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RECENZOVANE PRISPEVKY

LUMINOMETR - NASTROJ PRO HODNOCENI
MIKROBIALNIHO ZNECISTENI ARCHIVNICH FOTOGRAFII?

Hana Sykorova' e Jana Kadava' e Barbora Zapletalova'
Michal Durovi¢? e Katefina Demnerova’

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

Ing. Hana Sykorova, Ph.D. — absolventka VSCHT se v rdmci svého
plsobeni na Ustavu biochemie a mikrobiologie zabyvé predeviim
tematikou potravinaiské a aplikované mikrobiologie. V poslednich
letech se podili také na mikrobiologickém priizkumu archivnich
fondd a na vyuce nékterych predmétl specializovanych na preven-
tivni péci o paméatky na Ustavu chemické technologie restaurovani
paméatek VSCHT Praha. (sykorovh@vscht.cz)

Monitoring mikrobialni kontaminace hraje jednu z klicovych roli
v preventivni péci o pamatky. Vedle klasickych ¢asové naro¢nych kul-
tivacnich metod dnes existuji i moderni a rychlé metody, kterymi Ize
posoudit miru mikrobidlniho znecisténi. Jednou z nich je stanoveni
adenosintrifosfatu (ATP) pomoci bioluminiscencni reakce. Tato metoda
je jiz rutinné pouzivanym nastrojem, jimz se hodnoti mikrobiologicka
rizika v fadé odvétvi predevsim z oblasti potravinaiského primyslu
a zdravotnictvi. Do péce o pamatky vsak tento postup zatim plosné
nepronikl. Prispévek se zabyva moznosti hodnoceni mikrobidlni kon-
taminace povrchu archivnich fotografickych materidl pomoci bio-
luminiscencnich stérd. Vyuziti luminometru, na rozdil od klasického
kultiva¢niho stanoveni, nepfinasi pfesné udaje o mnozstvi a druhu
piitomnych mikroorganism. Ziskané hodnoty ale mohou byt rychlym
ukazatelem pritomnosti Zivotaschopnych mikroorganismd a dobrym
voditkem v rozhodovacim procesu, zda je nutné dany objekt dezin-
fikovat, i nikoli.

Klicova slova: luminometr, ATP, plisné, mycelium, mikrobialni konta-
minace, dezinfekce

LUMINOMETER - ATOOL FOR MICROBIAL CONTAMINATION
OF ARCHIVAL PHOTOGRAPHS EVALUATING?

Microbial contamination monitoring plays one of the key roles
in preventive monument care. In addition to classical time-
consuming cultivation methods, there are now modern and fast
methods for assessing the degree of microbial contamination. One
of them is the determination of adenosine triphosphate (ATP) by
a bioluminescence reaction. This method is already a routinely used
tool for microbiological risk assessment in many sectors, especially
in the food industry and healthcare. However, this procedure has not
yet been commonly involved in monument care. This paper deals with
the possibility of evaluating the microbial contamination of the surface
of archival photographic materials using bioluminescent swabs. The
use of a luminometer, in contrast to the classical culture assay, does
not provide accurate data on the amount and group of present
microorganisms. The values obtained can be a quick indicator of the
presence of viable microorganisms and a good guide in the decision-
making process whether it is necessary to disinfect the object or not.
Key words: luminometer, ATP, mould, mycelium, microbial contami-
nation, disinfection

Monitoring mikrobialni kontaminace nejen prostredi archivd a depo-
zitarQ, ale i samotnych archivalii je nedilnou soucasti preventivni péce
o historicky cenné archivni fondy. Rada mikroorganismdi, pfedevsim
plisni a sporulujicich bakterii, mize vzhledem k produkci kyselin, pig-
ment0 ¢i hydrolytickych extracelularnich enzymi predstavovat pro
ulozené archivalie vyznamné riziko [Skorkovsky, 1981; Giancarlo, 2009;
Lourenco, 2009; Puskarova, 2016]. Neopomenutelny je i zdravotni
a hygienicky aspekt pro personal manipulujici s potencialné kontami-
novanym materidlem [Zahradnicky, 1987; Votava, 2005].

Do systému preventivni péce o pamatky je proto nezbytné zafazovat
pravidelny monitoring mikrobialni kontaminace predmétu i ovzdusi
v danych prostorach [Borrego, 2010; Pasquarella, 2012]. Nejjednodussi
metodou mikrobiologické kontroly vzduchu je pasivni sedimentacni
metoda. Pfesnéjsi vysledky pak dava vysetieni vzduchu pomoci aero-
skopu, kterym je vzduch aktivné nasavan.V obou pfipadech piitomné
mikroorganismy dopadaji na agarovou plotnu a po nasledné kultivaci
je mozné vyhodnotit miru pfipadného znecisténi [Kldnova, 2021].
Hodnoceni mikrobialni zatéZe povrchu samotnych archivélii je pak
0 néco slozitéjsi. Nejrozsifenéjsi jsou klasické kultivacni metody, kdy
jsou vzorky odebirany z povrchu predmét(i stérem. Tady je nutné zvolit
takovou metodu, kterd zachyti dostate¢ny pocet mikroorganismu
a zaroven bude 3etrnd k vlastnimu materidlu. Pro materidly se svétlo-
citlivou vrstvou je nejvhodnéjsi suchy stér mékkou suchou pénovou
houbickou [Demnerovd, 2020]. U odolnéjsich materialt je mozné volit
stér zvlhcenymi stérovkami, jelikoz je zde zachyt mikroorganismu vyssi.
Po kultivaci za vhodnych podminek (spravné zvolena teplota a kulti-
vacni ptida) je mozné vyhodnotit miru mikrobialni kontaminace, pfi-
padné i druh pfitomnych mikroorganismd. Tradi¢ni kultiva¢ni metody
vyzaduji jednak pIné vybavenou mikrobiologickou laboratof, a jednak
zkusenost a zru¢nost pracovnikd. Navic jsou pomérné ¢asové narocné.
Doba od provedeni stéru po ziskani vysledk( ve formé narostlych kolo-
nii na plotnach se pohybuje v jednotkach dnd pro bakterie, az po vice
nez tyden, jez rostou nékteré plisné [Abrusci, 2005; Purkrtova, 2022].
Vedle kultiva¢nich metod existuje fada modernich molekuldrné-bio-
logickych metod zaloZzenych na izolaci a nasledné sekvenaci celkové
DNA ¢i RNA bez nutnosti kultivace mikroorganismu. Tak je mozné
zachytit pfitomnost i nekultivovatelnych ¢i obtizné kultivovatelnych
mikroorganismu. Tyto metody vyzaduji pomérné nakladné laboratorni
vybaveni a predevsim vyskolené pracovniky. Slouzi tak spise k vyzkum-
nym ucelim pfi studiu biodiverzity pfitomnych mikroorganisma
a pro rutinni mikrobiologicky monitoring a hodnoceni rizika se bézné
nevyuzivaji [Pangallo, 2009; BranySov4, 2021].

Jednim z alternativnich zpUsobd, jak rychle vyhodnotit pfitomnost
a aktivitu mikroorganismu, a posoudit tak miru rizika, kterému jsou
vystaveny archivélie a potazmo i persondl, je kvantifikace adenosintri-
fosfatu (ATP). ATP je makroergicka sloucenina produkovana zivymi
burikami a slouzi jako hlavni pfenasec energie do viech procest, které



FKR 2022 37

energii spotfebovavaji. Jednou z moznosti jak ATP detekovat jsou tech-
niky zaloZené na bioluminiscenci. Enzym luciferaza, bézné se vyskytu-
jici napriklad u svétlusek, reaguje v pfitomnosti kysliku, hofecnatych
iontl a ATP s organickym substratem, obecné zvanym luciferin,
za vzniku oxyluciferinu, adenosinmonofosfatu (AMP), pyrofosfatu,
oxidu uhli¢itého a urcitého mnozstvi svétla (obr. 1) [Kodicek, 2015].
Mnozstvi uvolnéného svétla je umérné koncentraci ATP v reakci a tedy
i mite mikrobialni nebo jiné biologické zatéze v misté, ze kterého byl
proveden odbér. Biomonitoring ATP je pro svou rychlost, robustnost,
snadnou proveditelnost a cenovou dostupnost dnes Siroce pouziva-
nou metodou predevsim v potravinarstvi, zdravotnictvi a kosmetickém
pramyslu [Corbitt, 2000; Osimani, 2014]. Bézné se pouziva v pravidel-
ném monitoringu nejen mikrobidlniho znecisténi v potravinarskych
a napojariskych provozech, ale i pro detekci organické hmoty (zbytky
surovin, potravin atd.), kterd mize slouzit jako substrat pro zachyceni
a rlst mikroorganismd, a zvySovat tak riziko mikrobidlni kontaminace.
Metoda je vyuzivana i pro monitorovani uc¢innosti sanitacnich a dezin-
fekenich postup ¢i pii kontrole mikrobiologické kvality vody [Costa,
2004; Nante 2017].
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Obr. 1 Princip bioluminiscencniho stanoveni ATP. Upraveno podle:
Principle of ATP bioluminescence assay. Adapted from:
http://www.tebu-bio.com/blog/wp-content/uploads/2016/12/
Luciferase-formula.jpg

Hodnoceni biologické zatéze potravinaiskych produktl a provozl
na zakladé stanoveni ATP bylo poprvé vyuzito v 70. letech minulého
stoleti [Sharpe, 1970]. Cinidla viak byla draha a metodika zahrnujici
zacaly byt bioluminiscencni testy dostupnéjsi a zacaly se uplatrovat
v bézném systému kontrol kvality hygieny provozi [Griffith, 1997].
Dnes jsou k dispozici lehké a uZivatelsky velmi pfijemné kompaktni
prenosné luminometry riznych vyrobcl. Odbér vzorku se provadi
podobné jako bézny mikrobiologicky stér z povrchu kontrolovaného
materialu, reakéni smés obsahujici vie potfebné je nedilnou soucasti
baleni. Néktefi vyrobci poskytuji k pfistrojim rGzna rozsireni, napfiklad
sondy pro méreni pH, teploty a vlhkosti, a pfistroj se tak stava dostup-
nym viceucelovym ndstrojem, kterym Ize provadét systematickou
kontrolu podminek prostfedi. Také samotny stérovy material prochazi
neustalym vyvojem. Na trhu je jiz cela fada typU stérovek, takze vedle
zakladnich klasickych vatovych tycinek jsou dnes dostupné rlizné
kartacky, které se dostanou i na obtizné dostupnd mista, nebo ploché
pénové stérovky s vétsi plochou, jez 1épe zachycuji mikroorganismy.
Odbér stéru a jeho nasledné vyhodnoceni zvladne pracovnik po krat-
kém zaskoleni. Vysledek méreni je pak dostupny do nékolika vtefin.
| kdyz ziskané vysledky nelze vzajemné porovnavat mezi jednotlivymi
laboratofemi (namérené hodnoty zavisi na typu pristroje i typu sté-
rového materialu), pfi spravné provedeném pocate¢nim screeningu
a vhodné nastavenych mezich pro hodnoceni miry rizika mikrobialni
kontaminace muize byt luminometr uzite¢nym pomocnikem [Whiteley,
2012; Mildenhall, 2020].

RECENZOVANE PRISPEVKY

Ackoli je bioluminiscen¢ni metoda v fadé odvétvi jiz rutinné pouziva-
nym nastrojem, ktery hodnoti mikrobiologické riziko, do pamatkové
péce tento postup zatim plosné nepronikl. Nicméné i v tomto oboru
muzeme najit publikace, které se moznosti vyuziti stanoveni ATP
ve vztahu k mikrobidlnimu znecisténi detailné zabyvaji. Prace publiko-
vané vyzkumnou skupinou Rakotonirainy a kol. se zabyvaji pfedevsim
moznosti hodnoceni kontaminace archivnich papirovych dokument
plisnémi a s tim souvisejiciho vzniku skvrn, tzv. foxing [Rakotonirainy,
2003; 2008; 2013]. Dalsi prace se pak zaméftuji i na jiné materidly
jako je textil [Stupar, 2014], nasténné malby [Unkovi¢, 2015] ¢i dievo
[Antonelli, 2020]. V ¢asopise Férum pro konzervdtory-restaurdtory jiz
byla také publikovana zajimava studie o moznostech hodnoceni pfi-
tomnosti plisni na rGznych historickych materialech pomoci lumino-
metru [Svobodov4, 2019]. Nase prace na tento vyzkum volné navazuje
a hloubéji se zamétuje predevsim na vyhodnocovani mikrobialniho
napadeni archivnich ¢ernobilych fotografickych materiald. Cilem
nasich experimentl bylo posouzeni moznosti vyuziti luminometru ke
stanoveni miry mikrobialni kontaminace, k odliseni pfitomnosti plisni
v Zivotaschopném stavu od jiz odumrelého mycelia, a v neposledni
fadé také k hodnoceni ucinnosti dezinfek¢nich postupt.

MATERIAL A METODIKA

Popis luminometru

Pro méreni bioluminiscence byl pouZit prenosny luminometr (Hygiena,
USA) systém EnSURE™ a stérové testy SuperSnap™ s detekcnim limitem
0,1 fmol ATP. Postup méfeni probihal dle manudlu vyrobce [Hygiena,
2020]. Vysledky méreni jsou udavany v jednotkach relativni luminiscence
(RLU - Relative Luminiscence Units).

Vzorky

Modelovym materidlem v prvni etapé experimentt byl zvolen filtra¢ni
papir (Whatman, plosna hmotnost 103 g/m?), a to predevsim diky
moznosti snadné sterilizace v autoklavu, dostupnost a finan¢ni nena-
ro¢nost pii vyssi spotiebé vzorkl v pribéhu optimalizace postupti.
V dalsi fazi pak byly pouzity archivni ¢ernobilé fotografie s rdznym
typem svétlocitlivé vrstvy (zelatina, albumin, kolodium).

Dezinfek¢ni prostiedky

Septonex - kvarterni amonna sul (karbethopendecinium-bromid), po-
uzivany ve formé 2% w/w vodného roztoku (Galenica Medical spol. s r.0.).
roztok Bacillol’AF — smés alkohol(i s deklarovanym sloZzenim propan-1-ol
450 mg/g, propan-2-ol 250 mg/g, etanol 47 mg/g, (HARTMANN-RICO as.).
96% v/v vodny roztok butanolu pouzivany ve formé par (Penta).

Kmeny mikroorganismu

K hodnoceni antimikrobialniho ucinku vybranych dezinfekénich pro-
stfedkd byly pouzity kmeny bakterii a vldknitych hub z Ceské sbirky
mikroorganism( (CCM, Masarykova univerzita, Brno, https://ccm.sci.
muni.cz).

Bacillus subtilis CCM 1999, Aspergillus brasiliensis CCM 8222, Cladosporium
herbarum CCM F-455, Penicillium expansum CCM F-576.

Kultiva¢ni média

Plate Count Agar (PCA, Merck) — médium pouZzité pro kultivaci bakterii;
Malt Extract Agar (MEA, Oxoid) - médium pouzité pro kultivaci plisni;
pufrovana peptonova voda (PPV, HiMedia) - médium pouzité pro sporu-
laci B. subtilis v polovi¢ni koncentraci Zivin (Y2 PPV), tj. na 1 litr polovi¢ni
navazka dehydratovaného média nez je pfedepsand vyrobcem.

Pfiprava suspenzi testovanych mikroorganismu

Suspenze spor B. subtilis: po kultivaci kmene B. subtilis CCM 1999 (10 dnd
pfi30°Cv Y2 PPV) byly vegetativni buriky inaktivovany zéhfevem suspenze
(80 °C, 16 min) ve vodni lazni. Koncentrace spor v takto osetiené sus-
penzi pak byla stanovena kultiva¢né na ptidé PCA [Baron, 2006]. Viychozi
suspenze pak byla nasledné fedéna sterilnim fyziologickym roztokem
na pozadovanou koncentraci KTJ/ml (KTJ - kolonie tvofici jednotky).
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Suspenze spor mikromycet: vybrané kultury mikroskopickych hub byly
kultivovany na agarovych plotnach s MEA pfi 25 °C. Zkusebni suspenze
byla pfipravena z dvoudenni kultury prelitim sterilnim 0,05% (w/v)
vodnym roztokem polysorbatu (Tween 80, HiMedia), aby se zvysila
smacivost, a uvolnéna z povrchu sklenénou tycinkou. Hyfy byly od spor
oddéleny filtraci pres sklenény filtr. Pocet spor ve filtratu byl zjistén
mikroskopicky Blrkerovou komtrkou a suspenze spor byla nafedéna
sterilnim fyziologickym roztokem (0,9% NaCl) na koncentraci 106 spor/ml.
Pocet spor v pripravenych suspenzich byl ovéren kultiva¢né na ptidé MEA.

Cilena inokulace vzorku

Na sterilni vzorek byla pipetou nanesena suspenze spor plisni v poza-
dované koncentraci bud po celé plose, nebo bodové v zavislosti
na druhu experimentu.

Spory mikromycet (bez prekultivace) - po naneseni suspenze spor
byly vzorky ususeny.

Mycelium (s prekultivaci) - po naneseni a zaschnuti suspenze byly
vzorky jednotlivé umistény na povrch MEA a nasledné kultivovany
24 h pfi 25 °C. Béhem této doby dochazelo k rozvoji vegetativniho
mycelia bez fruktifikacnich organd. Po kultivaci byly vzorky ususeny
v laminarnim boxu.

Inaktivace plisni

Inaktivace zivotaschopnych spor plisni a mycelia probihala v autoklavu
(121 °C; 101,3 kPa; 15 min). Po inaktivaci byl proveden stér pro stano-
veni RLU. Proces inaktivace byl ovéren i kultivacné (MEA).

Dezinfekéni postupy

Roztoky Septonex a Bacillol'AF: dezinfek¢ni roztok byl aplikovan sterilni
pipetou na cely povrch inokulovaného vzorku do jeho Uplného smo-
Ceni. Po 5 min plsobeni v uzaviené Petriho misce byl vzorek ponofen
do sterilni destilované vody (odmyti zbytk({ dezinfek¢niho roztoku)
a nasledné ususen za pokojové teploty v laminarnim boxu.

Pdry butanolu: expozice probihala po dobu 48 h v uzavieném boxu
(objem 101) pii teploté 25 °C. Pary byly zajistény odpafovanim 150 ml
96% v/v vodného roztoku butanolu z oteviené nddoby na dné boxu.
Inokulované vzorky byly v boxu volné rozloZeny, tak aby ucinek par
mohl byt maximalni. Po ukonceni expozice byly zbytky butanolu
ze vzorkd odvétravany po dobu 15 min v laminarnim boxu.

Hodnoceni dezinfekéniho tGcinku

Luminometrem: po inokulaci a nasledné dezinfekci byl z jednotlivych
vzork( proveden stér a zméfena bioluminiscence v jednotkach RLU
dle manualu [Hygiena, 2020].

Kultivacné: po inokulaci a nasledné dezinfekci byly jednotlivé vzorky
umistény na povrch MEA a kultivovany pfi 25 °C. Rist mycelia byl pra-
béZné monitorovén v pravidelnych intervalech po 24 h po dobu 5 dni.
Jako kontrola pfi hodnoceni byly pouzity inokulované vzorky bez
osetreni dezinfekénim prostredkem. Jejich kultivace probihala za stej-
nych podminek.

RECENZOVANE PRISPEVKY

VYSLEDKY A DISKUZE

Do testovani byly zafazeny rody plisni a bakterii, které se na archiv-
nich fotografickych materidlech bézné vyskytuji a za urcitych podmi-
nek mohou potencialné zpUsobit poskozeni materiala — Penicillium,
Aspergillus, Cladosporium a Bacillus [BranySova, 2021; Purkrtova, 2022].
Jednotlivé experimenty byly hodnoceny jak s vyuzitim luminometru,
tak klasickou kultiva¢ni metodou.

Stanoveni meze detekce hodnot RLU v suspenzich

V prvni fazi experimentd byl ovéren detekéni limit pouzivaného lumino-
metru promérenim fedici fady suspenzi jednotlivych mikroorganism
ve fyziologickém roztoku. Koncentrace mikroorganismu se pohybovaly
v rozmezi 10'-10° KTJ/ml. Prezentované vysledky jsou prlimérem tfech
biologickych replikatd s uvedenou smérodatnou odchylkou (tab. 1).
Z vysledkd je zfejmé, Ze detekeni limit pro spory plisni v suspenzi je pfi-
blizné 10*KTJ/ml. Pfi této koncentraci je odezva luminometru v hodnotach
desitek RLU a je zietelné odlisitelna od pozadi (sterilni fyziologicky roztok).
Vysledky koreluji s dfive publikovanymi daty [Svobodova, 2019]. U bak-
teridlnich spor podobna odezva nastava az pfi koncentraci 10° KTJ/ml.
PFicinou je skutecnost, Ze bakterialni spory se nachazeji v tzv. dormantnim
stavu, nejsou metabolicky aktivni a hodnoty ATP tak prakticky nejsou
detekovatelné [Venkateswaran, 2003]. Pro hodnoceni mikrobidlni kon-
taminace povrch( bakteridlnimi sporami je tak luminometr nevhodny.
Proto byly z dalsich experimentl bakteridlni spory vyfazeny a pozornost
byla vénovana pouze kontaminaci zplisobené sporami a myceliem plisni.

Hodnoceni miry kontaminace a odlieni aktivni

a neaktivni kontaminace

Abychom mohli relevantné vyhodnotit rizika mikrobidlniho napa-
deni povrchu materidld, je nezbytné odlisit aktivni kontaminaci, kde
za urcitych podminek hrozi riziko poskozeni cennych archivnich sbi-
rek, od kontaminace neaktivni. Za béznych okolnosti je velmi obtizné
odlidit Zivotaschopné mycelium od jiz odumielého pouhym vizualnim
zhodnocenim. Na fadu pak pfichdzi ¢asové naro¢néjsi klasické kul-
tivacni postupy. V pfipadé potvrzeni pfitomnosti Zivotaschopnych
mikroorganism{ pak maze byt navrzen vhodny dezinfekéni postup.
V této fazi experimentl jsme se soustiedili na moznost odliseni aktivni
a neaktivni kontaminace na modelovych vzorcich s vyuzitim lumino-
metru. Vzorky byly v této sérii experiment(i inokulovany po celé plose
vzorku ve tfech koncentra¢nich drovnich. Uroven vychozi kontaminace
byla ovéfena kultivacné rGstem na MEA (obr. 2).

Pfi plosné kontaminaci byla pro stanoveni hodnot RLU stirdna plocha
4.cm? (2 x 2 cm) [Svobodova, 2019]. Bézné je vyrobci luminometrd dopo-
ruc¢ovéna velikost plochy pro stér 100 cm? (10 x 10 cm), kdy se vlastni
stér provadi ve dvou na sebe kolmych smérech z celé definované plochy
[Mildenhall, 2020]. Vysledky uvedené v tabulce 2 ukazuji, Ze i stér zmno-
hem mensi plochy mUize byt k hodnoceni dostacuijici. To je v pfipadé
potencidlniho vyuziti pro stéry z historickych materiald vzhledem k nut-
nosti dodrzeni maximalni miry Setrnosti pozitivni zjisténi. Hodnocena
byla jak kontaminace sporami plisni, tak vegetativnim myceliem. Lumi-
niscencni stéry spor byly provedeny bezprostfedné po inokulaci vzorkd,
stéry mycelii pak po 24 h kultivace, kdy byl nar(ist mycelia pozorovatelny
pouhym okem viceméné jen u vzorkl s nejvyssi mirou kontaminace,
tj. pfi vychozi koncentraci v fadu 10* spor/cm? (obr. 2, prvni sloupec).

Tab. 1 Luminiscence v jednotkdch RLU pro riizné koncentrace suspenzi uvedenych mikroorganismd. Hodnota pozadi
(sterilni fyziologicky roztok) = 0,0 £ 0,0 RLU / Luminescence in RLU units for different concentrations
of specified microorganism suspensions. Background value (sterile saline solution) = 0.0 + 0.0 RLU

e I N
suspenze (KTJ/ml)
Namérené jednotky RLU
P. expansum 1,008 | 1,3£1,2 [ 1,3+13 | 280%6,7 450,3+71,3 5176,7 +857,7
00+00 | 1,0+08 | 23+1,9 | 47,7+209 609,7 £ 176,6 6277,7 £733,7
A. brasiliensis 00+00 | 03+05 | 1,7+0,9 | 253+9,7 503,7 £ 154,3 4068,3 £ 1759,6
AT 2037 00+00 | 03+05 | 10£0,8 1,313 3022 49,7 £27,3
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P. expansum

C. herbarum

RECENZOVANE PRISPEVKY

Doba kultivace; 25 °C

A. brasiliensis

Obr.2 Postupny rust mycelia na inokulovanych modelovych vzorcich. Viychozi koncentrace spor pred kultivaci: 10%cm?; 10%/cm? 10°/cm? / Gradual
mycelial growth on inoculated model samples. Initial concentration of spores before cultivation: 10%cm?; 10°/cm? 10%/cm?

Aktivni mycelium je luminometrem detekovatelné jiz pfi nizké drovni
kontaminace (vychozi koncentrace pred kultivaci v radu jednotek
spor/cm?), hodnoty RLU se pohybuji nad prdmérem zjisténych hodnot
RLU pro pozadi (tab. 3). Pfi stfedni Grovni kontaminace (vychozi koncen-
trace pred kultivaci v fadu 102 spor/cm?) jsou zjisténé hodnoty RLU jiz
fadové vyssi nez pozadi. Aktivni kontaminace sporami plisni je spolehlivé
detekovatelnd az pfi nejvyssi irovni kontaminace (vychozi koncentrace
v fadu 10* spor/cm?). Vysledky také ukazuji, ze pomoci luminometru Ize
spolehlivé odlisit aktivni mycelium od neaktivniho (tab. 2). Hodnoty RLU
po inaktivaci fadové klesaji, také u Zivotaschopnych spor plisni dochézi
k vyraznému poklesu hodnot RLU.

Tab. 2 Luminiscence (v jednotkdch RLU) stér modelovych vzorku
2 x 2 cm s rliznou trovni plosné kontaminace.
a - aktivni spory/mycelium; n — neaktivni spory/mycelium;
* hodnoty nad rozsah pristroje. Vysledky jsou primérem
ze dvou nezdvislych stanoveni/ Luminescence (in RLU units)
of 2 x 2 cm swabs from model samples with different levels
of surface contamination. a — active spores / mycelium;
n —inactive spores / mycelium; * values above the luminometer
range. The results are the average of two independent assays

Vychozi

10*/cm?
koncentrace spor

10°/cm? 10%/cm?

mycelium

mycelium mycelium

n| a |nfaln a n a n a n
P. expansum 1| 510[ 1| 5| 1| 9999* 4| 1611 6| 9999*| 31

C. herbarum 1 435 1| 2| 1| 5749 3| 2399 5| 9999%| 26

A. brasiliensis 0| 1| 1571 2| 4| 2| 9999*| 2| 1238 4| 9999*| 76

Tab. 3 Hodnoty luminiscence pozadi modelovych vzorku v riznych
Upravdch pro jednotlivé experimenty / Background luminescence
values of model samples with various modifications for
individual experiments

Hodnoty RLU
bodovy stér (primér cca 5 mm)

Popis materialu

papir po 48h v parach 1
butanolu

papir + MEA + 4 ]
autoklav

= |lw|Oo|o

N| O |Oolo|o|o

-

Vedle vyse popsanych stérd z plochy 4 cm? byla otestovana moznost
hodnoceni kontaminace jen cilenym stérem z minimalni plochy. Stér
byl proveden jen $pickou stérovky (ploska zhruba o priméru 5 mm).
Tento typ stéru se maximalné mozné pfiblizuje redlné situaci, kdy
je potieba z archivniho materidlu odebrat stér z konkrétniho mista,
kde je podezieni na rlist plisni, napfiklad pigmentované skvrny, skvrny
s jinou strukturou povrchu apod. Modelové vzorky byly v tomto pfi-
padé inokulovany formou jednotlivych kapek (objem 2 pl) suspenzi
rlzné koncentrace. Stejné jako u plosné kontaminace byla luminome-
trem hodnocena kontaminace sporami i myceliem, v obou pfipadech
jak v aktivni, tak neaktivni formé. Po 24 h kultivace bylo okem patrné
mycelium viech trech druh plisni jen pfi nejvyssi vychozi koncentraci,
tj. aplikace 2 pl suspenze v koncentraci 10% KTJ/ul (obr. 3).
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Obr. 3

Tab. 4

Obr. 4
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Nadrdst mycelia P. expansum na bodové inokulovaném
modelovém vzorku po 24 h kultivace (25 °C; MEA). V modrém
rdmecku oznacen okem viditelny ndrtst mycelia / P. expansum
mycelial growth on spot inoculated model sample after

24 hours of cultivation (25 °C; MEA). In the blue box, there

is a growth of the mycelium visible to the naked eye

Luminiscence (v jednotkdch RLU) stérti modelovych vzorkd

s rdznou trovni bodové kontaminace a - aktivni spory /
mycelium; n — neaktivni spory / mycelium; * hodnoty

nad rozsah pfistroje. Vysledky jsou primérem ze dvou
nezdvislych stanoveni/ Luminescence (in RLU units)of swabs
from model samples with different levels of spot contamination
a - active spores / mycelium; n - inactive spores / mycelium;
*values above the luminometer range. The results are the
average of two independent assays

RECENZOVANE PRISPEVKY

Hodnoceni u¢innosti dezinfekénich postupt

s vyuzitim luminometru

Podstatou této faze experimentll bylo ovéreni moznosti vyuziti lumino-
metru pro hodnoceni Gi¢innosti dezinfekénich prostredk na vybrané mikro-
mycety, a to jak ve formé spor aplikovanych na modelovy material, tak
ve formé vegetativniho mycelia (s 24 h prekultivaci inokulovanych vzorkd
na MEA). Vzorky o rozméru 2 x 2 cm byly inokulovény suspenzi spor,
vyslednd koncentrace se pohybovala v fadu 10* KTJ/cm?. Po dezinfekci
byla t¢innost daného dezinfekeniho postupu hodnocena jednak pomoci
luminometru (stér z celé plochy 4 cm?) a jednak kultivacné (tab. 5, obr. 4).
Vysledky kultiva¢niho stanoveni koresponduiji s dfive publikovanymi
daty, kdy byl potvrzen antifungdlni Gcinek vybranych dezinfekénich
postuptli [Sykorovad, 2021]. Moznost vyuZziti luminometru pro hodno-
ceni Ucinnosti neni ale zcela jednoznacna. Bezprostiedné po aplikaci
dezinfekénich roztokl dochazi k vyraznému zvyseni namérenych hod-
not RLU (viz hodnoty Bacillol , Septonex ) oproti kontrole (tab. 5). Tato
skute¢nost je patrné zplsobena poskozenim bunék, uvolnénim ATP
do prostredi a jeho naslednou detekci ve vy3si mife [Venkateswaran,
2003]. Proto byly paralelné ptipravené vzorky proméreny také po 24 h
od doby aplikace dezinfek¢nich roztok(. V tomto pfipadé jiz byly hod-
noty RLU fadové nizsi neZ kontrola (Bacillol,,, Septonex,,). V pfipadé
dezinfekce v pardch butanolu pfechodné zvyseni RLU nebylo deteko-
vano. Dlivodem je pravdépodobné dlouhy ¢asovy interval samotného
osetreni (48 h), béhem kterého je uvolnény ATP degradovén. Zavérem
Ize tedy konstatovat, Ze Gcinnost provedené dezinfekce je mozné
potvrdit s vyuZitim luminometru, v pfipadé roztokd je vsak nutné dodr-
Zet jisty casovy odstup mezi aplikaci dezinfekce a provedenim stéru.

Vychozi koncent-
race suspenze
(aplikovany 2 pl)
aktivni/neaktivni a n a n a n a n

spory
P. expansum 0 0 1 0 2 0 147 0
C. herbarum 0 0 2 0 2 0 143 0
A. brasiliensis 0 0 0 0 3 0 197 0

mycelium (po kultivaci na MEA 24 h)

P. expansum 2226 0| 9999* 2 9999* 1| 9999*| 77
C. herbarum 1359 3| 7142 5 9999* 1 9999*| 35
A. brasiliensis 6124 1| 9999* 7 9999* 7| 9999*%| 49

A. brasiliensis

Inhibice rastu mycelia na modelovych vzorcich po dezinfekci; doba kultivace na MEA 48 h pri 25 °C. K1 - kontrolni vzorek bez dezinfekce;

K2 - kontrolni vzorek jen s oplachem ve sterilni destilované vodé; Se — vzorek osetreny 2% vodnym roztokem Septonex; Ba — vzorek osetieny
roztokem Bacillol; Bu - vzorek osetfeny parami butanolu / Inhibition of mycelial growth on model samples after disinfection; cultivation time
on MEA 48 h at 25 °C. K1 - control sample without disinfection; K2 - control sample only with rinsing in sterile distilled water; Se - sample treated
with 2% aqueous Septonex solution; Ba - sample treated with Bacillol solution; Bu - sample treated with butanol vapor
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Realné fotografické materialy

Jak jiz bylo uvedeno, v bézné praxi je monitoring mikrobidlni zatéze
na zékladé stanoveni ATP pomoci luminometru Siroce pouzivan prede-
vsim v potravindfstvi a zdravotnictvi. V téchto provozech prevazuiji inertni
materidly s hladkym povrchem, jako je nerezové ocel, plast, sklo ¢i kera-
micka dlazba. Pokud jsou tyto materidly Cisté, vykazuji stéry zjejich povrchu
prakticky nulové hodnoty RLU. Snadno tak Ize nastavit meze RLU, které jsou
jesté pripustné a které jiz znamenaji jasné riziko mikrobidlniho znecisténi
[Mildenhall, 2020]. Pro nami pouzivany luminometr Hygiena EnSURE™
je prednastavenou limitni hodnotou 30 RLU [Hygiena, 2020]. V pfipadé
organickych materiald je viak nezbytné vyhodnotit také pfispévek samot-
ného materidlu k celkové hodnoté RLU [Svobodovd, 2019]. Teprve po sta-
noveni bézné hodnoty luminiscence pozadi danych materidld je mozné
nastavit vhodné limity ukazujici miru znecisténi a s tim souvisejiciho rizika.
Pro urceni hodnot RLU pozadi archivnich fotografickych materiald byly
pouzity stéry fotografii s riznou svétlocitlivou vrstvou — Zelatina, albumin
a kolodium. Pro kazdy typ bylo vybrano pét exemplati redlnych fotografii.
Z kazdého exemplare byly provedeny dva luminiscencni stéry v rliznych
mistech (z plochy 2 x 2 cm). Pfitomnost pfipadné mikrobialni kontaminace
byla ovéfena i kultivacné, taktéz stérem ze dvou mist o plose 2 x 2 cm.
Fotografie byly suché, v dobrém stavu a pfi vizulnim hodnoceni nebylo
patrné zadné poskozeni zplsobené mikroorganismy. Namérené hodnoty
RLU pozadi pro realné vzorky a vysledky kultivacniho stanoveni jsou shr-
nuty v tabulce 6.Vzhledem k pomérné velkému rozptylu hodnot jsou pak
pro piehlednost na obrézku 5 srovnany priimérné hodnoty. Jasné korelace
mezi hodnotami RLU a KTJ nebyla nalezena. Pfi¢inou je pravdépodobné
skutecnost, ze kontaminace neni nikdy homogenné rozptylena po celém
povrchu fotografie a velmi zaleZi, z jakého mista je odbér proveden. Nej-
nizsi prdmérna hodnota RLU byla zaznamenana u zelatinovych fotografii,
nejvyssi pak u fotografii se svétlocitlivou vrstvou na bazi albuminu
(obr. 5). Rozdily vSak nejsou nijak markantni. Kultivacni stanoveni nepro-
kézalo pfitomnost plisni ani na jednom vzorku. U nékterych vzorkd byla
v malé mite zjisténa pfitomnost bakterii, a to pfedevsim grampozitivnich
kokd, které vétsinou souviseji s lidskou kozni mikroflérou a na povrch foto-
grafii se dostavaji predevsim pfi neodborné manipulaci bez rukavic. V bio-
degradaci materidlt ale prakticky nehraji zddnou roli [Skorkovsky, 1981].
Stanovena byla i pfitomnost nékolika KTJ sporulujicich grampozitivnich
tycinek. Ty se vSak na suchém povrchu fotografii nachdzeji v dormantnim
stavu a luminometrem nemohou byt detekovany [Venkateswaran, 2003].
Celkové pocty zachycenych kolonii po kultiva¢nim stanoveni se pohybuji
v fadu jednotek, ziskané hodnoty RLU Ize tedy povaZovat za hodnoty
viceméné mikrobiologicky ,Cistého” fotografického materidlu.

Na zékladé ziskanych vysledku z predchozich experimentt na redlnych
i modelovych vzorcich Ize navrhnout orienta¢ni meze hodnot RLU,
diky nimz je mozné posoudit miru rizika mikrobialni kontaminace
archivnich fotografickych materilG (tab. 7). Tyto hodnoty vsak nelze
povazovat za obecné platné, jsou zavislé na typu pfistroje, typu sté-
rovek a zpUsobu provedeni stéru.

Tab. 6 Hodnoceni miry kontaminace redinych archivnich fotografickych
materidl pomoci luminometru (RLU) a kultivacné (KTJ).
Z kaZdého vzorku byly provedeny dva luminiscencni stéry
adva stéry pro kultivacni stanoveni, vZdy z plochy 2 x 2 cm
Degree of contamination of real archival photographic
materials evaluation using a luminometer (RLU) and cultivation
(KTJ). Two luminescent swabs and two swabs for cultivation
were made from each sample, each from an area of 2 x 2 cm

1 190 222 2 7
2 53 105 5 8
Zelatina 3 183 97 6 1
4 45 51 3 4
5 64 117 5 4
1 128 223 4 0
2 345 369 0 0
albumin 3 405 354 1 0
4 318 401 3 3
5 396 387 2 0
1 140 203 2 2
2 498 356 2 1
kolodium 3 199 312 2 4
4 183 245 3 3
5 430 187 3 0

RECENZOVANE PRISPEVKY

Tab. 5 Luminiscence (v jednotkdch RLU) stérti modelovych vzorkd.
Vychozi inokulace 10* KTJ/cm? Kontrola 1 - kontrolni vzorek
bez dezinfekce; kontrola 2 — kontrolni vzorek jen s oplachem
ve sterilni destilované vodg; dezinfekce,/ dezinfekce,, - stér
bezprostredné po dezinfekci respektive po 24 h; * hodnoty
nad rozsah pristroje. Vysledky jsou primérem dvou nezdvislych
stanoveni/ Luminescence (in RLU units) of model sample swabs.
Initial inoculation 10* KTJ/cm?. Kontrola 1 - control sample
without disinfection; kontrol 2 — control sample only with
rinsing in sterile distilled water; disinfection / disinfection ,,
swab immediately after disinfection or after 24 h respectively;
*values above the luminometer range. The results are the
average of two independent assays

spory

kontrola 1 Bacillol |Bacillol24
522 49

P.expansum 420 7825

15

1223 38

C.herbarum 235 123 121 n 174 54 95

A.brasiliensis 674 426 2591 63 772 27 32

mycelium (po kultivaci na MEA 24 h)

kontrola 1 | kontrola 2 | Bacillol, (Bacillol,,

XL 9999% 9999% | 9999* 107 8852 255 88
(T 9999* 9999* | 9999* 115 7883 272 122

A. brasiliensis [ECE 9999* | 9999* 87 9999* 168 96

@ w @
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Obr. 5 Srovndni primérnych hodnot luminiscence (RLU) a kultivacné
stanovenych KTJ pro jednotlivé druhy fotografii (viz tabulka 6)
Comparison of average luminescence values (RLU) and colony-
-forming units (CFU) determined by cultivation for individual
types of photographs (see table 6)

Tab. 7 NavrZené mezni hodnoty RLU, diky nimz je mozné posoudit
miru rizika mikrobidlni kontaminace archivnich fotografickych
materidlt (stér z plochy 2 x 2 cm) / Proposed RLU limit values
for the degree of microbial contamination risk of archival
photographic materials assessment (swab of area 2 X 2 cm)

Hodnoty | do 500 500-1000 nad 1000

Hodnoceni fel4irdlE] stredni riziko, v pfipadé vyskytu aktivni napadeni,
pigmentovych skvrn ¢i jinych vizudlnich | nutna dezinfekce
zmén doporuceno kultiva¢ni stanoveni

ZAVER

Vysledky nasi prace potvrzuji, Ze pomoci luminometru Ize velmi dobfe
detekovat rizikové napadeni fotografického materidlu plisnémi v meta-
bolicky aktivnim stavu. Miru kontaminace bakteridlnimi sporami
na zakladé stanoveni ATP neni mozné vzhledem k jejich nizké meta-
bolické aktivité hodnotit. Nutnou podminkou bioluminiscen¢niho
monitoringu mikrobidlni kontaminace na organickych materialech
je ale stanoveni prispévku pozadi téchto materialt k hodnotam RLU.
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S tim pak souvisi vhodné nastaveni meznich hodnot RLU pro posou-
zeni miry rizika mikrobialni kontaminace, které jsou znac¢né odlisné
od zakladniho nastaveni daného vyrobcem. Ackoli vyuziti luminome-
tru na rozdil od klasického kultiva¢niho stanoveni nepiindsi presné
Udaje o mnozstvi a druhu pfitomnych mikroorganismd, ziskané
hodnoty mohou byt dobrym ukazatelem v rozhodovacim procesu,
zda je nutné dany objekt dezinfikovat ¢i nikoli. Samotné zpracovani
avyhodnoceni stéru je velmi jednoduché, rychlé, mdze probihat piimo
v terénu a vysledky jsou zndmy do nékolika vtefin. Pfenosny lumino-
metr tak mdze byt za urcitych podminek uzite¢nym pomocnikem
v péci o pamatky.
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