovani vysledku. Legionely lze
izolovat z riznych typu vzorkd, kdy nejlepsi jsou vzorky z dolnich cest dychacich (napf.
sputum). Byla také uspésné izolovana i z bronchoalveolarni lavaze, trachedlniho aspiratu,
pleurdlni tekutiny, plicni biopsie a krve (Murdoch, 2003). Dle zpravy od Maiwalda a
kol.(1998), je sputum méné vhodné nez jiné respiraéni sekrety. Hlavné u pacienti s ¢asnymi
stadii nemoci, kdy maji malo produktivni kasel. Proto je pfed kultivaci sputa lepsi vzorek

ptedupravit zahtanim nebo okyselenim.

Kolonie jsou bilosedé, jevi se jako konvexni a kruhové se stfedem podobajicim se
obrousenému sklu. V priméru maji asi 1 mm, ale po nékolika dnech jsou schopné se rozrist
do wvétsich velikosti. Okraje kolonii casto vykazuji modrou, zelenou nebo cervenou

autofluorescenci, diky ni se daji rozpoznat nékteré¢ druhy rodu Legionella (Miskowski, 2007).

3.7.2 Prima imunofluorescence

Tato metoda pfimé imunofluorescence (DFA, Direct Fluorescent Antibody) byla jako prvni
pouzivana k detekci legionel v plicni tkani a respiraénich sekretech. Legionely mohou byt
detekovany v respiracnich sekretech i po nékolika dnech zahajeni antibiotické 1é¢by. Vyhoda
je, ze tato metoda poskytuje vysledek vramci 2 - 4 hodin. DFA je také vyuZzivana
k sérologické identifikaci kment Legionella.  Fluorescenéné znacené protilatky jsou
k dispozici pro L. pneumophila a né&které dalsi druhy (Fields a kol., 2002). Problémy
s citlivosti a specifi¢nosti omezily vyuziti DFA v nepfitomnosti dal§ich prokazatelnych testl

pro diagnostiku infekce legionelou (Murdoch, 2003).

3.7.3 Detekce mocového antigenu

Detekce mocového antigenu vede k rychlému zjisténi vyskytu legionely v mo¢i a mize byt
tak uzitetnym nastrojem pro Casnou diagnézu. Princip metody je zalozen na vyuziti
imunoanalyzy ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). V moéi pacientl
s legionaiskou nemoci se vyskytuje specificky rozpustny antigen, ktery lze prokazat po 4
dnech od prvnich ptiznaki. Muze vSak v téle pacienta pietrvat i nékolik tydnt. Doba
vylouéeni antigenu je individualni. Toto testovani dovoluje nasadit rychlou antibiotickou
1écbu (Fields a kol., 2002). V dnesni dobé se vyskytuji komeréni soupravy pro detekci
L. pneumophila sg. 1 antigenu v moci pacientl s pfiznaky pneumonie. Firma Binax vyvinula
imunochromaticky test Binax NOW® Legionella. Tento test je snadny a miZe poskytnout

vysledek béhem 15 minut. Pro detekci L. pneumophila sg. 1 ma test citlivost v rozmezi 70 -
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100 % a specifita se blizi k 100 %. Nevyhodou téchto testt je, ze az 40 % ptipadi legioneloz

jiného druhu nebo sérotypu ztstava neodhaleno (Murdoch, 2003).

3.7.4 Detekce nukleovych kyselin pomoci PCR

PCR (polymerase chain reaction) piedstavuje jeden z mala diagnostickych testi pro detekci
infekci zptisobenych vSemi znadmymi druhy legionel. VétSina zrychlenych testi dokazala
identifikovat pouze L. pneumophila sg 1. PCR testy jsou pouzivany k detekci DNA
z environmentalnich vzorki a také pro analyzu klinickych vzorki, zejména z dychacich cest.
U PCR bylo opakované prokazano, ze ma citlivost na detekci bakterie z dychacich cest
stejnou, ne-li lepsi nez kultivace (Murdoch, 2003). K detekci Legionella spp. jsou vyuzivany
geny 5S rRNA, 16S rRNA nebo mip (macrophage infectivity potentiator). Gen mip byl prvni
molekularni cil pro PCR detekci L. pneumophila. Obsahuje sekvence pouzitelné pro odliSeni
druhti legionel mezi sebou. Pro stanoveni ostatnich druhi legionel je amplifikovan gen 16S
rRNA. Bakterie neni soucasti lidské mikroflory, proto nalez legionelové DNA ve vzorku vede
Kk prikazu infekce (Levin, 2009). Prvni komeréni test byl uréen k detekci legionel
z environmentélniho zdroje. Byl zalozen na amplifikaci 5S rRNA a mip k detekci legionel.
Pouzitim téchto souprav mohl vést proces k falesné pozitivnim vysledkim, v¢etné kontroly.
Béhem nékolika poslednich let se techniky PCR zlepSily, zvlasté pro piimé sledovani
fragmentd - real-time PCR. Pouziti real-time PCR urychluje diagnostiku legionely, objasnéni

role ostatnich druhti legionel a zvySuje presnost (Fields a kol., 2002).

3.7.5 Sérologie

Sérologie se zabyva prilkkazem specifickych protilatek a antigenli pomoci sérologickych
metod. Pfi detekci legionafské nemoci je vyuZzivan lidsky imunoglobulin IgA, IgG a IgM.
Tyto protilatky mohou reagovat s antigenem u L. pneumophila. Detekce imunoglobulinu IgM
je vyuzivana pii infekéni sérologii, protoze IgM se objevi v pribéhu nemoci. Piesto je ale
IgM nespolehlivy marker pro méfeni akutni infekce, protoze protilatky I[gM mohou ptetrvavat
delsi dobu. Autofi povazuji tuto hodnotu jako méné spolehlivou (Rojas a kol., 2005).
Serokonverze (zvySeni protilatek) mize proto trvat i nékolik tydni, coz je hlavnim omezenim
sérologickych testd. Ve vétsing ptipadu je zjisténo Ctyinasobné zvySeni protilatek v titru, ale
V jinych ptipadech to mize trvat i nékolik mé&sicti (Murdoch, 2003). Mikroaglutinace, nepfima
imunofluorescence nebo ELISA jsou casto vyuzivané metody, které mohou byt pouzity
k diagnostice L. pneumophila sg. 1. I pfes evidentni pomoc maji testy fadu vyznamnych

omezeni, které je potieba si uvédomit. Piikladem muze byt vyskyt jiného mikroorganismu
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zpusobujici totéz onemocnéni. Nevyhodou je také neschopnost piesné¢ detekovat vSechny
druhy rodu Legionella a jeji séroskupiny. Test mikroaglutinace ma vyhodu oproti
imunofluorescenci, jakou je snadné testovani velkého poctu vzorkd. Nekteré ELISA

diagnostické soupravy jsou nyni jiz dostupné i komer¢né (Fields a kol., 2002).

3.7.6 Typizace Legionella spp.

L. pneumopila sg. 1 Ize rozdélit do nékolika podskupin raznymi technikami. Sérologicka
subtypizace vyuziva polyvalentni a monoklonalni protilatky (MAbs). Umoziiuje tak testovat
velkou sérii vzorkd. V roce 1986 byl navrZzen panel sedmi monoklonalnich protilatek.
Pouzitim téchto monoklonalnich protilatek bylo uréeno 12 podskupin rodu Legionella

L. pneumophila sg. 1 (Helbig a kol., 1997). Tato metoda byla pozdéji dale rozpracovana.

Kromé této typizace byly Gspésné vyuzity i molekularni techniky, mezi které patii pulzni
gelova elektroforéza (PFGE) a arbitrarily primed PCR. Jsou schopny rozlisit subtypy
L. pneumophila sg. 1 a identifikovat zdroje nemoci zpisobené kmeny legionely. Vyuziti
analyzy plazmidu k uréeni podtypu legionely ukazalo, Ze tato technika ma omezené pouZiti.
V jednom Setieni nedoslo k preneseni klinického kmene do plazmidu a environmentalni kmen
pfenesen byl. Polymorfismus délky restrikénich fragmenti (RFLP) byl vyuZzit k urceni typu
legionely bud’ samostatné nebo v kombinaci s rRNA nebo DNA. Postup RFLP byl nadale
upraven pro pouziti PCR amplifikace konkrétniho lokusu. Dals$i metody vyuzivané k urceni
podtypu L. pneumophila jsou detekce repetivnich elementi v DNA, polymorfismus délky
amplifikovanych fragmenti (AFLP) a sekvenéni subtypizace (SBT). Polymorfismus delky
amplifikovanych fragmentt piedstavuje soucasny postup subtypizace. Ma dvé varianty. Jedna
pouziva restrikéni enzym a selektivni primer a druhd vyuziva 2 restrikéni enzymy a
odpovidajici primery. DNA je Stépena restrikénim enzymem (enzymy) a fragmenty jsou
ligovany specialné postavenymi adaptéry. Nasledna PCR se specifickymi primery prodluzuje
fragmenty DNA. AFLP je metoda rychld, univerzalni a reprodukovatelnd a jednodussi nez
PFGE (Fields a kol, 2002; Gaia a kol, 2003). Jednotlivé kmeny L. pneumophila lze typizovat
metodou SBT. Jedna se o sekvenci sedmi gent - flaA, mompS a proA, pilE, asd, mip a neuA.
SBT je zalozena na PCR amplifikaci a oboustranné sekvenci 7 vybranych gend (Ratzow a kol,
2007).
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4 Uvod do vlastni préace

Mezi zdroje s vyskytem vysSich koncentraci bakterie Legionella patii:

e chladici véze a odpatovaci kondenzatory

e vodni systémy s teplou a studenou vodou

e nemocnice

e hotely, ubytovny

e lazné, koupalisté, termalni prameny

e zvlh¢ovace vzduchu, piistroje pro respiraci
e lodg, trajekty, jachty

e vefejnd prostranstvi

e letadla

e vlaky

O moznych rizicich nakazy bakterii je velice mélo informaci a zaroven ptisluSna legislativa
chybi. Naptiklad Zadna studie nebyla provedena na monitorovani zivotniho prostiedi
legionely v zelezni¢nich vozidlech. Otazkou je, zda pfitomnost bakterie ve vlacich muze
zpusobit riziko onemocnéni cestujicim ¢i persondlu. V ramci této otdzky probehlo par studii.
Zavérem bylo, ze zadné potencialni ani skute¢né riziko pro cestujici neexistuje. Tim padem
nehrozi onemocnéni a neni potieba navrhovat opatfeni pro snizeni mozné nakazy. Jediné
Udaje o vyskytu bakterie Legionella ve vlakovych nadrzich pochazely z Italie, Velké Britanie

a Ceské republiky.

Prestoze je nedostatek dikazi tykajici se rizika a nebezpec¢i, neznamena to, ze se nemuze
tento problém stat skutecnosti. Béhem let 2011 - 2012 doslo ke zvetejnéni nékolika ¢lankd,
které se okrajové zminovaly o vyskytu bakterie ve vlacich a mozné nakaze cestujicich.

K prvni souvislosti mezi vlaky a bakterii doslo ve Skotsku.

,,Pies vSechny nesouvislosti mezi bakterii Legionella a Zelezni¢nimi vozidly, jak uvedl mluvéi
HPA, doslo ke zvetejnéni, Ze byla Legionella detekovana také v zelezni¢ni soupravé ScotRail
ve Skotsku. Béhem tohoto zvetejnéni doslo k umrti tfi lidi na legionaiskou nemoc. Nebylo ale
dokézano, Ze nemoc byla vyvoldna se spojenim na vlaky. Jako preventivni opatfeni provedla
spole¢nost ScotRail okamzitou dezinfekci vSech nadrzich ve vsech vlakovych jednotkéch a

nechala provést dal§i preventivni vySetfeni na vyskyt bakterie nezévislou firmou. Mluvci
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asociace vlakové provozni spoleénosti se nechal slySet, Zze by provozovatelé¢ vlaka v celé
Velké Britanii méli pfijmout vhodna opatfeni pro feSeni tohoto problému.“ (Anonymous,

2011)
Z Velke Britanie pochazi dalsi ¢lanek prokazujici vyskyt bakterie Legionella na palubé vlaku.

K mimotfadnym kontroldm nékolika desitek vlakovych souprav bylo testovano na bakterii
Legionella a také tam byla nalezena. Zelezni¢ni spole¢nosti v Suussexu - Southern, First
Capital Connect a Southeastern - potvrdily, ze doslo k testovani, ale odmitly zvefejnit
vysledky, v kolika toaletnich nadrzich na vodu se vyskytla bakterie. Stale trvaji na tom, Ze
rizika hrozici cestujicim jsou nizkd, ale zaroven se snaZi najit ndpravna opatieni. Shelley
Atlas, ¢lenka skupiny Brighton Line Commuters, fekla, ze zprava o vyskytu bakterie je velice
znepokojiva pro cestujici. Odpoveédnost ale nyni lezi na zelezni¢nich spole¢nostech. Jejich
ukolem je udé¢lat vSe proto, aby nedoslo k ohroZzeni vetejného zdravi. Proto se dale hledaji a

pfijimaji nova opatieni k feSeni tohoto problému.* (Gardner, 2012)

V Italii si stanovili poprvé dohled kontroly zivotniho prostiedi na posouzeni rizika
kontaminace ve vlacich pro ochranu zdravi cestujicich. Za vznikem této skupiny stal servis
italskych Zeleznic a ustav Hygieny na université v Rimé. Nechali tak vySetiit klimatizaéni
zatizeni a vodu z toalet, které jsou hlavnim zdrojem biologickych ¢initelti. Voda na toaletach
osobnich vlakl, jak pro umyvadlo, tak pro sanitarni sluzby, je dodavana s poZzadovanymi
vlastnostmi pro lidskou spottebu. Vzhledem k systémlm, kterymi je voda vedena do nadrzi,
musi byt oznaéena jako voda nepitna, protoze nedochazi K zajisténi podminek pro uchovani
pitné vody. Osobni vlaky jsou vybaveny nadrzemi z pryskyfice nebo oceli, jejichz objem je
v rozmezi 200 - 1800 | v zavislosti na typu vozu. Jsou umistény pod stfechou vozu, tim
padem voda stéka samospadem do zachodové buiiky. Nadrze jsou dopliiovany ve stanicich a
v depech pomoci tlakovych hadic umisténych po boku kolejnic. Plnéni probiha
prostiednictvim napojeni hadice na napajeci hrdlo pod vozem. Zavérem italské zpravy bylo,
ze by mélo dochazet k monitorovani vody na palubé vlaki a provadét rutinni opatieni pro
prevenci na zabezpeCeni nezavadnosti vody a zabranit tak moZnym pfipadim rozsifeni

legionaiské nemoci ve vetejné dopravé (Quaranta a kol., 2012).
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5 Legislativa
5.1 Zakladni legislativa Zelezni¢niho provozu

Zakladni legislativa pro provoz, stavbu, udrzbu, bezpecnost zelezni¢niho provozu a
konstrukce vozidel vychazi z norem Mezinarodni Zelezni¢ni unie (UIC, Union International
de Chemin de Fer), ktera byla zalozena roce 1922 se sidlem ve Francii. Unie koordinuje
mezinarodni spoluprace mezi zeleznicemi, napft. i v oblasti vytvareni a predkladani specifikaci

a norem.
5.1.1 Norma UIC 563

Legislativa k provozu socidlnich zatizeni pro kolejova vozidla je stanovena v platné normé
UIC 563 - Hygienicka zarizeni a ¢iSténi osobnich vozi, 8. vydani z 1. 1. 1990. Norma
popisuje pozadavky na podminky provozu socidlniho zidzemi vagonl a pozadavky
na vybaveni téchto zafizeni. Norma se nezabyva pozadavky na slozeni dopliiované vody, ale
v textu se odvolava jesté na vodu uzitkovou, kterd neni jiz v rdmci norem EU o vodé¢ (pitné)
definovana. Z normy vyplyvaji tyto hlavni pozadavky na vodni hospodaistvi (VH) pro myti a

splachovani WC s ohledem na z&sobovani vodou:

o plnici hrdlo chranéno proti zne¢isténim

o zasobnik vody (vodojem) pfistupny a Cistitelny

o povrchy a tvary dilii nejsou nachylné k usazeni necistot

o pouziti hygienickych a chemicky stalych materiala pro potrubi a rozvody

o u uzavienych syst¢tmi VH dimenzovat mnozstvi Cerstvé vody minimalné
na jednodenni provoz

o potrubi a vodojem konstruovat tak, aby mohl byt systém bezezbytku vypustén

a proplachnut

Z hlediska provozu doporucuje norma ohfivani vody na teplotu kolem 30 stupni a cirkulaci
teplé vody mezi ohfiva¢em a vodojemem.

Vzhledem ke vzniku a fungovéani Evropského spoleCenstvi je i legislativa pro Zeleznici
postupné dopliovana, aby se zajistila interoperabilita Zelezni¢ni dopravy. Normy, ve kterych

se objevuji pozadavky na systémovou funkénost socialniho zazemi pro cestujici, jsou:
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A) 2008/232/ES ( HIGHT SPEED)

B) 2011/291/ES (LOCPAS)

5.1.2 HIGHT SPEED 2008/232/ES
ROZHODNUTI KOMISE ze dne 21. tnora 2008 o technické specifikaci pro interoperabilitu

subsystému ,,Kolejova vozidla" transevropského vysokorychlostniho Zelezni¢niho systému

2008/232/ES ( HIGHT SPEED), (ozndmeno pod cislem K (2006) 648)
Vymatek z normy tykajici se nakladani s vodou:
bod 4.2.2.5 Toalety

Ve vlacich ptepravujicich cestujici musi byt nainstalovany uzaviené toalety. Splachovani je

mozné provadét Cistou nebo recyklovanou vodou.

Neni-li splachovacim prostfedkem ¢ista voda, pak vlastnosti splachovaciho prostifedku musi

byt zaneseny do registru kolejovych vozidel.
abod 4.2.9.5 Zavizeni pro dopliiovani vody
4.2.9.5.1 Obecné

Nova zafFizeni pro dopliiovani vody v interoperabilni siti musi byt dopliiovina
pitnou vodou v souladu se smérnici 98/83/ES a zpiisob jejich provozu musi
zajiStovat, aby jakost vody v krajnim misté pevné ¢asti téchto zarizeni spliovala

poZzadavky na jakost vody urcené k lidské spotiebé stanovené v uvedené smérnici.
4.3.5.4 Toalety

Bod 4.2.2.5 této TSI specifikuje pozadavky na splachovaci systém toalet. V TSI subsystému
»Provoz z roku 2006 neni uvedena zadna specifikace tykajici se pravidel pro vypracovani

planu ob¢hu a servisu toalet.

5.1.3 LOCPAS 2011/291/ES
ROZHODNUTI KOMISE ze dne 26. dubna 2011 o technické specifikaci pro interoperabilitu

subsystému kolejova vozidla — lokomotivy a kolejova vozidla pro piepravu osob
transevropského konvenéniho zelezni¢niho systému 2011/291/EU (LOCPAS), (ozndmeno
pod cislem K (2011) 2737).
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Vynatek z normy:

bod 4.2.5.1 Socialni zarizeni

Pokud je ve vozidlové jednotce k dispozici vodovodni kohoutek a pokud neni voda
z kohoutku zajist’ovana v souladu se smérnici o pitné vodé (smérnice Rady 98/83/ES (1),

musi byt napisem viditelné oznaceno, Ze voda z kohoutku neni pitna.

Socidlni zafizeni (toalety, umyvarny, bar/restaurac¢ni zafizeni), pokud je jim vozidlova

jednotka vybavena, nesmi umoznovat vypousténi zadnych latek, které Skodi zdravi lidi nebo

poskozuji zivotni prostiedi.

Vypousténé latky (upravena voda) musi spliiovat platné evropské predpisy podle rdmcové

smérnice o vode:
- Bakterialni obsah vody vypousténé ze socidlnich zafizeni nesmi v zadném ptipade
piekroCit hodnotu bakteridlniho obsahu stfevnich enterokokli a stfevnich bacili
Escherichia coli specifikovanou jako ,,dobrou pro vnitrozemské vody ve smérnici
Evropského parlamentu a Rady 2006/7/ES tykajici se fizeni kvality vody pro koupani.
- Pfi procesu upravy vody nesmi byt pouzivany latky, které jsou uvedeny v pftiloze I
smérnice Evropského parlamentu a Rady 2006/11/ES o znecisténi zpusobeném
uréitymi nebezpecnymi latkami vypousténymi do vodniho prostfedi Spolecenstvi.

Aby byl omezen rozptyl vypousténé tekutiny podél trati, musi k nekontrolovanému

vypousténi z jakéhokoli zdroje dochdzet pouze smérem dold, pod rdmem skiiné¢ vozidla

ve vzdalenosti do 0,7 metru od podélné osy vozidla.

V ¢&asti normy "Udrzba" pro doplitovani vody:

bod 4.2.11.4 Za¥izeni pro dopliiovani vody
Plati pro vSechny vozidlové jednotky vybavené vodovodnimi kohoutky.

Voda dodiavanad do vlaku aZ do plniciho rozhrani s kolejovym vozidlem
v interoperabilnim systému je povaZovana za pitnou ve smyslu smérnice 98/83/ES, podle
specifikace uvedené v bodé¢ 4.2.13.4 TSI Infrastruktura transevropského konvencniho

zelezniéniho systému (2011/275/EU), kde je uvedeno:
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4.2.13.4 Dopliiovani vody

Vsechny TSI kategorie trati

1) Pevna zafizeni pro dopliovani vody musi byt kompatibilni s vlastnostmi
vodovodniho systému stanovenymi v TSI HS a CR kolejova vozidla.

2) Pevna zatizeni pro dopliiovéani vody v interoperabilni siti se dopliluji pitnou vodou
vyhovujici pozadavkiim smérnice Komise 98/83/ES

3) Zpusob jejich provozu musi zajiStovat, aby jakost vody dodavané do kolejového

vozidla spliovala pozadavky na jakost vody stanovené ve smérnici 98/83/ES.

Vlakové zatizeni (vodni hospodarstvi vozidla) na skladovani vody nesmi predstavovat zadna
dodatecna rizika pro lidi kromé¢ rizik spojenych se skladovanim vody dopliované v souladu

s vySe uvedenymi ustanovenimi.

Tento pozadavek se povazuje za splnény na zaklad¢ posouzeni materialu a kvality potrubi a

tésnéni. Materidl musi byt vhodny k pfeprave a skladovani vody vhodné k lidské spotiebé.

Smérnice EU 2011/291/EU (LOCPAS) bodem 4.2.5.1 se tak ziejmé& dostava do rozporu
s pozadavky smérnice Komise 98/83/ES o jakosti vody ur¢ené k lidské spotiebg, kde se
definuje v ¢lanku 1 a hlavné v ¢lanku 2 voda urcend k lidské spottebé (voda pro vetejnost)
jako voda pitna, pro vatfeni apod. Proto 1 k vod€ pouzivané v dopravnim prostfedku se musi
pfistupovat jako k vodé pitné a zajistit nezdvadnost vody tak, aby nebyla sniZena hygiena a
bezpecnost spotiebitele a nebyla ohrozeno zdravi cestujiciho. Toto by se mélo promitnout i
do ochrany vody pied legionelami, protoze systém zasobovani vody ve vozidle je svym
feSenim (teplotni poméry ve vozidle) idedlni pro kolonizaci téchto bakterii ve vod€. Z norem
dale vyplyva, Ze voda na rozhrani mezi staciondrnim plnénim a vozidlem, musi spliiovat

smérnici 98/83/ES, tedy, Ze voda do vozidla je dopliiovéana jako pitna.

Vedle mezinarodnich a evropskych norem si jednotlivé Zeleznice zemi vytvaii své smérnice
pro provoz a udrzbu vozidel. V ramci udrzby vody Ceské drdhy vydaly Smérnici Feditele
012 & 4/2012: Cisténi a dezinfekce nadrZi na pitnou vodu v jidelnich a liZzkovych
vozech. Pro provoz osobnich vozi v soucasnosti v této oblasti nejsou stanoveny zadné

smérnice ani nafizeni.
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5.2 Legislativa o vodé

Pitna voda je definovana zakonem jako voda, kterd je zdravotné nezévadna a ani pii trvalém
pozivani nezplusobi onemocnéni ¢i jiné poruchy zdravi kvuli pfitomnosti mikroorganismi
nebo latek zpisobujici akutni, chronické ¢i pozdni plisobeni na zdravi clovéka a jeho
potomstvo. Musi to byt takova voda, jejiz smyslové postizitelné vlastnosti a kvalita
nezakazuje jejimu pozivani a uzivani pro hygienické potieby fyzickych osob. Nezavadnost
vody se stanovuje hygienickymi limity biologickych, fyzikalnich, chemickych a
mikrobiologickych ukazateld. Tato definice pitné vody je ulozena v zdkon¢ 258/2000Sb a
vyhlasce 252/2004Sb., kter¢ se ji bezprostiedné tykaji.

5.2.1 Smérnice o jakosti vody urcené k lidské spotiebé

PoZzadavky na vodu, kterd je pouzivana v dopravnich prostfedcich jsou stanoveny zdkladni
smérnici 98/83/ES a smérnice Evropské unie. Zakladni smérnice 98/83/ES definuje vodu
ur¢enou k lidské spotiebé jako veskerou vodu, jak v ptvodnim, tak v upraveném stavu
(uréenou k piti, vafeni, pfipravé potravin, ze zasobniki cisteren, v lahvich nebo kontejnerech).
Vyjimky tvofi pfirodni minerdlni vody a 1é¢ivé vody. Musi byt pfijata opatieni k zajiSténi
zdravotné¢ nezavadné a Cisté vod¢ urcené k lidské spotiebé. Voda nesmi obsahovat
mikroorganismy, parazity a ani latky, které by mohly ohrozit zdravi ¢lovéka a spliiovat normy
jakosti povoleného mnozstvi vyskytu bakterii. Pravidelné musi dochazet ke kontrole jakosti
vody urcené k lidské spotiebé, zda nedoSlo k prekroceni limith vyskytu bakterii a
nebezpecnych latek. Pokud by doSlo k objeveni né&jakého mikroorganismu nebo latky,
pro které neni stanoven limit, museji byt dodate¢né monitorovani a musi dojit k zjisténi, ze se
nejedna o mozné ohrozeni lidského zdravi. Dojde-li k ptekroceni stanovenych hodnot, musi
se prikrocit k jejich napravé tak, Ze dojde k obnoveni jakosti vody pro lidské pouziti. Také
musi dojit k takovému zaji$téni, aby pii instalaci novych tpraven a rozvodi vody byly
materidly a pouzivané latky bezpecné pro lidskou spotiebu a nepiesahovaly tak nezbytné

vys$§i koncentrace nez je nutné (smérnice 98/83/ES).

5.2.2 Vyhlaska o pitné a teplé vodé

Existuje také vyhlaska 252/2004, ktera stanovuje hygienické pozadavky na pitnou a teplou
vodu a Cetnost a rozsah kontroly pitné vody. Tato vyhlaSka poukazuje na hygienické limity
biologickych, fyzikalnich, chemickych a mikrobiologickych ukazatelti jakosti pitné vody,

vcetné pitné¢ vody balené a teplé vody dodavané potrubim nebo vodovodem, teplé vody
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vyrabéné z individualniho zdroje pro ucely osobni hygieny. Jak voda pitnd, tak ani voda tepla
nesmi obsahovat parazity, mikroorganizmy a latky jakéhokoliv druhu, které by mély vétsi
koncentraci a mohly tak ohrozit vefejné zdravi. Jak tato vyhlaska ukazuje v ptipadé
biologickych a mikrobiologickych ukazateld teplé vody i vody vyrabéné z individualniho
zdroje pro ucely osobni hygieny, nesmi dojit k piekroc¢eni limitul00 KTJ/ 100 ml u bakterii
rodu Legionella. Odbér vzorkt pro stanoveni ukazatele teplé vody se provede po minutovém
odpusténi vody. Teplota vody po odteceni by neméla ziskat nizsi teplotu nez 50 °C, kvili
minimalizaci rozvoje legionel z rozvodu vody. Za vyhovujici vysledky se stale povazuji
hodnoty bez abnormalnich zmén. Jako mezni hodnota je stanovena pro nemocnice a jina
zdravotnicka a ubytovaci zafizeni. Pro oddé¢leni s hospitalizovanymi pacienty se snizenou
imunitou se vyzaduje limitni hodnota 0 KTJ/ 50 ml. Dojde-li k ptekroceni meznich hodnot
ukazatelli, musi se nutné¢ opakovat odbér vzorkii a pro ovéfeni potvrdit nedodrzeni
hygienickych limiti. Popiipadé¢ musi dojit ke kontrole po ndpravnych opatfenich (vyhlaska
252/2004 Sb.).

5.3 Legislativa bakterie Legionella

Pro urceni bakterie Legionella existuje mezinarodni norma ISO 11731, Jakost vod - Stanoveni
bakterii rodu Legionella“. Podstatou normy je popis kultivaénich metod pro izolaci organismt
rodu Legionella a jejich stanoveni. A také je pouzitelna pro identifikaci bakterie ze vSech
vodnich prosttedi véetné pitnych, praimyslovych a piirodnich spolu s dalSimi materialy,
kterymi jsou kaly, naplavy a sedimenty. Pii praci s bakteriemi je potieba dodrZzovat stanovena
pravidla, aby nedoslo k moznému Sifeni. Vyskytuji-li se jakékoliv pochybnosti 0 moznosti
inhalace aerosolu, je lepSi pracovat v bezpecném ockovacim boxu. Podstatou zkousky
vyskytu bakterie rodu Legionella ve vzorku je nutné zkoncentrovani metodou membréanovych
filtrG nebo odstfed’ovani. Aby nedochazelo k rstu dal$i mikroflory, je potfeba upravit ¢ast
vzorku kyselinou a druhou teplem. Poté dojde k naockovani vzorki na povrch selektivniho
kultivaéniho média pro rod Legionella a necha se inkubovat. Veskeré pouzivané chemikalie
pro vyrobu médii a ¢inidel museji mit zarucenou analytickou jakost. Mohou se také pouzivat
komeréné dostupnd cinidla, dehydratované média a sérologické piipravky. Vysledky se
stanovuji poctem kolonie tvorici jednotky (KTJ) rodu Legionella vybranim tii kultiva¢nich
misek s nejveétsim poctem potvrzenych kolonii. Pocet KTJ rodu Legionella se stanovi

vynasobenim ¢isla koncentra¢nim faktorem.
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Hlavnim diivodem tohoto piedpisu je dokazat pfitomnost nebo absenci bakterie Legionella
ve vzorku. Udava se piitomnost/ absence Legionella pneumophila a piedpokladany vyskyt/
nepfitomnost jinych druhti rodu Legionella. Neptitomnost bakterie ve vzorku se uvadi jako
,hedetekované®. V idedlnim piipadé se urcuji séroskupiny vSech izolati L. pneumophila

(CSN ISO 11731).
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6 Socialni zazemi vlakovych souprav

Sociélni zdzemi a vodni hospodaistvi Zelezni¢nich vagonti prodélalo b&hem trvani zeleznice
mnoho technickych zmén a za dobu vyvoje se zménila i legislativa provozovani umyvéaren a
toalet. V soucasné dob¢ je vyvoj takovy, Ze toalety novych nebo rekonstruovanych vozii jsou
projektovény jako tzv. uzavieny systém vodniho hospodafstvi, coz znamena, Zze voda tekouci
ze zasobniku vody (vodojemu) je vyuzita pro splachovani toalety a poté je jimana do odpadni
nadrze. Jimky soupravy jsou potom obvykle centraln¢ vyCerpany na ureném stanovisti. U
vysokorychlostnich vozti nad cestovni rychlost 200 km/h je i odpadni voda z umyvadla

svedena do odpadni nadrZe. Jinak se voda z umyvadel stale vypousti pod viiz na trat’.

Toalety s vodnim hospodafstvim se v souc¢asnosti navrhuji a dodavaji jako kompaktni moduly

(obr. 1), které se zabuduji do vozidla jako stavebnicovy celek.

Obr. 1 Modul WC (foto: VKV Praha)
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K hlavnim ¢astem modulu WC vagonu patfi:

vlastni modul WC se zafizovacimi pfedméty (napi. zasobnik na rucniky, na

toaletni papir, madla, davkova¢ mydla, zrcadlo atd.)
— vodojem o objemech 200-400 litra
— plnici a prepadové potrubi vodojemu
— ohfivac vody

— vnitini rozvody vody se systémem automatického vyprazdnéni vodniho

hospodafstvi pfi moznosti zamrazu systému v zimnim obdobi
— misa WC s podtlakovym systémem vyprazdnéni
— odpadni nadrz o objemu 250-500 litrt

— elektronické fizeni vodniho hospodaistvi - jednoucelovy pocita¢ s vlastnim

softwarem

Schéma vodniho hospodaistvi je v pfiloze ¢. 1, kde v legendé jsou popsany jednotlivé prvky

vodniho hospodafstvi vozu.

Néadrz vodojemu (obr. 2) je vyrobena z nerezavéjici oceli nebo z plastu a je izolovana. Uvniti
nadrze jsou tzv. ,,vInolami* pro stabilitu vodojemu pfi jizd¢ vozidla. Nejcastéji byva umisténa
nad stropem toalety, tedy pod stfechou, kde je v letnich mésicich vystavena tepelnému zareni

a muZze byt ohiivana az nad teplotu 50 stupiit.
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Obr. 2 Vodojem (foto: VKV Praha)

Plnici a ptepadové potrubi slouzi k naplnéni vodojemu. Plnici mista jsou po obou stranach
vozu. Hrdlo byva pfevazné nechranéno, mize tak nastat jeho kontaminace. Vozidla jsou

plnéna z externiho zdroje hadicemi v depech, ktery je napojen na vetfejny vodovodni fad.

Vnitini rozvody jsou vyrobeny z klasického vodoinstalacniho materidlu schvaleného
pro vodovodni rozvody, které jsou pievazné zmédi, mosazi, nerezy, popiipadé
polypropylenu. Potrubi jsou osazeny regula¢nimi a ovladacimi prvky, napt. ruénimi ventily,
elektromagnetickymi ventily, snimaci teploty apod. Soucasti vnitinich rozvodd je ohtivac
vody, ktery ohfiva vodu na 35 stupiiti a odtud je voda davkovana vytokovym raménkem

(obr. 3) do umyvadla.
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Obr. 3 Vytokové raménko (foto: D. Skrobal)

Odpadni nadrz muze byt interni nebo externi (umisténa pod vozem, obr. 4). Nadrz je
vybavena temperaci proti zamrznuti bioodpadu, snimaci hladiny, odsdvacim a odpadnim

potrubim.

-
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f

Obr. 4 Odpadni nadrz pod vozem (foto: VKV Praha)
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Na zavér mize byt konstatovano, ze tvarova konstrukce nadrzi, potrubi, fitink(, ovladacich
prvkti napomaha vyznamné adherenci a kolonizaci bakterii a prohiivani vody v letnich

mésicich podporuje tvorbu biofilmu a mnozeni mikrobd.
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7 Material a metody

Experimentalni ¢ast byla provedena se vzorky vody, které byly ziskany z vlakovych souprav
na riiznych nadrazich po Ceské republice a z pInicich venkovnich hadic nachéazejicich se
venku nebo uvniti dep. K odebrani vzorku bylo potfeba nejprve vodu odpustit (doslo
k dvojitému odpusténi vody pii automatickém nastaveni) a zméfit jeji teplotu. (obr. 5)
Odebrano bylo pfiblizné¢ 200 ml vody do sterilnich sklenénych lahvi.(obr. 6) Po odebrani
vody z vlakovych souprav byla odpusténa voda také z plnicich hadic. Nékteré z téchto hadic
jsou stale venku a nejsou chranény zadnou krytkou. (obr. 7) Vzorky byly odvezeny

do Narodni referen¢ni laboratote pro legionely ve VySkové.

Obr. 5 Méfeni teploty vody na toaleté ve vlaku (foto: A. Skrobalova)
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Obr. 7 Plnici hadice (foto: A. Skrobalova)
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7.1 Priprava kultiva¢niho média

Nejprve bylo rozpusténo 0,15 g pyrofosfat zelezity a 0,25 g L-cystein ve sterilnich
Erlenmeyerovych baikach o objemu 50-100 ml v 10 ml demineralizované vody. Totéz bylo
provedeno s cykloheximidem, ktery byl ulozen do termostatu pti 50 °C na dobu, dokud
nedoslo k jeho rozpusténi. Do Erlenmeyerovy banky o objemu 2000 ml bylo odméieno 500
ml demineralizované vody. Do banky bylo pfidano 5 g ACES pufr a ten byl zamichan
krouzivymi pohyby. Ze zasobniho roztoku 1 N KOH bylo pfidano 18,5 ml, ktery nesmi byt
star§i nez jeden mésic. Po rozpusténi byly pfidany dalsi slozky kultivaéniho média, kterymi
bylo 1,5 g glycinu, 0,5 g a-ketoglutaratu draselného, 5 g kvasniéni extraktu a 0,9 g aktivniho
uhli. Béhem pridavani jednotlivych slozek bylo dopliiovano zbyvajici mnozstvi vody (430 -
443 ml). Posledni pfidanou slozkou bylo 5 g agaru Oxioid. Nasledn¢ se smés nechala 15
minut odstat. Pida byla autoklavovéana pii 121 °C 1 °C po dobu 20 minut. Po ukonceni
cyklu byla pida ochlazena na 50 °C za stdlého michani. Do pfipravené¢ho média bylo ptidano
10 ml cysteinu sterilizovaného membranovou filtraci. 10 ml bylo nasato do stiikacky a
protlaceno pfes filtraéni nastavec o porezit¢ 0,22 um. Stejny postup byl proveden
u pyrofosfatu. Po kazdém piidavku byl objem pidy promichan krouzivym pohybem.
Do pfipraveného média byly dale pfidany antibiotické suplementy. Do lahvicky
S polymyxinem B sulfatem bylo pfiddno 10 ml demineralizované vody a byla protfepana.
Vznikl tak zasobni roztok. Do lahvi¢ky s vancocinem 500 mg bylo pfiddino 10 ml
demineralizované vody a protfepano tak, aby doSlo k rozpusténi antibiotika. Tak vznikl dalsi
zasobni roztok. Oba se jsou uchovavany v mrazni¢ce pii teploté - 20 °C + 3 °C. Jsou
rozmrazeny vzdy jen pied vlastni pfipravou. Pro pfipravu GVPC média byl nejprve piidan
pollymyxin, po zamichdni vancocin a na konec cykloheximid. Nésledn¢ byla pida rozlita
do Petriho misek o priméru 60 a 90 mm. Misky se uchovavaji pti 4 - 8 °C v lednicce

uzaviené v plastikovych saccich po dobu jednoho mésice.

7.2 Kultivace
Vzorky byly ockovany pfimo na povrch kultivaéniho média nebo filtrovany, kdy filtr byl

pfenes na povrch pidy v Petriho misce. Pro pfimou inokulaci byly misky ptfedsuSeny
v termostatu pii 48 °C + 2 °C po dobu 20 + 5 minut v zavislosti na stafi misky. Byly
pfipraveny dv€ Petritho misky s GVPC médiem pro kazdy vzorek. Kazda miska byla
naockovana 0,5 ml vzorku. Tekuté inokulum bylo rozetfeno stejnosmérné po povrchu plotny

sterilni hokejkou. Po absorbovani inokula do média byly misky obraceny dnem vzhiru,
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zabaleny do plastikovych sackt a inkubovany v termostatu pfi teploté 37 °C po dobu 7 dni.
Dale bylo vzdy 50 ml vzorku zfiltrovano ptes membranovy filtr. Filtr byl pfenesen do predem

ptipravené misky s GVPC agarem a ty byly inkubovany stejné.

Misky byly inkubovany v plastikovych saccich po dobu 10 dni. Tteti den inkubace byly
misky poprvé prohlizeny. Prvni odecet byl proveden po 4 dnech. Tentyz den byly ud€lany
prvni izolace z jednotlivych zastupci morfologickych skupin legionel. Z kazdého monotypu
byly izolovany alesponi tfi kolonie. Nasledujici dny byly misky kontrolovany a dodatecny
rust kolonii byl zaznamenan a kone¢né pocty kolonii byly upraveny. Kone¢né odecety byly
uzavieny 10. den. Poté byly misky zlikvidovany. Membranové filtry byly kontrolovany
5. den a odecteny po 7 dnech. Kolonie na nich rostou pomaleji. Celkové pocty byly

ptekontrolovany po 10 dnech (obr. 8).

Obr. 8 Kolonie bakterie legionela na Petriho misce (Foto: P. Skrobalova)

Potvrzeni a identifikace izolati je mozna pouze sérologicky. Vyuzivaji se ktomu
monoklonélni, polyklonalni nebo vysycena krali¢i séra. Nejprve byla pfipravena zasobni
kultura pro identifikaci. Sirokou klickou byla naotkovana izolovana a vy¢isténa kultura
na povrch BCYE agaru. Po inkubaci misky pfi 48 hodinéach pti 36 °C +£1°C byly na povrch
napipetovany 3 ml pufru PBS 7,2. Sklenénou hokejkou byl nariist emulgovan, stahnut
ve sklonéné poloze misky K jejimu okraji a nepipetovan v objemu 1 ml do centrifugacni
zkumavky o objemu 10 ml. Zkumavka byla vloZena do vodni lazné teperované na 70 °C *

5 °C na dobu 15 minut. Néasledovala centrifugace po dobu 30 minut pii 30000t./min.
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Supernatant byl slit a sediment ve zkumavce znovu nasuspendovan ve 3 ml pufru PBS 7,2 a
na Vortexu protiepan. Znovu nasledovala centrifugace pii stejnych parametrech. Supernatant
byl slit a sediment byl ptevrstven 2 ml pufru PBS 6,4. Dale byl pfipraven pracovni roztok. 0,1
ml zasobni kultury bylo napipetovano do sklenéné zkumavky, kterd lze pouzit do nastavce
SPEKOL 10 ER1. Soubézné byl napipetovan 0,1 ml do druhé zkumavky, ktera slouzila jako
pracovni roztok. Do prvni zkumavky byly pfidiny 3 ml pufru PBS 6,4 a promichan
na Vortexu. Bylo méfeno na SPEKOLu pii 530 nm. Pufr PBS 6,4 byl pfidavéan tak dlouho,
dokud extinkce nedosahla hodnoty 0,210 + 20. Hodnota byla vyznacena na zkumavku se
zasobni kulturou. Do druhé zkumavky bylo piidano tolik pufru PBS 6,4 se safraninem a
zelatinou, kolik bylo uvedeno na zdsobni kultufe. Toto byla pracovni kultura pro vlastni
mikroaglutina¢ni test. Mikroaglutina¢ni test byl proveden v mikrotitraéni desti¢ce typu U
s polyklonalnimi krali¢imi séry vlastni vyroby. Schéma postupu bylo nasledujici. Kazdy
kmen byl nejprve testovan v sestavé sér L. pneumophila sg. 1 - 15. Pfi negativni reakci
s druhem L. pneumophila byl pouzit panel se séry L. species 1 - 48 zahrnujici vS§echny znamé

druhy legionel.

Do prvni jamky mikrotitracni destiCky bylo napipetovano 50 pl séra fedéného ve zkumavce
1: 128 v pufru PBS 6,4 s Zelatinou. Do vSech zbylych jamek bylo napipetovano 25 ul pufru
PBS se zelatinou. Pomoci fediciho hiebenu Rotatiter fy DYNEX byla séra nafedéna
geometrickou fadou od prvni do posledni jamky. V takto ptipravené mikrotitracni desti¢ce
byly vSechny jamky zakapnuty 25 pl pracovniho roztoku zkoumaného kmene. Inkubace
probéhla pfi laboratorni teploté v plastikovém saCku pies noc. Na druhy den byla desticka
vloZzena na dv€ hodiny do ledni¢ky pro zvyraznéni vlastni reakce. Poté doSlo k odecetu.
Pozitivni reakce se jevila jako aglutinace na dné jamky. Pfi negativni reakci se na dné jamky

objevil bodovy knoflik, ktery v sikmé poloze stékal (oznacovano jako tekouci slza), (obr. 9).
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Obr. 9 Mikrotitra¢ni desti¢ka (Foto: V. Drasar)
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8 Vysledky

Vysledky jsou zaznamenany v tabulkach ¢. 2 - 4. Vysledky byly rozdéleny do jednotlivych
tabulek podle druhu vlaku. Analyza vyskytu Legionella byla provedena u 18 vzorka (tab. 2 -
4). Z toho 11 vzorkt bylo odebrano z vlakovych souprav patticich pod spravu Ceskych drah,
4 vzorku ze souprav RegioJetu a 3 vzorki od dopravce Leo Express. Vzorky byly odebirany
z vytokovych ramének na toaletach po odpusténi vody cca 20 sekund. Pfitom byla méiena
teplota vody. Naplnény vzorek byl popsan ¢islem vlakové soupravy, teplotou vody a datem.
Nasledné byl vzorek do druhého dne pievezen do laboratofe ke kultivaci. Vzorky byly
naneseny na médium v Petriho misce a inkubovany v termostatu pii konstantni teploté. U 14

vzorkl byl nélez pozitivni. U zbylych 10 vzorkd nebyla nalezena zadna bakterie Legionella.

V tab. 2 jsou znazornény vzorky, které byly odebrany v piiméstskych vlakovych soupravach
(CD). Teplota vody se pohybovala v rozmezi od 19 - 29 °C. Pfitomnost bakterie Legionella
byla prokazéna v rozmezi 6 KTJ /100 ml - 24 000 KTJ /100 ml. Odbér vzorkt probihal jeden
den pii cest¢ ve vlakovych soupravach. Nejcastéji nachézejicim se druhem byla
L. pneumophila sg. 1 (5 vzorkd). Druhym nejvice zastoupenym druhem byla L. anisa a
L. pneumophila sg. 12 (3 vzorky). Zastoupeni ostatnich druht bylo L. pneumophila sg. 2 (2
vzorky), L. pneumophila sg. 3 (2 vzorky), po jednom vzorku L. worsleiensis, L. rubrilucens,
L. erythra. Byly nalezeny také dva kmeny, které se ukazaly byt novymi druhy na zakladé
sekvenace genu mip. V tab. 2 jsou také zaznamenana depa, ve kterych dochazi k plnéni vody

do zasobnich tanka.
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Tab. 2 Nalezy ve vodnim systému vagonu odebrané z vytokovych ramének na toaletach

Vlak ¢. Depo Tepl. CPM pii | Legionella Identifikace ST
°C 36 °C KTJ /100
ml
914118 | Valasské 27 >10° 4900 L. pneum.sg. 3
Mezitici L. erythra
914 091 28 160 1200 L. anisa
914021 | Suchdol 29 560 1 800 L. pneum.sg. 1, Pont. | 393
nad Odrou
914 003 | Otrokovice 26 0 24 000 L. pneum.sg. 1 Pont. 1
L. pneum.sg. 1 OLDA
L. rubrilucens
914 052 19 8 600 L. worsleiensis
914 029 26 28 4000 L. pneum.sg. 12
L. spec.nov
914 013 Veseli 21 5 6 L. pneum.sg. 1 393
L. anisa
954218 | Olomouc 28 38 400 L. pneum. sg. 3
460 007 | Bohumin 19 15 200 L. pneum.sg. 1 1
L. anisa
L. ,,spec.novs*
471 057 24 480 12 000 L. pneumophila sg. 12
L. brunensis sg. 2
471 057 21 120 500 L. pneumophila sg. 12

L. brunensis sg. 2

Vagon €. - identifika¢ni ¢islo vlaku

Tepl. °C - méfena teplota odebrané vody vzorku

KTJ /100 ml - pocet kolonii bakterie vyskytujici se na 100 ml vody

ST - subtypizace




V tab. 3 jsou zaznamenany vzorky, které byly odebrany z RegioJetu smér Havifov - Praha.
Teplota vody byla v rozmezi 26 - 34 °C. Pfitomnost bakterie Legionella byla prokazana
vrozmezi 0 KTJ /100 ml - 5400 KTJ /100 ml. Odbér probéhl béhem jednoho dne.
Nejcastéjsim druhem byla L. pneumophila sg. 1 (2 vzorky) a dal§im zastupcem v jednom
vzorku L. pneumophila sg. 5. Na jedné toaleté nebyl nalezen zadny druh bakterie Legionella,

kdy divodem muze byt Cerstvé doplnéna voda.

Tab. 3 Nalezy ve vodnim systému vagonu odebrané z vytokovych ramének na toaletach

Legionely -
Vlak Vagon ¢. Tepl. °C Identifikace
KTJ/100 ml
61 81 91 000-8 29 2000 L. pneum sg. 1
Regio Jet IC1012
61 81 30 90 012-8 34 5400 L. pneum. sg. 5
61 81 30 90 021-9 26 0
Regio Jet IC1007
61 81 18 91 020-6 28 140 L. pneum. sg. 1

Tepl. °C - méfena teplota odebrané vody vzorku

KTJ /100 ml - pocet kolonii bakterie vyskytujici se na 100 ml vody
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V tab. 4 jsou zaznamenany vzorky, které byly odebrany z Leo Expressu smér Praha -
Bohumin. Teplota vody byla v rozmezi 15 - 16 °C. Pifitomnost bakterie Legionella nebyla
prokazana. Odbér vody probéhl v jednom dni. U dopravni spolecnost Leo Express nebyla
Vv jejich vlakovych soupravach nalezena zadna bakterie rodu Legionella. Divody mohou byt
hned dva. Vlakové soupravy jsou nové a teprve nedavno se zacaly pouzivat v Zeleznicni
dopravé. Dalsim divodem je velice nizka teplota vody, kterd znemoznuje rozmnozovani

bakterie.

Tab. 6 Nalezy ve vodnim systému vagonu odebrané z vytokovych ramének na toaletach

Legonely KTJ
Vlak Vagon ¢&. Tepl. °C
/100 ml
Leo EXpI’ESS L1356 94-54-1-480-002-5 B 15 0
94-54-1-480-002-5 C 15 0
Leo Express L1353 94-54-1-480-002-5 D 16 0

Vagon ¢. - identifikacni ¢islo vlaku

Tepl. °C - méfena teplota odebrané vody vzorku
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9 Diskuze

Experiment byl zaméfen na sledovani Cetnosti vyskytu bakterie Legionella ve vodnich
systémech vlakovych souprav. Podle mezinarodni normy UIC 563 existuji legislativni
pozadavky pro zeleznice. Jednim z bodl normy je ohfivani uzitkové vody vyuzivajici se
ve vlacich. Je doporugovano vodu pied pouZitim ohtivat na teplotu 30 °C. V CR zatim nejsou
hygienické pozadavky legislativné stanoveny. Pitna voda neni vyzadovana s vyjimkou
restauranich vozl. Nedochazi tak k zddnym kontrolam a ¢isténi vodniho systému vlak,

ktery zasobuje vodou vesker¢é toalety ve vagonech.

Vyzkum ve Velké Britanii vyzadoval zjistit, jak velké riziko by mohla mit pfitomnost bakterie
Legionella ve vlaku s nepitnou vodou. Reakci na tento pozadavek bylo velké Gsili zjistit, jestli
existuje mozna spojitost a nebezpeCi mezi bakterii a vlakem. Riziko, které bakterie
predstavuje, se stalo bodem vyzkumu. UGelem bylo poskytnout zakladni identifikaci a
primétené opatfeni ke zmirnéni rizika. Nasledoval ptehled studii, kdy zdvérem bylo, ze tidaje
potiebné pro podporu daného rizika neexistuji. Kromé& tdaji o vyskytu bakterie ve vlakovych
nadrzich v Italii, Velké Britanii a Ceské republice se zda, Ze dal§i informace o vyskytu
potencionalniho ¢i skute¢ného rizika pro cestujici v zelezni¢nich kolejovych vozidlech
neexistuji. Jednoduse feCeno, nebyly vydany zadné studie, které by potvrdily vztah
mezi vyskytem ndkazy nemoci bakterii a Zeleznici. Nesmi se ale zapominat, Ze nedostatek
dukazli tykajici se nebezpe¢i a rizika nemohou vést k vyvolani nemoci. Absence dat
neznamena opominat mozny piedpoklad rizika, které ptedstavuje bakterie Legionella

Vv nepitnych systémech. (Woods, RBSS, 2012)

Stejné¢ jako moralni povinnost zameéstnavatel chranit zaméstnance a cCleny vefejnosti,
vSeobecné zdravotni legislativy vyZzaduji, aby pracovnici a vefejnost byla chranéna pted
moznymi riziky. Nafizeni Control of Substances Hazardous to Health (COSSH) se vztahuje
na mikroorganismy, jako jsou legionely. N&které zakladni principy spravné pracovni hygieny

jsou dany COSSH a musi se dodrzovat:

® prevence
e regulacni opatieni (technické kontroly, jako jsou izolace nebo odvétravani)

e osobni ochranné prostredky
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V souvislosti s prevenci u legionely znamena vyhnout se vypous$téni kontaminované vody a

omezit rozsah tvorby aerosolu.

Soucasné kontroly vyskytu bakterie v oboru Zelezni¢ni dopravy nejsou znamé. Neexistuje
zadna kontrolni skupina. Zalezi na kazdé stanici a vozovné, jakym zpusobem napaji vodu
do tankl a za jakych podminek skladuje vodu pro dalsi pouziti. Neni znamo zadné natizeni
u nas, které by stanovovalo, ze voda dopliiovand pro pouzivani vetejnosti ve vlacich, by

musela byt pitna. Proto jsou také vSechny toalety vybaveny piktogramy - VVoda neni pitna.

MozZnym fesenim na snizeni vyskytu bakterie legionela ve vodnich systémech vlaku je jejich
eliminace a navrhy na jeji odstranéni. Odstranéni legionel z jakykoliv vodnich systémi je
obtizné. Mozné postupy pro eliminaci jsou dobfe funk¢ni v laboratornich podminkéch, ale
Po ur¢itém case dojde k opetovnému ndrlstu bakterii v systémech. Nejvice pouzivané metody
na odstranéni legionely ze systému se vyuzivaji dezinfekce oxida¢nimi prostiedky a tepelné
metody. Pouzivaji se také dal$i metody, jako jsou fyzikdlni nebo chemické, ale jen
ve specifickych piipadech. Vyuzivanymi metodami Vv Zelezni¢ni dopravé je dezinfekce UV
zafenim a pomoci piipravkl na bazi chloru. Dal§i metody jsou piipadné ndvrhy, které by se
dali vyuzit pro snizeni mozného rizika vyskytu bakterie legionela ve vodnich systémech

vlaku.
Dezinfekce UV zarenim

Vodni systémy vozi mohou byt vybaveny UV lampou, kdy UV zafeni inaktivuje DNA
bakterii. Maximalni u¢inek ma pii vinové délce 254 nm. (Muraca, 1987; Kim a kol., 2002)
UV zafeni plisobi pouze v misté pfistroje, kde byl nainstalovan. Ma ucinek jen na ozafované
misto nikoli na potrubni systém. Tato metoda se pouziva jako dopliikova pii hyperchloraci

nebo pii tepelném predehiati (Franzin a kol., 2002).
Dezinfekce chemickymi prostredky

Pfipravky na bazi chléru

Chemicka dezinfekce vodniho systému se provadi u vSech vozi. Pfed odjezdem vozu do depa
kolejovych vozidel (DKV) a zacatkem dezinfekce je potieba zcela vyprazdnit vodni systém

vozu. Pro dezinfekci nadrzi se pouziva ptipravek na bazi chléru (napt. chlornany vépniku a
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sodiku, chlérdioxid nebo chloraminy). Ve svét¢ doporuCovanym a ucinnym na dezinfekci
vody je chlérdioxid. Pusobi nejen na legionely, ale také na vytvoiené biofilmy a redukuje
jejich pocet. Po dezinfekci se nejdiive 30 minut po provoznim naplnéni odebere vzorek vody.
Provede se rozbor. V ptipad¢, ze rozbor vody nebude odpovidat limitim stanovenych pro

kvalitu pitné vody, bude dezinfekce provedena znovu (smérice CD, 2012).

Dezinfekce se déla 1x za 3 mésice u vSech vozi, které nejsou vybaveny UV lampou. U vozil

s nainstalovanou UV lampou se dezinfekce provadi 1x za 12 mésict (smérnice CD, 2012).

Ionty médi a stiibra

Pouzivanim iontl stiibra a médi by v systému mohlo zabranit pomnozeni legionel na delsi
dobu (Miuenzner a kol., 1997). U¢inek metody je zaloZzen na elektrolytickém uvoliiovani
stfibra a médi. Tonty jsou pro volné zijici legionely i legionely Zijici v biofilmech toxické.
Tato metoda by se dala vyuZivat jako doplitkova metoda k u¢inné chloraci. Radny dezinfekéni
efekt by byl dosazen za soucasného pouzivani dezinfekce chlorem. (Kool, 2002) Nevyhodou

této metody je ekonomickd naro¢nost a stald kontrola koncentrace iontl, protoze vlastnosti

vody ovliviiuji piisobeni ionti stiibra (Spalekova M., 2003).
Vyuziti membranovych filtri

Membranovy filtr na konci vodovodniho kohoutku by poskytoval trvalou ochranu. Nastavec
s filtrem by se nasadil na kohoutek a chranil by tak uzivatele pfed mikroorganismy z vody a
pted aerosolem. Studie provedena autory Vonbergem a kol. (2008) v nemocnicich prokazala,
ze filtr s pory 0,2 um snizila vyskyt a pocet kolonii legionel ve vod¢. Problémem této metody
je kratka zivotnost filtrl, ¢asta vymeéna a finan¢ni naro¢nost. Stejné jako UV technologie plati,

ze voda za filtracnim nastavcem neni jiz hygienicky chranéna.
Dalsi potencionalni opatfeni ke sniZeni rizika
Aby doslo ke snizeni zneciSténi, mélo by dochazet:

e Kk pravidelnému ¢isténi hadic a ptfipojovacich zavit
e k osetfovani vody teplotou nad 60 °C
e ke krytovani plnicich mist na vozidle

e kpravidelnému plnéni a vypousténi nadrzi na vozidle a zasobnich nadrzi v depech.
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Dalsi moznosti jak snizit rust kontaminace na vozidle je:

e kompletni vypousténi nadrzi a pravidelné plnéni nadrzi na vozidle

hloubkové ¢isténi a dezinfekce nadrze vlaku

dosahnout automatického odpousténi v zavislosti na ¢ase/teploté

zavést antibakterialni gely na ruce a tim zrusit vodu v umyvadlech

izolovat sbérné nadrze ¢i lakovat stiechy stfibrem
Resenim by také mohlo byt snizeni vzniku aerosolu. Pomoci:

e odstranéni trysek z kohoutl
e vakuové splachovaci zachody
e odstranéni vysousece rukou

e automatické zavirani vika toalety pted splachnutim
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10 Zavér

Ve své préci jsem se zabyvala vyskytem bakterie Legionella ve vodnich systémech vlakovych
souprav. V souboru kultivovanych vzorkt bylo zastoupeno 9 druhu, z toho dva druhy byly
neznamé. Nejéastéjsi vyskyt druhu byla L. pneumophila sg. 1, jejiz sekvenaéni typ ST 1 je
universalnim patogenem napii¢ Evropou. Mezi nalezenymi druhy byly také bakterie, které
jsou spojovany s onemocnénim ¢lovéka. Pfikladem muze byt L. anisa nebo L. erythra.
Vsechny druhy této bakterie se vyskytovaly ve vefejné dostupnych Zelezni¢nich prostredcich,

kde by mohly zplsobit riziko nakazeni jedincu, kteti vyuzivali vlakovou toaletni jednotku.

Prozatim nebyla prokdzédna z4dnd souvislost nakazeni mezi clovékem a legionelou
pochazejici z vody v Zelezniénim vozidle. To ovSem neznamena, Ze bychom méli opomenout
mozné riziko, které by mohlo vzniknout. I pokud by bylo onemocnéni diagnostikovano, ani
1€kat, ani epidemiolog se na cestovani vlakem vyptéavat asi nebudou. Dodnes totiz neexistuje
zadna legislativa, ktera by udavala, jak zachézet s vodou v nadrzich vlakt a jak je spravné
Cistit, aby v ni nedochazelo k rozmnozovani mikrobi. Prozatimnim feSenim je uvést do chodu

alespon par navrhii na eliminaci bakterie a opatieni, ktera by vedla ke snizeni rizika.

Podle mého nazoru nedojde k zadnym opatienim do doby, dokud se z potencionalniho rizika

nakazeni nestane skute¢né a nedojde k ohrozeni lidskych zivott.
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11 Pouzité zkratky

ACES
AFLP
BCYE

CDC

CFU
CD
GVPC
DFA
DKV
DNA
ELISA
MAbs
NRL
PA
PCR
PFGE
RFLP
rRNA
RSSB

SBT

sg.

N-2-acetamido-2-aminoethansulfonova kyselina
polymorfismus délky amplifikovanych fragmentt
kultivacni médium pro kultivaci legionel (Buffered Charcoal Yeast Extrakt)

centra pro kontrolu nemoci a prevence (Centers for Diseases Control and
Prevention)

kolonie tvofici jednotky (Colony-forming units)

Ceské drahy a. s.

kultivacni médium

pfima imunofluorescence (Direct Fluorescent Antibody)

depo kolejovych vozidel

deoxyribonukleovéa kyselina

enzymatickd imunoanalyza (Enzyme - linked immunosorbent assai)
monoklonalni protilatky

narodni referen¢ni laboratof

Pensylvanie

polymerdzova tfetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)

pulzni gelova elektroforéza

polymorfismus délky fragmenth §tépenych restrikéni endonukleazou
ribozomalni ribonukleova kyselina

Rail Safety and Standards Board

sekvenc¢ni subtypizace (Sequence - Based Type)

séroskupina (Serogroup)
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