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STUDIUM ODOLNOSTI MIKROBIALNICH IZOLATU
Z FOTOGRAFICKYCH A FILMOVYCH MATERIALU
K DEZINFEKCNIM PROSTREDKUM

Hana Sykorova' ¢ Jana Kadava' e Dana Savicka' ¢ Michal Durovi¢?
Katefina Demnerova'

1 Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha .
2 Ustav chemické technologie restaurovani pamatek, VSCHT Praha

Od svého vyndlezu se fotografie stala podstatnou soucasti nasich kul-
turnich déjin, a proto je nezbytnou povinnosti archivd, knihoven, muzei
a galerii uchovavat a pecovat o ulozené fotografické sbirky. Ve sbirkach
a archivnich fondech se setkame jak s negativy (napiiklad kalotypie,
mokré kolodiové desky, suché zelatinové desky, negativy na filmové
podloZce), tak s pozitivy (slané papiry, pozitivy albuminové, kolodiové
nebo Zelatinové piimo kopirujici a vyvolavaci na podlozce z barytového
nebo RC papiru), ale také s diapozitivy (nejcastéji na sklenéné ¢i filmové
podlozce) a uslechtilymi tisky; ve 20. stoleti se ke zminénym fotogra-
fickym materialim pridavaji i kinematografické filmy. Materidly tvofici
fotografické sbirky jsou prirodni, semisyntetické nebo syntetické orga-
nické latky, které se mohou za urcitych podminek (zejména piihodna
teplota a vyssi relativni vihkost) stat snadnym zdrojem organického
uhliku slouziciho jako substrat pro rist mikroorganism (plisni, bakte-
rii, kvasinek). Mikroorganismy mohou pfitom zpUsobit sbirkdm vézna
poskozeni: dochdzi k enzymatickému stépeni polymerniho fetézce sub-
stratu (proteiny jsou stépeny proteindzami, celuldza a jeji derivaty celu-
ldzami) nebo oxida¢nimu poskozeni a vzniku skvrn na povrchu vlivem
metabolitl mikroorganisma (organické kyseliny, pigmenty) [Cappitelli,
2005; Giancarlo, 2009; Lourenco, 2009; Puskarova, 2016].

Pri vybéru vhodného dezinfekéniho postupu je vzdy nutné najit kon-
senzus mezi pohledem konzervétora-restauratora a mikrobiologa.
Pro oba je na prvnim misté zachrana historicky cennych dokument
a archivalii. Na jedné strané stoji eliminace rizika mozné degradace
materiald ¢innosti mikroorganisma, na druhé strané pak moznost
poskozeni materiald nevhodné zvolenym dezinfek¢nim zasahem
[Tom3ova, 2016; Gutarowska, 2016]. Nesmi byt vsak opomenut jesté
jeden dulezity aspekt, a tim je ochrana zdravi osob, které s potencialné
napadenymi materidly pfichazeji do styku.

Mezi nejrozsirenéjsi mikrobialni kontaminanty jak prostiedi archivd, tak
povrchu samotnych archivalii patii viaknité mikromycety, a to predevsim
rody Penicillium, Aspergillus a Cladosporium [Borrego, 2010; Sterflinger,
2010]. Plisné se mohou vyskytovat ve formé spor, ¢i ve formé vegetativ-
niho mycelia. Tyto dvé féze zivotniho cyklu plisni se lisi pfedevsim svoji
metabolickou aktivitou. Spory plisni jsou prakticky vdudypritomné, charak-
teristicka je jejich nizka metabolickd aktivita a pro archivélie nepredstavuji
piimé riziko. Po aktivaci spor (vlhko, teplo, dostatek Zivin) vsak muze dojit
k jejich vykliceni a prechodu do metabolicky aktivni rlistové faze.V této fazi
pak mohou diky produkci fady extraceluldrnich enzymi zpdsobovat roz-
klad organickych materialG jako je napfiklad papir, textil, user, pergamen,
nebo Zelatina ¢i albumin obsazené ve svétlocitlivé vrstvé fotografickych
materiald [Bacilkovd, 2004; Abrusci, 2005; Lourenco, 2009]. Neopomenu-
telné je i zdravotni riziko zplsobené plisnémi. Patogenni druhy mohou
zplisobovat mykdzy télniho povrchu, zasazena maze byt kiize, vlasy nebo
nehty. Spory plisni mohou drazdit dychaci cesty a zvysovat riziko vzniku
astmatu. Drobné spory rodu Aspergillus pak mohou pronikat az do plicnich
sklipkll a v extrémnim pfipadé pak vyustit v onemocnéni respiracniho
systému zvané aspergil6za [Zahradnicky, 1987; Votava, 2005].
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Ackoli se vétsina publikovanych studii souvisejicich s preventivni
pamatkovou péci zabyva ucinnosti dezinfek¢nich postupll prede-
vsim na plisné [Bacilkova, 2006; Sequeira, 2016; Lucas, 2017; Kubinec,
2020], pro komplexni posouzeni miry i¢innosti jednotlivych antimik-
robialnich latek je vhodné do spektra cilovych mikroorganism( zacle-
nit i zastupce grampozitivnich a gramnegativnich bakterii. Tyto dvé
zakladni skupiny bakterii se od sebe zdsadné odliSuji stavbou bunécné
stény. S tim pak souvisi i rozdilna citlivost k latkam s antimikrobialnim
Gcinkem [Votava, 2005].

Mezi bakteriemi izolovanymi z povrchu archivnich materidll
se pomérné casto vyskytuji sporulujici grampozitivni bakterie
[Borrego, 2010]. Proto byly do nasi studie Gc¢innosti dezinfekénich
prostiedku zafazeny vedle vegetativnich bunék i spory rodu Bacillus.
Ty v porovnani s vegetativni formou obecné vykazuji daleko vyssi
miru rezistence k vnéjsim vlivlim, jako je nedostatek zivin, vysoka
teplota, nizka vodni aktivita, UV zéreni, ucinek alkoholl a povrchové
aktivnich latek [Setlow, 2014]. Spory maji schopnost prezivat stovky
az tisice let [Cano, 1995; Wood, 2015], za vhodnych podminek pak
mohou vykli¢it do vegetativni formy. V této metabolicky aktivni formé
jsou pak schopné produkovat fadu hydrolytickych enzym [Ranjitha,
2013], jako jsou amylazy (rozklad skrob(), proteazy (rozklad bilkovin),
celulazy (rozklad celulézy), které nasledné zpUsobuji biodeterioraci
archivnich fotografickych a filmovych materialG.

Dal3i skupinou bakterii relativné ¢asto se vyskytujici na povrchu archi-
valii jsou grampozitivni koky z ¢eledi Staphylococcaceae [Borrego,
2010]. Jsou béznou soucasti lidské kozni mikrobioty a povrchu sliznic.
Jejich piitomnost je tak vétsinou dana nevhodnou manipulaci's archi-
véliemi bez ochrannych pomcek. Pro archivni materidly jako takové
ale nepredstavuji vyznamné riziko [Skorkovsky, 1981]. V souvislosti
s moznym zdravotnim rizikem je viak nutné na tomto misté zminit
predevsim podminéné patogenni druh Staphylococcus aureus zpUso-
bujici u citlivéjsich jedincl po priniku kozni bariérou hnisava loziska
a sepse [Bednar, 1996].

Gramnegativni stfevni tycinky z ¢eledi Enterobacteriaceae se na povr-
chu archivalii vyskytuji spise v mensi mire [Borrego, 2010]. Moznost
jejich vyskytu se ale rapidné zvysuje pfedevsim pfi akutnich hava-
riich, jako jsou zéplavy ¢i prasklé odpadni potrubi v budové. Ackoli
na povrchu dlouho nepiezivaji a na degradaci archivalii nemaji vliv
[Skorkovsky, 1981], zahrnuji fadu patogennich a podminéné pato-
gennich bakterii (Shigella, Salmonella, Escherichia coli, Klebsiella aj.),
a mohou tak prestavovat zna¢né hygienické riziko [Votava, 2005].
| proto byla do nasi studie zafazena E. coli jako modelovy zastupce
této skupiny bakterii.

Tento prispévek predstavuje prvni etapu fady experiment(, které
se soustfeduji na moznosti hodnoceni antimikrobialniho Gcinku vybra-
nych dezinfek¢nich prostredkl na Sirsi spektrum mikroorganisma —
plisné, bakterie i jejich spory, které se vyskytuji na fotografickych
sbirkach. Vybér druhu a koncentrace dezinfek¢nich prostfedkd pou-
zitych v prezentované studii vychazi z dosud nepublikovanych dat
Uzce spolupracujici védecké skupiny Ustavu chemické technologie
restaurovani pamatek, VSCHT Praha, ktera se soustfeduje na studium
vlivu dezinfekénich prostfedkl na ¢ernobily filmovy a fotograficky
material [Durovi¢, 2018-2020].

MATERIAL A METODIKA

Material pro inokulaci

Modelovym materidlem pro tuto etapu experimentt byl zvolen filt-
racni papir, a to predevsim diky moznosti snadné sterilizace, dostup-
nosti a financ¢ni nendroc¢nosti pii vyssi spotfebé vzorkd v pribéhu
optimalizace postupd, a diky dobré prostupnosti jak zivin pfi kultivaci
na agarovych plotnach, tak dezinfek¢nich prostredkd. V dalsi fazi pak
budou tyto postupy ovéreny na redlnych fotografickych a filmovych
materialech, vcéetné detailniho studia jejich vlivu na jednotlivé ¢asti
svétlocitlivé vrstvy.

Pouzité dezinfek¢ni prostfedky

Septonex - kvarterni amonna sl (karbethopendecinium-bromid),
pouzivany ve formé 2% w/w vodného roztoku (Galenica Medical
spol.sr.0.)

roztok Bacillol’AF — smés alkohol( s deklarovanym slozenim propan-1-ol
450 mg/g, propan-2-ol 250 mg/g, etanol 47 mg/g, (HARTMANN -
RICO a.s.)

Etanol absolutni p. a. (Penta spol. s r. 0.)

Etoxen - smés 10 % EtO a 90 % CO,, (SIAD Czech spol.sr. 0.)

Pouzité kmeny mikroorganismi

K hodnoceni antimikrobidlniho ucinku vybranych dezinfekénich pro-
stredkd byly pouzity kmeny bakterii a viaknitych hub z Ceské sbirky mik-
roorganismu (CCM, Masarykova univerzita, Brno, https://ccm.sci.muni.cz).
Baktericidni a sporocidni Gc¢inek byl testovan na kulturach: Staphylo-
coccus epidermidis CCM 4418, Bacillus subtilis CCM 1999, Escherichia
coli CCM 3954.

Fungicidni Gc¢inek byl testovan za pouziti kultur: Aspergillus brasiliensis
CCM 8222, Cladosporium herbarum CCM F-455, Penicillium expansum
CCM F-576.

Kultiva¢ni média a podminky

Plate Count Agar (PCA, Merck) — médium pouzité pro kultivaci bakterii
Potato Dextrose Agar (PDA, Merck) — médium pouzité pro kultivaci plisni
Pufrovana peptonova voda (PPV, HiMedia) — médium pouzité pro
sporulaci B. subtilis v polovi¢ni koncentraci Zivin (V2 PPV), tj. na 1 litr
polovi¢ni navazka dehydratovaného média nez predepsana vyrobcem.

Pfiprava pracovni kultury a zkusebnich suspenzi

testovanych mikroorganismu

Bakteridlni suspenze

K pripraveé zkusebnich suspenzi pro cilenou inokulaci modelového mate-
ridlu byly pouZzity cisté kultury sbirkovych kmenu. Bakteridlni kultury
byly kultivovany na agarovych plotnéach s PCA pfi 37 °C (S. epidermidis,
E. coli) nebo 30 °C (B. subtilis). Z 24 hodin kultury byly nésledné pfipraveny
suspenze odpovidajici 1 stupni McFarlandovy zakalové stupnice (1 McF).
Tato hodnota u grampozitivnich kokd a kratkych gramegativnich tycinek
odpovida pfiblizné koncentraci bunék 108 KTJ/ml (KTJ - kolonie tvofici
jednotky), u sporotvornych tycinek koncentraci 10° KTJ/ml. Pocet bunék
v pripravenych suspenzich byl ovéfen kultivacné na ptdé PCA [Baron,
2006]. Vychozi suspenze byly nafedény na pozadované koncentrace
sterilnim fyziologickym roztokem (desitkové fedénti).

Suspenze spor B. subtilis

Po kultivaci kmene B. subtilis CCM 1999 (10 dnC pfi 30 °C v 2 PPV) byly
vegetativni buriky inaktivovany zdhfevem suspenze (80 °C, 16 min.)
ve vodni lazni. Koncentrace spor v takto osetfené suspenzi pak byla
stanovena kultivacné na pudé PCA [Baron, 2006].

Suspenze spor mikromycet

Vybrané kultury mikroskopickych hub byly kultivovény na agarovych
plotnach s PDA pti 25 °C. Zkusebni suspenze byla ptipravena z dvou-
denni kultury prelitim sterilnim 0,05% (w/v) vodnym roztokem polysor-
batu (Tween 80, HiMedia) pro zvyseni smécivosti, a uvolnéna z povrchu
sklenénou tycinkou. Hyfy byly od spor oddéleny filtraci pfes sklenény
filtr. Pocet spor ve filtratu byl zjistén mikroskopicky Blrkerovou komdar-
kou a suspenze spor byla nafedéna sterilnim fyziologickym roztokem
(0,9% NaCl) na koncentraci 10° spor/ml. Pocet spor v pfipravenych
suspenzich byl ovéfen kultivacné na ptdé PDA.

Ovéreni tc¢inné koncentrace a doby ptisobeni

dezinfekénich prostiedki

Postup vychazi z modifikované kvalitativni suspenzni metody pro
kontrolu dezinfek¢nich roztok [AHEM, 1985]. Mikrobidlni zkusebni
suspenze byly pfipraveny dle vyse uvedeného postupu a nafedény ste-
rilnim fyziologickym roztokem na vychozi koncentraci 10° KTJ/ml. K 1 ml
dezinfek¢niho prostifedku bylo pfidano 100 pl mikrobidlni suspenze
afadné zhomogenizovano.V danych ¢asovych intervalech byly ze smési
odebirany alikvoty o objemu 10 pl (vzdy ve dvou paralelach), které byly
aplikovany na ristové médium (PCA pro bakterie a PDA pro plisné).
Po kultivaci byl kvalitativné zhodnocen narst (+/-).
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Cilena inokulace modelového materialu

Bakterie a bakteridlni spory

Na sterilni modelovy materidl o plose pfiblizné 20 cm? bylo pipetou
rovnomeérné naneseno 200 pl bakteridlni suspenze ¢i suspenze spor
o koncentraci 10° KTJ/ml. Po zaschnuti suspenze byl papir osetien
piislusnym dezinfek¢nim prostfedkem.

Mikromycety

Na sterilni modelovy material o plose ptiblizné 20 cm? bylo do stredu
naneseno 10 pl suspenze spor plisni o koncentraci 10° KTJ/ml [Seque-
ira, 2016]. U¢innost dezinfekénich prostredki byla testovana jednak
na samotné spory plisni a jednak na vegetativni mycelium.

Spory mikromycet (bez prekultivace) - po naneseni suspenze spor
byly vzorky filtra¢niho papiru ususeny a poté podrobeny ucinku dez-
infek¢niho prostredku.

Mycelium (s prekultivaci) — po naneseni a zaschnuti suspenze
byly vzorky filtra¢niho papiru jednotlivé umistény na povrch PDA
anasledné kultivovany 24 hodin pfi 25 °C. Béhem této doby dochézelo
k rozvoji vegetativniho mycelia bez fruktifikacnich organa (Obr. 1).
Po ususeni byly takto pfipravené vzorky podrobeny ucinku dezinfekc-
niho prostredku.

Vyvoj ristu vybranych mikromycet, doba kultivace

A. brasiliensis

P. expansum

C. herbarum

Obr. 1 Rdst vybranych mikromycet na cilené inokulovaném
filtracnim papiru, kultivace na PDA pri 25 °C. V ¢ase 0 hodin
byly vzorky inokulovdny suspenzi spor mikromycet; po 24 hodi-
ndch inkubace je patrné pocdtecni stddium rdstu mycelia;
po 48 hodindch inkubace jiz pIné rozvinuté mycelium s pigmen-
tovanymi fruktifikacnimi orgdny / Growth of selected micromy-
cetes on targeted inoculated filter paper, cultivation on PDA
at 25 °C. At 0 h the samples were inoculated with a spore
suspension of micromycetes; after 24 h of incubation the initial
stage of mycelial growth is evident; after 48 h of incubation
already fully developed mycelium with pigmented fructification
organs

Dezinfekéni postupy

Roztoky Septonex a Bacillol'AF

500 pl dezinfekéniho prostiedku bylo aplikovano sterilni pipetou
na cely povrch inokulovaného modelového materidlu. V pfipadé
plisni se dezinfek¢ni prostiedek nanasel od kraje smérem ke stredu
tak, aby nedoslo k rozmyti spor po plose vzorku filtra¢niho papiru.
Po 5 minutach plsobeni v uzaviené Petriho misce byl prebytecny
roztok odsat pipetou a papir ususen za pokojové teploty v laminar-
nim boxu.

RECENZOVANE PRISPEVKY

Sterilizace ethylenoxidem

K dezinfekci ethylenoxidem bylo vyuZito postupu uzivaného v Narod-
nim archivu Praha: vzorky papiru byly v otevienych petriho miskach
uloZzeny do dezinfekéni komory MATACHANA (typ 1.3100 LGE-2)
o celkovém objemu 6,4 m3. K samotné dezinfekci byl pouzit plyn Etoxen,
tj. smés 10% EtO a 90% CO,. Dezinfekce vzork( probihala 6 hodin pfi
teploté 30 °C a tlaku 220 kPa. Poté byly vzorky odvétravany po dobu
6 dni v odvétravacim tunelu protiproudem vzduchu zahiatého na 30 °C.
Na zavér celého cyklu byla ve vzduchotésnych komorach mérena zbyt-
kova koncentrace EtO plynovou chromatografii po dobu 24 hodin.

Hodnoceni fungicidniho tcinku

Po inokulaci modelového materidlu sporami plisni a nasledném oset-
feni dezinfek¢nim prosttedkem byly jednotlivé vzorky filtra¢niho
papiru umistény na povrch PDA a kultivovany pii 25 °C. Rlist mycelia
byl priibézné monitorovéan v pravidelnych intervalech po 24 hodinach
po dobu péti dni.V pfipadé nulového narGstu byla kultivace prodlou-
Zena az na 10 dni. Jako kontrola pfi hodnoceni byly pouzity inokulo-
vané vzorky filtra¢niho papiru bez osetieni dezinfek¢nim prostredkem.
Jejich kultivace probihala za stejnych podminek.

Hodnoceni baktericidniho a sporocidniho tcinku

Kvalitativni hodnoceni tii¢innosti pomoci otiskové metody

Filtra¢ni papiry byly jemné celou plochou pfitisknuty na predsusené
agarové plotny (PCA). Po péti minutach inkubace byl filtra¢ni papir
odstranén a plotna standardné kultivovana (24 hodin, pfi 30 °C nebo
37 °Cdle druhu mikroorganismu). NarGst na jednotlivych petriho mis-
kach byl srovnan s kontrolnim vzorkem (inokulovany filtra¢ni papir bez
osetfeni dezinfek¢nim prostiedkem).

Kvantitativni hodnoceni tcinnosti pomoci vytiepkii

Filtracni papiry byly po dezinfekci a ususeni vytiepany ve zkumavce
s 10 ml sterilniho fyziologického roztoku. Vytrepani bylo provedeno
pomoci michadla Vortex do rozvolnéni vlaken papiru, tak aby se do
roztoku uvolnilo maximalni mozné mnozstvi mikroorganismd. Ziskany
vytiepek byl desitkovym zplisobem nafedén a vyset na plotny s PCA
[Baron, 2006]. Po kultivaci (24 hodin, pfi 30 °C nebo 37 °C dle druhu
mikroorganismu) byly spocitany kolonie vyrostlé na povrchu média.
Kontrolni hodnotou byly KTJ ziskané vytiepanim shodné inokulova-
ného vzorku filtra¢niho papiru bez osetieni dezinfekénim prostiedkem.
Ucinnost dezinfekce byla nasledné ¢iselné vyjadiena tzv. hodnotou log
redukce (LRV - Log Reduction Value). Tato hodnota vyjadfuje relativni
pocet mikroorganismu eliminovanych danym dezinfekénim prostred-
kem v hodnotéach fadd [Microchem Laboratory, 2015]. Napfiklad: 1 LRV
je snizeni o jeden fad, a odpovida tedy 90 % inhibi¢nimu tcinku; 2 LRV
99 % ucinku; 3 LRV 99,9 % tcinku atd. Vypocet se provadi dle vzorce:

LRV =log,, (Z,/2),

kde Z_ je pocet KTJ pfed oSetfenim, a Z pocet KTJ po o3etfeni.

VYSLEDKY A DISKUZE

Prezentované vysledky jednotlivych experimentd jsou prdmérem mini-
malné ¢tyr biologickych replikatd ze dvou nezévislych experimentd.
Cilem prvni faze experimentl bylo ovéfeni i¢innosti navrzenych kon-
centraci dezinfek¢nich prostredkd (2% w/w vodny roztok Septonex
akoncentrovany roztok Bacillol’AF) a stanoveni potfebné doby ptsobeni
potiebné k eliminaci irSiho spektra mikroorganism - bakterii, bakte-
ridlnich spor a plisni. K testovanym roztokim Septonex a Bacillol’AF
byl vtomto screeningovém stanoveni pro srovnani pfifazen navicietanol,
ktery se v mikrobiologické praxi pouziva jako jeden z nejbéznéjsich
dezinfek¢nich roztokd. Etanol byl pouZzit v Cistoté p. a., aby se vyloucil
Ucinek pripadnych pfimési. Kazdy prostiedek byl testovan ve trech
koncentracich, doba plsobeni jednotlivych roztokl se pohybovala
v rozmezi 5-30 minut. Vysledky shrnuje Tab. 1.
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Tab. 1 Stanoveni ucinné koncentrace a doby pusobeni dezinfek
¢nich prostredkd. Kvalitativni hodnoceni Gcinku: ndrdst
mikroorganism( po plsobeni daného dezinfekcniho prostiedku
v dané koncentraci po danou dobu +/-/ Determination
of effective concentration and length of exposure of disinfectants.
Quualitative evaluation of the effect: growth of microorganisms
after the exposure to the given disinfectant at the given
concentration for the given time +/-

Nardst mikroorganismti po plisobeni dezinfekéniho prostfedku

> : Bacillol’AF Etanol p.a
¢as (min)
5
10

E. coli

S. epidermidis

B. subtilis

N
wv

'

'

'

'

'

'

'

'

B. subtilis; spory

RECENZOVANE PRISPEVKY

Ucinnost dezinfekénich prostiedkii na vybrané plisné

V dalsi fazi experimentd bylo pfistoupeno k testovani uc¢innosti dez-
infek¢nich prostredk( na vybrané mikromycety, a to ve formé spor
aplikovanych na modelovy materidl, a ve formé vegetativniho mycelia
(s 24hodinovou prekultivaci inokulovanych vzorkd na PDA). Rozvoj
mycelia u vybranych plisni po osetfeni dezinfekénimi prostredky
je zachycen na fotografiich (Obr. 2).
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Obecné vzato, témér viechny roztoky dezinfekcnich prostiedkd v testova-
nych koncentracich vykazovaly mikrobicidni Ucinek jiz po péti minutach
pusobeni na vybrané vegetativni formy bakterii i na spory plisni. Vyjim-
kou jsou spory rodu A. brasiliensis, u kterych se projevil fungicidni icinek
50% roztoku Bacillol’AF az po dobé plsobeni 20 minut a 50% etanolu
po 10 minutach. Na bakteridlni spory B. subtilis neucinkoval roztok
Bacillol’AF v Zadné koncentraci ani po 30 minutach. Naproti tomu jak vodny
testované koncentracijiz po 5 minutéch. Na zékladé ziskanych vysledk(i Ize
potvrdit, Ze testované dezinfek¢ni prostredky v navrhovanych koncentra-
cich (2% Septonex a Bacillol’AF) jsou dostate¢né ucinné jiz po 5 minutach
pusobeni. Srovnatelného efektu Ize docilit i pfi nizsi koncentraci ucinné
latky. Tyto vysledky davaiji vsak jen zékladni predstavu o tGcinnosti jednot-
livych latek a o dobé potiebné k dosazeni ucinku. Je potieba si uvédomit,
Ze v tomto pfipadé jsou mikroorganismy rovhomérné rozptylené v sus-
penzi, a jednotlivé burky tak maji s dezinfekénim prostfedkem maximalni
mozny kontakt.V bézné praxi pak mdze byt koncentrace i doba plsobeni
nutna pro dosazeni maximalniho dezinfekéniho Gcinku odlisna.

Obr.2 Rozvoj mycelia u vybranych plisni po osetieni dezinfekcnimi
prostredky; doba kultivace na PDA 5 dni pti 25 °C. Ktizky
oznacuji mycelium vzniklé druhotnou kontaminaci. / Mycelial
growth of selected fungi after disinfectant treatment; cultivation
time 5 days on PDA at 25 °C. Crosses indicate mycelium caused
by secondary contamination

Ziskané vysledky pak ucelené shrnuje Tab. 2. Z uvedeného vyplyva,
Ze jak Bacillol’AF, tak Etoxen vykazuji 100% fungicidni Gcinek jak
na spory plisni, tak na jejich vegetativni mycelium.V pfipadé osetfeni
Etoxenem neméla nutnd c¢asova prodleva mezi inokulaci a zapra-
covanim modelovych vzorkd (6-7 dni) na hodnoceni vysledk vliv.
Vsechny testované mikromycety si po tuto dobu na kontrolnich vzor-
cich uchovaly dostate¢nou zivotaschopnost. Septonex aplikovany jako
2% vodny roztok eliminoval rdst plisni pouze ve formé spor. Na plisné
v rstové fazi byl jiz jeho Ucinek prokazatelné nizsi. Pficinou muze byt
horsi smacivost povrchu hyf a nedostatecny kontakt dezinfekéniho
prostiedku s cilovym mikroorganismem. Lepsiho kontaktu mycelia
s roztokem by bylo mozné docilit rovnomérnou aplikaci postfikem
[Bacilkova, 2004]. Dezinfek¢ni Gcinek kvarternich amonnych soli
je mozné zvysit pfidavkem alkoholu [Du, 2010]. Proto byl do testovani
zarazen vedle vodného roztoku také 1% w/w Septonex v 70% etanolu.
Koncentrace ucinné latky Septonexu byla tedy snizena na polovinu,
coz z pohledu ochrany archivalii predstavuje pfiznivéjsi slozeni, nebot
kvarterni amoniové soli mohou ovliviiovat mechanické vlastnosti
nékterych materidl [Bacilkovd, 2004]. Vysledky v tomto pfipadé
ukazaly 100% fungicidni ucinek alkoholového roztoku Septonex jak
na spory, tak na vegetativni mycelium. Dezinfekéni Gicinek samotného
ethanolu testovan nebyl a bude zafazen do dalsi faze experimentu.
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Tab. 2 Vyhodnoceni ucinku dezinfekcnich prostredkd na vybrané
mikromycety na zdkladé vizudlniho hodnoceni rozvoje mycelia
po 5 dnech od osetreni: +++ ndrust srovnatelny s kontrolou
(Zddny dezinfekcni ucinek); ++ mirné inhibovany rozvoj
mycelia; + silné inhibovany rozvoj mycelia; - bez dalsiho
rozvoje mycelia (100% dezinfekcni tcinek) / Disinfectant
effect evaluation on selected micromycetes based on visual
evaluation of mycelial development 5 days after treatment:
+++ mycelial growth comparable to the control sample
(no disinfection effect); ++ slightly inhibited mycelial growth;
+ strongly inhibited mycelial growth; - no further mycelial
growth (100% disinfecting effect)

prekultivace prekultivace

Bacillol’AF - - - - - -
2% vodny roztok Sep-

C. herbarum

Dezinfekéni

prekultivace

tonexu
1% roztok Septonexu

v 70% etanolu

Etoxen - - - - - -

Ucinnost dezinfekénich prostiedkii na vybrané bakterie

Po ovéreni antifungélniho tcinku vybranych dezinfek¢nich prostiedk,
byla jejich i¢innost testovana i na reprezentativni zastupce zakladnich
skupin bakterii. Pro hodnoceni antibakterialniho tc¢inku byly zvoleny
dvé metody.

Kvalitativni hodnoceni ticinnosti pomoci otiskové metody

Nérast na jednotlivych agarovych plotnach byl srovnan s kontrolou
a kvalitativné hodnocen ¢tyfmi stupni rastu. llustracni vysledky jsou
demonstrovany na Obr. 3.

Dezinfekéni prostiedky

2% vodny 1% roztok
kontrola Bacillol'AF roztok Septonexu Etoxen

Septonexu v 70% etanolu

Obr. 3 U¢inek dezinfekéenich prosttedkd na vybrané bakterie - otisk
inokulovaného a ndsledné osetfeného modelového materidlu
na misky s kultivacnim médiem PCA, ndriist po 24 h kultivaci.
SE - Staphylococcus epidermidis; BS ., - Bacillus subtilis
inokulovany na modelovy materidl ve formé spor / Disinfectant
effect on selected bacteria - imprint of inoculated
and subsequently treated model material on plates with PCA
culture medium, growth after 24 h of cultivation.

SE - Staphylococcus epidermidis; BS ., - Bacillus subtilis
inoculated on model matrial in the form of spores

bakteri
e

SE

BSse

Vyhodou tohoto postupu je predevsim jeho nenaro¢nost. | kdyz se
u otiskové metody obecné uvadi pouze velmi nizky zachyt mikroor-
ganismu [Ismail, 2013], z uvedenych vysledkd je patrné, ze pro vyhod-
nocovani vétsiho poctu vzork( je metoda pro screening dostacujici
a dezinfeké¢ni efekt pouzitych prostredkd Ize orientacné velmi dobie
zhodnotit (Tab. 3).

RECENZOVANE PRISPEVKY

Tab. 3 Kvalitativni vyhodnoceni tcinku dezinfekcnich prostredku
na vybrané bakterie na zdkladé srovndni otisk( inokulovaného
a ndsledné osetfeného modelového materidlu na misky
s kultivacnim médiem PCA, ndrdist po 24 h kultivaci. Hodnoceni
ndrdstu po 24 h na PCA: +++ ndrtst srovnatelny s kontrolou
(tj. Zddny dezinfekcni tcinek); ++ mirnd inhibice; + ojedinélé
kolonie; - bez ndrtstu (100% dezinfekcni ucinek); N nelze
hodnotit / Qualitative evaluation of the effect of disinfectants
on selected bacteria based on comparison of imprints
of inoculated and subsequently treated model material
on PCA plates; microbial growth after 24 hours of cultivation.
Evaluation of microbial growth after 24 hours on PCA:
+++ growth comparable to the control sample (no disinfection
effect); ++ slight inhibition; + isolated colonies; — no growth
(100% disinfectant effect); N cannot be evaluated

Dezinfekéni prostredek S. epidermidis B.subtilis spory

Bacillol'AF - - S+
2% vodny roztok Septonexu

1% roztok Septonexu v 70%
etanolu

Z vysledkl uvedenych v Tab. 3 vyplyva, Ze univerzalni antibakteridlni
ucinek, tj. ucinek jak na gramnegativni, tak na grampozitivni bakterie
i jejich spory, vykazuje Septonex, a to jak ve formé 2% vodného roz-
toku, tak ve formé 1% roztoku v 70% etanolu. Bacillol’AF eliminoval
rlist gramnegativnich i grampozitivnich bakterii, ale nevykazoval zadny
sporocidni ucinek. PGsobeni Etoxenu nelze bohuzel zcela objektivné
zhodnotit. Casové prodleva mezi inokulaci a naslednym zpracovanim
vzork{ je diky nutnosti odvétrani po dezinfekci minimalné sedm dni.
Béhem této doby dochazi k samovolnému poklesu Zivotaschopnych
vegetativnich bunék bakterii, coz se projevilo na kontrolnich vzorcich
poklesem KTJ az o Ctyfi rady. Velmi pozitivné Ize ale hodnotit tcinek
Etoxenu na spory B. subtilis které si po uvedenou dobu Zivotaschopnost
udrzuji, a jejich ubytek tak Ize jednoznacné pricist ucinku Etoxenu.
Po osetreni doslo v tomto pripadé k Uplné inaktivaci vsech spor na vzorku.
Pro presnéjsi kvantitativni hodnoceni ucinku vsak otiskovd metoda
neni dostacujici. S ohledem na nehomogennost inokulace a naslednou
nemoznost odecitat jednotlivé kolonie narostlé na plotnach po otisku
noceni uc¢innosti dezinfek¢nich prostredkd pomoci vytrepkd.
Kvantifikace ti¢innosti pomoci vytiepkii

Po kultivaci desitkové nafedéného vytrepku modelovych vzorkd byly
jednotlivé narostlé kolonie spolehlivé odecitatelné. Nasledné tak mohla
byt vypoctena hodnota ucinnosti dezinfekéniho prostiedku. Vysledky
ze dvou nezavislych stanoveni jsou shrnuty v Tab. 4. Ziskané hodnoty
potvrzuji predchozi zjisténi, ze pro vybrané bakterie, s vyjimkou spor B.
subtilis, je nejucinnéjsi aplikace roztokl Septonex ¢i Bacillol’AF. V obou
pripadech dochazi ke snizeni ptitomnych KTJ minimalné o Ctyfi rady.
Ucinek Etoxenu nelze z dGvodu nizké Zivotaschopnosti vegetativnich
forem bakterii na kontrolnich vzorcich ani v tomto pfipadé objektivné
zhodnotit.

V pfipadé spor B. subtilis se jako velmi Gc¢inné ukazalo osetieni roztoky
Septonexu a dezinfekce Etoxenem. V obou ptipadech doslo ke snizeni
vychoziho poctu KTJ o pét fadu. Aplikace roztoku Bacillol’AF vedla
pouze k zhruba 50% snizeni poctu bakterialnich spor v porovnani
s kontrolou.
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Kvantitativni zhodnoceni tcinku dezinfekcnich prostredku

na vybrané bakterie/
kontrola 39.104 - -
Bacillol’AF 0 |46 99,997
2% Septonex 0 4,6 99,997
1% Septonex v 70% etanolu| 0 4,6 99,997
Etoxen N N N
Staphylococcus epidermidis
kontrola 3,6.10% - -
Bacillol’AF 0 4,6 99,997
2% Septonex 0 4,6 99,997
1% Septonex v 70% EtOH 0 4,6 99,997
Etoxen N N N
Bacillus subtilis - vegetativni forma
kontrola 8,1.10* - -
Bacillol’AF 0 |49 99,999
2% Septonex 0 49 99,999
1% Septonex v 70% EtOH 0 4,9 99,999
Etoxen N N N
Bacillus subtilis — spory

kontrola 18.10°| - -
Bacillol’AF 83.10% 0,34 53,9
2% Septonex 0 53 99,999
1% Septonex v 70% EtOH 0 |53 99,999
Etoxen 0 |53 99,999

a Pocet KTJ v 1 ml vytiepku

® LRV - hodnota log redukce = log , (Z /Z), kde Z, je pocet KTJ
pred osetrenim, a Z pocet KTJ po osetrent.

¢ ucinnost (%) = (1-10"")*100 %

N - nelze hodnotit

ZAVER

Septonex ve formé 2% vodného roztoku Ucinkuje na viechny testo-
vané bakterie (grampozitivni i gramnegativni), a to véetné spor Bacillus
subtilis a snizuje jejich pocet o Ctyfi az pét radl. 100% inhibi¢ni Gcinek
byl zjistén i u testovanych druh( plisni, nicméné jen ve formé jejich
spor.V pfipadé vegetativniho mycelia je fungicidni i¢inek Septonexu
jiz prokazatelné nizsi. Aplikace Septonexu ve formé 1% roztoku v 70%
etanolu pak méla spolehlivy Ucinek jak na bakterie i jejich spory, tak
na vsechny testované plisné ve fazi spor i vegetativniho mycelia. Spo-
jenim dvou ucinnych latek - kvarterni amoniové baze a alkoholu - tak
Ize ziskat roztok s Sirokym spektrem dezinfek¢niho ucinku.
Bacillol°’AF velmi dobie potlacuje rlist viech testovanych vegetativ-
nich forem bakterii (grampozitivnich i gramnegativnich). Spory Bacillus
subtilis jsou vsak vici jeho Gc¢inku odolné. 100% fungicidni Uc¢inek
roztoku Bacillol’AF byl zaznamendén u viech testovanych druhd plisni,
a to jak ve formé spor, tak v pfipadé vegetativniho mycelia.

Z dlivodu nizké Zivotaschopnosti testovanych bakterii na povrchu vzorkd
papiru nelze tGcinek Etoxenu ve viech piipadech objektivné hodnotit.
Nicméné vzhledem k vysoké tcinnosti na bakteridlni spory i na viechny
testované plisné Ize predpokladat, Zze Etoxen ucinkuje i na méné odolné
formy bakterii jako jsou gramnegativni tycinky Escherichia coli, vegeta-
tivni forma grampozitivnich tycinek Bacillus subtilis a grampozitivni koky
Staphylococcus epidermidis. Za tohoto predpokladu Ize tedy osetreni
Etoxenem povazovat za univerzalni dezinfek¢ni prostiedek s baktericid-
nim, sporocidnim i fungicidnim ucinkem.

Uvedené dezinfek¢ni prostiedky, doplnéné navic o Ucinky par nékte-
rych alkoholl a dezinfekéni roztok kombinujici Septonex a alkohol,
budou v dalsi fazi experimentli ovéfovany na izoldtech mikromycet
i bakterii z redlnych odbérl z povrchu archivnich fotografickych
a filmovych materidld. StéZejni pak bude sledovani vlivu G¢innych
dezinfekcnich prostredkd na stabilitu svétlocitlivé vrstvy.
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