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Epidemiologicka situace v 1ékarné
Abstrakt

Mezi nejcastéjSi onemocnéni patii respiratni nakazy prendSené vzdusnou cestou.
Postihuji déti 1 dospélé, potencidlné nebezpecné vsak mohou byt pro osoby oslabené
primarnim onemocnénim nebo poruchou imunity. Patogeny byvaji do okoli vylu¢ovany
nemocnym ¢lovékem pomoci kapének ¢i biologického aerosolu pfi kaslani, kychani nebo
mluveni. Tyto zpiisoby pfenosu piedstavuji riziko v Sifeni nozokomialnich nékaz ve

zdravotnickém zafizeni.

Cilem bakalafské prace bylo zjistit vysi mikrobialniho znecisténi ovzdusi vnitfniho
prostfedi a vyhodnotit piipadny negativni vliv bakteridlni kontaminace na zdravi pacientli

ptitomnych v 1ékarné.

Laboratorni ¢ast prace byla zaméfena na odbér, zpracovani a identifikaci infek¢éniho
agens Sifeného vzdusnou cestou ve zdravotnickém zatizeni (Iékarn€) v obdobi 5/2018—
2/2019. K odbéru vzorku byla pouzita metoda pasivniho sbéru (plotnova sedimentacni
metoda). Jeji podstatou je usazovani mikroorganismil pfitomnych ve vzduchu na krevni
agar v Petriho misce. Na vysi mikrobialniho zne¢isténi vnitiniho ovzdusi byl posuzovan
také vliv teploty a vlhkosti vzduchu v 1ékarn¢ a pocet osob piitomnych v dobé odbéru

vzorku.

Dle Vyhlasky ¢. 6/2003 Sbh., ktera stanovuje hygienické limity biologickych ukazatelti
pro vnitini prostiedi pobytovych mistnosti ve zdravotnickém zafizeni, je maximalni
hranice 500 CFU/m* (CFU je jednotka pouzivana k odhadu poétu Zivotaschopnych
bakterii). Této hranice nebylo ve zkoumaném obdobi dosazeno. Naméfené hodnoty
dokazaly, Ze teplota, vlhkost a poc¢et CFU/miska maji mezi sebou ur€itou mirnou
pozitivni zavislost. Porovnanim poctu pacientti a poctu CFU/misku se prokézalo, ze tyto

dvé veli¢iny nemaji vzajemnou vyraznou korelaci.

Co se tyce zastoupeni jednotlivych skupin identifikovanych mikroorganismu ve vzorcich,
pievazujici podily ma vétsinou skupina G+ Staphylococcus spp., ktera ¢asto tvofi vice
nez 50 % mikroorganismi ve vzorku, nékde dokonce az 75 %. Nasleduji G- tycky, jejichz
podil tvoii az 46 %, dale poté G+ diplokoky a tetrakoky, jejichZ podil dosahuje az 43 %.
Z hledanych patogenii byl potvrzen vyskyt Staphylococcus aureus a Streptococcus

pyogenes.



Vysledky bakalaiské prace nepotvrdily piekroceni limitu mikrobidlniho znecisténi
ovzdusi v 1ékarné ani vyznamny vyskyt pivodct bakteridlnich respiracnich nakaz. Lze
tedy povazovat vnitini ovzdusi v 1ékarn¢ z hlediska moznosti bakteriadlni nakazy za malo

rizikové.
Kli¢ova slova

Bakterie; epidemiologie; infekce pienasené vzduchem; kapénky; kvalita vnitiniho

ovzdusi.



Epidemiological Situation at a Pharmacy
Abstract

Airborne respiratory infections are among the most frequent diseases. Airborne
respiratory infections afflict both children and adults; they can pose a potential threat to
persons already suffering from another primary illness or those with impaired immunity.
A disease-carrying person transpires pathogens through droplets or biological aerosol
when coughing, sneezing or talking. Such ways of illness transmission pose a risk of

nosocomial infection dissemination in medical facilities.

The objective of this Bachelor’s thesis is to quantify microbiological pollution in the
indoor environment and evaluate the negative influence, if any, of bacterial contamination

on the health of patients occurring at the pharmacy.

The laboratory work part of the thesis aimed at the sampling, processing and identification
of airborne infection agents at a medical facility (pharmacy) in the period of May 2018
to February 2019. The sampling method used was the method of passive collection
(platform settling method). The principle of this method is that microorganisms present
in the air settle over blood agar in a Petri dish. The factors evaluated in analyzing
microbiological pollution of indoor air included the influences of air temperature and
humidity at the pharmacy, as well as the number of persons present at the time of taking

the sample.

Pursuant to Decree n. 6/2003, which sets hygienic limits for biological indicators in
indoor environments of frequented premises in medical facilities, the maximum limit is
500 CFU/m?3 (CFU is a unit used to estimate the count of viable bacteria). The counts
found during the review period have never reached the limit. The values measured
showed that there is a certain degree of positive correlation between the air temperature,
air humidity and CFU count per dish. Comparisons between the number of patients and
the CFU count per dish demonstrated no distinct cross-correlation between the two

factors.

As far as the representations of individual groups of identified microorganisms in the
samples are concerned, the G+ Staphylococcus spp. group takes a prevalent share,
counting for more than 50 % of microorganisms in the samples, and as much as 75 % in

some samples. G-rods follow, with a share of as much as 46 %, further followed by G+



diplococcus and tetracoccus bacteria with a share of as much as 43 %. Of the focus
pathogens, the occurrence of Staphylococcus aureus and Streptococcus pyogenes were

confirmed.

The results of my bachelor’s thesis did not confirm any overlimit microbiological
pollution of the pharmacy indoor air or a significant occurrence of bacterial respiration
infection agents. In conclusion, in terms of bacterial contagion, indoor air at pharmacies

can be seen as a low risk.

Key Words

Bacteria; Epidemiology; Airborne Infection; Droplets; Indoor Air Quality.
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UVvoD

CAUSARUM ENIM COGNITIO COGNITIONEM EVENTORUM FACIT (Cicero)
Rozpoznani pricin prindsi pozndni vysledki (Pfeiffer, 1975, s. 154)

Mikroorganismy se vyskytuji vSude kolem nas. Na jejich pfitomnost ve vzduchu je ¢lovék
dlouhodobé adaptovan a jejich vdechnuti mu vétsinou nezpusobuje zadné vétsi potize.
Pokud se ale v aerosolu vnitiniho prostiedi vyskytuji patogenni bakterie, mohou se po
jejich inhalaci u lidi rozvinout zavazné nemoci, které tyto bakterie zptsobuji (Klanova,

2002).

Nakazy pienasené kapénkami nebo vzdusnou cestou maji vysokou frekvenci vyskytu.
Kazdy rok onemocni respiracni infekci vysoké procento lidi, n€kteti i opakované. Tim se
tyto nakazy fadi mezi nejcastéj$i onemocnéni a také prispivaji ke vzniku nozokomialnich
respiraénich nékaz. V Ceské republice se pocet piipadii respiraénich ndkaz pohybuje ve
statisicich ro¢né. VétSinou onemocni déti a stafi lidé. Pro svou vysokou incidenci

pfedstavuji véazny zdravotnicky a ekonomicky problém v zemich mirného pasma

(Hamplova et al., 2015).

Zdravotnickych sluzeb 1€karny vyuziva mnoho lidi trpicich riznymi nemocemi. Prvni
skupinou jsou pacienti s chronickym onemocnénim, ktefi si vyzvedavaji své predepsané
1éky na I€katsky predpis. Druhou skupinou jsou pacienti s akutnim onemocnénim, ktefi
se snazi poc¢atecni fazi nemoci zvladnout volné€ prodejnymi léky. Pokud se po urcité dobé
jejich stav nezlepsi, navstévuji svého 1ékaie a po vysetieni se vraci do Iékarny s receptem

na predepsané 1éky, napt. antibiotika na 1écbu bakterialnich infekci.

Pacienti s respiracnim onemocnénim pii mluveni, kychani nebo kaSlani $ifi do svého
okoli velké mnozstvi kapének obsahujicich infek¢ni agens. Mikroorganismy se ve formé
kapének nebo biologického aerosolu vznasi v prostorach Iékarny a tim padem se stavaji
potencionalnim nebezpe¢im nejen pro dalsi pacienty, ale i pro zdravotnicky personal.
Takto rozSifované patogeny ohrozuji hlavné pacienty s poruchou imunity nebo oslabené
jinym primarnim onemocnénim. Pfidruzené infekce jesté vice zatézuji jejich organismus

a komplikuji 1écbu zékladniho onemocnéni.

10



TEORETICKA CAST
1 Epidemiologie
Infekce spojené se zdravotni péci (HAI)

Infekce spojené se zdravotni péci jsou definovany jako infekce exogenniho ¢i
endogenniho pivodu, které maji souvislost s pobytem osob v ambulantni nebo nasledné
zdravotni péci vV nemocnici ¢i jiném zdravotnickém zafizeni. Tyto infekce nebyly
piitomny ptfed zacatkem pobytu nemocného ve zdravotnickém zafizeni a ani nebyly
Vv inkubacni dobé. HAI ve svém disledku vedou k vys$si morbidit€¢ a mortalité, jsou
nevitanou komplikaci pii 1é¢be primarniho onemocnéni. Tito pacienti jsou jiz oslabeni
svym zakladnim onemocnénim a k ptivodciim nékazy jsou tak vnimavéjsi. V praméru je
touto infekci postizeno 5-10 % hospitalizovanych pacienti. Ambulantné oSetfovani jsou
ohrozeni HAI méné casto. Dle prizkumG nespecifické HAI ndkazy odrazi
epidemiologickou situaci ve spadové oblasti zdravotnického zatizeni. V EU postihuji
ro¢n¢ odhadem 4,2 milionu pacientt. Jejich 1écba je obtiznd, protoze ptivodci ndkazy
byvaji Casto odolni vuc¢i antibiotické 1é¢bé. Nejcastéjsimi puvodci HAI jsou
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa a
Klebsiella pneumoniae. Zdravotnicky personal v procesu ptenosu HAI hraje dulezitou
roli, proto je nutné¢ dodrzovat zasady hygienicko-epidemiologického rezimu (napf.
dezinfekce rukou) (Hamplova et al., 2015).

1.1 Proces Siieni nakazy

V epidemiologii infekénich nemoci davame do souvislosti vztahy mezi vyvolavajicimi
faktory, prostfedim a hostitelem. Proces Sifeni ndkazy je podminén splnénim téchto tii

nasledujicich podminek:
1/ ptitomnost zdroje ptivodce ndkazy,
2/ uskute¢néni pfenosu ptiivodce nékazy,

3/ ptitomnost vnimavého hostitele (Hamplova et al., 2015).
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1.1.1 Zdroj pivodce nakazy

Hlavni podminkou pro vznik epidemiologického procesu je ptitomnost zdroje pivodce
nakazy. Ve zdravotnickych zatizenich to byva vétsinou lidsky zdroj. Obdobi vylucovani
puvodce nakazy je u rtiznych ndkaz rizné¢ dlouhé a nazyva se obdobim nakazlivosti. U
bakterialni ndkazy se nejvétsi mnozstvi zarodkld vylucuje vétSinou v prvnich dnech
nemoci. S ustupem klinickych ptiznakd se mnozstvi vylu¢ovanych patogent snizuje. U
Clovéka rozeznavame dveé formy zdroji nakazy: osoby sklinickym pribéhem
onemocnéni (aparentni infekci) a nosice. Aparentni infekce jsou z hlediska Sifeni méné
nebezpecné, protoze tito nemocni jsou vcas diagnostikovani, izolovani a léCeni
(uplatiiujeme cilend protiepidemiologickd opatteni). Nosici ptechovavaji a vylucuji
infek¢ni agens bez zjevnych ptiznaki onemocnéni. Z hlediska Sifeni infekce jsou nosici
nebezpe¢nym zdrojem, protoze ani oni sami, ani jejich okoli si neni védomo nakazlivosti

(Hamplova et al., 2015).
1.1.2 Pienos a cesta Siieni piivodce ndakazy

Pfenosem ndkazy rozumime pfenos infekéniho agens ze zdroje ndkazy na vnimavého
hostitele. Vlastni cesta pfenosu byva rtiznd. Rozpoznavame ji podle toho, ve kterych
organech je infek¢ni proces lokalizovan a jakou cestou infek¢ni agens opousti svého
hostitele (zdroj) nebo vstupuje do vnimavého hostitele. Mistem vstupu ¢asto byva epitel
kuze a sliznice respira¢niho a alimentarniho traktu, poté také o¢ni spojivka a urogenitalni
ustroji. Nazyvame je vstupni branou infekce. V mnoha piipadech zistava mikrobialni
infekce omezena na bunky epitelu. Jindy se infek¢ni agens muze $ifit po prostupu
epitelem v organismu hostitele lymfatickou cestou do krve a organi (Hamplova et al.,
2015).

Zname Ctyii druhy prenosu pivodct nakazy:

1/ pienos stykem,
2/ prenos vzduchem,
3/ ptenos vodou a potravinami,

4/ ptenos vektorem (napi. hmyzem, ¢lenovci) (Horazd’ ovsky et al., 2001).
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1.1.2.1 Pienos puvodce nikazy viduchem

Vzduchem se §iii cela fada pivodct bézné se vyskytujicich nakazlivych nemoci, které
tvoii skupinu tzv. respiracnich nakaz. Prenos infek¢niho agens vzduchem se uskuteciiuje

kapénkami, biologickym aerosolem a kontaminovanym prachem (Sery et al., 1966).

Kapénky

Respira¢ni sekrety od pacienta s infekci dychaciho ustroji jsou vypuzovany z ast nebo
nosu pii mluveni, ale hlavné pii kaslani, kychani, plivani. Malé kapky maji rizné velikosti
od 1-1000 um a jejich jadro casto obsahuje patogenni, ale i neskodné zarodky. Drobna
kapénkova jadra se odpaiuji a dle své velikosti se vznaseji ur¢itou dobu ve vzduchu nebo
klesaji k zemi. Mohou se zachytit na ruznych predmétech, které poté nazyvame
kontaminované a tim padem mohou nasledné vyvolat nakazu u lidi. Nebezpeci tkvi
Vv rozptylovani kapének v uzavienych prostorach a nasledném Sifeni respiracnich nakaz

(Riley, 1974).

V ptenosu patogent mezi prostory je dulezita velikost kapének a jejich rychlost. Malé
kapénky se po uvolnéni odpatuji a méni tak svou velikost. Vysledkem jsou jadra kapének,
ktera jsou dostate¢né mala tak, aby zastavala ve vzduchu dlouho suspendovana a stale
infekéni. Velké kapénky (vétsi nez 100 um) se mohou usadit na zemi diive, nez se stanou
jadry kapének. Pfezivani patogend ve vzduchu zavisi na mnoha faktorech, véetné doby
pobytu ve vzduchu, hladin€ vlhkosti (ktera ¢astecné zavisi na teploté), atmosférickych
zne€istujicich latkach a UV zéfeni. Jak teplota, tak vlhkost pisobi na lipidovou obalku a

bilkovinovy plast’, coz ovlivituje dobu pieziti patogend (Eames et al., 2009).
Biologicky aerosol

Kapénky mensi nez 100 um rychle vysychaji a jejich mikrobni jadra se pak vznaseji ve
vzduchu velmi dlouho. Takto vznika ve vzduchu biologicky aerosol, jehoz nepatrné
rozmé&ry umoziuji nejen rychlé proniknuti ¢aste€ek do dychacich cest a odtud do plicnich
sklipkd, ale 1 zasazeni velkého poctu osob. Pti proudéni vzduchu mize byt biologicky

aerosol zanesen i na vétsi vzdalenosti (Sery et al., 1966).
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Kontaminovany prach

Na zemi a na pfedmétech kapénky vysychaji a vznikd kontaminovany prach, v némz
patogenni zarodky ptezivaji rizn€ dlouho podle stupné odolnosti. Pi jeho zvifeni se opét

dostavaji do vzduchu a mize dochazet k prenosu infekce (Sery et al., 1966).

Dale rozeznavame pfimy a nepiimy pienos pivodce nakazy. Pro primy prenos je dulezita
soucasna pritomnost zdroje pivodce nakazy a vnimavého hostitele. Je to pfimy a
bezprostiedni pfenos infekéniho agens z brany vystupu infikovaného jedince do brany
vstupu nového hostitele. Pro neprimy prenos je charakteristické, ze k nému dochazi
nezavisle na pfitomnosti zdroje a vnimavé osoby a byva néfim zprosttedkovan

(Hamplova et al., 2015).
1.1.3 Vnimavy hostitel

Vnimavy organismus je posledni ze tii ¢lanka Sifeni ndkazy. Po expozici infekéniho
agens nemusi vzdy dojit k infekci. A infekce pak jest€¢ neznamend onemocnéni. Vse
zalezi na odolnosti exponovaného ¢loveka. Individualni odolnost ovliviwji tyto faktory:
napft. v€k, stav imunitniho systému, vyzivovy stav hostitele, fyzickd kondice, soucasna

jind onemocnéni (Hamplova et al., 2015).
1.1.4 Specifické vlastnosti pitvodce nakazy

Infekcnost je schopnost patogenu zpisobit infekci. Vznik a pribéh nakazy zavisi na
velikosti infekéni davky. Patogenita je schopnost mikroorganismu vyvolat onemocnéni.

Virulence je definovana jako mira zavaznosti onemocnéni (Nelson a Williams, 2013).

Invazivita je schopnost mikroorganismu proniknout do tkani, udrzet se v nich a
pomnozovat se. Toxicita je schopnost patogenu poskozovat hostitelsky organismus
produkci toxinl. Inkubacni doba je doba od proniknuti patogenu do organismu do vzniku

prvnich ptiznakd nemoci (Horazdovsky et al., 2001).
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1.2 Respiracni ndkazy Siiené vzduSnou cestou

Skupina nakaz prendSenych kapénkami, biologickym aerosolem a kontaminovanym
prachem je charakterizovana témito parametry: typicka vstupni brana infekce je sliznice
dychacich cest, zdroj nédkazy je obvykle ¢lovek a typ prenosu je nejcastéji uskutecnovan
vyschlymi kapénkami, respektive jejich hlenovym jadrem obsahujicim mikroorganismy
adsorbované na praSnych c¢ésticich. Etiologicky se jednd o skupinu zahrnujici mnoho

puvodct bakterialnich a virovych (Hamplova et al., 2015).

Tyto nakazy se lisi od jinych ndkaz tim, ze jejich pfenosu neni mozno uplné zamezit.
Dezinfekéni opatfeni mohou snizit mnoZstvi patogenil na riznych predmétech, ale jen
velmi téZce se da ovlivnit jejich pfitomnost ve vzduchu. Ani v€asna izolace nemocného
nebyva Casto ucinna. Diagnostiku obvykle ztéZzuje pocate¢ni necharakteristicky pribéh
onemocnéni. A pravé na pocatku onemocnéni je pivodce ndkazy vylucovan v nejveétsim
mnozstvi. Vzdusné ndkazy jsou zdvazné pro své rychlé a snadné Sifeni v mistech zvysSené
kumulace osob, napf. nemocnice a zdravotnicka zatizeni. Boj proti nakazam S$ifenych
vzdusnou cestou je obtizny a zamétuje se hlavné na preventivni opatieni, které plisobi

aktivné proti vzniku a Sifeni nakazlivé nemoci zvySovanim odolnosti 0S0b, napf.

o¢kovanim a dodrzovanim hygienickych opatieni (Sery et al., 1966).
1.2.1 Bakteridalni infekce hornich cest dychacich
Akutni rinofaryngitida

Jedna se o Casté onemocnéni postihujici vSechny vékové skupiny, jehoz pti¢inou je virova
infekce s ptipadnou bakterialni superinfekci. Ta je zplisobena potenciondlné patogennimi
bakteriemi, které kolonizuji nosohltan i exogennimi patogeny. Bakteridlni etiologii
nejcastéji zastupuji Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Streptococcus
pyogenes, Staphylococcus aureus, Moraxella catarrhalis. Onemocnéni probiha v
epidemiich formou kapénkové infekce nebo kontaminaci, s velmi €astou incidenci v

zimnich, podzimnich a jarnich mésicich (Jablonicky, 2003).
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Akutni tonzilitida

Je to zanét postihujici lymfatickou tkan patrové mandle a zname ho pod pojmem angina.
Etiologie je dana bakteridlni infekci, nejvice (90 %) zastoupenou B-hemolytickym
streptokokem skupiny A (Streptococcus pyogenes). Akutni tonzilitida patéi mezi
onemocnéni prendsend vzduSnou cestou a kontaktni nakazou. Nemoc mé sezonni i

kolektivni vyskyt. Vrchol incidence je ve véku od péti do patnacti let (Jablonicky, 2003).
Akutni sinusitida

Akutni sinusitida je infekce jedné nebo vice paranazéalnich dutin. Mezi bakteridlni
puvodce patii Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Moraxella
catarrhalis, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes a Enterobacter. Vznika jako
Casta komplikace virového zanétu hornich cest dychacich (HCD), vyskytuje se pievazné

v zimnich mésicich (Jablonicky, 2003).
Akutni epiglotitida

Jde o zanét s extrémnim otokem hrtanové piiklopky, Cast&ji u déti nez u dospélych.
Onemocnéni miZe mit velmi zavazny pribéh aZ s ohroZenim Zivota. Onemocnéni je u
déti vyvolano bakterii Haemophilus influenzae typu B, u dospélych muze byt
vyvolavatelem i jina bakterialni flora. Epidemiologicky se jedna o respira¢ni infekci
prenasenou kapénkami. Akutni epiglotitida je Zivot ohrozujici onemocnéni s moznou
smrtelnou komplikaci vzniklou z uplné uzavirky dychacich cest hlavné v détském veku.

K mén¢ ¢astym komplikacim patii bronchopneumonie a meningitida (Jablonicky, 2003).
Akutni subgloticka laryngitida

Tato samostatnd forma laryngitidy navazuje na béznou respira¢ni virovou infekci, v
malém procentu se vyskytuji mezi vyvolavateli bakterie Haemophilus influenzae a
Streptococcus pyogenes. Je pienasena kapénkami a postihuje nejvice déti v prvnich péti

letech Zivota. MoZnou komplikaci je bronchopneumonie (Jablonicky, 2003).
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1.2.2 Bakteridlni infekce dolnich cest dychacich
Akutni tracheobronchitida

Akutni zanét priidusnice a priiddusek je akutni onemocnéni postihujici tracheobronchidlni
strom. Etiologie je nejCastéji virova, na kterou nasledné muze nasedat bakterialni
superinfekce, jejiz ptvodci jsou Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae,
Mycoplasma pneumoniae, Chlamydophila pneumoniae a Moraxella catarrhalis.
Stafylokoky se vyskytuji zfidka. Vyskyt je v jarnich a zimnich mésicich. Nejvice
ohrozenou skupinou jsou déti, ve skupiné dospélych byva onemocnéni Casté u kurakt

(Zurkova, 2012).

Akutni exacerbace chronické bronchitidy (CB) nebo chronické obstrukcni plicni nemoci

(CHOPN)

Etiologie je infekéni, béznymi patogeny jsou Haemophilus influenzae, Streptococcus
pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Chlamydophila pneumoniae a Moraxella
catarrhalis. Infekce se vyskytuje spiSe u starSich osob a kutaki, komplikuje jejich

zakladni onemocnéni (Zurkova, 2012).
Pneumonie

Pneumonie je nejcastéjsi infekéni onemocnéni dolnich cest dychacich (DCD) a podili se
vyznamnou meérou na celosvétové mortalité. Definované kategorie jsou komunitni
pneumonie, nozokomidlni pneumonie a pneumonie imunokompromitovanych
nemocnych. Komunitni pneumonie tvoii 80-90 % pfipadl, jednd se o onemocnéni
ziskané v bézné populaci — nejcastéjSimi patogeny jsou Streptococcus pneumoniae,
Mycoplasma pneumoniae, Chlamydophila pneumoniae, Haemophilus influenzae,
Moraxella catarrhalis, Legionella pneumoniae a Staphylococcus aureus. Castgjsi vyskyt
pneumonie byva v détstvi do 5 let a dale u osob starych, u kurakt a zvySené riziko je u
nemocnych s chronickym onemocnénim srdce a plic, u diabetikli, nemocnych s
malignitou a imunodeficitem a nemocnych s chronickym selhanim ledvin (Zurkova,
2012).
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Mezi dal$i patogenni bakterie prenasené vzdusnou cestou a zpusobujici respiracni
onemocnéni  patii napi: Bordetella parapertussis (puvodce parapertusse),
Corynebacterium diphtheriae (pavodce zaskrtu), Klebsiella pneumoniae a Pseudomonas

aeruginosa (Bednar et al., 1996).

Lécba téchto vyse uvedenych bakteridlnich infekci probiha (dle stavu nemocného)
podavanim antibiotik, kortikoidd, antihistaminik, vitamind, antipyretik/analgetik,
lokalnich dezinficiencii, vazokonstrikénich 1éki s lokalnim piisobenim (ve formé nosnich
kapek), mukolytik a expektorancii na vlhky kasel, drazdivy kasel se tlumi antitusiky.

Dulezity je klid na lizku a dostatek tekutin.

Respiratnim nakazam lze také piedchazet Gc¢innou prevenci, napf. ockovanim,

dodrzovanim hygienickych zasad a zdravym zivotnim stylem s podporou imunity.
1.3 Epidemiologickd opatieni zaméiend na pieruSeni pfenosu nakazy
1.3.1 Dezinfekce a sterilizace

Dezinfekce znamena odstranéni ptivodct infekce nebo patogennich mikrobt z piedméta
¢i povrchl. Zahrnuje chemické a fyzikalni postupy nebo jejich kombinaci. Neni tak
ucinna jako sterilizace. Sterilizace je proces vedouci k usmrceni v§ech mikroorganismu a
jejich spor z ptedméti nebo prostiedi postupy fyzikalni ¢i chemické povahy (Kramat,
2007).

Provadéni dezinfekce a sterilizace je nedilnou soucasti protiepidemiologického rezimu a
provozniho fadu ve zdravotnickém zafizeni. Tato opatfeni zamezuji prezivani
mikroorganismi na predmétech, plochach, na pokozce. Spravné provadéni dezinfekce
predmétii, dezinfekce rukou, sterilizace, asepticky postup prace mohou vyznamné omezit
Sifeni infekénich nemoci. Sterilizaci a dezinfekci ve zdravotnickém zafizeni provadéji

proskoleni pracovnici (Hamplova et al., 2015).

Z diivodu ochrany pfed Sifenim nozokomidlnich ndkaz probihaji v Iékarné ufedné

schvalené sanitacni programy. Jsou to postupy, které natizuji v pravidelnych intervalech
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pouzivani a stfidani G€innych dezinfek¢nich prostiedkil s atestem. Spektrum ucinnosti

takového prostfedku musi zahrnovat bakterie, houby a viry.

Dulezité je také spravné provadéni hygieny rukou zdravotnickych pracovnikd. Tato
¢innost zabranuje Sifeni infekci ve zdravotnickém zafizeni, ale ne vzdy je tento postup
dodrzovan. Doporucuje se kromé tradicniho myti rukou mydlem i pouZzivani
dezinfekénich piipravkd na ruce na bazi alkoholu, které ptsobi rychleji a méné drazdi
pokozku. Toto opatieni vyznamné piispiva k trvalému zlepSovani procesu spojeného

s omezenim pienosu infekce ve zdravotnickém zatizeni (Pittet, 2001).

Je nutné také snizovat mnozstvi patogent pfitomnych ve vzduchu uvnitf zdravotnického
zafizeni. K tomuto ucelu slouzi germicidni lampy s pfimym kratkovinnym UV zéfenim,

které dezinfikuje jak vzduch, tak i povrchy.

Nyni se testuji piistroje, které k dezinfekci vzduchu vyuzivaji svétlo o vinové délce 405
nm produkované LED diodami. Vysledky ukazuji, ze gram-pozitivni i gram-negativni
bakterie jsou timto svétlem inaktivovany, pii¢emz gram-pozitivni byly na toto svétlo

citlivéjsi nez gram-negativni (Maclean et al., 2009).
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2 Mikrobiologie

Z diavodu zvolené metodiky sbéru infek¢niho agens (pasivni sbér na krevni agar v Petriho

misce) musi zkoumané patogenni bakterie spliiovat nasledujici kritéria:
1/ barvitelnost dle Grama (+/-),
2/ riist na krevnim agaru,

3/ ptenos od zdroje plvodce nakazy vzdusSnou cestou, a to ve formé kapének,

biologického aerosolu, nebo je pienos zprostiedkovan kontaminovanym prachem,
4/ rist za pFitomnosti kysliku.

2.1 Specidlni bakteriologie

2.1.1 Patogenni gram-pozitivni bakterie

al gram-pozitivni fakultativné anaerobni koky

Staphylococcus aureus je gram-pozitivni, fakultativné anaerobni, nesporulujici,
nepohyblivy sféricky kok o priméru asi 1 um, vyskytuje se v hroznovitych koloniich. Na
krevnim agaru roste v pigmentovanych koloniich (zlatozlutych) s B-hemolyzou v okoli.
S. aureus jako komenzal kolonizuje kizi, sliznici HCD (20-50 % nosict) i zazivaci trakt.
Zdrojem infekce je Cloveék, prenos se déje vzdusnou cestou, pfimym stykem i1 nepiimo.
Patfi mezi plivodce nozokomidlnich infekci, kmeny maji multirezistenci k antibiotikiim.
Pii testovani biochemické aktivity je charakteristickd tvorba plasmakoagulazy, test

katalazy je pozitivni, test oxidazy negativni (Bednar et al., 1996).

V bézné praxi se k 1écbé predepisuje amoxicilin s inhibitorem beta-laktamaz (kyselina
klavulanova), klindamycin a makrolidy (klarithromycin, azithromycin) (Turnidge et al.,
2008).

Streptococcus pyogenes je gram-pozitivni, fakultativné anaerobni, nesporulujici,
nepohyblivy kulaty nebo ovoidni kok do velikosti 1 um, vyskytuje se v fetizcich. Na

krevnim agaru roste v drobnych koloniich obklopenych zénou uplné B-hemolyzy. Je
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primarné patogenni pro Cloveka, ktery je také jedinym zdrojem infekce. Prenos se
uskutecnuje kapénkami. Pti identifikaci je PYR test pozitivni, test kataldzy negativni a

test oxidazy také negativni (Bednar et al., 1996).

V praxi se k 1é¢bé pouziva penicilin, amoxicilin s inhibitorem beta-laktamaz (kyselina

klavulanova), klindamycin a makrolidy (klarithromycin, azithromycin) (Patterson, 1996).

Streptococcus pneumoniae je gram-pozitivni, fakultativné anaerobni, nesporulujici,
nepohyblivy diplokok protahlého lancetovitého tvaru, z diplokoki se mohou tvorit
fetizky. Pokud je vytvofeno pouzdro, tak obklopuje celou dvojici. Na krevnim agaru
byvaji kolonie hlenovité s propadlym stfedem obklopeny zénou a-hemolyzy (viridace).
Bakterie bézné kolonizuje sliznice HCD a hlavnim diivodem patogenity je pouzdro, které
brani fagocytdze. Pro odliseni od jinych viridujicich streptokokli pouzivame optochinovy
test a test rozpustnosti ve zluci (prikaz autolysinu), oba testy jsou pozitivni (Bednar et

al., 1996).

Patogen je citlivy na penicilin, amoxicilin a makrolidy (klarithromycin, azithromycin)

(Patterson, 1996).
b/ gram-pozitivni fakultativné anaerobni tycky

Corynebacterium diphtheriae je gram-pozitivni, fakultativné anaerobni, nesporulujici,
nepohybliva ty¢ka kyjovitého tvaru, kolonie bakterii mohou mit pod mikroskopem
charakteristicky tvar pismene V, nebo jsou uskupemy vV palisadach ¢i maji formu
,Cinského pismena“. Bakterie obsahuji metachromaticka granula. Kultivaéné jsou
nenaro¢né, na krevnim agaru rostou Sedobilé az Sedostiibrné kolonie se zoénou B-
hemolyzy. Prokazujeme ji testem katalazy, ktery je pozitivni a testem oxidazy, jenz je
negativni (Schindler, 2014).

Patogen se nachazi v HCD a na kuzi, pfenasi se vzduchem. Lékem volby je penicilin G a
makrolidy (Kramat, 2007).
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2.1.2 Patogenni gram-negativni bakterie
al gram-negativni strikiné aerobni tycky

Pseudomonas aeruginosa je gram-negativni, striktné aerobni, nesporulujici, pohybliva,
nefermentujici, rovna az lehce zahnuta tycka uspotfadana jednotlivé, po dvojicich nebo
kratkych fetizcich. Na krevnim agaru roste v plochych perletové lesklych koloniich
s nepravidelnymi okraji, které voni po jasminu a jsou obklopeny vyraznou zénou tplné
hemolyzy. 5-20 % bakterii muze produkovat pigment (Zlutozeleny pyoverdin a
modrozeleny pyocyanin). Bakterie je ¢astym piivodcem nozokomialnich nakaz a osidluje
hlavné sliznice imunodeficientnich pacientti. Biochemicky ji diagnostikujeme testem
katalaza, ktery je pozitivni a testem oxidaza, jenz je také pozitivni. Patogen je vysoce
rezistentni vic¢i antibiotické 1écbe, 1ze pouzit cefalosporiny II. generace (cefuroxim)

(Mosio, 2012).
b/ gram-negativni striktné aerobni kokobacily az tycky

Bordetella parapertussis je gram-negativni, striktné aecrobni, nepohyblivy, nefermentujici
kokobacil az ty¢ka uspofadana jednotlivé nebo ve dvojicich. Na krevnim agaru jsou
kolonie vétsi, perletové se zonou hemolyzy. Patogena prokazujeme testy, katalaza je

pozitivni a oxidaza negativni (Mosio, 2012).

K ptenosu dochazi ve formé kapének infekéniho aerosolu pifi uUzkém kontaktu
S nemocnym, nepiimou vzduS$nou cestou nebo kontaminovanymi piedméty (Hamplova et

al., 2015).
Pfi terapii jsou nejcastéji podavany amoxiciliny nebo makrolidy (Kramat, 2007).

Haemophilus influenzae je gram-negativni, fakultativné anaerobni, nepohyblivy,
nesporulujici kokobacil az ty¢ka. Na krevnim agaru roste v drobnych koloniich pouze
Vv blizkosti kolonii hemolytickych druht, zejména S. aureus. Tyto bakterie uvoliiuji lyzou
erytrocytt faktor X a zaroven produkuji faktor V (tzv. fenomén satelitniho rtistu) (Mosio,

2012).
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K ptenosu puivodce dochazi pomoci kapének nebo kontaktem s nemocnym (Hamplova et

al., 2015).

Bakterii identifikujeme pomoci biochemickych testi: katalaza je pozitivni a oxidaza také

pozitivni (Slack, 2012).

K 1é¢bé onemocnéni se pouziva amoxicilin s inhibitorem beta-laktamaz (kyselina

klavulanova), cefuroxim a makrolidy (azithromycin) (Buensalido, 2018).
c/ gram-negativni striktné aerobni koky

Moraxella catarhallis je gram-negativni, aerobni, nepohyblivy, nesporulujici diplokok.
Kolonie na krevnim agaru jsou bez hemolyzy. Testy prikazu kataldza i oxiddza jsou
pozitivni. Bakterie zpisobuje c¢ast¢ bronchopulmonalni infekce a pneumonie

imunokompromitovanych pacientii (podminény patogen) (Bednat et al., 1996).

Patogen je citlivy na 1é¢bu amoxicilinem s inhibitorem beta-laktamaz (kyselina

klavulanova) a cefalosporiny Il. generace (cefuroxim) (Mikucka et al., 2000).
d/ gram-negativni fakultativné anaerobni tycky

Klebsiella pneumoniae je gram-negativni, fakultativné anaerobni, nepohybliva,
nesporulujici zapouzdiend tyCka. Bakterii nalézdme v normdlni flofe respira¢niho a
zazivaciho traktu a je plUvodcem pneumonie jako nozokomidlni infekce u lidi
S poskozenou imunitou. Pfenos nastdva kontaktem a vzduSnou cestou. Terapie je
cefalosporiny Il. generace (cefuroxim), makrolidy (azithromycin) a amoxicilin

s inhibitorem beta-laktamaz (kyselina klavulanova) (Paterson et al., 2010-2014).

Na krevnim agaru roste ve velkych mukdznich koloniich bez hemolyzy. Prokazujeme ji

testy katalaza pozitivni a oxidaza negativni (Mosio, 2012).
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2.2 Zpusoby identifikace patogeni

K identifikaci patogent jsou pouzivany zavedené a ovétené postupy primého prikazu:
1/ kultivace,

2/ barveni dle Grama,

3/ mikroskopie,

4/ biochemické testy (Zima, 2013).
2.2.1 Kultivace

Metoda kultivace umoziiuje pomnozeni mikroorganismii ve vhodném médiu, k tomu se
vyuzivaji pevné nebo tekuté pidy. V bakteriologii patii kultivaéni metody k zakladnim
vySetfovacim postuptim laboratorni diagnostiky, lze takto prokédzat vétSinu lékatsky
vyznamnych bakterii. Makroskopickd forma ristu na agaru se oznacuje jako kolonie.
Hodnoti se velikost, tvar, barva, zapach, okraje a dalsi specifika. Kultivacni metody jsou

rovnéz zakladem stanoveni citlivosti bakterii k antimikrobnim latkam (Zima, 2013).
2.2.2 Barveni dle Grama

Pro zachyt skupin bakterii nebo bakteridlnich struktur vyuZivame tzv. diagnostické
barveni, zde barveni dle Grama, které patii mezi zakladni barveni. Bakterie poté délime

na gram-pozitivni bakterie a gram-negativni bakterie (Zima, 2013).

Gramovo barveni nam rozdéluje bakterie do dvou zakladnich druhi. Bakterii, Ktera si
zachova pocate¢ni barveni krystalovou violeti (purpurovou), se fika gram-pozitivni.
Zatimco bakterii, ktera se odbarvi acetonem a poté ziska cervenou barvu pomoci barveni
karbolfuchsinem, se fika gram-negativni. Tato reakce barveni je zalozena na chemické a
strukturalni stavbé bunéénych stén obou druhi bakterii. Gram-pozitivni maji hustou,
relativné nepropustnou sténu, kterda odolava odbarvovani a je sloZzena z
peptidoglykanovych a sekundarnich polymeri. Gram-negativni maji tenkou vrstvu
peptidoglykanu, kterou prekryva lipid-proteinova dvojvrstva (znama jako vné&jsi

membrana) a mize byt narusena odbarvovanim (Beveridge, 2009).
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Postup pfi barveni dle Grama:

1/ Kolonie patogena se suspenduje v kapce vody na podloznim sklicku.

2/ Preparat se zafixuje plamenem.

3/ Skli¢ko ve vodorovné poloze se pokryje roztokem krystalové violeti po dobu 1 minuty.
4/ Do krystalové violeti se nalije na 1 minutu Lugoliv roztok.

5/ Barvivo se poté oplachne acetonem.

6/ Preparat se dobarvi karbolfuchsinem a na zavér oplachne vodou (Kramat, 2007).
2.2.3 Mikroskopicky pritkaz

Mikroskopické vySetfeni davd pfimy prikaz infekéniho agens v ur€itém materidlu.
Sleduji se objekty, které jsou specificky obarveny. Tato rychld orientacni diagnostika
umoziuje stanoveni predbézné diagndzy pii znalosti klinickych pfiznakti nemoci a

moznost doporuceni vhodné antibakterialni 1écby (Zima, 2013).
2.2.4 Biochemické testy

Pfi biochemické identifikaci bakterii se vyuziva poznatku, ze kazda bakterie produkuje
enzymy, které jsou pro ni charakteristické. Tyto enzymy jsou potfebné ke $t€peni Zivin ¢i
ke stavbé bunéénych struktur. A proto je urceni biochemickych vlastnosti zakladem k
tfidéni bakterii k jednotlivym rodtim a druhtim. Hlavni zdsadou je prace s ¢istou kulturou.
Testy se provadéji bud’ pomoci komeréné vyrabénych setd, nebo kultivaci na

diagnostickych ptidach.

Test katalazy: N¢kolik kapek 3 % peroxidu vodiku se kapne pfimo na kolonii, produkce

bublin indikuje vznik kysliku u katalaza pozitivnich bakterii (Koneman, 2006).

Mezi takto identifikovatelné patogeny patii Staphylococcus aureus, Corynebacterium
diphtheriae, Pseudomonas aeruginosa, Bordetella parapertussis, Haemophilus

influenzae, Moraxella catarhallis a Klebsiella pneumoniae.

25



Test rozpustnost ve zluci: Par kapek 10 % roztoku deoxycholatu sodného se kapne na
kolonii patpgena. Pozitivita testu prokaze pritomnost Streptococcus pneumoniae
(Koneman, 2006).

PYR test: Detekuje pyrrolidonylpeptidazovou (PYRazovou) aktivitu. Po piidani
reak¢éniho ¢inidla N, N-methylaminocinnamaldehydu k bakteriim produkujicim L-
pyrrolidonyl-B-naphtylamid vznikne ¢ervena barva (Streptococcus pyogenes) (Koneman,
2006).

Test oxiddzy: Cést kolonie se aplikuje na testovaci prouzek, ktery pii pozitivité zmodra,

coz indikuje aktivitu cytochrom oxidazy (Koneman, 2006).

Tento test je pozitivni u Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenzae a Moraxella

catarhallis.

Optochinovy test: Na agar skolonii se polozi disk s optochinem. Streptococcus

pneumoniae Vv jeho okoli neroste, je na n&j citlivy (ITEST plus, 2018).
2.3 Antibiotika

Antibiotika jsou latky biologického nebo syntetického ptivodu, které inhibuji rist bakterii
(pfi nizsi koncentraci maji bakteriostatické puisobeni) ¢i destruuji mikroorganismy (pii
vy$§i koncentraci jsou baktericidni). Antibiotika se déli podle své chemické struktury a

mechanismu ucinku na dalsi podskupiny (Kramat, 2007).
2.3.1 Klasifikace antibiotik
a/ beta-laktamova antibiotika

Po vazbé na specifické struktury na bunécné bakterialni stén€ narusuji jeji stavbu a piisobi
baktericidné. Peniciliny jsou vhodné k 1é¢bé streptokokovych infekci, jsou bezpecné
(vCetn¢ tehotnych) a dobfe snaseny. DEli se na zdkladni peniciliny (benzylpenicilin,
prokain-benzylpenicilin, benzathin-fenoxymethylpenicilin) a peniciliny s rozsirenym
spektrem ucinku v kombinaci s inhibitory beta-laktamdz (ampicilin a amoxicilin +

kyselina klavulanova). Cefalosporiny predstavuji 1é¢iva druhé volby, maji antibakterialni
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spektrum jako penicilin, a navic roste jejich ucinnost proti gram-negativnim bakteriim.
Jsou také dobte snaseny, ale vyskytuji se alergické reakce. Rozeznavame Ctyfi generace
cefalosporini, do kterych patii cefalexin, cefalotin (I.), cefuroxim, cefaklor (II.),
cefotaxim, cefixim (111.) a cefepim (IVV.). Monobaktamy (aztreonam) a karbapenemy
plsobi na gram-negativni aeroby, karbapenemy navic na enterobakterie, streptokoky a

anaeroby (ertapenem, meropenem, imipenem) (Sliva a Votava, 2010).
b/ latky inhibujici tvorbu nukleovych kyselin

Jednda se o Sirokospektra  bakteriostatickd  chemoterapeutika  zabranujici
Vv prokaryotickych bunikach syntéze nukleovych kyselin. Jsou vhodna na lécbu infekci
dychacich a mocovych cest, nejcastéji se uzivda kombinace sulfamethoxazolu a
trimetoprimu pod nazvem kotrimoxazol. Mezi mozné nezadouci G¢inky patii exantém a

krystalurie (Sliva a Votava, 2010).
c/ latky ovliviiujici bakteridlni proteosyntézu

Tetracykliny (doxycyklin) pasobi bakteriostaticky, Castymi nezadoucimi U¢inky jsou
zazivaci potize a fototoxicita. Musi byt podavany nala¢no a z diivodu vzniku deformit je

kontraindikovan u déti, t¢hotnych a kojicich (Kramat, 2007).

Makrolidy (klaritromycin, roxitromycin, azitromycin) inhibuji peptidyltransferazu, ¢imz
zamezuji translaci, tedy i proteosyntéze. U¢inky makrolidii jsou bakteriostatické az
bakteriocidni, spektrem t¢inku jsou podobné penicilinim, dobfe ptisobi na intracelularni
patogeny. Castym nezadoucim uéinkem jsou zaZivaci potize, maji interakce s jinymi
1€¢ivy (statiny, warfarin, digoxin). Aminoglikosidy (streptomycin, gentamicin, amikacin)
ucinkuji na gram-pozitivni 1 gram-negativni bakterie. Nevstifebavaji se ze zaZivaciho
traktu, aplikace je obvykle intramuskularni nebo intravendzni. Mezi nejvyznamngjsi
nezadouci ucinky patii ototoxicita a nefrotoxicita. Amfenikoly (chloramfenikol) maji
Sirokospektry bakteriostaticky ucinek. Dale existuji streptograminy a oxalizidonony
(Sliva a Votava, 2010).
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Linkosamidy (klindamycin) pasobi proti gram-pozitivnim kokim a anaerobiim (Kramat,

2007).
d/ latky blokujici topoizomerdzu I1

Inhibici topoizomerazy 11 (DNA-gyrazy) zabranuji tyto latky syntéze bakteridlni DNA.
Dnes jsou vyuzivany pouze fluorochinolony (ciprofloxacin, ofloxacin) zejména u infekci
mocovych a dychacich cest. Svym inhibi¢nim ptisobenim na cytochrom P450 mohou vést
ke zvySeni plazmatickych koncentraci souc¢asn¢ podanych 1é¢iv (theofylin, klozapin).
V gravidité jsou kontraindikovany z divodu postizeni kloubni chrupavky plodu. Mezi
ostatni antibakterialni latky se fadi daptomycin, nitrofurantoin, vankomycin (Sliva a

Votava, 2010).
2.3.2 Problematika rezistence bakterii k antibiotikiim

Po objeveni antibiotik, kterd selektivné piisobi na mikroorganismy, se zdalo, ze lidé
budou mit infekéni choroby pod kontrolou. Ale brzy vznikl fenomén rezistence bakterii
K ur¢itym antibiotikiim. Tato odolnost je zpisobena nékolika faktory. Ziskana rezistence
znamena, Ze antibiotikum plisobi inhibi¢né na vétSinu bakterii, ale ty rezistentni se dale
mnozi a pfedavaji tuto schopnost dal. To je také diivod, pro€ se naordinovana antibiotika
lékafem musi dobrat az do konce a v pfesném ¢asovém intervalu a pacient nesmi prerusit
1é¢bu po Ttustupu potizi. Dilezitym faktorem je také tzv. zkiiZzend rezistence
(mikroorganismus rezistentni na jeden druh antibiotika byva rezistentni i na jina
antibiotika se stejnym mechanismem u¢inku). Geneticky zaklad rezistence je zalozen na
ptitomnosti plazmidu, které obsahuji informaci o odolnosti a jejich vzajemné vyméné
mezi bakteriemi. Casto rezistentni jsou zastupci rodu Staphylococcus, Escherichia a
Salmonella a bakterie Pseudomonas aeruginosa. Pii dnesnim naduZzivani antibiotik se
zvySuje pocet rezistentnich mikroorganismi. Pokud se budou nove zavedena antibiotika
regulovat, pomiiZze to zachranit mnoho Zivotd a zabranit Sifeni rezistentnich organismi

(Lakhva et al., 2013).

Geny rezistence se objevuji i v populacich mikroorganismi bez selekéniho tlaku

(Schindler, 2014).
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PRAKTICKA CAST
3 Cile prace a hypotézy
3.1 Cile prace

1/ Zpracovat reSerSi o epidemiologii respira¢nich onemocnéni, objasnit cestu pienosu
infekéniho agens od zdroje nakazy K vnimavému hostiteli, specifikovat patogenni

puvodce respiracnich ndkaz prendSenych vzdusnou cestou.

2/ Popsat metody sbéru, kultivace, kvantitativniho a kvalitativniho rozboru kolonii
mikroorganismu zptisobujicich respiracni onemocnéni Sifenych vzdusnou cestou a toto

aplikovat v praktické ¢asti bakalaiské prace.
3/ Statisticky vyhodnotit ziskané vysledky ve sledovaném obdobi (tabulky, grafy).
3.2 Hypotézy

1/ Predpokladam, ze pocet CFU/miska zavisi pfimo umérné na vlhkosti vzduchu

vnitiniho prostiedi ve sledovaném obdobi.

2/ Ptedpokladam, ze pocet CFU/miska zavisi pfimo timérné na poctu pacientd v 1ékarné

ve sledovaném obdobi.

3/ Predpokladdm vzestup respiracnich ndkaz Vv obdobi epidemiologicky ptihodném
(podzim, zima, jaro) oproti obdobi klidu (1éto) na zakladé poc¢tu vydanych antibiotik ve

sledovaném obdobi.
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4  Metodika vyzkumu

Vyzkumna strategie

Vyzkum bude zaméfen na odbér, zpracovani a identifikaci infekéniho agens $ifeného
vzdusnou cestou ve zdravotnickém zafizeni (1ékarn€) v obdobi 5/2018-2/2019. Bude také
zkoumano mikrobidlni znecisténi ovzdusi vnitiniho prostfedi a zda na jeho vysi ma vliv

teplota a vlhkost v mistnosti a pocet lidi ptitomnych v dobé odbéru vzorku.

V preanalytické fazi bude k odbéru vzorku pouzita metoda pasivniho sbéru (plotnova
sedimentacni metoda). Jeji podstatou je usazovani mikroorganismu piitomnych ve
vzduchu na krevni agar v Petriho misce po dobu 4 hodin, ktera bude umisténa v oficiné

1€kéarny (vydejni mistnost) na specifickém misté na tare (vydejni pult).
Analyticka faze bude probihat v laboratoti ZSF JU.

Vzorek v Petriho misce bude inkubovan v termostatu pii 37 °C po dobu 48 hodin
(Jandova a Kotouckova, 1996).

Poté bude proveden kvantitativni rozbor (po¢et CFU/miska a poéet CFU/m® ovzdusi ve
vnitfnim prostfedi) a kvalitativni rozbor kolonii (barveni dle Grama, mikroskopovani,

biochemicke testy).

V postanalytické fazi budou statisticky vyhodnoceny ziskané vysledky v daném obdobi.
Data budou zpracovana ve form¢ tabulek a grafi. Formulované hypotézy budou

potvrzeny nebo vyvraceny.
Vyzkumny soubor

Ve vyzkumném souboru budou zahrnuty odbéry vzorkt, které budou probihat v Iékarne
vV obdobi 5/2018-2/2019 a to ve frekvenci 1x mési¢n¢. Ze statistického hlediska bude
pokryto obdobi deseti mésicii.

Zkoumané mikroorganismy musi spliiovat nasledujici kritéria: barvitelnost dle Grama

(+/-), rtst na krevnim agaru, pienos od zdroje puvodce nakazy vzdu$nou cestou, a to ve
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formé kapének, biologického aerosolu, nebo je pienos zprosttedkovan kontaminovanym

prachem, rust za pfitomnosti kysliku.

Bakalafska prace je zamétena na potvrzeni vyskytu patogennich piivodct respiracnich
nakaz prenaSenych vzdusnou cestou ve zdravotnickém zatizeni (I1ékarn¢€) a to konkrétné
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Streptococcus —pneumoniae,
Corynebacterium diphtheriae, Pseudomonas aeruginosa, Bordetella parapertussis,
Haemophilus influenzae, Moraxella catarhallis a Klebsiella pneumoniae.

Z vyzkumného souboru budou vyfazeny mikroorganismy, které patii mezi normalni
mikrofloru lidského organismu a za normalnich okolnosti nejsou patogeny. Z podstaty

bakaléiské prace jsou to bakterie, které osidluji kiizi, HCD a dutinu Gstni.

Na kazi se vyskytuji zgram-pozitivnich koki piredevsim stafylokoky (napf.
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus hominis a Staphylococcus capitis), dale je
Casty Micrococcus luteus. Gram-pozitivni tyc¢ky jsou zastoupeny rody Corynebacterium,
Propionibacterium a Brevibacterium. Kméné¢ obvyklym zastupcim fyziologické
mikroflory se fadi také Acinetobacter calcoaceticus (gram-negativni tycka), Demodex

folliculorum a Pytirosporum spp. (Tannock, 1995).

V HCD se z nepatogennich bakterii nachazi Staphylococcus epidermidis, ve velkém
mnozstvi streptokoky (napt. Streptococcus mitis, Streptococcus oralis, Streptococcus
intermedius a Streptococcus mutans) a dale také Neisseria spp. V dutiné ustni dominuji
z gram-pozitivnich bakterii zastupci rodi Actinomyces, Lactobacillus, Bifidobacterium,
z gram-negativnich bakterii jsou to pak rody Prevotella, Fusobacterium a Veillonella
(Tannock, 2012).

Z vyzkumného souboru je nutno také vytadit plisné. I kdyZ jsou potencialné patogenni
pro pacienty se sniZzenou imunitou nebo pro pacienty oslabené jejich primarnim
onemocnénim a zplisobuji onemocnéni dychacich cest a zavazné pneumonie, vyzkum je

zamé&fen pouze na bakterialni ptivodce respiracnich nakaz.
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Spory plisni jsou svym tvarem ptizpisobeny k tomu, aby se snadno ptenasely vzduchem.
Z duvodu své malé velikosti jsou snadno inhalovany hluboko do dychacich cest. Plisné
jsou také nebezpecné tim, ze produkuji mykotoxiny. Na vyskyt plisni uvnitt budov ma

vliv zejména vnitini vlhkost a také staii a konstrukce stavby (Yang a Heinsohn, 2007).
4.1 Preanalyticka faze
4.1.1 Mimolaboratorni faze

Preanalytickd ¢ast probé&hla v lékarné ve zdravotnickém zatizeni poliklinického typu

v obdobi 5/2018-2/2019.

Misto odbéru vzorku bylo na stabilnim misté v oficiné lékarny (158 m® ovzdusi ve
vnitinim prostiedi) na tare, 1 metr nad zemi a 1,5 metru od kazdého vydejniho mista bez

jakékoliv prekazky, ktera by znemoznovala ptirozené proudéni vzduchu.

K odbéru vzorku byl pouzit krevni agar v Petriho misce, vzorek byl ziskan metodou

pasivniho sbéru.

Prostory se zvySenym pozadavkem na ¢istotu maji dobu expozice otevienych agarovych
misek pii sedimentaéni metod¢ 4 hodiny. U zdravotnického zafizeni, které nepouziva
klimatiza¢ni jednotku k nucené cirkulaci vzduchu, je tato metoda vhodna k posouzeni

mikrobidlniho znec€isténi ovzdusi ve vnitinim prostiedi (Klanova, 2002).

Frekvence odbéru vzorku byla stanovena 1x mési¢né po dobu 4 hodin od 8,00 do 12,00
hodin (z divodu zvyseného vyskytu pacientl v 1ékarné a ordinacnich hodin Iékafi). Pocet
pacientli vyskytujicich se v 1ékarné v prib&éhu odbéru vzorku, teplota a vlhkost byly

zaznamenany do tabulek.

Na preziti vzduSnych patogent ve vzduchu a tim i na uspésny ptrenos infekci zpiisobenych
témito bakteriemi ma vliv zejména teplota a vlhkost vzduchu ve vnitinim prosttedi (Tang,
2009).
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Metoda pasivniho sbéru (plotnova sedimentacni metoda)

Pro méfeni kontaminace ovzdusi uvniti budov je popsan standardni index mikrobidlni
kontaminace vzduchu (IMA), ktery je zalozen na po¢tu mikrobialnich spadd na zivnou
pudu v Petriho miskach ponechanych na pfedem definovanych mistech po urcitou dobu.
Ukazalo se, ze je uziteCnym nastrojem pro sledovani mikrobialni kontaminace vzduchu

ve vnitinim prostiedi budov (Pasquarella et al., 2000).

Metoda pasivniho sbéru muize byt pouzita ke kvalitativnimu a kvantitativnimu
vyhodnoceni IMA. Lze pii kazdém odbéru vzorku zaznamenat i pocet osob v mistnosti

s cilem vyhodnotit mozny vztah k mikrobialnimu zne¢isténi (Di Giulio et al., 2010).

Po skonceni odbéru byla Petriho miska okamzit¢ uzaviena a fadné oznaceny vzorek

neprodlené transportovan do laboratote ZSF JU.

4.2  Analytickd faze

Analyticka ¢ast vyzkumu probihala v laboratoti ZSF JU.

K identifikaci patogeni byly pouzity zavedené a ovéfené postupy ptimého prikazu:
1/ kultivace,

2/ barveni dle Grama,

3/ mikroskopie,

4/ biochemické testy.

Pii préaci v laboratofi byl kladen diraz na dodrZzovani bezpe€nosti prace a bylo

postupovano dle provozniho fadu a internich ptedpisu.
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4.2.1 Laboratorni faze
1/ kultivace

Oznaceny vzorek v Petriho misce byl inkubovan v termostatu OP30-U pfi teploté 37 °C
po dobu 48 hodin, dnem vzhiiru.

Krevni agar

Je to médium pro kultivaci riznych typa vzorkt. Patfi mezi nejpouzivané;si pudy, roste
na ni vétSina bakterii, pfipravuje se pfidanim 5-10 % defibrinované zvifeci krve
k vhodnému zakladu (napt. masopeptonovy agar), tim padem lze také odeéitat hemolyzu.
Pokud bakterie tvofi hemolyziny, vznikne Gplné projasnéni, u neuplné hemolyzy neni
projasnéni Uplné. Medium se uchovava pii teplot¢ od 4 do 8 °C v lednici tak, aby
nevysychalo (dnem vzhuru a zabalené) a to po stanovenou dobu exspirace (Kopecka a
Rotkova, 2017).

Po probehlé kultivaci vzorku nasledoval kvantitativni rozbor narostlych kolonii na
krevnim agaru, vypocet CFU/miska a CFU/m*® ovzdusi ve vnitfnim prostiedi byl

proveden v postanalytické fazi.
CFU-Colony Forming Units (kolonie tvorici jednotky)

CFU je pouze odhadem poctu pfitomnych bunék. Protoze jediné buniky schopné tvofit
kolonie jsou ty, které mohou rtst za splnéni podminek testu (napf. inkuba¢ni médium,
teplota, Cas, pfitomnost kysliku). Dokonce i ty neptfedstavuji jednu buiiku, ale takoveé
buriky, které se na misce dobie rozdé€luji, a tak je 1ze rozlisit podle rustu. Kolonie mize
vzniknout z jedné buiiky nebo nékolika tisic bun€k. Obecné se za béZznych podminek
pocitda s poCty kolonii na misce 25-250 (CFU/miska). Breed a Dotterrer (1916)
poznamenavaji, Ze druh bakterii ve zkoumaném materidlu bude mit vliv na velikost
kolonii a nasledné i na pocet, ktery se muize na misce vyvijet. Také zasobovani zivinami
mize byt problém, kolonie blizko sebe na misce se mohou sloucit a sousedni kolonie

mohou inhibovat, nebo naopak stimulovat k ristu (Sutton, 2011).
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Po kvantitativnim rozboru narostlych kolonii na krevnim agaru nasledoval rozbor
kvalitativni. Kazda bakterie roste ve specifickych koloniich, které maji charakteristickou
barvu, velikost, tvar, povrch, nékdy i vini/zapach. Vybér zkoumanych kolonii zahrnoval
reprezentaéni vzorek ze vSech narostlych kolonii (z divodu obsahnuti co nejvétsiho poctu

druhti bakterii, a naopak eliminace opakované¢ho odbéru stejnych druhti bakterii).

Priklady variability narostlych kolonii jsou viditelné na obrazcich €. 1, 2.

Obrazek ¢. 1 - Sbér 6/2018 (zdroj: Obrazek ¢. 2 - Sber 10/2018 (zdroj:
Schneiderova, 2018) Schneiderovd, 2018)

V prvni fazi kvalitativniho rozboru bylo pouzito diagnostické barveni dle Grama

k odliseni gram-pozitivnich a gram-negativnich bakterii.
2/ barveni dle Grama
Pomiicky: podlozni sklicka, bakteriologické klicky, kahan, ochranné pomticky

Chemikalie: destilovana voda, chemikalie pro Gramovo barveni (krystalova violet,

Lugoluv roztok, aceton, karbolfuchsin)
Pracovni postup:

Kolonie patogena se suspendovala v kapce vody na podloznim sklicku. Preparat se poté
zafixoval plamenem. Skli¢ko se ve vodorovné poloze pokrylo roztokem krystalové violeti
po dobu 1 minuty. Nasledné se do krystalové violeti nalil na 1 minutu Lugoltv roztok.

Barvivo se poté oplachlo acetonem. Preparat se dobarvil karbolfuchsinem a na zavér
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oplachl vodou. Ukazku nabarvenych kolonii dle Grama na podloznich sklickach

znazoriuje obrazek €. 3.
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Obrazek ¢. 3 - Sber 1/2019 (zdroj: Schneiderova, 2019)

Takto zpracované fixni preparaty rozdélily bakterie na gram-pozitivni a gram-negativni
a poslouzily jako dalsi krok knasledné identifikaci zkoumanych bakterii pomoci

mikroskopu v druhé fazi kvalitativniho rozboru kolonii.
3/ mikroskopicky pritkaz

Obarvené fixni preparaty byly zkoumany mikroskopicky pod imerznim objektivem.
Bakterie byly roztfidény na gram-pozitivni a gram-negativni a zarovein fazeny do skupin
dle tvaru bunky (koky, kokobacily, tycky). Také bylo zaznamenano, zda se bakterie
Vv preparatu vyskytuji samostatné nebo ve dvojicich, tetradach, zda tvofi fetizky nebo se
shlukuji do hroznovitych kolonii. VSechny tyto udaje jsou charakteristické pro urcité

bakterie a poskytly dalsi indicie k identifikaci hledanych patogend.
Pristroj: mikroskop Nikon Eclipse E100

Chemikalie: imerzni olej

Pracovni postup:

Pted zapocetim prace je nutné zkontrolovat komplexnost mikroskopu a poté ho zapnout.
Fixni preparat se prohlédne pouhym okem ke zjiSténi polohy, velikosti nebo obarveni
objektu (hleda se v obarvené ¢asti preparatu). Na podlozni sklicko se kapne imerzni olej

a umisti se na stolek pod pérovou sponku a do drahy svételného paprsku. Pti nastavovani
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objektu v mikroskopu je tieba se divat do mikroskopu, soucasné¢ pomoci kiizového
vodi¢e pohybovat preparatem na stolku makroposuvem a najit spravnou pracovni
vzdalenost. Jakmile se v mikroskopu objevi objekt, provede se doostfeni pomoci
mikroposuvu. Také se setidi osvétleni pomoci regulatoru osvétleni. K systematickému
prohlizeni preparatu slouzi meandrovity zptisob. Vyhledani objektu probiha nejdiive pod
malo zvétSujicim objektivem (10x). Objektivy 40x a 100x nejsou uréeny na vyhledavani,
ale na detailni prohlizeni objektu nalezené¢ho pii mens$im zvétSeni. Pied vyndanim
preparatu z mikroskopu je doporuceno vratit se k nejméné zvétSujicimu objektivu, takto
1ze podlozni sklicko bezpecnéji vyndat. Pied ukoncenim prace na mikroskopu je velice
dilezité dikladné ocistit objektiv od imerzniho oleje alkoholem. Poté 1ze mikroskop

vypnout (Bartova et al., 2014).

Pokud zkoumané bakterie spliiovaly charakteristické znaky hledanych patogeni (barva
kolonii, gram-pozitivita/gram-negativita, tvar buiiky...), bylo pfistoupeno k tieti fazi, a

to K potvrzeni druhu bakterie na bazi biochemického testovani.
4/ biochemické testy

Pfi nasledném testovani vybranych druhii bakterii byly pouzity niZe uvedené druhy

biochemickych testt.
Pomiicky: podlozni sklicka, bakteriologické klicky, pipeta, ochranné pomucky

Chemikalie: 3 % peroxid vodiku, chemikalie z komeréné vyrabénych diagnostickych

souprav dle typu biochemického testu
Pracovni postup:

Test kataldzy: Nekolik kapek 3 % peroxidu vodiku se kapne ptimo na kolonii (na
krevnim agaru nebo inokulovanou na skli¢ku), produkce bublin indikuje vznik kysliku u

kataldza pozitivnich bakterii.
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Test pritkazu clumping faktoru: Zakladem je prokazani vazané plazmakoagulazy.
Kolonie patogena se smiché na sklicku s krali¢i plazmou. Pozitivita testu je prokazana

vznikem koagula (ITEST plus, 2018).

Test rozpustnost ve zluci: 1 kapka roztoku deoxycholatu sodného se kapne na kolonii
patogena na krevnim agaru a inkubuje se 30 minut pii laboratorni teploté. Pii pozitivité

dojde k rozpusténi kolonii uprostied zony viridace (ITEST plus, 2018).

PYR test: Na navlh¢eny disk na prouzku se nanese kolonie testované bakterie a rozetie
se. Disk se inkubuje 1-2 minuty pii laboratorni teploté. Poté se na disk aplikuje 1 kapka
barevné vyvojky, pfi pozitivité¢ vznikne béhem minuty barevna zména (rizova, ¢ervena
nebo fialovocervena) (ITEST plus, 2018).

Test oxiddzy: Cast kolonie se aplikuje ve formé ¢ary na mirné navlh&eny testovaci
prouzek, ktery pii pozitivité zmodra az zEerna (to indikuje aktivitu cytochrom oxidazy).
Barevna reakce se odecita za 1 minutu. Pti negativni reakci ziistane misto na prouzku

nezbarveno (ITEST plus, 2018).

Optochinovy test. Na krevni agar s kolonii se polozi disk s optochinem. Bakterie na n¢j
citliva v jeho okoli neroste (ITEST plus, 2018).

Pozitivni identifikace Staphylococcus aureus je doloZena pouzitymi biochemickymi

testy: oxidaza negativni (obr. ¢. 4) a katalaza pozitivni (obr. ¢. 5).

ITEST OXIDASE

Obrazek ¢. 4 - Test oxidaza negativni (zdroj: Schneiderova, 2018)

Obrdazek ¢. 5 - Test katalaza pozitivai (zdroj.: Schneiderova, 2018)
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Pozitivni identifikace Streptococcus pyogenes je dolozena pouzitymi biochemickymi

testy: PYR test pozitivni (obr. ¢. 6), oxidaza negativni a katalaza negativni (obr. ¢. 7).

Obrazek ¢. 6 - PYR test pozitivni (zdroj: Schneiderova, 2018)

Obrazek ¢. T - Test kataldza negativni (zdroj: Schneiderova, 2018)

Pozitivni identifikace patogenti Staphylococcus aureus a Streptococcus pyogenes je
podloZena také typickym tvarem a barvou kolonii narostlych na krevnim agaru,
piitomnosti f-hemolyzy v okoli kolonie a pfi mikroskopovani byly bakterie uréeny dle
jejich specifického tvaru a barvitelnosti dle Grama.

Naockované Petriho misky a ostatni pouzité pomucky byly zlikvidovany dle provozniho

radu laboratofe.
4.3  Postanalyticka faze

V postanalytické fazi byla zpracovana zaznamenana data z kazdého sbéru, ktery probihal
1x mési¢né v obdobi 5/2018-2/2019 a to ve form¢ tabulek a grafii v programu Microsoft
Excel 2016.
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5 Vysledky

Statistickeé zpracovani dat

Méreni teploty a vihkosti vzduchu vnitrniho prostredi: V dob¢ sbéru byla v 8,00 hodin
zméfena teplota (°C) a vlhkost (%) vzduchu v oficiné z diivodu mozného vztahu na vysi
mikrobidlniho znecisténi vnitintho ovzdus$i, a to certifikovanym teplomérem

s vlhkomérem firmy Meros.

Pocet pacientii: Po dobu expozice Petriho misky (8,00-12,00 hodin) byl zaznamenan i
pocet pacientii z divodu mozného vztahu na vysi mikrobialniho znecisténi vnitfniho

ovzdusi.

Pocet CFU/miska: Po kultivaci byly spocitany narostlé kolonie na krevnim agaru

v Petriho misce.

Pocet CFUIM® ovzdusi vnitiniho prostiedi: Tento idaj se pouziva pro uréeni vyse
mikrobialni kontaminace vnitiniho ovzdusi. Pro vypodet poétu CFU/M? ovzdusi vnitiniho

prostiedi byl pouzit polsky standard PN 89/Z-04008/08 a to dle vzorce:

CFU/m?® vzduchu =a - 10000 /p - t - 0.2

kde:

a = pocCet kolonii na Petriho misce

p = plocha v cm? Petriho misky (pro rozmér o priméru 9 cm, S = 3,14 - r*= 63,5 cm?)
t = doba expozice Petriho misky (min) (Puchianu et al., 2016).

V pribéhu deseti pozorovani mikrobialniho znec€isténi ovzdusi vnitiniho prostredi byly
zjistény daje o teploté a vlhkosti vzduchu, poétu CFU/misku a CFU/ m® a informace o
poctu pacientli v obdobi 8,00-12,00 hodin. Namétené hodnoty jsou uvedeny v tabulce €.
1 (viz Seznam pf¥iloh). Teplota za sledované obdobi se pohybovala v rozmezi 22-24 °C
(pramérna hodnota 22,3 °C), vlhkost vrozmezi 59-85% (prumér 72,1 %), pocet

CFU/misku v rozmezi 41-84 kolonii (primérné 57,2) a poéet CFU/m® v rozmezi 127,9-
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275,6 (prumérné 187,7). Ve sledovaném obdobi byl pocet pacientli vV rozmezi 73-125
(pramér 96).

Vyskyt mikroorganismul ve vzorkach je uveden v tabulce €. 2 (viz Seznam piiloh), kde je
piehled vSech druhii identifikovanych mikroorganismi. Primérny pocet mikroorganismu
ve vzorkadch byl za sledované obdobi 9,9. V kazdém vzorku byl piitomen G+
Staphylococcus spp. a naopak v zadném nebyly pfitomny G+ diplokoky s viridaci.
V prvnich tfech a v poslednim pozorovani byl vyrazn€ mensi pocet vzorkl
mikroorganisml nez u té€ch zbylych Sesti, kde pocet vzorkia dosahoval az 12. Co do
mnozstvi jednoho typu mikroorganismu ve vzorku, tak ptehled podilt jednotlivych typii
mikroorganismu je v tabulce €. 3 (viz Seznam pftiloh). Pfevazujici podily ma vétSinou G+
Staphylococcus spp. a G+ Staphylococcus spp. s B-hemolyzou, u nichz podil dosahuje az

60 %, nasleduji je G- ty¢ky a G+ diplokoky, u kterych podil ve vzorku dosahuje az 38 %.

Pfi vytvofeni skupin mikroorganismtl, jak je uvedeno v tabulce ¢. 4 (viz Seznam piiloh),
tak ve vSech vzorkach se objevoval typ G+ Staphylococcus spp. a pak témét ve vsech G+
Streptococcus spp. a G+ diplokoky a tetrakoky. Casto se také vyskytovaly G- tycky i G+
tyCky. Piehled je vidét v nasledujicim grafu (obr. €. 8).

Vyskyt skupin mikroorganismu ve vzorkach

10
9
8
7
6
5
4
3
1
0IIIIIIIIII II [ IIIIII
V.18 VI.18 VII.18 VIIL.18 1X.18 X.18 XI.18 XII.18 .19 11.19
B G+ Staphylococcus spp. B G+ Streptococcus spp. G+ diplokoky a tetrakoky m G+ tycky
B G+ kokobacily B G- diplokoky B G- kokobacily W G- tycky

Obrazek ¢. 8 — Vyskyt skupin mikroorganisma ve vzorkdch (zdroj: Schneiderova, 2019)
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Pocet vydanych antibiotik na lékarsky predpis: Kazdy mésic byl zjistén celkovy vydej
antibiotik ve formé tablet k vnitinimu uziti, které obsahuji nasledujici ucinné latky:
amoxicilin + inhibitory beta-laktamaz, klarithromycin, cefuroxim, azithromycin,
doxycyklin, klindamycin, phenoxymethylpenicillinum a kombinace sulfamethoxazolu a
trimetoprimu (kotrimoxazol). Tyto u¢inné latky byly vybrany z divodu Casté preskripce
1ékafi urcené k 1é¢bé bakterialnich infekci HCD a DCD (z diivodu dodrZeni obchodniho
tajemstvi jsou vSechny ¢iselné tidaje tykajici se poctu vVydanych antibiotik ve sledovaném

obdobi dostupné v archivu autorky).

Vyvoj poctu vydanych antibiotik na lékatsky piedpis podle druhu je znazornén
V nasledujicim grafu (obr. ¢. 9). Nejvice se vydavaji antibiotika druhu amoxicilin +
inhibitory beta-laktamaz, jejichz pocet stale roste. Nasleduje druh azithromycin a
klarithromycin, u nichz také pocet neustdle roste. Naopak druh doxycyklin a

kotrimoxazol se stale drzi na nejnizSich hodnotach v poctu vydanych antibiotik.

Vyvoj poctu vydanych antibiotik podle druhu

\ =

<

—
V.18 VI.18 VII.18 VIII.18 1X.18 X.18 X1.18 XI1.18 1.19 11.19
e amoXxicilin+inh.beta-lakt. e [ |arithromycin
cefuroxim azithromycin
e OXyCyklin e k|lindamycin
e nhenoxymethylpenicillin. @ kotrimoxazol

Obrazek ¢. 9 — Vyvoj poctu vydanych antibiotik (zdroj: Schneiderova, 2019)
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Metodika statistického zpracovani dat — testovani hypotéz

Protoze vzorkl pozorovani je pouhych 10, je titeba pro ovéirovani statisticky vyznamnych
rozdili vyuzit neparametrické testy. V analyzach této prace bylo nutné pouzit tyto

neparametrické testy:
1/ Spearmanuiv koeficient poradové korelace

Tento korela¢ni koeficient méti zavislost poradi znakd dané proménné i jeji intenzitu.
Vyuzivd se pro meéfeni korelace dvou kvantitativnich proménnych vyzadujici
neparametrické testovani. Dosahuje hodnot mezi <-1;1>, kde krajni hodnoty znaci
absolutni zavislost. Znaménko pak udava smér korelace, plus pro pifimou, minus pro
nepiimou zavislost. Niz§i hodnoty znamenaji slabou az stfedné silnou zavislost.
Statistickou vyznamnost korela¢niho koeficientu, tedy i1 sledované zavislosti 1ze sledovat
pomoci testu a jeho piislusné hodnoty signifikance, tzv. P-hodnoty. Pokud je P-hodnota
niz8i nez zvolena hladina vyznamnosti, kterou obvykle volime jako 5 %, tak je zavislost
meéfend koeficientem povazovana za statisticky vyznamnou. Hodnota koeficientu pak

udava silu této zavislosti (Hebak, 2013).
2/ Mann — Whitney test pro dva nezavisié vybery

Tento test porovnava medidny, resp. celé rozdéleni proménnych a funguje na zaklade
vzestupného uspotadani vSech zjisténych hodnot dle velikosti. Testovym kritériem U je
pocet vSech ptipadl, kdy v posloupnosti vSech pozorovani hodnotam jednoho vybéru
pfedchazeji hodnoty vybéru druhého. Hypotéza se ovefuje porovnanim vysledné P-
hodnoty s hladinou vyznamnosti, ktera je volena obvykle a. = 5 %. Pokud je P-hodnota
vy$8i nez 5 %, testovanou hypotézu o shodné trovni ve skupinach nelze zamitnout.
V opacném piipad¢ se zamita a prokazala se tak zavislost irovné na sledovaném faktoru

(Pecakova, 2011).
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Testovani hypotéz

V této praci jsou stanovené tii hypotézy, které je nutné otestovat a potvrdit, ¢i vyvratit na
zaklad¢ pfislusnych statistickych test, v piipad¢ této prace neparametrickych. Pro
ovéteni prvnich dvou hypotéz bude vyuzit Spearmantiv korelacni koeficient a pro treti

bude pouzit Mann — Whitney test.

Hypotéza 1: Predpokliddim, Ze pocet CFU/miska zavisi primo umérné na Vvlhkosti

vzduchu vnitiniho prostredi ve sledovaném obdobi.

Spearmantiv koeficient potfadové korelace vysSel 0,383, coz by znacilo slabou pozitivni
zavislost sledovanych veli€in, avSak tato hodnota neni statisticky vyznamna. Na zaklad¢
testu a jeho ptislusné P-hodnoty, ktera vysla 0,275 a je vétsinez 5 %, se zamitla statisticka
vyznamnost hodnoty koeficientu. Korelace mezi veli¢inami vlhkost a CFU/miska neni
statisticky vyznamna a neprokazala se tak sledovana hypotéza, ze by poc¢et CFU/miska

zavisel pfimo imérné na vlhkosti vzduchu vnitiniho prostedi ve sledovaném obdobi.

Hypotéza 2: Predpokladam, ze pocet CFU/miska zavisi primo umeérné na poctu pacientii

Vv lékarné ve sledovaném obdobi.

Spearmantiv koeficient potfadové korelace vySel -0,079, coZ by témét znacilo nezéavislost
sledovanych veli¢in, a navic tato hodnota neni statisticky vyznamna. Na zakladé testu a
jeho pfislusné P-hodnoty, kterd vysla 0,829 a je vétsi nez 5 %, se zamitla statisticka
vyznamnost hodnoty koeficientu. Piipadna korelace mezi veli¢inami CFU/miska a pocet
pacientil v 1€karné nenti statisticky vyznamna a neprokazala se tak sledovana hypotéza, ze
by pocet CFU/miska zavisel pfimo umérné na poctu pacienti v 1€karn€ ve sledovaném

obdobi.

Hypotéza 3: Predpoklidam vzestup respiracnich ndkaz v obdobi epidemiologicky
prithodném (podzim, zima, jaro) oproti obdobi klidu (léto) na zdkladé poctu vydanych

antibiotik ve sledovanéem obdobi.

Vyskyt respira¢nich ndkaz je vtomto pifipadé meéfen na zékladé poctu vydanych

antibiotik, jejichZ pocet ve sledovaném obdobi od konce jara do zacatku zimy neustéle
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rostl. Pocet vydanych antibiotik je podle deseti pozorovani v epidemiologicky ptithodném
obdobi (podzim, zima, jaro) o polovinu vyssi, nez je v obdobi klidu (Iéto). Na zaklade
neparametrického statistického Mann — Whitney testu vSak tento rozdil nevysel
statisticky vyznamny. Pfesna P-hodnota testu vysla 0,183, coz je vice nez 5 %, takze nelze
zamitnout hypotézu o shodné tirovni ve skupinach. Pocet vydanych antibiotik, potazmo
vyskyt respiracnich ndkaz, nezavisi na typu obdobi. Neprokazala se tak sledovana
hypotéza, ze by byl vzestup respira¢nich ndkaz v obdobi epidemiologicky piihodném
(podzim, zima, jaro) oproti obdobi klidu (1éto) na zakladé poctu vydanych antibiotik ve

sledovaném obdobi.
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6 Diskuze

Vétsina studii o mikrobidlnim znecisténi ovzdusi vnitiniho prostfedi ve zdravotnickych
zafizenich byla provadéna v mistnostech nebo na odd¢€lenich, kde je riziko infekce
nejvetsi. Tato vyzkumna prace se zabyvala mikrobialni kontaminaci vnitiniho ovzdusi

Iékarny patogeny prenasenymi vzduchem, které jsou pivodci respiraénich onemocnéni.

Jak tvrdi Verde et al. (2015), $patna kvalita vnitiniho ovzdusi ve zdravotnickém zafizeni
muze byt pficinou Sifeni nozokomidlnich infekci a také rizikovym faktorem pro
zaméstnance, ktefi mohou takto ziskanou infekci pfenaset dale na pacienty. Proto je
dulezité pravidelné provadet kontrolu mikrobidlniho znecisténi ovzdusi a zavést Gi¢inna

opatieni na snizeni patogent ve vzduchu.

Podle Klanové (2002) je vySetrovani koncentraci bakterii v ovzdusi vyznamné nejen
v souvislosti s vyskytem nemoci, ale i jako vySetfeni preventivni. Toto ma nezastupitelny
vyznam pro sledovani kvality ovzdusi vnitiniho prostiedi u prostor, u kterych je nutno

dodrzovat nizkou troven bakterialniho zneci$téni.

Dle Vyhlasky ¢. 6/2003 Sb., ktera stanovuje hygienické limity biologickych ukazateld
pro vnitini prostiedi pobytovych mistnosti ve zdravotnickém zafizeni, se pozadavky
pokladaji za spInéné, neptekro¢i-li koncentrace bakterii 500 CFU/m? ovzdusi ve vnitinim
prostiedi. Z vysledkii méfeni ve sledovaném obdobi je patrné, ze tento limit piekrocen
nebyl. Této hranice nebylo dosazeno ani v jednom z deseti pozorovani, které bylo nejprve

rostouci a pak klesajici, jak je vyznaceno v grafu (obr. ¢. 10).
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Pocet CFU/m3 ovzdusi vnitfniho prostredi
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pocet CFU/m®  emmmmm maximalni hranice CFU/m3

Obrdazek ¢. 10 — Pocet CFUIM® ovzdusi vnitiniho prostiedi (zdroj: Schneiderovd, 2019)

Vypoctené tdaje o mikrobidlni koncentraci byly vzdy v mezich krajnich hodnot
definovanych pro toto prostiedi, pohybovaly se v rozpéti od 127,9 do 275,6 CFU/m?3, Jak
je patrno z grafu (obr. &. 10), vysledky méfeni CFU/m® ovzdusi vnitiniho prostiedi
dosahuji vy$sich hodnot v mésicich letnich (Cervenec) a podzimnich (fijen), niz8§i hodnoty
byly naméteny v zimnich mésicich (inor). Sezona muze byt faktorem, ktery je vyznamné
spojen se vzdusnymi hladinami mikroorganisma (Park et al., 2013). Augustowska a
Dutkiewicz (2006) ve své studii zaznamenali, Ze se mésicni koncentrace vzduSnych
bakterii pohybovaly vrozmezi od 257,1 do 436,3 CFU/m® svrcholem hodnoty
V podzimnich mésicich. Nejniz§i hodnoty byly od prosince do tinora. Ve své praci Di
Guilio et al. (2010) vykazuje sezonni kolisani vzdu$né mikroflory se zvySenim
mikrobialni koncentrace v teplejsi sezoné (Iéto) a v chladnéjsim obdobi (podzim). Tim
padem lze konstatovat, Ze se vysledky méfeni v bakalarské praci a vySe uvedenych autorti

shoduji.

Na zaklad¢€ pozorovani udajti o teploté a vlhkosti ovzdusi vnitiniho prostfedi, které jsou
znazornény v grafu nize (obr. ¢. 11), je ziejmé, Ze hodnoty teploty jsou viceméné
vyrovnané a hodnoty vlhkosti postupné klesaji. Zda se, ze teplota a vlhkost spolu lehce
pozitivné koreluji. Podle tdaji o po¢tu CFU/misku Ize usuzovat, ze tento udaj nejprve
rostl a poté zacal klesat, takze i tento udaj lehce pozitivné koreluje s vlhkosti vzduchu.

Tyto tf1 veli¢iny maji tedy zdanlivé mezi sebou urcitou mirnou pozitivni zévislost.
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Udaje hodnot tykajicich se mikrobialniho zne¢isténi ovzdusi
vnitfniho prostredi
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Obrazek ¢. 11 — Udaje hodnot tykajicich se mikrobidlniho znecisténi ovzdust vnitiniho

prostiedi (zdroj: Schneiderova, 2019)

Tyto tdaje se shoduji s Tangem (2009), ktery tvrdi, Ze na pfeziti vzduSnych patogeni ve
vzduchu, tim i na GspéSny pienos infekci zptisobenych témito bakteriemi, ma urcity vliv

i teplota a vlhkost vzduchu ve vnitinim prostiedi.

Dle doporuceni Di Giulia et al. (2010) lze pti kazdém odbéru vzorku zaznamenat i pocet

0sob v mistnosti s cilem vyhodnotit mozny vztah k mikrobialnimu znec¢isténi.

Podle grafického znazornéni poctu pacientll V nasledujicim grafu (obr. ¢. 12), jejichz
pocet neustale roste, a pozorovani o poctu CFU/misku, jehoz hodnoty nejprve rostly a

pak klesaly, se jevi, Ze tyto dvé veli¢iny nemaji vzajemnou vyraznou korelaci.

48



Hodnoty méreni poc¢tu pacientl a poctu CFU/miska
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Obrazek ¢. 12 - Hodnoty méreni poctu pacientit a poctu CFU/miska (zdroj:
Schneiderova, 2019)

Co do mnozstvi jednoho typu mikroorganismu ve vzorku pievazujici podily maji vétSinou
G+ Staphylococcus spp. a G+ Staphylococcus spp. s B-hemolyzou, u nichz podil dosahuje
az 60 %, nasleduji je G- tycky a G+ diplokoky, u kterych podil ve vzorku dosahuje az
38 % (viz tabulka ¢. 3 v Seznamu pftiloh). Sarica et al. (2002) identifikoval G+
Staphylococcus spp. jako nejcastéjsi druh ve vSech zkoumanych mésicich. V tom se
shoduji i vysledky této prace, kdy v kazdém vzorku byl pfitomen G+ Staphylococcus spp.
Také prace Di Giulia et al. (2010) uvadi jako nejbéznéj$i mikroorganismy zjisténé

v ovzdusi vnitiniho prostfedi gram-pozitivni bakterie pattici k G+ Staphylococcus spp.

Verde et al. (2015) fadi ve své studii skupinu G+ Staphylococcus spp. k dominantnim
bakterialnim rodim (51 %), detekoval ve vzduchu G+ koky v 88 % z naméfené
bakterialni populace ve vnitinim prostiedi. | vyzkumnd prace Augustowské a
Dutkiewicze (2006) dosla k podobnym vysledkiim. Dale také uvadi, Ze nejbéznéjsimi
bakteriemi ve vySetfovaném vzduchu byly G+ koky (31,4 - 46,4 %) a dale gram-negativni
bakterie (11,8 — 27,5 %) z celkového poctu. Tato zjisténi pozitivné Koreluji s namerenymi
hodnotami v této praci, kdy z pfehledu podilti jednotlivych skupin mikroorganismi z
tabulky ¢. 5 (viz Seznam piiloh) a grafu (obr. ¢. 9) je patrné, Ze viubec nejvétsich podilt

dosahuje skupina G+ Staphylococcus spp., ktera cCasto tvofi vice nez polovinu

49



mikroorganismu ve vzorku, a nékde dokonce az 75 %, poté nasleduji G- tycky, jejichz

podil tvoii az 46 % a dale G+ diplokoky a tetrakoky s podilem dosahujicim az 43 %.

Podily jednotlivych skupin mikroorganisma ve vzorkach
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Obrazek ¢. 9 — Podily jednotlivych skupin mikroorganismii ve vzorkach (zdroj:
Schneiderovd, 2019)

Bakalafska prace byla také zaméfena na potvrzeni vyskytu patogennich ptivodct
respiracnich ndkaz prendsenych vzdusnou cestou ve zdravotnickém zafizeni (Iékarng).
Z hledanych patogent Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Streptococcus
pneumoniae, Corynebacterium diphtheriae, Pseudomonas aeruginosa, Bordetella
parapertussis, Haemophilus influenzae, Moraxella catarhallis a Klebsiella pneumoniae
byl pozitivné potvrzen vyskyt pouze Staphylococcus aureus a Streptococcus pyogenes.
Hayleeyesus a Manaye (2014) taktéz ve svém vyzkumu mikrobiologické kvality
vnitiniho ovzdu$i potvrzuji pozitivni nalez Staphylococcus aureus a Streptococcus
pyogenes, dale pak piitomnost bakterii rodu Micrococcus a Bacillus. Nepfitomnost
Corynebacterium diphtheriae a Haemophilus influenzae je mozno zdtavodnit i faktem, Ze
proti témto patogentim je v Ceské republice provadéno povinné o¢kovani platné dle

Vyhlasky €. 537/2006 Sb., proti Streptococcus pneumoniae probiha nepovinné ockovani.
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7 Zavér

Cilem bakalafské prace bylo zjistit vySi mikrobidlniho znecCisténi ovzdusi vnitiniho
prostiedi a vyhodnotit pfipadny negativni vliv bakterialni kontaminace na zdravi pacienta
ptitomnych v 1¢karné. Pii interpretaci vysledkl byl posuzovan také vliv teploty a vlhkosti
vnitiniho prostiedi na vysi mikrobidlniho znecisténi vnitiniho ovzdusi. Byl zaznamenan
i pocet osob v mistnosti s cilem vyhodnotit mozny vztah k vysi mikrobialniho zne¢isténi.
Nameétené hodnoty dokazaly, ze teplota, vlhkost a po¢et CFU/miska maji mezi sebou
ur¢itou mirnou pozitivni zavislost. Naopak porovnanim udaji o po¢tu pacientii a poétu

CFU/misku se jevi, Ze tyto dvé veli¢iny nemaji vzajemnou vyraznou korelaci.

Vysledky vypoctu CFU/m?® ovzdusi vnitiniho prostifedi neptekro¢ily mezni hranici 500
CFU/m? danou Vyhlaskou ¢. 6/2003 Sh., ktera stanovuje hygienické limity biologickych
ukazatelli pro vnitini prostfedi pobytovych mistnosti ve zdravotnickém zatizeni. Co se
tyCe zastoupeni jednotlivych skupin identifikovanych mikroorganismti, vliibec nejvétSich
podilt dosahuje skupina G+ Staphylococcus spp., ktera Casto tvofi vice nez polovinu
mikroorganismi ve vzorku, nékde dokonce az 75 %, poté nasleduji G- tycky, jejichz podil
tvoii az 46 % a dale G+ diplokoky a tetrakoky s podilem dosahujicim az 43 %. Z
hledanych patogenti byl potvrzen vyskyt Staphylococcus aureus a Streptococcus

pyogenes.
Statistické testovani hypotéz prokézalo, ze:

1/ korelace mezi veli¢inami vlhkost a CFU/miska neni statisticky vyznamna a
neprokazala se tak sledovana hypotéza, Ze by pocet CFU/miska zavisel pfimo timérn¢ na

vlhkosti vzduchu vnitiniho prostfedi ve sledovaném obdobi,

2/ ptipadna korelace mezi veli¢inami CFU/miska a pocet pacientl v Iékarné neni
statisticky vyznamna a neprokazala se tak sledovana hypotéza, ze by pocet CFU/miska

zavisel pfimo imérné na poctu pacientl v 1ékarné ve sledovaném obdobi,

o1



3/ se neprokazala sledovana hypotéza, ze by byl vzestup respirac¢nich nakaz v obdobi
epidemiologicky pfihodném (podzim, zima, jaro) oproti obdobi klidu (1éto) na zéklade

poctu vydanych antibiotik ve sledovaném obdobi.

Vysledky bakalarské prace nepotvrdily piekroceni mikrobidlniho zneciSténi ovzdusi
v I€ékarn€¢ ani vyznamny vyskyt pivodct bakteridlnich respiracnich ndkaz. Lze tedy
povazovat vnitini ovzdusi v 1€karné z hlediska moznosti bakteridlni nakazy, zejména pro
pacienty s poruchou imunity nebo oslabené jinym primarnim onemocnénim, za malo

rizikové.
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10 Seznam zkratek

°C — stupen Celsia

um — mikrometr

CFU — Colony Forming Units (kolonie tvofici jednotky)

¢. — cislo

DCD — dolni cesty dychaci

DNA — deoxyribonukleova kyselina

G- — gram-negativni

G+ — gram-pozitivni

HAI — Health Care-Associated Infections (infekce spojené se zdravotni péci)
HCD — horni cesty dychaci

IMA — index mikrobialni kontaminace vzduchu

m?2— metr &tveredni, jednotka obsahu v soustavé SI (Mezinarodni systém jednotek)
m3— metr krychlovy, jednotka objemu v soustavé SI (Mezinarodni systém jednotek)
min — minuta

napf. — napiiklad

nm — nanometr

obr. — obrazek

PYR — pyrrolidonylpeptidaza (PYR4za)

resp. — respektive

S. —strana

S. aureus — Staphylococcus aureus

sp. — species (druh)

spp. — zkratka pro rizné druhy (mnozné ¢islo)

tzv. — takzvany, takzvané

viz — odkaz, napt. na jiné misto v textu
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Priloha ¢é. 1

Tabulka ¢. 1 — Udaje hodnot tykajicich se mikrobidlniho znecisténi ovzdusi vnitiniho
prostredi

v.18 | vi.18 |viig |vii.1s | 1x.18 | X.18 | X1.18 [xI.18 | 1.19 | 11.19
teplota (°C) 22 22 22 24 23 22 22 22 22 22
vihkost (%) 69 80 80 85 79 73 71 63 62 59
oL 73 93 82 90 85 98 99 114 | 125 105
pacientll

pocet

o e 41 54 64 48 69 84 63 65 45 39
pocet 1345 | 1771 | 209,9 | 1574 | 226,3 | 2756 | 206,7 | 2133 | 148 | 127,9
CFU/m?

Zdroj: Schneiderova, 2019



Priloha ¢é. 2

Tabulka ¢. 2 — Vyskyt mikroorganismii ve vzorkach

V.18 | VI.18 [ VII.18 | VIII.18 | IX.18 | X.18 | X1.18 | XI1.18 | 1.19 | II.19

G+ Staphylococcus spp. 3 3 2 4 2

G+ Staphylococcus spp.,B-hemolyza 3 4

Lol Ll IACN N
N
[En
[
[En

G+ Staphylococcus spp.,viridace 2

G+ Streptococcus spp. 2 1

G+ Streptococcus spp., B-hemolyza 1

G+ Streptococcus spp.,viridace 1 1 2 1 1

G+ diplokoky 1 4 2

G+ diplokoky, B-hemolyza 1

G+ diplokoky, viridace

G+ tetrakoky 1 1 1 2 1

G+ tycky 2 1 2 1

G+ tycky, B-hemolyza 1 1

G- diplokoky

G- diplokoky, viridace

G- kokobacily 1 1 2

G- kokobacily, viridace 1

G- tycky 1 2 1 2 2

G- ty¢ky, B-hemolyza 2 1

G+ kokobacily, viridace 1

Celkem vzorku 5 8 9 12 11 12 12 12 11 7

Zdroj: Schneiderova, 2019



Piiloha €. 3

Tabulka ¢. 3 — Podily jednotlivych mikroorganismii ve vzorkach (%)

V.18 [ VI.18 | VII.18 | VIII.18 | IX.18 [ X.18 | X1.18 [ XII.18 | 1.19 | 11.19
G+ Staphylococcus spp. 60,0 | 375 | 22,2 333 | 182 [ 167 | 167 [ 83 9,1 | 14,3
G+ Staphylococcus spp.,B-hemolyza 250 | 364 | 83 | 583 | 333
G+ Staphylococcus spp.,viridace 25,0 8,3 8,3
G+ Streptococcus spp. 18,2 14,3
G+ Streptococcus spp., B-hemolyza | 20,0
G+ Streptococcus spp.,viridace 125 | 11,1 16,7 9,1 8,3
G+ diplokoky 9,1 36,4 | 28,6
G+ diplokoky, B-hemolyza 8,3
G+ diplokoky, viridace
G+ tetrakoky 125 | 111 8,3 16,7 14,3
G+ ty¢ky 22,2 8,3 16,7 | 83
G+ tycky, B-hemolyza 9,1 8,3
G- diplokoky 8,3
G- diplokoky, viridace 8,3
G- kokobacily 11,1 9,1 | 286
G- kokobacily, viridace 12,5
G- ty¢ky 20,0 22,2 8,3 16,7 16,7 | 36,4
G- ty¢ky, B-hemolyza 16,7 9,1
G+ kokobacily, viridace 8,3
Celkem vzorki 100 | 100 | 100 100 100 | 100 | 100 [ 100 | 100 | 100

Zdroj: Schneiderovd, 2019




Priloha ¢é. 4

Tabulka ¢. 4 — Vyskyt skupin mikroorganismit ve vzorkach

V.18 | VI.18 [ VIL.18 | VIII.18 | 1X.18 | X.18 | X1.18 [ XII.18 | 1.19 | 11.19
G+ Staphylococcus spp. | 3 5 2 7 6 4 9 6 1 1
G+ Streptococcus spp. 1 1 1 2 3 1 1
G+ diplokoky a
tetrakoky 1 ! 1 1 3 4 3
G+ tycky 2 1 1 1 2 1
G+ kokobacily 1
G- diplokoky 2
G- kokobacily 1 1 1 2
G- tycky 1 2 1 4 2 5
Celkem vzorki 5 8 9 12 11 12 12 12 11 7

Zdroj: Schneiderova, 2019




Piiloha €. 5

Tabulka ¢. 5 — Podily jednotlivych skupin mikroorganismii ve vzorkach (%)

V.18 | VI.18 | VII.18 | VIII.18 | IX.18 | X.18 | XI.18 | XII.18 | 1.19 | 11.19
G+ Staphylococcus spp. | 60,0 | 62,5 | 22,2 58,3 | 545 33,3 750 | 50,0 [ 9,1 | 14,3
G+ Streptococcus spp. | 20,0 12,5 | 11,1 16,7 | 27,3 ] 8,3 14,3
G+ diplokoky a
tetrakoky 125 | 11,1 8,3 9,1 25,0 | 36,4 | 42,9
G+ ty¢ky 22,2 8,3 91 | 83 ] 16,7 | 8.3
G+ kokobacily 8,3
G- diplokoky 16,7
G- kokobacily 125 | 11,1 9,1 | 28,6
G- tyéky 20,0 22,2 8,3 33,3 16,7 | 45,5
Celkem vzorki 100 | 100 | 100 100 100 | 100 | 100 [ 100 | 100 | 100

Zdroj: Schneiderova, 2019



