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Uvod

Od svého vyndlezu v r. 1831 se obor fotografie stal podstatnou souéasti kulturnich déjin
lidstva aje proto nezbytnou povinnosti archivl, knihoven, muzei a galerii uchovavat v nich
uloZzené fotografické shirky budoucim generacim. Historicky starsi ¢ast téchto sbirek tvofi ¢etné
typy cernobilych fotografickych materidld vzniklych rlznymi historickymi technikami jako
vysledek pfimych (jednostupriovych) fotografickych proces(i nebo nepfimych (dvoustupriovych)
procesU na principu negativ-pozitiv. Ve sbirkdch se proto setkdme jak s negativy (napft.
kalotypie, mokré kolddiové desky, suché Zelatinové desky, negativy na filmové podlozZce), tak
s pozitivy (slané papiry, pozitivy albuminové, kolédiové nebo Zelatinové primo kopirujici
a vyvoldvaci na podloZce z barytového nebo RC papiru), ale také s diapozitivy (nej¢astéji na
sklenéné ¢i filmové podlozZce) a uslechtilymi tisky; ve 20. stoleti se ke zminénym fotografickym
materialim pridavaji i kinematografické filmy. Z vySe uvedeného vyctu materidll tvoficich
fotografické fondy a sbirky je zfejmé, ze jejich hlavnimi slozkami jsou pfirodni, semi-syntetické
nebo syntetické organické latky, které se mohou za urcitych podminek (zejména prihodna
teplota a vyssi relativni vlhkost vzduchu) stat snadnym substratem pro rist mikroorganismu
(plisni, bakterii, kvasinek). Mikroorganismy mohou pfitom zpUsobit sbirkdm vazna poskozeni:
dochdzi k enzymatickému Stépeni polymerniho fetézce substratu (proteiny jsou Stépeny
proteinazami, celuldza a jeji derivaty celulazami) nebo oxidaénimu poskozeni a vzniku skvrn na
povrchu vlivem metabolitl mikroorganismd (organické kyseliny, pigmenty). Proto je nutné
vyskytu mikroorganismi na fotografickych sbirkach predchazet jejich uloZzenim ve vhodnych
klimatickych podminkach. V pfipadé, Ze sbirky jsou jiz kontaminovany mikroorganismy, je nutné
je identifikovat, zahubit a nasledné odstranit.

Uvedend metodika navrhuje optimalni odbérovy material a techniku odbéru vzorku pro
mikrobiologickou analyzu fotografickych materiali, kterd by v prvni radé neposkodila jejich
povrch citlivy predevsim na mechanické posSkozeni, a zaroven vykazuje dostateény zachyt
mikroorganismu z povrchu. Metodika je rozdélena na vybér vhodné a Setrné odbérové metody
mikroorganismu ve vztahu k svétlocitlivé vrstvé jednotlivych materiadll, a nasledné na vybér
optimalni metody pro izolaci bakterii, kvasinek a plisni.

1. Metoda odbéru mikroorganismu

Pro spravny odbér mikroorganism( je nezbytné pouzit vhodny nastroj, ktery bude
spliovat nasledujici obecné platnd kritéria: dosahne cilové oblasti odbéru vzorku; odebird
vzorek asepticky; neobsahuje biocidy; zachovava Zivotaschopnost bunék; neposkozuje stirany
material. Z vysledk(l uvedenych v Priloze 1 vyplyva, Ze nejvhodnéjsim nastrojem pro odbér
mikroorganismU z materidld se svétlocitlivou vrstvou je stér sterilni suchou houbickou z PUR
pény. Tyto pénové houbicky vykazuji oproti béZznym vatovym stérovkam meékci povrch, ktery je
protkan péry. Diky charakteru materidlu jsou mikroorganismy ze stiraného povrchu na houbiéce
zachyceny ve vyssi mire, nez je tomu u jinych stérovych materidld. Tak je alespon cCastecné



kompenzovana skutecnost, Ze vzhledem k svétlocitlivé vrstvé stiranych fotografickych materialQ
nelze pouzit zvihcené stérovky, u nichZ je zachyt mikroorganism( prece jen o néco vyssi nez
u stérd suchych. Také srovnani vytéznosti stérl z neporéznich i poréznich materidld (plast,
drevo, textil) rGznymi typy stérovek jednoznaéné hovofi ve prospéch pouZiti polyuretanovych
pénovych stérovek.

Vlastni stér se provadi pomalym valivym pohybem houbi¢ky po povrchu fotografického
materidlu. Na houbic¢ku je vyvijen jemny tlak. V Zddném pfipadé se nesmi jednat o pohyb
stérovky smykem, kdy by pfipadna pfitomnost prachovych castic mohla zpUsobit poskrabani
svétlocitlivé vrstvy na archivnich materialech (Obr. 1).

Obr. 1 Suchy stér PUR houbickou

Pro reprezentativni prikaz mikroorganism( by celkovd vzorkovana plocha méla byt co
nejvétsi (pokud je pfistupna), aby se zvysila pravdépodobnost zachytu mikroorganismu. Obecné
je doporuéeno vzorkovat plochu alespori 100 cm?.

U filmovych kotoucl je nutné provést stér nejen z horni strany svitku, ale iz ¢asti
odmotaného filmového pasku. Po stéru vybrané plochy testovaného materidlu je stérovka
uzaviena do priloZzené sterilni plastové (PS) zkumavky. Takto ziskané vzorky jsou zpracovany
v laboratofi ideadlné do 24 hodin, vzorky je pfipadné mozné uchovavat chlazené maximalné
48 hodin od vzorkovani.

2. Metody izolace bakterii, kvasinek a plisni

Na zakladé vysledkd dosazenych v predchazejicim vyzkumu byla pro dalsi testovani
kontaminace filmovych materiall pouZita metoda stéru suchou polyuretanovou houbickou
valivym pohybem. V laboratofi byly stérové houbicky lehce zvlhéeny fyziologickym roztokem
a dale byly zpracovany dvéma zpusoby:



1. Do zkumavky ke stérovce byly pfidany 3 ml sterilniho fyziologického roztoku. Po
homogenizaci na vortexu byl vytfepek v mnozstvi 200 ul aplikovdn na povrch pfislusné agarové
pldy a za sterilnich podminek rozetfen (sklenénou hokejkou) po povrchu tfi agarovych ptd Malt
extract agar (MEA), Dichloran-Glycerol Agar Base (DG18) a Plate Count Agar (PCA).

2. Pfima inokulace stérovkou metodou kfizovym roztérem po celé ploSe agarové pldy na misce
s médii MEA, DG18, PCA.

Kultivace ndsledné probihala na médiich MEA a DG18 pfi laboratorni teploté po dobu
7—-10 dnd (izolace kvasinek a mikroskopickych vldknitych hub) a na médiu PCA pfi teploté 30 °C
po dobu 3-5 dnl (izolace bakterii). Ze ziskanych vysledk( (odecet kolonii) vyplynulo, Ze metoda
¢.1 — inokulace vytrepku — neposkytuje relevantni vysledky, narlsty mikroorganismi byly
negativni nebo velmi nizké. PFi aplikaci metody €. 2 — pfima inokulace stérovkou — byly ziskany
reprodukovatelné vysledky, pozitivni vy$si narQsty jak bakterii, tak i mikroskopickych vldknitych
hub. Z uvedenych vysledkd vyplyva, Ze vhodnym postupem pro pfenos mikroorganism( ze
stérovek na kultiva¢ni média je primy krizovy roztér stérovkou po povrchu plotny.

2.1 Postup izolace bakterii
2.1.1 PouZita kultivacni média

Plate Count Agar (PCA)

PCA je bohaté médium vhodné pro rist vSech kultivovatelnych druh( bakterii a kvasinek.
Slozeni (1 litr): pepton 5 g; kvasni¢ny extrakt 2,5 g; glukdéza 1,0 g; na ztuzeni 15-18 g agaru
v zavislosti na ztuzujici schopnosti agaru. Vyssi obsah agaru v médiu zarucuje jeho dostatecnou
pevnost pro dlkladny prenos zachycenych mikroorganismi ze stérovky. pH po sterilizaci
7,0 £ 0,2 pfi 25 °C.

Krevni agar Columbia

Tento agar predstavuje univerzalni médium umoznujici rist velkého spektra mikroorganismu.
Pridavek ovci krve snizuje negativni efekt kysliku a navic umoznuje detekci pripadné hemolyzy.
Rozockovani kolonii na neselektivni Columbii vede k produkci dostatecného mnoizstvi Cisté
monokultury, ktera mlze byt nasledné pouZzita pro konfirmaci a druhovou specifikaci.

Slozeni (1 litr): enzymaticky hydrolyzat ZivociSnych tkani 23 g; NaCl 5 g; Skrob 1 g; agar 8-18 g
v zavislosti na ztuZzovaci schopnosti agaru. pH po sterilizaci 7,3 £ 0,2 pfi 25 °C.

Po sterilizaci se do média ochlazeného na 47-50°C asepticky pfidava 50 ml sterilni
defibrinované ovci krve.



2.1.2 Metodika izolace bakterii

Pénova stérovka se stérem zarchivniho materidlu se lehce zvlhéi sterilnim fyziologickym
roztokem. Nasledné se provede kfizovy roztér po povrchu plotny s PCA agarem. Pfi tom je nutné
dbat na dikladné otfeni stérovky ze vSech stran. S vyhodou je moiné pouzit téZ valivy pohyb
stérovky po kultivaénim agaru. Inkubace zaockovanych ploten probiha 3-5 dni pti teploté 30 °C.
V prabéhu kultivace je vhodné misky prabéiné kontrolovat, aby nedoslo k pfipadnému
masivnimu pokryti povrchu plotny potencidlné pritomnymi sporulujicimi bakteriemi. Narostlé
kolonie jsou nasledné zhodnoceny na zdkladé morfologickych znakl (velikost, tvar, povrch
a barva kolonii) a mikroskopickych znak( (Gramovo barveni). Jednotlivé druhy kolonii jsou pak
pfeockovany na krevni agar. Po zkontrolovani Cistoty jsou tyto izolaty pfipraveny na hlubsi
identifikaci (napfiklad biochemické testy, MALDI-TOF MS, sekvenace genu pro 16S-rRNA).

2.2 Izolace mikroskopickych vldknitych hub a kvasinek
2.2.1 Izolaéni média

Agar s dichloranem a 18 % glycerolu (DG18 - Dichloran-Glycerol Agar Base, OXOID)

Toto selektivni ztuZzené médium se obecné pouziva pro stanoveni poctu kvasinek a plisni
u vyrobkl s aktivitou vody niz$i nebo rovnou 0,95. Médium potlacuje rlist bakterii a redukuje
velikost plisni. Pridavek glycerolu sniZuje vodni aktivitu média z pfiblizné 0,99 na 0,95, ¢imz se
médium stava vhodnym i pro kultivaci xerofilnich plisni, které se wvyskytuji v suSenych
a polosusenych potravinach. Vzhledem k ,suchému” charakteru archivnich materialQ, bylo pro
izolaci zvoleno prioritné pravé toto médium.

SloZeni (1 litr): pepton 5 g, glukosa 10 g, KH2PO4 1 g, MgS04 0,5 g, dichloran 0,002 g, agar 15 g.

Sladinovy agar (MEA - Malt extract agar)
Jednd se o bézny Zivny agar pro stanoveni kvasinek a plisni.
Slozeni (1 litr): Malt extract 30 g, mykologicky pepton 5 g, agar 15 g.

2.2.2 Metodika izolace mikroskopickych hub a kvasinek

Filmovy material byl opatrné setfen za pomoci sterilniho pénového PUR tamponu, ktery byl zpét
umistén do sterilniho plastového (PS) obalu. V laboratofi byly tentyz den pénovym tamponem
inokulovany misky s izola¢nimi médii (DG18, MEA).

Po inokulaci byly misky inkubovany pfi laboratorni teploté (cca 22 °C) a na svétle po dobu
jednoho mésice. Prvni kontrola nartstu probéhla po 7 dnech, dale po 14 dnech a nakonec po 30
dnech kultivace. Kvasinky vytvari matné nebo lesklé okrouhlé kolonie obvykle s pravidelnym
okrajem a vice ¢i méné vypouklym povrchem. Plisné tvofi ploché nebo chmyfovité
propagule/zarodky nebo kolonie ¢asto se zbarvenymi plodicimi nebo sporulujicimi strukturami.
Narostlé kolonie byly oznaceny a preockovany na nékteré z identifikacnich médii — bud' na



bramborovo-mrkvovy agar, nebo na novy sladinovy agar (MEA). Takto ziskané Cisté kultury byly
pfipraveny k nasledné identifikaci.

Podékovani

Metodika vznikla v rdmci Fedeni grantového vyzkumného projektu Ministerstva kultury CR
NAKI 1l ,Biodiverzita Cernobilych fotografickych a kinematografickych materidli v archivnich
fondech a metody jejich dezinfekce” (DG18P020VV062).
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Priloha 1
Vybér vhodné metody odbéru mikroorganismui

V této casti vyzkumu byl testovan vliv riznych odbérovych metod na rlizné typy
fotografii a filmU. Zajem byl soustfedén predevsim na svétlocitlivou vrstvu téchto materiald,
ktera byva jejich nejméné odolnou ¢asti: je nachylna k mechanickému poskozeni nebo ji hrozi
riziko botnani ve vodném prostredi.

Zkoumané materialy

K ucelu tohoto vyzkumu byly nakoupeny historické vzorky nasledujicich fotografickych
technik, odpovidajici nejcastéji se vyskytujicim technikdm v archivnich a knihovnich sbirkach:
albuminové papiry, kolddiové papiry matné, kolédiové papiry lesklé, zZelatinové barytové papiry,
Zelatinové RC papiry, Zelatinové sklenéné negativy, nitratové Zelatinové filmy, triacetatové
Zelatinové filmy, PET Zelatinové filmy.

Pro upfesnéni a potvrzeni identifikace vSech materialQ, probihajici pfimo pfi ndkupu za
odborného dohledu restauratorek fotografii, byly tyto dale podrobeny méteni IC spektroskopii.

Metody odbéru mikroorganismu

Vybrany byly nasledujici metody odbéru mikroorganisma: suchy stér vatovou tycinkou
(a), suchy stér stétcem (b), suchy stér houbickou (c), otisk filtracnim papirem (d), otisk sametem
(e) a otisk kultivaénim médiem Hygicult (f):

.

NN

Suchy stér vatovou tycinkou (a)
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Suchy stér stétcem (b)

Suchy stér houbickou (c)
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Otisk filtracnim papirem (d)

Otisk sametem (e)
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Otisk kultiva¢nim médiem Hygicult (f)

Suchy stér vatovou tycinkou je v praxi nejvice rozsifen. Sucha vatova tycinka je jemné
otirdna po povrchu vzorku a posléze na Zivné médium zainokulovédna bud pfimo, nebo skrze
vytrepani ve fyziologickém roztoku. Na stejném principu funguje suchy stér Stétcem z PES
vldken. Odbér houbi¢kou z PUR pény se provadi valivym pohybem (nikoli otérem). Pfi metodé
otisku filtraénim papirem je ¢tverec filtraéniho papiru otisknut do Zivného média, poté lehce
pritlaCen na vzorek a nasledné opét prfenesen a otisknut na Zivné médium ke kultivaci. Otisk
sametem oproti tomu vyuzZivd suchy sametovy Ctverec, ktery je na vzorek jemné pritlacen a
nasledné otisknut na Zivné médium. PFi otisku kultivacnim médiem Hygicult dochazi k otisku
vzorku pfimo na zivné médium nanesené na destice. Systém je mozné ihned uzaviit a
kultivovat.

Metody pruzkumu

Vzorky historickych fotografii a filma byly rozfezany na malé ¢tverecky velikosti 2 x 2 cm
(pro odbéry a, b, ¢, d) a 2,5 x 2,5 cm (pro odbéry e) a obdélnicky velikosti 2 x 5 cm (pro odbéry f).
Pro kazdou metodu odbéru mikroorganismu byly zarovert hodnoceny tfi nezavislé vzorky; pokud
to bylo moiné s ohledem na charakter dostupného historického materidlu, zahrnovala tato
trojice vzork( rGzné optické denzity fotografického a filmového materialu.

Prizkum byl zahdjen optickou mikroskopii (OM) povrchu vsSech vzork na
stereomikroskopu Olympus SZX 9, polarizacnim mikroskopu Olympus BX 60 (ve vrchnim
a boc¢nim dopadajicim svétle) a digitalnim optickém mikroskopu Keyence VHX 6000 S
(v dopadajicim svétle s moznosti zvoleni konkrétniho Uhlu pozorovani). U vybranych vzork(, kde
byly pomoci optické mikroskopie zjistény rozdily ve vzhledu po aplikaci mikrobiologickych
odbérovych metod, byly tyto rozdily detailnéji zkoumany pomoci skenovaci elektronové
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mikroskopie (SEM) pomoci pfistroje Tescan Vega 3LMU, SE. Pfitomnost a hloubka pfipadnych
ryh byla zjistovana pomoci profilometrie (P) méfené na vyse zminéném digitalnim optickém
mikroskopu Keyence VHX 6000 S. Pfipadnd rezidua kultivaéniho média byla zjistovana IC
spektroskopii na mikrospektroskopu Nicolet iN10 pomoci techniky ATR s Ge krystalem v rezimu

mapovani.
Vysledky

Vysledky vSech pozorovani jsou shrnuty vTab. 1. Ztabulky vysledkl je patrné, Ze
nejodolnéjSimi fotografickymi technikami vici vSem metoddm odbéru mikroorganismid jsou
albuminové a lesklé i matné kolddiové papiry. VSechny tyto fotografie byly adjustovany na
podloZnim kartonu; pritomnost takové adjustace tedy do jisté miry zvySuje odolnost vici
celkovému mechanickému poskozeni. Naproti tomu nejméné odolnym materidlem byly PET
Zelatinové filmy, ale také Zelatinové RC papiry a sklenéné negativy.

Tab. 1 Shrnuti vysledkd vlivu odbéru mikroorganisma na historické fotografické a filmové

materialy

Suchy stér vatovou
tycinkou
Suchy stér Stétcem

sklenéné negativy

Albuminové
Kolédiové papiry
Kolédiové papiry
Zelatinové
barytové papiry
Zelatinové RC
Zelatinové
Nitratové
zelatinové filmy
Triacetatové
Zelatinové filmy
PET Zelatinové
filmy

Suchy stér houbickou

Otisk filtracnim
papirem
Otisk Hygicultem

Suchy stér vatovou tycinkou a suchy stér stétcem zplsobovaly skrabance na pozitivech
i negativech s Zelatinovou svétlocitlivou vrstvou a dale na triacetatovych a PET Zelatinovych

filmech; tyto skrabance byly zietelné pozorovatelné pomoci optické i skenovaci elektronové
mikroskopie (Obr. 1-4), pomoci profilometrie bylo ale zjisténo, Ze jejich hloubka je pfiblizné
1 um (Obr. 5), stejné tak i u vSech ostatnich pozorovanych Skrabanct). Otisk filtraénim papirem
zanechaval rezidua vldken (Zelatinové sklenéné negativy) nebo Zivného média (PET filmy, Obr. 6
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a 7). Stejné tak otisk sametem zanechaval rezidua vldken (Zelatinové RC papiry) a navic
zpUsoboval i malo zietelné skrdabance (PET filmy). Otisk kultivaéniho média Hygicult zanechaval
cetnd rezidua Zivného média (Zelatinové RC papiry, Zelatinové sklenéné negativy, PET filmy)
a zpusoboval krouceni nitratovych filmd. Suchy stér houbickou nezplsoboval na Zadném

z testovanych vzorkl pozorovatelné zmény.

Obr. 1 Zelatinovy sklenény negativ (vz. 1), Obr. 2 Zelatinovy sklenény negativ (vz. 1),
povrch pred zkouskami, digitalni opticky povrch po zkousSkach — Skrabance, digitalni
mikroskop opticky mikroskop

SEM HV: 20.0 kV

View field: 506 pm Det: SE View field: 51.2 pm Det: SE
SEM MAG: 285 x Date{m/d/y): 09/06/18 SEM MAG: 2.82 kx | Date{m/diy): 09/06/18

Obr. 3 Zelatinovy sklenény negativ (vz. 1), Obr. 4 Zelatinovy sklenény negativ (vz. 1),
povrch po zkouskach — skrabance zplsobené povrch po zkouskach — skrabance zplsobené
zatfenim pritomnych prachovych ¢astic do samotnym suchym otérem svétlocitlivé vrstvy
svétlocitlivé vrstvy, sken. el. mikroskop vatovou tycinkou, sken. el. mikroskop
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Total profile
pm

Roughness profile

Ra: Opm Rz: Om RIS : Opm

Obr. 5 Zelatinovy sklenény negativ (vz. 1), povrch po zkouskach — profil ryhy, digitalni opticky
mikroskop

Obr. 6 PET Zelatinovy film (vz. 1), povrch pred Obr. 7 PET Zelatinovy film (vz. 1), povrch po

zkouskami, digitalni opticky mikroskop zkouskdach —rezidua Zivného média, digitalni
opticky mikroskop
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IC spektroskopii se kv(li obdobné chemické podstaté kultivatniho média a Zelatinové
svétlocitlivé vrstvy nepodafilo potvrdit pfitomnost rezidui kultivacnich médii; ty byly nicméné
dobre pozorovatelné jiz optickou mikroskopii (otisk Hygicultem na PET filmu byl pozorovatelny
v prochazejicim svétle i pouhym okem).

16



Priloha 2
Vybér optimalnich metod izolace bakterii, kvasinek a plisni

Uspédna izolace mikroorganismd zavisi na Fadé faktord — vybér vhodného kultivaéniho
média, vhodné kultivacni teploty, sprdvné vyhodnoceni atd. AvSak na pocatku celého procesu
izolace stoji zcela zasadni krok, kterym je odbér vzorku. Pro spravny odbér mikroorganisma je
nezbytné pouzit vhodny nastroj, ktery bude splfiovat nasledujici obecné platna kritéria: dosdhne
cilové oblasti odbéru vzorku; odebird vzorek asepticky; neobsahuje biocidy; zachovava
Zivotaschopnost bunék; neposSkozuje stirany material. Nevhodné zvoleny stérovy material
v kombinaci s nespravnym provedenim vlastniho stéru muze v dasledku vést ke zcela

nerelevantnim, vétSinou silné podhodnocenym, vysledkim.

1. Volba stérového materialu

Postup testovani rliznych stérovych materiall a vyhodnoceni jejich vlivu na svétlocitlivou
vrstvu detailné popisuje priloha 1. Na zakladé uvedenych vysledkl byly pro dalsi praci zvoleny
stérovky z polyuretanové pény, které nezplsobovaly na Zadném z testovanych vzork(

pozorovatelné zmény.

Pro vyssi vytéZnost stérli se obecné vyuzZivaji zvlhcené stérovky. Zvlhéeni mlze byt
provedeno bud sterilnim fyziologickym roztokem, nebo specidlnimi médii. Vyhodou pouZiti
takovych médii je prokazatelné zvyseni Zivotaschopnosti bunék az po dobu 72 hodin. Dal$im
zajimavym benefitem je i neutralizace zbytkovych desinfekénich prostfedkll potencidlné
pritomnych na testovanych povrsich. Timto postupem je moZné vyrazné snizit riziko falesSné
negativnich zachytd. OvSem v pfipadé testovani mikrobiologické zatéze u citlivych archivnich
material( je moznost stéru zvlhéenou stérovkou zcela vyloucena. Jedinou moznou volbou je

tedy suchy stér i za cenu mirné podhodnocenych vysledka.

2. Zpusob odbéru vzorku

V béiné praxi se stér provadi dikladnym setfenim kontrolované plochy. Podle
charakteru a velikosti stirané plochy se voli vhodné odbérové soupravy (houbicky, stérové

tampodny, stérové plachetky). Standardni postupy jsou specifikovany v normé CSN SO
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18593:2019: Mikrobiologie potravinového retézce — Horizontalni metody specifikujici techniky

vzorkovani z povrch(.

Obecné se doporucuje poufZit sterilni stérovku/vytérovku pro tézko dostupna uzka mista
a mista o plode <100 cm?. Pro vzorkovani ploch > 100 cm? je doporudeno pouZit stérovou
plachetku/houbicku. Pro prikaz (Ci zjisténi diverzity) mikroorganismd by celkova vzorkovana
plocha méla byt co nejvétsi (pokud je pristupnd), aby se zvysila pravdépodobnost zachytu
mikroorganismu. Je doporuéeno vzorkovat plochu mezi 1000 cm? — 3000 cm?. Pro stanoveni

poctu mikroorganismi postadi stér plochy do 100 cm? (vymezeno $ablonou).

Vzhledem ke skutecnosti, Ze povrch archivnich materidld m(ze byt zanesen prachovymi
¢asticemi, je nutno vénovat zvySenou pozornost i samotné technice odbéru. NesSetrny odbér
mUzZe ve spojeni s ostrymi prachovymi ¢asticemi zpUsobit na svétlocitlivé vrstvé nevratné zmény
(viz naptiklad Obr. 3 v pfiloze 1). Pfi odbéru vzork( z béZznych materiall je kladen d(iraz zejména
na dlkladné setfeni testované plochy, na stérovku je potfeba vyvinout dostatecny tlak, samotny
stér se provadi v nékolika rdznych smérech, tak aby zachyt mikroorganismd byl maximalni.
Tento postup je zvySe uvedenych divodl pro materidly se svétlocitlivou vrstvou zcela
nevhodny. Stér je nutno provadét citlivé, stérovku po povrchu nesmykat, ale vést ji pozvolnym
pomalym valivym pohybem s jemnym pfitlakem. Stér provedeny timto zplsobem nezpUsobuje

na archivnich materidlech zadné viditelné poskozeni (viz Pfiloha 1).

7a vV

3. VytéZnost stéra

Na zdkladé vySe uvedenych poznatkl byla jako nejvhodnéjsi metoda odbéru vzork( z materialQ
se svétlocitlivou vrstvou pro zjisténi mikrobidlni diverzity zvolena metoda suchého stéru
pénovou polyuretanovou houbickou. Od standardnich postupl se tento lisi v nékolika bodech

shrnutych v Tab. 1.

18



Tab. 1 Porovnani doporuceného zplsobu stérl pro mikrobiologickou analyzu z béznych
a citlivych material(

BéZné odolné materialy (kov, plast, sklo, Archivni materidly se
PVC, dfevo...) svétlocitlivou vrstvou

minimalni poskozeni

cil stéru — priorita | maximalni zachyt mikroorganism{ Col o eere
svétlocitlivé vrstvy

materidl stérovky | bavina, celuldza, PUR, PES,... PUR péna
povrch stérovky zvihéeny suchy

pohyb stérovkou | smykem v nékolika smérech valivy

tlak na stérovku maximalni mozny jemny pfitlak

Pro zjisténi jak velky vliv ma doporuéend modifikovand technika stéru na zachyt
mikroorganismu, byla provedena série modelovych testli pro uréeni vytéznosti. Pro testy byly
zvoleny sbirkové kmeny Staphylococcus epidermidis CCM 4418 (zastupce bakterii) a Aspergillus

brasiliensis CCM 8222 (zastupce vlaknitych mikromycet).

3.1 Pracovni postup

Priprava vychozi suspenze spor mikromycet

K pfipravé modelové suspenze byla pouzita Cista kultura sbirkového kmene Aspergillus
brasiliensis CCM 8222. Kultura narostld na Petriho misce (plida PDA — Potato Dextrose Agar)
byla prelita polysorbatem (zvyseni smacivosti) a uvolnéna z povrchu s pouzitim sklenéné tycinky.
Hyfy byly od spor oddéleny filtraci pfes sklenény filtr. Ze ziskaného filtratu byla za pouziti
Blirkerovy poditaci komUrky pfipravena suspenze o koncentraci 10° spor/ml. Jako fedici médium
byl pouzit sterilni fyziologicky roztok (0,9% NaCl). Pocateéni mnozstvi bunék v suspenzi bylo
nasledné zkontrolovano i kultivacné (vysev na pevné médium PDA s naslednou kultivaci pfi
25 °C) a Fadové odpovidalo pozadované koncentraci 108 KTJ/ml. Z této vychozi suspenze byly za
pouziti desitkového redéni sterilnim fyziologickym roztokem ptipraveny pracovni suspenze

o koncentraci 10*a 103 spér/ml.
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Priprava vychozi bakteridlni suspenze

K pfipravé modelové suspenze byla pouzita Cc¢istd kultura sbirkového kmene
Staphylococcus epidermidis CCM 4418. Z kultury narostlé na padé PCA (Plate Count Agar) byla
pfipravena suspenze odpovidajici 1 stupni McFarlandovy zdkalové stupnice (1 McF). Tato
hodnota u drobnych grampozitivnich kok( odpovada zhruba koncentraci bunék 108 KTJ/ml.
Pocatecni mnozstvi bunék v suspenzi bylo nasledné zkontrolovdno i kultivacné (vysev na pevné
médium PCA s naslednou kultivaci pfi30 °C) a rfadové odpovidalo poZadované koncentraci
108 KTJ/ml. Z této vychozi suspenze byly za pouZiti desitkového Fedéni fyziologickym roztokem

pFipraveny pracovni suspenze o koncentraci 10%a 103 KTJ/ml.

Cilena kontaminace modelovych vzorkt (materidli) a zpétny stér

Na jednotlivych materidlech (historické cernobilé fotografie) byly vyznadeny testovaci
plochy o velikosti 10 x 10 cm (tj. 100 cm?). Na tuto plochu bylo aplikovano 500 pl suspenze
mikroorganisml (bakterie nebo spéry mikromycet) dané koncentrace. Suspenze byla
rovnomérné rozetfena ve dvou smérech sterilni Spickou po celé vytyCené ploSe. Vysledny

stupen kontaminace materialQ je uveden v Tab. 2.

Tab. 2 Stupen kontaminace vzorovych materidlt

Koncentrace vychozi suspenze 10% KTJ/ml 103 KTJ/ml
Aplikovany objem 500 ul 500 ul

Plocha pro kontaminace a nasledny stér 100 cm? 100 cm?

Vysledna kontaminace na vytyéené plose 5-103 KTJ/100 cm? 5-102 KTJ/100 cm?

Po aplikaci se nechala suspenze na daném materiadlu zaschnout. Nasledné byl proveden zpétny
stér celé vytyCené plochy suchou pénovou stérovkou doporuovanym pomalym valivym
pohybem s jemnym tlakem. Stérovky pak byly uzavieny do pfiloZzenych sterilnich plastovych
zkumavek a ponechany 5 hodin v pokojové teploté (simulace prodlevy mezi odbérem vzorku

a jeho zpracovanim).

Zpracovdni zpétného stéru
Do zkumavek se stérovkami bylo pfidano 5 ml sterilniho fyziologického roztoku a obsah

byl ddkladné protfepan na vortexu. Cést vytfepku (500 pl) pak byla rovhomérné rozetfena
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sklenénou hokejkou na pfislusné predsusené pevné médium a nasledné kultivovana (misky

s PCA pro bakterie pfi 30 °C 2 dny; misky s PDA pro mikromycety p¥i 25 °C 5 dni).

Pro stanoveni pozadi (moZnd pocatecni kontaminace) byl u kazdého materialu jesté pred

cilenou kontaminaci proveden suchy stér z vytyéené plochy.

3.2 Vysledky

Po kultivaci byly na miskdch spocéteny narostlé kolonie. Vysledky byly porovnany
s teoretickym poctem KTJ, ktery by odpovidal drovni cilené kontaminace (viz tabulka 3).
Vytéinost stérl doporucovanou metodou (suchd polyuretanovd houbicka, valivy pohyb) se
pohybovala mezi 36-76 %. Tento vysledek odpovida obecné uddvanym hodnotdm vytéznosti
stérl z rlznych material( rGznymi technikami. V literature se setkdavdme s hodnotami vytéznosti
mikrobiologickych stérl vrozmezi 20-80 % v zavislosti na typu stiraného materidlu, na
zvoleném stérovém materidlu, na technice stéru, a v neposledni fadé i v zavislosti na cilovém
mikroorganismu. Je tfeba si uvédomit, Zze vypocétené hodnoty vytéinosti jsou samy o sobé
zatizeny pomérné velkou chybou — jiz samotna hodnota KTJ ve vychozi suspenzi je pouze
orientacni, dalsi pFispévky k nejistoté pak pfinasi redéni, pipetovani atd. V kazdém pripadé pfi
stérové metodé vysetrovani povrchi je nutné brat v potaz skutecnost, Ze vysledky jsou vZdy vice

¢i méné podhodnocené.
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Tab. 3 Vytéinost zpétnych stérd z kontaminovanych material(i

Staphylococcus epidermidis Aspergillus brasiliensis

predpokladana kontaminace

5-103 5-10? 5-103 5-10%
na dané plose (KTJ/100cm?)
teoreticky pocet kolonii na

500 KTJ 50 KTJ 500 KTJ 50 KTJ
pevném médiu*
realny pocet kolonii na

378 KTJ 23 KTJ 296 KTJ 18 KTJ
pevném médiu+
vytéZnost ** 76 % 46 % 59 % 36 %

* teoretickd hodnota za idealnich podminek — 100% Zivotaschopnost mikroorganism(i, 100% zachyt
stérovkou, 100% uvolnéni mikroorganisma do vytrepku

+ primérny vysledek ze tfech nezavislych stéri, kazdy vytiepek rozetfen na dvé paralelni misky

** yytéZnost je pocitana jako pomér nalezeného poctu KTJ k teoretickému poctu KTJ

4, Zavér

Stér suchou polyuretanovou houbickou provedeny pomalym valivym pohybem nezplsobuje
zadné viditelné poskozeni archivnich materidlt se svétlocitlivou vrstvou (viz Pfiloha 1). Zaroven
z mikrobiologického hlediska je zachyt mikroorganismu a jejich nasledné uvolnéni pro kultivaci
dostateéné a vyhovuijici.
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