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Teoreticka ¢ast

METODY DETEKCIE A IDENTIFIKACIE MIKROORGANIZMOV PRI OCHRANE
KULTURNEHO DEDICSTVA

1. Uvod

V 80.-tych rokoch 20. storocia sa vo svete vSeobecnosti uznal fakt, Ze mikroorganizmy zohravaju

vyznamnu Ulohu pri degradacii objektov kultdrneho dedi¢stva. Tym znacne vzréstlo Usilie poznat

biodiverzitu mikrofléry pritomnej na materidloch tvoriacich tieto objekty [1]. Dnes je absolutne

nevyhnutné poznat pritomné mikroorganizmy, pripadne ich mnozstvo z viacerych dévodov:

e pre hibSie pochopenie samotného procesu biodeterioracie a vplyvu mikroorganizmov na dany
material,

e pre vyber najvhodnejSej metddy dekontaminacie,

e pre moznost monitorovat efekt a icinnost dekontaminacie,

e pre moznost vyvinut alternativny spdsob dekontaminiacie.

2. Metddy detekcie a identifikacie mikroorganizmov

Vcasna detekcia mikrobiologickej kontaminacie eSte pred viditefnym a trvalym poskodenim je
nevyhnutny krok pre predchadzanie negativnych ucinkov mikroorganizmov na material (farebné
zmeny, zmeny Struktiry a chemického zlozenia) [2].
Existuje relativne vela metdéd pre sledovanie mikrobiologickej kontamindcie, ktoré maju

vyuZzitie vo viacerych oblastiach. Mozno ich rozdelit do niekolkych skupin:

1. mikroskopické metédy,
kultivacné metody,
imunologické metddy,
(bio)chemické metddy,

vk wN

molekuldrne metddy.

Tieto metddy mozno vo vieobecnosti rozdelit na:

e kvantitativne, ktoré umoznuju sledovat mnozstvo pritomnych mikroorganizmov,

e kvalitativne, ktoré umozniuju presnu identifikdciu (rodovu, prip. druhovd) pritomnych
mikroorganizmov.

V poslednych rokoch vzrastd zdujem o ochranu kultirneho dediéstva, a tym v tejto oblasti
vznikd velkd potreba najst vhodnu techniku pre sledovanie mikrobiologickej kontaminacie, ktora
bude dostatocne efektivna, jednoducha, nedestruktivna a bude mozné ju vyuzit priamo v prostredi
archivov, kniznic ¢i depozitov muzei. Mnohé metddy detekcie a identifikacie mikroorganizmov sa
uplatniuju v oblasti mikrobioldgie potravin, Zivotného prostredia alebo mediciny, no pre ich vyuZitie
v oblasti ochrany kulturneho dedicstva sa realizuje len velmi maly vyskum. Existuju Studie o vyuZiti
ATP luminimetrie v oblasti umeleckych diel [3], dalSie Studie sa zaoberaju potencidlom vyuZitia tzv. e-
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vyvinutych pre inG oblast, na ich vyuZitie v oblasti sledovania mikrobiologickej kontaminacie

nose technoldgie [4]. V poslednej dobe dochadza aj k adaptacii metéd povodne

zbierkovych predmetov [2][5]. V sucasnosti sa v oblasti ochrany objektov kultirneho dedicstva
najviac vyuZivaju klasické kultivatné metody, ktoré sa viak zadinaju doplifiat o dalie metddy.
V oblasti presnej identifikdcie mikrobiologickej kontaminacie sa Coraz viac uplatfuju molekularne
metddy [6]-[9].
Pre odber vzoriek zdbévodu doékazu pritomnosti mikroorganizmov na predmetoch sa

vyuzivaju viaceré metddy, ktoré sa volia podla ciela vySetrovania. Delia sa do piatich skupin [10]:

1. destruktivne metddy — Cast plochy sa odstrani a nasledne sa mikrobiologicky analyzuje,

2. sterové metddy — vatovymi alebo gazovymi tampdénmi sa zotiera urceny povrch a tampdny sa

nasledne mikrobiologicky analyzuju,

3. wlievacie metdédy — vySetrovana plocha sa preleje prislusnhou Zivnou pédou apod rou

vyrastené koldnie sa spocitaju,

4. vyplachové metddy — vySetrované nadoby sa znutra oplachnu sterilnym fyziologickym

roztokom a tento sa mikrobiologicky analyzuje

5. odtlackové metddy — povrch Zivnej pédy sa privedie do kontaktu s vySetrovanou plochou a po

inkubacii sa spocita pocet vyrastenych koldnii.

2.1. Mikroskopické metédy

Mikroskopické metdédy su metddy, pri ktorych sa detekcia mikroorganizmov uskutocnuje
pozorovanim pomocou svetelného, fluorescenéného alebo elektronového mikroskopu. Tieto metédy
umoziuju vizualizaciu mikroorganizmov. Preparaty moOzu byt nativne, pri ktorych sa pozoruje
morfolégia mikroorganizmov v prirodzenom stave alebo farbené. Existuju viaceré postupy farbenia,
ktorymi je mozno ulahit identifikaciu pritomnych mikroorganizmy — v pripade baktérii ide o farbenie
podla Gramma, farbenie acidorezistentnych mikroorganizmov, farbenie spér, farbenie puzdier a pod.
Huby (vldknité mikromycéty a kvasinky) sa farbia podla Grocott-Gomaoriho, Giemsa alebo Schiffovo
farbenie, farbenie bavinikovou modrou, kalkoflu.

2.2. Kultivacné metody

Principom kultivaénych metdd je pomnoZenie pritomnej mikrofléry na vhodnych kultivacnych pédach
za vhodnych podmienok do mnoZstva spOsobiaceho makroskopicky viditelné prejavy. Nasledne sa
pozoruje charakter (fenotypovy prejav) vyrastenych koldnii podla réznych kategérii — velkost, tvar,
povrch, profil, okraje, konzistencia, farba, zapach ainé [11]. PouZivaju sa viaceré kultivacné média,
ktoré mozno zaradit do troch kategorii:

e zakladné (univerzalne) kultivacné pody,

e selektivne kultivacné pody, ktoré zvyhodriuju rast urcitej cielovej skupiny mikroorganizmov,

e diagnostické kultivacné pody, ktoré identifikuju prislusné mikroorganizmy zviditelnenim

urcitej najcastejSie biochemickej vlastnosti.

Tieto metddy su pomerne citlivé i Specifické, ale vacsinou pomalé (kultivacia trva aj niekolko dni).
Kultivatné metddy detekcie mikroorganizmov mozno rozdelit na dve kategorie:
e kvantitativne metddy, ktoré urcuju pocet mikroorganizmov vo vzorke zvacsa cez urcenie
poctu CFU/KTJ (Colony Forming Units/koldnie tvoriacich jednotiek)

Elektronicky dokument projektu APVV-15-0460 PlasmArt



e kvalitativne metddy, ktoré deteguju iba pritomnost, resp. nepritomnost
mikroorganizmov vo vzorke.

Iba malo selektivnych a diagnostickych pod je uUplne Specifickych, a preto je kvalitativna
kultivacna analyza ndrocnd. Pre kvalitativhu mikrobiologickl analyzu st vhodnejsie iné metdédy,
najma imunologické, (bio)chemické a molekuldrne [12]. Okrem dlhSieho casu potrebného na
dosiahnutie vysledkov, je najvacsim nedostatkom kultivaénych metdd neschopnost detegovat
nekultivovatelné mikroorganizmy. Vo vSeobecnosti sa uvadza, Ze pouZitim kultivaénej metddy je
mozné kultivovat menej ako 1 % pritomnych baktérii, v pripade hub je toto ¢islo na drovni 70 % [13].
Komplikacie pri kone¢nom vyhodnocovani po¢tu KTJ mdZzu nastat v désledku bunkovej agregacie.
Medzi kvantitativne kultivacné metdédy patri aj metdda najviac pravdepodobného poctu
mikroorganizmov (MPN — Most Probable Number), pri ktorej sa najviac pravdepodobny pocet zisti
z tabuliek, kde su Statisticky vypocitané najpravdepodobnejsie hodnoty zodpovedajiuce poctu
zachytov, t.j. poctu pozitivnych skimaviek v troch po sebe iducich séridch riedenia vzorky pre dany
pocet ockovanych skiumaviek v kazdej sérii [14].

2.3. Imunologické metody

Imunologické metddy su zaloZzené na reakcii antigénu so Specifickou protilatkou. Ako antigén sa mézu
uplatriovat somatické struktdry mikroorganizmov, ale aj exogénne produkty (napr. toxiny). Reakcia je
viditelnda makroskopicky (napr. aglutinacia, latexaglutinacia) alebo je detegovana dalsSimi reakciami
(napr. imunofluorescencia, ELISA, Western blot). Vacsinou su tieto metddy vysoko senzitivne,
Specifické a rychle [12].

2.4. (Bio)chemické metody

(Bio)chemické metddy su Sirokad skupina metdd, pri ktorych sa sleduje pritomnost urcitej Specifickej
chemickej latky charakteristickej pre mikroorganizmov alebo schopnost mikroorganizmov utilizovat
urcitu zluceninu. Posudzuje sa tak najc¢astejSie skvasovanie sacharidov, metabolizmus aminokyselin
alebo produkcia Specifickych enzymov [11].

Tato Specifickd chemicka latka méze byt sucastou stavby mikroorganizmu (napr. mastné a mykolové
kyseliny) alebo produkt ich metabolizmu (napr. mocovina). Tieto metddy su senzitivne, Specifické aj
relativne rychle oproti kultivatnym metddam, no ich vyuzitie je obmedzené najma kvoli pristrojovym
narokom. Ide najcastejsie o potrebu GC-MS, no v poslednych rokoch vzrasta potencial sofistikovanej
technolédgie e-nose (electronic nose), ktord napodobriuje fungovanie ludského nosa srovnakou
presnostou a citlivostou [41]. Ind metdda sleduje mnoZzstvo CO, produkované mikroorganizmami
s cielom monitorovania ich aktivity [1]. Pre sledovanie mikrobiologicke] aktivity sa poufZili aj redoxné
indikatory, ako napriklad trifenyltetrazoliumchlorid [42].

Mikroorganizmy produkuju mnozstvo prchavych zlucenin, najma alkoholy, aldehydy, ketény,
aromatické zIlGceniny, aminy, terpény, chlérované uhlovodiky alebo zlUceniny siry [43]. Viaceré
baktérie a huby produkuju pre ne charakteristické spektrum prchavych latok [44][45], ktoré mbzu byt
nasledne vyuzité pre identifikaciu pritomnej mikrofléry.

Ako dalsia metdda na sledovanie mikrobiologickej kontaminacie sa mdze vyuzit stanovenie
mnozstva ergosterolu chromatografickou metddou (TLC, GC-MS, HPLC-MS) [46]. Tato latka sa
vyskytuje iba v bunkovej stene hub a niektorych dalsich mikroorganizmov, kde zabezpecuje spravnu
funkciu lipidickej membrany. Vyskytuje sa tiez v cytosole, kde plni délezZitu funkciu pri procesoch
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latkovej vymeny. Ergosterol ako hlavny steroid hub a niektorych mikroorganizmov
moze sluzit nie len, pre ich detekciu, ale ¢iastoéne aj kvantifikaciu [47].

Do tejto skupiny metdd mozno zaradit aj metddu ATP luminiscencie a fluorimetrick metddu
sledovania pritomnosti Specifického enzymu beta-N-acetylhexozaminidazy. Obe tieto metddy maju
potencial pre vyuZitie v oblasti sledovania mikrobiologickej kontamindcie zbierkovych predmetov.

2.4.1. ATP luminiscencia

Adenozin trifosfat (ATP) je jednou z makroergickych zlicenin (Obr. 1). Vyskytuje sa vo vSetkych Zivych
organizmoch, kde ma Ustrednu Ulohu v energetickom rezime bunky. Hydrolyzu fosfatovych skupin zo
Struktdry molekuly ATP sprevadza uvolnenie energie, a tym ATP sluzZi ako energeticka zdsoba pre
vacSinu metabolickych reakcii vyZadujucich energiu. Po smrti bunky, uz nedochadza k dalsej tvorbe
molekal ATP a pritomné ATP sa rychlo Stiepia U¢inkom ATPaz [16]. Ztychto faktov vyplyva, Ze
pritomnost ATP je vhodnym nespecifickym indikatorom pritomnosti Zivych mikroorganizmov [17].

H,N
—N
T\ )
0 0 Q \
] i i N
0—P—0—P—0—P—0 N
| | | o)
o o 0
OH OH

Obr. 1: Struktura molekuly ATP.

Obsah ATP v Zivych bunkach je relativne konstantny, a preto je mozné vytvorit vztah medzi
obsahom ATP a stupriom kontaminacie [18]. Vegetativne bunky obsahuju priblizne 10" mol ATP,
endospéry 10! mol ATP [19]. Toto tvrdenie nie je presné, pretoze na mnozstvo ATP v bunkich mézu
mat vplyv tri faktory. Po prvé, bolo viackrat preukazané, ze rozne bakteridlne druhy moézu mat rézny
obsah ATP [20]-[22]. Ako dalsi faktor treba brat do Gvahy réznu koncentraciu ATP v zavislosti od
fyziologického stavu mikroorganizmu. Napriklad bunky kultivované v bohatych médiach maju ¢asto
viac ATP ako bunky kultivované v oligotrofnych podmienkach [21]. Okrem toho bunky v
exponencialnej faze rastu maju viac ATP ako rovnaké bunky v stacionarnej faze bunkového rastu
[23][24]. Tretim faktorom je biomasa alebo bioobjem. Vacsie bunky maju viac ATP ako mensie bunky.
Objem bunky by tak mohol aspon Ciastocne vysvetlit délezity rozdiel v mnozstve bakteridlnej ATP
medzi réznymi druhmi a roznymi fyziologickymi podmienkami [25].

ATP je moiné stanovit prostrednictvom bioluminiscenénej reakcie, pri ktorej sa vyuziva
oxidacia luciferinu za pritomnosti enzymu luciferazy. Mechanizmus bioluminiscencie je viacstupriovy
proces, ktory pozostava z dvoch hlavnych krokov [26][27]. V prvom kroku dochadza ucinkom
luciferdzy na D-luciferin za pritomnosti ATP a hore¢natych katiénov Mg>* k tvorbe luciferyl-
adenylatového komplexu. Ten sa v naslednom kroku za pritomnosti kyslika oxiduje na oxyluciferin.
Emisia foténov je doésledok nahleho poklesu energie molekuly oxyluciferinu, ktory prechadza
z excitovaného stavu na stabilnejsi stav s nizSou energiou. Rozdiel energii sa vyZiari vo forme svetla
s vinovou dizkou 550-570 nm (max. pri 562 nm) a kvantovym vytazkom okolo 90 % [28].
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D — luciferin + luciferaza + ATP

M 2+
—£, luciferyl — adenylatovy komplex +PPi

0
luciferyl — adenylatovy komplex — oxyluciferin + AMP + CO, + svetlo

Priebeh reakcie je velmi rychly (niekolko sekind) a navyse je intenzita emitovaného svetla,
vyjadrovana v jednotkach RLU (Relative Light Unit), priamo zavisld od mnoZstva ATP v testovanej
vzorke, a tym od mnoZstva biologickej kontaminacie vo vySetrovanej vzorke [29].

Ako indikator Zivotaschopnosti bunky sa moze uvadzat hodnota tzv. energetického naboja
(EC, angl. Energy Charge). Je to v podstate hodnota metabolickej energie v rovnovaznom stave medzi
troma formami adenylovych nukleotidov — ATP, ADP a AMP. Hodnota EC je lepsi indikator
metabolického stavu bunky ako samotny pocet molekul ATP [30]. Hodnota EC sa vypocita podla
vztahu [31]:

[ATP(ng)] + 1/2 [ADP(ng)]

EC= [ATP(ig)] + [ADP(ng)] + [AMP(ng)]

Pri uréovani hodnoty EC je teda potrebné zistit koncentraciu tychto troch foriem adenylatovych
nukleotidov.

NajdélezitejSim krokom pre UspeSnu detekciu biologickej kontaminacie metdédou ATP
bioluminiscencie je extrakcia molekdl ATP z buniek. Tento krok je kriticky azdsadne vplyva na
spolahlivost metddy [32]. Extrakcia:

e musi zabezpecit Uplné uvolnenie ATP z buniek,

e nesmie degradovat ATP,

e musi zabezpedit rychlu, UpInd aireverzibilnd inaktivaciu vsetkych intra- a extracelularnych
enzymovych systémov, ktoré by mohli viest k degradacii ATP,

e nesmie interagovat s reakciou luciferazy.

Je zndmych vyse 40 réznych metdd extrakcie, ktoré sa liSia v podmienkach i extrakénych
¢inidlach (TAE, NaHCO;, ARb, DMSO, TCA, etanol ai.). Vac¢sina z nich bola vyvinuta pre baktérie
a kvasinky, no niektoré su vhodné aj pre vldknité huby [16].

Samotné meranie intenzity bioluminiscencie prebieha pomocou luminometra. V sucasnosti je
dostupny znacény sortiment pristrojov a ATP bioluminiscencnych kitov pre uskutocnenie tejto metddy.
V poslednych rokoch sa na trhu objavili aj luminometre vo forme rucnych pristrojov, ktoré
nedosahuju citlivost stolovych luminometrov, no ich velka vyhoda je l'ahkd manipulacia a jednoduché
a rychle uskutoénenie samotnej analyzy. Nemozno vsak s nimi zistit hodnotu EC. Relativne nedavny
pokrok v oblasti detekcie svetla na analytické ucely viedol kvzniku tzv. low-light technoldgie.
Zariadenia vyuZivajuce tuto technoldgiu su zaloZzené na snimani svetla vysoko citlivymi kamerami
s vysokym rozliSenim. Tieto zobrazovacie zariadenia, tieZ zname aj ako luminografy, umozniuju okrem
merania intenzity svetla na Urovni jedného foténu aj vyhodnotenie plosnej distribucie sledovaného
povrchu [17].

Citlivost detekcie metédou ATP bioluminiscencie zavisi na viacerych faktoroch, ale v principe
na dvoch hlavnych - na vplyve pozadia a zloZenia vzorky. Prvy faktor vyplyva z faktu, Ze emisia
foténov nemusi byt viazana len na prirodzeny zdroj svetla, ale fotény mdzu samovolne vyzarovat aj
niektoré materialy. Jednd sa najma o plastové materialy na jedno poutzitie, ktoré boli sterilizované
ucinkom vysokej energie, napriklad gama Ziarenim. Druhy faktor sdvisi s tym, Ze maximum vinovych
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V kyslej oblasti sa maximum vinovej dizky luminiscencie 562 nm (Zlto-zelena oblast) postva k dIhdim

dizok pre luciferin-luciferazovu reakciu je citlivé na pH s optimom pri pH = 7,75.

vinovym diZkam (&ervend oblast) a v zasaditej oblasti sa intenzita vyZarovaného svetla znaéne znizuje.
Daldie nepresnosti, ktoré vedu k skresfovaniu signdlu mézu vznikat pritomnostou iného zdroja
foténov vo vzorke ako je luciferin-luciferazova reakcia [18].

Metdda ATP bioluminiscencie ma v stucasnej dobe relativne Siroké uplatnenie vo viacerych
oblastiach. VyuZiva sa pri monitorovani Cistoty vzduchu, vody, povrchov a kvalite produktov najma
v potravinarskom, farmaceutickom a kozmetickom priemysle [33]. Obsah ATP méze byt vyuzity ako
parameter mikrobidlnej biomasy na stanovenie rastove] krivky v bakteridlnych kultdrach, pre
kontrolu Ucinnosti Cistenia prostredia napriklad vo farmaceutickom a potravinarskom priemysle, na
stanovenie citlivosti mikroorganizmu voci antibiotikdm, na stanovenie Gcinnosti biocidnych Iatok, na
stanovenie toxicity vzoriek a za urcitych podmienok ako parameter mikrobidlnej biomasy v
prirodzenych vzorkdch - voda alebo poda [29]. Existuje velky potencidl pre wvyuZitie ATP
bioluminiscencie aj v oblasti konzervatnej vedy, no zatial zostava toto vyuZitie viazané len
na prostredie laboratorii [34]. Parameter EC je vhodny identifikator pre urcenie Zivotaschopnosti
mikroorganizmov (vratane spdr) a uzitoény nastroj pre rychlu detekciu kontaminacie archivnych
dokumentov [34].

Z podstaty tejto metddy vyplyva, Ze mnozstvom ATP prip. hodnotou EC poskytuje len
relativne hrubu informaciu o biologickej kontaminacii [1]. V niektorych pripadoch mézu byt tieto
vysledky zavadzajuce ateda znich mézu plyndt nespravne zavery [2]. Tato metdda poskytuje
informdciu o mnozstve Zivych buniek pritomnych vo vysSetrovanej vzorke, no nehovori ni¢ o miere
poskodenia materialu bunkami. MéZe sa stat, Ze danou metddou sa stanovi vysoky pocet pritomnych
Zivych buniek, no v skuto¢nosti nebudu predstavovat redlne riziko pre dany material.

2.4.2. Fluorimetricka metdda sledovania pritomnosti beta-N-acetylhexozaminidazy

Chitin je vo svojej podstate biopolymér N-acetyl-beta-D-glukézamin (NAG), ktory sa nachadza
v bunkovych stenach hub, ale aj v organizme mnohych bezstavovcov — hlavne hmyzu a niektorych
morskych Zivocichov. Tento polymér musia huby pri svojom raste nepretrzite Stiepit enzymom N-
acetyl-beta-D-glukézaminidazou (EC 3.2.1.52) (NAGaza, N-acetyl-beta-D-hexdzaminidaza; starsie EC
Cislovanie 3.2.1.30) a nasledne pretvarat [5]. Tento enzym je jednym z trojice chitindz (N-acetyl-beta-
D-glukdzaminiddza, chitobiozidaza a endochitinaza), ktoré degraduju chitin. NAG&za je extracelularny
enzym, ktory sa v pripade hub podiela na raste hyf a ich vetveni, na tvorbe priehradok (septum) a na
kliceni [35]. Uloha tohto enzymu spoéiva v katalyzovani reakcie hydrolyzy molekuly N-acetyl-beta-D-
glukézaminu z termindlneho neredukujuceho konca chitooligosacharidov. Reakcia prebieha
acidobazickym reakénym mechanizmom, kde glutamat 540 slaZi ako katalytickd kyselina (donor HY)
[35].
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Obr. 2: Struktirna jednotka chitinu.

Princip sledovania pritomnosti N-acetyl-beta-D-glukézaminidazy je vo vacsine pripadoch
zaloZzeny na stanoveni aglykdénu uvolnheného po reakcii daného enzymu so Specifickym substratom.
V principe sa mozu vyuzit tri druhy substratov — chromogénny, fluorimetricky alebo
chemiluminiscenény substrat.

4-Metylumbelliferol (MUF) naviazany na N-acetyl-beta-D-glukézamin (NAG), tvori
fluorescenéne aktivnu latku 4-metylumbelliferyl-N-acetyl-beta-D-glukézamin (MUF-NAG) (Obr. 3),
ktord moze byt vyuzitd ako substrat pre detekciu NAGazovej aktivity hab. Molekuly MUF odstiepené
z MUF-NAG fungalnou NAGazou produkuju detekovatelné mnozstvo fluorescencie [5].

Tato metdda bola prvotne vyvinuta pre analyzu fungdlnej biomasy v pédach [36], ale mdze
byt adaptovand amd znacny potencidl pre rychlu detekciu a kvantifikaciu mikrobiologickej
kontamindcie sp6sobenej hubami aj pre objekty kultdrneho dedicstva [2].

Samotna analyza trva menej ako 60 min, vyZaduje relativne zakladné laboratdrne zrucnosti
a zariadenie. M6zZe sa uskutoCnit aj in-situ v pripade pouzitia prenosného fluorimetra. Vysledky
NAGazovej aktivity su vyrazne v koreldcii sinymi fungdlnymi detekénymi metddami (stanovenie
obsahu fosfolipidov, ergosterolu a pod.) [37]. Citlivost metddy detegovat fungalnu kontamindaciu na
papieri je rovnaka alebo prevysuje Uroven dosiahnutelnd ATP luminometriou alebo meranim obsahu
ergosterolu [38].

CHg
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Obr. 3: 4-metylumbelliferyl-N-acetyl-beta-D-glukézamin (MUF-NAG).

Postup analyzy je relativne jednoduchy. K vzorke sa prida fluorescenény substrat a nechd sa
inkubovat za stabilnych podmienok 30 min. Nasledne sa reakcia ukonéi pridavkom EtOH, upravi sa pH
a meria intenzita fluorescencia pri excitatnej vinovej dizke 377 nm a emisnej 446 nm [5].

Existuje moznost interferencie bakterialnej NAG&azy, ale pritomnost tychto enzymov je
viazana iba na limitovany pocet bakterialnych druhov [36]. Nepresnosti pri merani mozu vzniknuat
vplyvom autofluorescencie niektorych latok pritomnych v sledovanom materiali (latex, platno,
papier) [5]. Vplyv bakteridlnej kontamindcie, prachu, $piny a kolisania environmentalnych podmienok
na NAGAazovu aktivitu v komplexnom fungalnom prostredi zostava neznamy [5].
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stanovenia pritomnosti biomasy vlaknitych hidb sledovanim intenzity odozvy v zdvislosti od rodu

Siposova sa vo svojej praci zaoberala reprodukovatelhostou metddy

vlaknitych hub pre rody Aspergillus niger, Fusarium nivale a Cladosporium herbarum [39]. Zistila, Ze
vegetativne stadium hub (mycélium), nevykazuje rozdiely medzi zvolenymi rodmi vlaknitych hib a
pritomnost Specifického enzymu N-acetyl-beta-D-glukézaminidazy je priblizne rovnaka. V dalsej praci
sa venovala stanoveniu rozdielu odozvy medzi vegetativnou formou mikroorganizmov (forma
mycélia) a dormantnou formou (forma konidii) [40]. Nezistili sa vyznamné rozdiely, a teda nie je
rozdiel v odozve metddy, ked je biomasa tvorena konidiami alebo mycéliom. Dalej vo svojej praci
$tudovala citlivost metddy aj na mftve bunky usmrtené hordcou parou (autoklavovanim). Z vysledkov
vyplyva, Ze metdéda ma odozvu aj pri usmrtenej forme biomasy, hoci usmrtend forma md ovela nizsi
detekény limit ako vitalna forma a to o jeden aZ dva poriadky — 1 000 pg.

2.5. Molekularne metody

Tato skupina zahriiuje mnoistvo metdd pre identifikaciu mikroorganizmov a charakterizaciu ich
biologickych vlastnosti. Do tejto skupiny metdd patri:

e plazmidova analyza,

e metdda sledovanie obsahu G+C,

o amplifikac¢né techniky (PCR) a sekvenovanie nukleotidov DNA a RNA,

e separacné techniky (PFGE, DGGE),

e metddy zaloZzené na hybridizacii nukleovych kyselin (FISH).

2.5.1. Plazmidova analyza

Analyza sa uskutociuje prostrednictvom Studia velkosti a poctu plazmidov v bunkach.

2.5.2. Metoda sledovania obsahu G+C

Metdda sledovania obsahu dusikatych baz guaninu (G) a cytozinu (C) je starSia, dnes uZ prakticky
nepouzivand metdda, ktord je zalozend na sledovani energie potrebnej na Stiepenie GC pdrov
nukleovych kyselin.

2.5.3. Amplifika¢né techniky a sekvenovanie nukleotidov DNA a RNA

Daldou skupinou molekuldrnych metéd su amplifikaéné techniky. SU to metddy, ktoré slGzia na
amplifikaciu (zmnoZenie) molekul DNA, resp. RNA v laboratérnych podmienkach. Najviac vyuZivana
technika, ktora si pomaly nachadza svoje uplatnenie aj v oblasti identifikacie mikrofléry pritomnej na
objektoch kultirneho dediéstva [6][7], je technika polymerazovej retazovej reakcie (PCR). Tato
metdda umozniuje efektivne amplifikovat Specifické Gseky DNA ohranitené dvoma
oligonukleotidovymi primermi v podmienkach in vitro. Amplifikicia DNA metddou PCR sa
uskutocnuje v cyklickom procese, pricom kazdy cyklus pozostdva ztroch zdkladnych krokov —
denaturdcia, anelacia a polymerizacia.

Konkrétne podmienky (teplota a ¢as) zavisia od zvoleného postupu analyzy. Prvym krokom je
zohriatie reakénej zmesi templdtovej dvojvlaknovej DNA (obycajne na teplotu 95 °C), ¢o spdsobi
tepelnu denaturaciu vlaken, ¢im sa jednotlivé vldkna v pévodne dvojvlaknovej nukleovej kyseline od
seba oddelia. Druhym krokom je anelacia (naviazanie) primerov na jednovldknovu templatovid DNA,
priCcom je dvojica primerov navrhnuta tak, aby nasadali na obe vilakna (vidy jeden z dvojice na jedno
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DNA komplementdrnym pripajanim nukleotidov na koniec primerov (optimalna teplota reakcie je 72

vldkno). V tretom kroku sa ucinkom DNA polymerazy syntetizuje druhé vldkno

°C, no zavisi najma od druhu pouZitej DNA polymerazy) [51]. Uvedené kroky sa cyklicky 20-40x
opakuju a vysledkom je syntéza mnohych képii (2107) fragmentu DNA, ktory sa analyzuje [48].
MnoZstvo DNA sa v kazdom cykle zdvojndsobi (teoreticky), kedZe produkt predchadzajuceho cyklu sa
stdva po denaturdcii templatom pre nasledujuci cyklus. Pomocou PCR moZno zo stopového mnozZstva
DNA ziskat stovky ng az jednotky pg DNA [52]. Vdaka tomu postacuje na analyzu len minimalne
mnozstvo vzorky.

Po ziskani PCR produktov nasleduje ich analyza, ktord sa uskutocnuje viacerymi postupmi.
NajcastejSie sa produkt PCR analyzuje pomocou elektroforetickej separacie v agarozovom géli po
zafarbeni etidium bromidom a vizualizacii v UV svetle, tzv. ELFO analyza. Dal3ia pouZivana analyza
PCR produktov je analyza Stiepenim restrikénymi enzymami, hybridizacia - Southern analyza alebo
sekvenovanie PCR produktov a ich porovndvanie so sekvenciami deponovanymi v databaze [52].

Sekvenovanie nukleotidov je velmi zdihavd plne automatizovand metéda pre Uplini
genotypickd identifikdciu mikroorganizmov. Specifickym typom sekvenovania je identifikacia
poévodcu DNA analyzou tzv. ITS regionov. ITS (Internal Transcribed Spacer) su Useky DNA
nachddzajuce sa medzi Struktdrnymi génmi pre rRNA. Porovnanie ITS oblasti jednotlivych
mikroorganizmov je bezny spésob v taxondmii. Praca s ITS ma niekolko vyhod:

a) vdaka vysokému poctu opakovani (az 30 000 na bunku) je mozné amplifikovat aj nepatrné
mnozstva DNA,

b) mala velkost (600-700 bp),

¢) vysoky stupen variacii i medzi blizkymi kmenmi, ktoré su spdsobené rychlym vyvojom a
skutoénostou, Ze ITS nekdduju ziadne dolezité gény.

Metdéda PCR ma vyuZitie v mnohych oblastiach. Standardne sa pouiiva v molekularnej
bioldgii, genetike, mikrobioldgii, fyzioldgii, medicine ako aj v mnohych inych oblastiach biologického
vyskumu. Podla Ucelu pouZitia sa prispésobuju konkrétne podmienky, a preto existuje mnoho varidcii
a modifikacii PCR protokolu. Medzi najznamejsie patri nested PCR, multiplex PCR, real-time PCR
(kvantitativna PCR), RT-PCR, hot-start PCR a iné [48].

Viaceré modifikacie PCR maju sStandardné a rutinné vyuZitie v réznych oblastiach, no ich
vyuzitie v oblasti sledovania mikrobiologickej kontaminacie objektov kultirneho dedicstva je stale len
zriedkavé. Je to zapricinené najma tym, Ze v sucasnosti su ndklady spojené s vyuzitim molekuldrnych
technik stale vysoké v porovnani s celkovymi nakladmi, ktoré su zvycajne k dispozicii pre ucely
konzervovania a reStaurovania.

2.5.4. Separacné techniky

Pomocou pulznej gélovej elektroforézy (PFGE) sa dosiahne separacia chromozémov daného
mikroorganizmu o velkosti a niekolko Mb (10° béz), nasledne sa urcuje ich velkost a pocet (tzv.
karyotyp). Vytvaraju sa genetické mapy, na zaklade ktorych sa zistuje pribuznost medzi jednotlivymi
druhmi a kmenmi. Na druhej strane denaturacna gradientova gélova elektroforéza (DGGE) je
metdda, ktora deteguje uz jednonukleotidové zdmeny v molekule DNA s rovnakou, ¢i podobnou
velkostou (do 1000 bp) [48].
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2.5.5. Metody zaloZené na hybridizacii nukleovych Kyselin

Hybridizacia nukleovych kyselin predstavuje jeden z najpouzivanejSich nastrojov molekuldrnej
biolégie. Zakladom hybridizacnej techniky je znacend molekula jednovldknovej nukleovej kyseliny,
tzv. hybridizacna sonda (préba), ktora sa pouZiva na detekciu pribuznych molekdl DNA alebo RNA.
Tato sonda rozliSuje v zmesi nukleovych kyselin len také molekuly, ktoré su k nej komplementarne a
vizualizuje ich. VyuZivaju sa radioaktivne (izotopovo) znacené DNA sondy a nerddioaktivne znacené
DNA sondy, najcastejSie fluorescencné [48]. Jednou z technik vyuZivajucich hybridizaciu nukleovych
kyselin je technika FISH (fluorescence in situ hybridisation). Tdto metdda bola aplikovana aj v oblasti
ochrany objektov dedi¢stva na studium mikroorganizmov podielajucich sa na biodeteriordcii
povrchov [49]. Pouzitie danej nedestruktivnej metddy umoziuje ,in situ” identifikaciu pritomnosti
mikroorganizmov a ich distribdciu na sledovanom povrchu. Taktiez umozniuje sledovat vyskyt
Specifickych mikroorganizmov v celom komplexnom biofilme [50].

3. Stanovenie ucinnosti dekontaminac¢nych procesov

Stanovenie Uc¢innosti dekontaminacénych procesov je neoddelitelnou ¢innostou v procese rutinnej
kontroly procesov sterilizacie a dezinfekcie. Vyznamnu ulohu zohrdva aj pri monitorovani efektu
a ucinnosti alternativnych spdsobov dekontaminacie. Samotné stanovenie ucinnosti sa mobze
vykonavat réznymi metddami:

o fyzikdlnymi,
e chemickymi,
e biologickymi.

Pri fyzikdlnych a chemickych metddach kontroly ucéinnosti dekontaminacie sa sleduje, ¢i boli, resp.
neboli dodrzané podmienky, za ktorych je garantovany dekontaminacny proces. Pri biologickych
metddach sa sleduje, ¢i biologicky model (najcastejSie ide o bakteridlne endospdry, ktoré patria
medzi najodolnejsie formy mikroorganizmov) prezil, resp. neprezil podmienky dekontamindcie.

3.1. Fyzikalne metody

Kontrola ucinnosti dekontaminacnych procesov (najma sterilizacie) fyzikalnymi metddami sa
uskutocnuje sledovanim fyzikalnych veli¢in, najma teploty, vihkosti a tlaku. Vykonava sa priebezne so
zameranim na kontrolu spravnosti zabudovanych meracich pristrojov.

3.2. Chemické metody

Princip testu spociva v zmene farby alebo posunom vo farebnej skale chemického ¢inidla naneseného
na nosi¢i vdosledku styku sjednym alebo viacerymi parametrami sledovaného  procesu
dekontamindcie [53]. Do tejto skupiny patri Bowie-Dick test pre hodnotenie odstranenia vzduchu a
prieniku pary; procesové indikatory sluziace k odliSeniu sterilizovaného a nesterilizovaného materidlu
napr. vo forme lepiacej pasky; jedno a mnohoparametrové indikatory, ktoré reaguju na jeden alebo
viac parametrov auddvaju vystavenie sterilizacného cyklu pri stanovenej hodnote zvolenych
parametrov.

Ich pouZitie vSak nie je univerzdlne. Problémom stanovenia ucinnosti dekontaminacnych procesov
pomocou chemickych indikatorov napr. pri oSetreni objektov kultirneho dediéstva je fakt, ze pri
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etylénoxidove] sterilizacii objektov kultirneho dedi¢stva sa pouZivaju miernejsie
podmienky ako je tomu pri vyuZiti etylénoxidovej sterilizacie v medicine (Tabulka 1).

Tabulka 1: Porovnanie podmienok etylénoxidovej sterilizacie.

etylénoxidova sterilizacia

podmienky v medicine v ochrane
kultirneho dedicstva
koncentracia etylénoxidu 800 - 1000 mg/I
doba sterilizacie 60 - 360 min 420 - 720 min
teplota 55-60°C 25-40°C
tlak 1,8-3,2 bar
vlhkost 40 - 60 % 50-55%

Chemicky indikator vhodny pre vyuZitie v medicine, sa neda poutzit pri hodnoteni sterilizacii objektov
kultirneho dediéstva, pretoZe sterilizdciu vyhodnoti ako neucinnd. Chemicky indikator
nadimenzovany pre miernejSie podmienky sterilizacie, ktora sa vyuZiva pri sterilizacii objektov
kultirneho dedicstva, v sucasnosti nie je na trhu dostupny.

3.3. Biologické metody

Princip stanovenie ucinnosti sterilizacnych procesov biologickymi metddami spociva v usmrteni
nepatogénnych bakteridlnych spér v désledku vystavenia sterilizaénému procesu. PouzZivaju sa
nasledovné kmene bakteridlnych spér:

e Geobacillus stearothermophillus, hustota suspenzie 1x10%/ml pre parn sterilizaciu,

e Geobacillus stearothermophillus, hustota suspenzie 1x10%/ml pre formaldehydovu
sterilizaciu,

e Geobacillus stearothermophillus, hustota suspenzie 2,3x10°/ml pre plazmovd sterilizaciu,

e Bacillus atrophaeus, hustota suspenzie 1x10°/ml pre hortcovzduchovd sterilizaciu,

e Bacillus atrophaeus, hustota suspenzie 1x10°/ml pre etylénoxidovu sterilizaciu [53].

Suspenzie spdr su nanesené na papierovom nosici a zabalené v primarnom obale priepustnom pre
prislusné sterilizacné médium. Biologické indikatory s oznacenim ,,non self-contained” sa musia po
vystaveni sterilizatlnému procesu asepticky preniest do prislusného kultivatného média. V
indikdtoroch s oznacenim ,self-contained” je suspenzia bakterialnych spér na nosici zabalena spolu
s ampulkou kultivacnej pédy. Po skonceni sterilizacného cyklu sa tlakom na ampulku obsah spoji
a bez dalsej manipulacie sa dava kultivovat, ¢im je vylicena sekundarna kontaminacie. Kultivacia sa
po vystaveni sterilizatnému procesu vykondva v predpisanej kultivacnej péde pri 37 °C pre B.
atrophaeus, pri 55°C pre G. stearothermophillus [53].

3.3.1. Kontrola sterility materialu

Za uUcelom kontroly sterility materidlu pripadne kontroly Ucinnosti dekontaminacného procesu sa
mozZe vykondvat odber vzoriek za aseptickych podmienok, ato réznymi metdédami - sterovou,
oplachovou, odtlackovou (metddy su spomenuté tiez vkap. 2 Metdody detekcie a identifikacie
mikroorganizmov) apod. Treba si uvedomit, Ze takato kontrola je c¢asto skor hodnotenim
manipulacie s oSetrenym materidlom ako hodnotenim ucinnosti samotného dekontaminacného
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procesu [53]. Odobrané vzorky sa po spracovani kultivuju pri predpisanych

podmienkach a vysledok sa vyhodnocuje prostrednictvom poctu KTJ pripadne uréenim efektivnej
davky, napr. hodnoty EDg,. Tato hodnota predstavuje efektivnu davku dekontaminacného procesu,
ktora redukuje rast modelového druhu mikroorganizmu o 90 %.
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4. Prakticka cast

4.1.

Detekcia a identifikacia mikroflory na objektoch kultirneho dedicstva

4.1.1. Postup ziskania izolatov

4.1.2.

Na odber je vhodné zvolit niekolko miest, ktoré pri blizSom makroskopickom zhodnoteni by
mobhli vykazovat optické znamky mikrobiologickej kontaminacie. Je mozné odobrat vzorky aj
z rubovej, aj z licovej strany (pergamenu, fotografie). Z kazdého zvoleného odberného miesta
je potrebné pomocou vhodnej metddy odobrat vzorky povrchovej nedistoty, preniest ju do
Petriho misky s viacerymi Zivnymi médiami, napr. — CzDA, PDA, SGA a SLA. Odbery je mozné
realizovali sterom pomocou vatového tampdénu navlihéeného v 0,01% roztoku Tweenu 80.
Tampon sa nasledne otrie o povrch Zivnych médii. Pouzity tampdn sa necha kultivovat na SLA.
Tiez je mozné pouzit Specidlnu dermalnu pasku. Paska sa prilepi na vybrané miesto na
pergamene alebo fotografii, opatrne sa odlepi, rozstrihne na niekolko casti a kazda Cast sa
poloZi na Zivné médium. Poslednou metddou odberu je odber pomocou skalpela. Skalpelom
sa Setrne zoskrabe cast vrchnej vrstvy pergamenu alebo fotografie a prenesie sa na Zivné
médium. Vsetky odbery sa vykonavaju za podmienok aseptickej prace. Kultury sa kultivuju
sedem dni pri laboratérnej teplote a svetelnom reZime deri/noc. Po skonceni kultivacie sa
jednotlivé vyrastené kultiry oznaciaPre izolaty, sa pouzZiju na ich rozliSenie pismena aj Cislice.
Nasledne sa izolaty pomocou ihly a mikrobiologického ocka preockuju na cerstvé zivné média —
MHA pre baktérie a SLA pre vlaknité huby.

Urcenie izolatov pomocou morfologickych znakov

Po izolacii Cistych kultur sa pozoruju makroskopické vlastnosti jednotlivych koldnii pri raste na
stuzenych Zivnych médiach — MHA pre baktérie a SLA pre vldknité huby.

U baktérii sa posudzuju:
e tvar a velkost koldnii
e pigmentacia

Pri vlaknitych hubdach sa hodnoti:
e vyska a hustota vzdusného mycélia
e pigmentacia vrchnej spdérotvornej vrstvy, spodnej vrstvy
e produkciu pigmentov do média
e pripadne tvorbu kvapécéok a inych Struktur

Mikroskopické morfologické znaky baktérii aj vlaknitych hub sa pozoruji v nativnych
preparatoch.

DalSie vlastnosti bakterialnych izolatov sa uréuji pomocou negativneho zobrazenia, Gramovho
farbenia a farbenia bakteriadlnych endospoér.

Pri baktériach sa sleduje aktivny pohyb, tvar a usporiadanie buniek, prislusnost podla Grama
a produkcia a umiestnenie endospdr. ldentifikacia vldknitych hib sa robi na zaklade vzhladu
fruktifikacnych Struktur.
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Nativny preparat

Pomocou mikrobiologického ocka (ihly) sa z vybranej koldnie mikroorganizmov odoberie malé
mnozstvo kultlry a rozsuspenduje sa v kvapke vody — baktérie, (laktofenolu — vlaknité huby) na
Cistom podloznom sklicku. Suspenzia sa prikryje krycim sklickom tak, aby sa nevytvorili
bubliny.

Fixacia buniek

Do kvapky destilovanej vody na podloZnom skli¢ku sa pripravi suspenzia baktérii. Suspenzia
sa pomocou ocka rozotrie do tenkej vrstvy a necha sa vysusit na vzduchu. Podlozné sklicka
s vysuSenymi preparatmi sa trikrat rychlo pretiahnu cez najhorucejsiu ¢ast plamena.

Negativne zobrazenie

Do kvapky farbiva 2% roztoku kongo cervene na podloZznom skli¢ku sa pomocou
bakteriologického ocka asepticky rozsuspenduje malé mnozstvo kultury baktérii. Drétom ocka
sa tahom urobi tenky nater na podloznom sklicku. Nater sa necha vysusit pri laboratérnej
teplote. Ndasledne sa preparat ponori na sekundu do roztoku 1% HCI.

Gramovo farbenie

Fixované preparaty sa prevrstvia kryStalovou violetou a farbivo sa necha pdsobit 60 s. Potom
sa prevrstvia Lugolovym roztokom, ktory sa nechd pésobit 30 s. Nasledne sa prevrstvi
alkoholom anechd sa po6sobit maximalne 10 s. Preparaty sa oplachnu vodou a dalej sa
prevrstvia safraninom, ktory sa necha p6sobit 60 s. Nakoniec sa znova oplachnu vodou. Vsetky
kvapaliny sa pridavaju a zlievaju z podloZného skli¢ka jednym smerom.

Farbenie bakterialnych endospoér
Fixované preparaty sa prevrstvia malachitovou zelenou a umiestnia sa na horucu platiu. Po
dobu pat minut sa zahrievaju a dopliia sa farbivo, aby preparaty neuschli. Potom sa oplachnu
vodou a nasledne sa prevrstvia safraninom a farbivo sa necha po6sobit 60 s. Nakoniec sa
preparaty znova oplachnu vodou.

Vsetky pripravené preparaty sa po ich vysuseni pozoruju pomocou svetelného mikroskopu.

5. Sledovanie ucinnosti dekontaminacie v laboratérnych

podmienkach

5.1. Metodika sledovania ac¢innosti dekontaminacie na papieri.
5.1.1. Priprava vzoriek z papiera
Z papiera sa vystrihnu Stvorce velkosti 5 x 5 cm, uloZia sa do prazdnych sklenych Petriho misiek

(priemer 60 mm) po jednom a sterilizuju sa v autoklave pri 120 °C pocas 20 min.
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5.1.2. Priprava sporového inokula

Ku kultdram vldknitych hab vyrastenych na SLA v Petriho miske sa pridal 0,1% vodny roztok Tweenu
80 a pomocou hokejky sa uvolnia spéry. Ziskana suspenzia sa prenesie do skimavky, dékladne sa
premiesa a prefiltruje cez nylonovu tkaninu upevnenu vo filtrathom zariadeni, na ktorom je napojena
striekacka. Koncentracia spor sa uréi pomocou Birkerovej komérky. Spérové inokulum sa nasledne
riedi podla potreby sterilnou vodou na pozadovanu koncentraciu 1000 konidii/ml.

5.1.3. Pocitanie konidii v Biirkerovej komorke

T4to metdda je najjednoduchsou metddou uréovania poctu konidii v suspenzii. Birkerova komoérka je
50 mm hrubym sklom, na ktorom su dva pocitacie priestory tvorené ohrani¢enymi Stvorcami vyryté v
skle. Principom metdédy je spocitanie vietkych konidii v zndmom objeme suspenzie [54].

Pocet konidii sa potom stanovi podla vztahu:

Pocet konidii = X * 250 000 * R

X = aritmeticky priemer poctu spocitanych konidii na ploche Stvorcov
R =riedenie

Obr. 4 Biirkerova komérka Obr. 5 Schéma pocitania konidii — ¢erveno
oznacené sa zapocitavaju, modro oznacené nie

5.1.4. Priprava inokulovanych papierovych vzoriek

Papiere v Petriho miskdach sa nasledne inokuluju rovnomerne po celom povrchu papiera 1 ml
sporovej suspenzie vlaknitych hib obsahujicej 1 000 spér a nechaji schnut pocas 24 hodin.

5.1.5. OsSetrenie papierovych vzoriek plazmou

Osetrenie inokulovanych papierovych vzoriek pomocou NTP ADRE plazmy v pritomnosti pracovnych
plynov (kyslik, dusik, oxid uhli¢ity, vzduch, resp. argén) v komore prebieha za podmienok: prietok
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1,24 J.s-1 ; frekvencia = 2 kHz; tlak plynu = atmosfericky. Konkrétne podmienky sa stanovuju

plynu = 1-6 |/min. ; ¢as expozicie = 5 — 15 min. ; vykon plazmovej aparatiry = 0,6 —

individualne podla stupna poskodenia objektu, stupna kontaminacie, stupna znecistenia, materidlu,
z ktorého je objekt vytvoreny a typu Cistiacej operdcie.

5.1.6. Stanovenie uc¢innosti dekontaminacie

Vzorky papierov sa po oSetreni nizkoteplotnou atmosférickou plazmou prenesu na Cerstvé agarové
platne s agarom so sladinovym extraktom (SLA) a kultivuji sa pri laboratdrnej teplote. Po 48
hodinach sa spocita pocet koldnie tvoriacich jednotiek (KTJ). Z poctu KTJ jednotlivych vzoriek a
referencnej (neosetrenej) vzorky sa urci viabilita (%) .

5.1.7. Vyhodnotenie dekontamina¢ného ucinku/Stanovenie efektivnej davky

Efektivnost plazmovej Upravy sa vyhodnoti pomocou hodnoty EDg,. Tato hodnota predstavuje
efektivnu davku plazmy, ktora redukuje rast modelového druhu vldknitej huby o 90%. Zostroji sa
sigmoidalna krivka, popisana rovnicou

100
V="
1+p7°
kde V je viabilita v % a t je Cas oSetrenia, B a C su parametre.

Z krivky sa urcia hodnoty EDgo podla vztahu:

1
EDe = C x ( 100 )E
%0 100 — 90
Analogicky je mozné urcit EDgg, podla vztahu:
1
ED c ( 100 )E
= X D ———— —
>0 100 — 50

5.2. Metodika sledovania ac¢innosti dekontaminacie na fotografickom papieri
5.2.1. Priprava vzoriek na fotografickom papieri

Na pripravu vzoriek sa pouZiva neexponovany fotograficky papier FomaBrom N112 ustdleny
klasickym sposobom. Na zdbranenie krutenia fotopapiera vplyvom vihkosti sa pouzivaju diardmceky o
rozmere 6x6 cm, ktoré sa skladaju z kovovej a plastovej Casti (56).

1. Do Petriho misiek (priemer 140 mm) sa na dno vystrihne filtracny papier, misky sa zabalia do
alobalu a daju vysterilizovat v autoklave.

2. Plastové ramceky sa daju sterilizovat do 80 % etanolu na 24 hodin.

3. Fotopapier vo velkosti 6x6cm sa vlozi do kovovych ramcéekov a oznaci sa ceruzkou strana so
Zelatinou. Papiere sa zabalia do alobalu a daju sterilizovat v autoklave.
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4. Vysterilizované plastové ramiky sa daju do sterilnych Petriho misiek v

laminarnom boxe pomocou sterilnych pinziet.

5. Do ramcekov sa pomocou sterilnej pinzety vloZia fotopapiere a plastové ramdeky sa zaistia
vysterilizovanymi potravinarskymi gumickami (pinzetami).

6. Pripravené vzorky sa nechaju 2 dni inkubovat aby sa zistilo, ¢i sa v niektorom bode pripravy
nekontaminovali.

5.2.2. Priprava spérovej suspenzie/ spoérového inokula

Do Petriho misky s kultirou vlaknitej huby sa prida roztok 0,1% Tween 80 a pomocou sterilnej
hokejky sa uvolnia spéry. Ziskand suspenzia sa prepipetuje do skimavky a premieSa sa pomocou
vortexu a potom sa prefiltruje cez sterilnu striekacku s filtracnym zariadenim do skimavky. Pomocou
Burkerovej komérky sa zisti koncentracia suspenzie.

Podla vypocitanej koncentracie sa roztok nariedi sterilnou vodou tak, aby bolo 100 konidii v 400 pl.

5.2.3. Priprava inokulovanych fotografickych vzoriek

Suspenzia sa nandsa na spracované fotopapiere v objeme 400 pl, a na filtracny papier na dne Petriho
misky sa prida 1000 pl sterilnej vody.

Naockované vzorky sa nechaju kultivovat cca 3 dni. Pravidelne sa kontroluje ¢i narastli koldnie, a na
filtraény papier sa kazdy den prida sterilnd voda aby sa udrzal vlihky. Vzorky sa odfotia.

5.2.4. OSetrenie fotografii plazmou
Vzorky fotografii sa vystavia ucinku NTP plazmy. ReZim oSetrenia sa urcuje podla druhu fotografie,
stupna poskodenia a intenzity mikrobialnej kontamindacie.

5.2.5. Vyhodnotenie dekontamina¢ného tcinku/Stanovenie efektivnej davky

Po osetreni plazmou sa vzorky nechaju dalej kultivovat niekolko dni. Po skonéeni kultivacie sa
porovnaju jednotlivé koldnie. Koldnie, ktoré pocas ostatnej kultivacie nenarastli, sa povazuju za
devitalizované. Koldnie, ktoré narastli, devitalizované neboli. Z po¢tu jednotlivych kolénii sa urci
viabilita (%) ako percentudlny podiel viabilnych kolénii k celkovému poctu koldnii.

Efektivnost je mozné urcit pomocou ED50, resp. ED90 ako v predchadzajicom pripade.

5.3. Metodika sledovania ac¢innosti dekontaminacie na historickom pergamene
5.3.1. Stanovenie uc¢innosti dekontaminacie vzoriek pergamenu

Vzorky pergamenu sa po dekontaminacii uchovavaju v sterilnych Petriho miskach (55). Vzorky sa po
diagonale prestrihnd na dve polovice, z ktorych jedna sa uchova na budtce spracovanie, a druha sa
znova prestrihne na dve casti, ktoré sa prenesu do sterilnych kénickych skimaviek obsahujucich 2 ml
sterilného 0,1% vodného roztoku Tweenu 20. Kazdd kdnicka skiumavka s dvoma kuskami jednej
vzorky pergamenu sa 10 minut odstreduje, aby sa bunky zachytené na pergamene uvolnili do
roztoku. Vzniknutd suspenzia sa odpipetuje na Styri pripravené Petriho misky (¢ 9 cm) s SLA
fortifikovanym a dva kusky vzorky sa prenest na mensiu Petriho misku s rovnakym Zivnym médiom.
Vsetky Styri vzorky sa spracuju rovnakym postupom a kultivuju sa pat dni pri laboratérnej teplote.
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6. Zivné média a roztoky

Zivné média

CzDA - Czapek-Doxov agar

ZloZenie: sachardza 30 g/L, dusi¢nan sodny (NaNO3) 2 g/L, hydrogénfosforeénan draselny
(K2HPO4) 1 g/L, siran horeénaty (MgS04) 0,5 g/L, chlorid draselny (KCl) 0,5 g/L, siran
Zeleznaty (FeSO4) 0,01 g/L, agar 15 g/L

Na pripravu média sa navazi 4,9 g pripravku na 100 ml deionizovanej vody; pH 7,2.

MHA - Mueller Hintonov agar
ZloZenie: hovadzi extrakt 2 g/L, kazeinovy hydrolyzat 17,5 g/L, skrob 1,5 g/L, agar 17 g/L
Na pripravu média sa navazi 3,8 g pripravku na 100 ml deionizovanej vody, pH 7,3.

PDA - zemiakovo-glukézovy agar
ZloZenie: zemiakovy extrakt 5g/L, gluk6za 20 g/L, agar 17 g/L
Na pripravu média sa navazi 4,2 g na 100 ml deionizovanej vody; pH 6,4 - 6,6.

SGA - Sabouraudov agar
Na pripravu sa navazi 2 g glukdzy a 1 g pepténu na 100 ml deionizovane]j vody; pH 6,4.

SLA - agar so sladinovym extraktom
ZloZenie: maltéza 12,5 g/L, dextrin 2,5 g/L, glycerol 1 g/L, peptokomplex 2,6 g/L, agar 17 g/L
a pripravu média sa navaZi 3,56 g pripravku na 100 ml deionizovanej vody; pH 6,4 — 6,6.

SLA fortifikované glukézou

ZloZenie: maltdza 12,5 g/L, dextrin 2,5 g/L, glycerol 1 g/L, peptokomplex 2,6 g/L, agar 17 g/L,
glukdza 5 g/L

Na pripravu média sa navazi 3,56 g pripravku a 0,5 g glukdzy na 100 ml deionizovanej vody;
pH 6,4 - 6,6.

Vsetky pripravené Zivné média sa sterilizuju pri teplote 120 °C po ¢as 20 minut.

Roztoky

Karbolfuchsin (koncentrovany)

Fuchsin bazicky 1 g, etanol (96%) 10 ml, 5% roztok fenolu 100 ml

Fuchsin rozotrieme v porceldnovej miske s etanolom a ku zmesi priddme vodny roztok
fenolu. Nechame stat do druhého dna a potom farbivo filtrujeme. Uchovdvame v zdbrusove;j
flasi.

Kongo cerven
Kongo cerven 3 g, amoniak (NH3) 2 ml, deionizovana voda 100 ml

Krystalova violet

Roztok A: krystalova violet 5 g, etanol (96%) 200 ml
Roztok B: 1% Stavelan amdnny

ZmieSame 20 ml roztoku A s 80 ml roztoku B a sfiltrujeme.
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Krystalicky fenol 20 g, kyselina mlie¢na (50%) 20 g, glycerol 40 g, deionizovana voda 20 ml

Laktofenol s bavinikovou modrou

Fenol najprv zahrejeme s vodou a po rozpusteni pridame kyselinu mlie¢nu a glycerol. Na10 g
laktofenolu priddame 0,05 g bavinikovej modrej. Po 24 h prefiltrujeme. Uchovavame v tmavej
flasi.

Lugolov roztok

Jéd (12) 1 g, jodid draselny (KI) 2 g, deionizovana voda 300 ml

Jéd s jodidom draselnym dobre rozotrieme v 10 ml deionizovanej vody v trecej miske
a doplnime zvyskom vody na 300 ml. Roztok uchovdvame v tmavych flasiach.

Malachitova zelena
Malachitova zelend 0,5 g, deionizovana voda 100ml|

Safranin
Safranin 0,25 g, etanol (96%) 10 ml
Safranin rozpustime v etanole a po rozpusteni priddme 100 ml deionizovanej vody.

Tweenova voda
Tween 80 0,01 ml, deionizovana voda 100 ml
Pripraveny roztok sterilizujeme 20 minut pri teplote 120 °C
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