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ABSTRAKT

Tématem bakalafské prace je mikrobidlni kontaminace vzduchovych
filtrd v automobilovych kabinovych klimatizacich. Mikrobialni kontaminace
byla zkoumaéna na vstupnich a vystupnich plochach celkem 21 vzduchovych
filtra, které byly vynaty z osobnich automobilti pfi béznych tdrzbach po jednom
roce provozu nebo ujetych 20 000 km. Na obou plochach filtrt byly provedeny
suché stéry. Pro zachyceni Zivotaschopnych bakterii byla provedena kultivace
vzdy na krevnim a Mueller-Hinton agaru. Kidentifikaci jednotlivych kolonii
bylo pouZito barveni dle Grama s imerzni mikroskopii a v ptipadé filtrii 16 a 17
téZ proteomicka studie. Identifikované bakterie byly kvantifikovany a vysledky
kvantifikace v jednotkach tvoficich kolonie (CFU/ml) porovnavany na vstupnich
a vystupnich plochach filtr. Filtr ¢islo 22 byl podroben testu pomoci

polymerazové fetézové reakce (PCR) v podobé multiplex PCR v redlnim case.

Mezi identifikovanymi bakteriemi prevazovaly organismy roda Bacillus
a Brevibacillus. Nejhojnéji byly zastoupeny B. cereus, B. licheniformis a B. subtilis.
Kvantifikace prokazala vyrazné nizsi kontaminaci vystupnich ploch na vSech
zkoumanych filtrech. PCR studie prokazala nepfitomnost nukleovych kyselin
patogenti zahrnutych v Respiratory panelu pouzitého pro multiplex PCR studii.
Mezi identifikovanymi mikroorganismy nebyly prokdzany zadné lidské
patogeny, které by mohly bezprosttedné ohrozovat zdravi pasazért

v automobilech vybavenych klimatiza¢nim systémem.

Klic¢ova slova

Mikrobidlni kontaminace; vzduchové filtry; proteomicka studie;

multiplex PCR; bakterie; kvantifikace; identifikace; CFU/ml



ABSTRACT

The topic of the bachelor’s thesis is microbial contamination of air filters
in automobile cabin air-conditioning. The microbial contamination was
examined on the outlet and the inlet sides of 21 air filters taken out from the
automobiles during regular maintenance after 1-year service or after 20 000 km.
The samples from the outlet and the inlet sides were obtained by dry swabbing
technique. Cultivation was performed on blood and MH agar in order to collect
viable bacteria. For identifying the bacteria, we used Gram staining and imerse
microscopy. Chosen colonies from filters 16 and 17 were also examined and
identified by the proteomic study. Identified bacteria were quantified and the
results were presented as CFU/ml (colony forming units/ml). The results of the
quantification from the inlet and the outlet sides were compared. Filter 22 was

examined via polymeraze chain reaction (PCR) using multiplex PCR in real time.

The majority of the identified bacteria was represented by the bacteria of
the genera Bacillus and Brevibacillus. The most common bacteria were B. cereus,
B. licheniformis and B. cereus. The contamination was visibly smaller on the outlet
sides of the filters as it was shown by the quantification. No nucleic acids of
human pathogens included in the Respiratory panel were found by multiplex
PCR on both sides of the filter 22. During the experimental work, we have not
found any pathogenic bacteria that could represent health risk for the passengers

of automobiles equipped with air-conditioning system.

Keywords

Microbial contamination; air filters; proteomic study; multiplex PCR;

bacteria; quantification; identification; CFU/ml
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1 UVOD

Preprava automobilem je dnes velmi vyuzZivanym zptisobem dopravy,
ato jak ve sféfe soukromé, tak ve stéfe komercni. V dnesSni dobé jiz neni
zvlastnosti, Ze téméf kazda domacnost vlastni alespon jeden viiz. Stejné tak neni
vyjimkou vyuzivani taxisluZeb, zejména ve vétSich méstech. Automobilova
preprava je soucasti naseho Zivota jiz vice nez 100 let, coZ samoziejmé znamena,
Ze po technické strance jsou automobily velmi vybavené. Soucasti vybavy je
u vétsiny automobili také kabinova klimatizace, ktera reguluje teplotu
v interiéru automobilu a co se tyce nové vyrabénych modeld, je klimatizacni

systém povazovan za samoziejmost.

Kabinova klimatizace musi byt vybavena vzduchovym filtrem, ktery by
mél kazdy rok, ¢i kazdych ujetych 20 000 kilometri podléhat vyméné. Vymeéna
vzduchového filtru je nutnd z divodu jeho Zivotnosti, ktera je logicky spojena
s jeho funkénosti. Ukolem vzduchového filtru je filtrace vzduchu, ktery vstupuje
do klimatiza¢niho systému a nasledné se dostava do interiéru automobilu, kde je
vdechovan pfitomnymi pasazéry. Filtr zajistuje jak odstrafiovani dcastic
makroskopickych, tak ¢astic mikroskopickych. Mezi ¢astice makroskopické
fadime zejména prach a pyly, jejichZz negativni vliv na lidské zdravi je obecné
znam. Mezi dastice mikroskopické fadime zejména bakterie, viry di

mikroskopické houby.

Existuje Siroka Skala mikroorganismti, které se mohou vyskytovat ve
vzduchu, ktery se dostava do klimatiza¢niho systému automobilu. Zejména se
zde mohou nachdzet mikroorganismy pfirozené pfitomné ve vzduchu, v padé,
v tustni dutiné ¢lovéka ¢i v jiz zminéném prachu. Majitelé, ¢i pasazéfi automobil
vybavenych kabinovou klimatizaci si ¢asto tuto skute¢nost nemusi uvédomovat
a tim padem neklast dostateny diiraz na dodrzeni danych lhiit na vyménu
vzduchového filtru, pficemz vyuzivani vzduchového filtru, ktery ztratil svou

funkénost, mtiZe byt spojeno s urcitymi riziky pro lidské zdravi.



2 CILE PRACE

Cilem bakalafské prace je mikrobiologicky prikaz mikroorganismi
pritomnych na vzduchovych filtrech v automobilovych kabinovych

klimatizacich.

Cilem teoretické casti je seznameni s mikroorganismy vyskytujicimi se ve
filtrovaném vzduchu. Teoretickd cast dale objasriuje fungovani automobilové
kabinové klimatizace a podrobné popisuje fungovani vzduchovych filtrti, ddle

konkrétné fungovani HEPA filtra.

Prakticka cast bakalarska prace ma za cil izolaci vzorkt ze vstupnich
a vystupnich ploch vzduchovych filtr(i, kultivaci na mikrobiologickych ptidach
s naslednou identifikaci konkrétnich mikroorganismu. Identifikace je provadéna
pomoci Gramova barveni s naslednou mikroskopii, pouZzitim selektivnich ptd ¢i
kultivace v anaerostatu a pomoci proteomické studie. Identifikované

mikroorganismy jsou nasledné kvantifikovany.
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3 PREHLED SOUCASNEHO STAVU

V nésledujici kapitole se bude prace vénovat prevazné bakteriim
prirozené se vyskytujicim ve vzduchu, ptidé, prachu a v ustni dutiné clovéka.
Dal$im tématem nasledujici kapitoly bude fungovani klimatizacniho systému
v automobilech a filtry vnich vyuzivanych. Automobilova doprava je
nejcastejSim zptisobem dopravy a automobil v dneSni dobé vlastni téméf kazdy.
Automobily jsou velmi hojné vyuzivany také v prepravnich sluzbach, prevazné

po méstech.

Vzduchové filtry kabinovych klimatizaci by mély podléhat pravidelnym
kontroldm a vyméndm, aby nedochdzelo kjejich prili§ velkému opotfebeni
astim spojenou ztratou jejich funkcnosti. Vzduchové filtry v kazdém
automobilu by mély byt ménény jednou za rok, ¢i za kazdych ujetych 20 000 km

pri pravidelné udrzbé.
3.1 Mikroflora obecné

Termin mikroflora je slozeninou slov ,,mikro” a , fléra”. Oznaceni fldra je
béZné uzivano pro rostliny vyskytujici se v urcité oblasti. Oznaceni mikroflora
tedy charakterizuje soubor mikroorganisma vyskytujicich se v urcitém
definovaném misté, kterym muze byt vodni nddrz, konkrétni potravina, ¢i tstni

dutina ¢lovéka. Mikrofléra obecné zahrnuje bakterie, kvasinky a plisné [1].

Termin mikroflora je v posledni dobé v odborné literatufe nahrazovan
oznacenim mikrobiota ¢i mikrobiom, proto bude déle v textu vyuZzivano toto

oznacent [1].
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3.2 Lidska mikrobiota

Lidsky plod se do momentu narozeni vyskytuje v téle matky ve své
podstaté ve sterilnim prostfedi. Tento fakt se ovSem dramaticky méni po
narozeni, kdy je dité exponovano bakteriim, mikroskopickym houbam a virim
od matky a z vnéjsiho prostfedi. Béhem prvnich let Zivota se tedy u kazdého
clovéka formuje mikrobiota, kterd osidluje kiizi, tista, gastrointestindlni trakt
a v neposledni fade trakt urogenitdlni. Mikrobiota hraje velmi dtilezitou roli
v metabolickych a imunologickych procesech v téle ¢lovéka. NarusSeni pfirozené

mikrobioty mtZe tedy vyustit v onemocnéni riizného druhu [2].

Diky rozsahlé studii , The Human Microbiome Project”, ktera trvala 5 let se
podafilo zanalyzovat genetické sloZeni mikroorganismi Zijicich v organismu
zdravych jedincti. Studie prokazala, Ze bakteridlni buriky pocetné prevysuiji
buniky lidského organismu v poméru 10:1. V &islech Zije ve stfevech a na ktzi
clovéka zhruba 10%, tedy sto tisic miliard bakterii. Bylo dokazano, ze bakterie
kolonizujici stfeva jsou odlisné od téch kolonizujicich astni dutinu, vaginu, ktizi,

¢i dalsi casti téla [1; 2].

U 95 % a vice jedinci se vyskytuje stabilni jadro mikrobiomu, coz
znamena, ze drtiva vétsina jedinci ma stejny geneticky zdklad mikroorganism,
které vytvareji jejich mikrobiotu. Stabilni jddro mikrobiomu je tedy malo druhové
variabilni, ale pocetné tvofi znacnou cast z celkové mikrobioty. Nejvétsi
mnozstvi sdilenych druhi se nachdzi v mikrobioté dustni dutiny, dale
v mikrobiotach nosu, stfeva a kiize. Nejvice rtiznorody soubor mikroorganismii
se vyskytuje v Zenské vaginé. Zbytek lidského mikrobiomu - sekundarni
mikrobiom, je druhové velmi variabilni, ale pocdetné méné zastoupen.
Sekundérni mikrobiom mitize byt u rtznych jedinci slozen zjinych druhi

vvvvvv

je stabilni jddro mikrobiomu. Bylo by vSak chybné domnivat se, Ze sekundarni
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mikrobiom je méné dtilezity. Veskeré funkce, které zajistuje vSsak mohou byt

zastoupeny Sirokou paletou mikroorganismt [2].

Logicky, vztah mezi lidskym organismem a jeho mikrobiotou je
symbioticky a fyziologicka mikrofléra naseho organismu zajiStuje spravnou
metabolickou a imunologickou aktivitu a také ochranu pfed mikroorganismy

patogennimi [2].

3.2.1 Ustni mikrobiota

Ustni mikrobiota je velmi rozmanita, a to prevazné diky neustdlému
kontaktu tstni dutiny s externim prostiedim. Ustni dutina nabizi réiznorodé
prostiedi, které je reprezentovano jazykem, zuby, dasnémi, mékkym a tvrdym
patrem, tvafemi a mandlemi. VeSkerd tato mista vykazuji vyrazné odlisné slozeni
mikrobioty. Celd ustni dutina obsahuje zhruba 600 druhti bakterii, jejichz
postupna identifikace se provadi pomoci kultivaénich a molekuldrné
biologickych metod, jako naptiklad 16S RNA klonovani ¢i PCR amplifikace. Na
vytvoreni mikrobioty se podili Siroka Skdla aspektti, kterymi jsou pH, pfijimana
potrava a stravovaci navyky. V kolonizaci tstni dutiny prevazuji rody Firmicutes,
Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria, Fusobacteria, Neisseria a Saccharibacteria.
Celkovou mikrobiotu tustni dutiny je vSak velmi tézké popsat, jelikoz tista jsou
mistem, kde se vyskytuji exogenni bakterie z potravy, vody a vzduchu.

Mikrobiota mtize byt dale ovlivnéna i socidlnimi kontakty jedince [3; 4; 5].

Bakterie, funghi a protozoa vytvareji své kolonie na mnohych povrsich
vustni dutiné, kde dochazi k tvorbé biofilmt. Mikrobidlni biofilmy jsou
pritomny na bukalni mukdze, na kofeni jazyka, na zubech a na dasfovém
zlabku. Bakteridlni biofilm oznacuje blanu ¢i slizky povlak vytvofeny bakteriemi
a jeho tvorba pocina fazi atrakce a konci fazi disperze. Nejznaméjsim lidskym

biofilmem je patrné biofilm na povrchu zubni skloviny, ktery je tvofen zejména
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bakteriemi rodu Neisseria a Streptococcus. Mnohé studie poukazuji na
nevyvazenou ustni mikrobiotu a s tim spojend onemocnéni, mezi kterd patfi
napriklad zubni kazy, periodontdlni onemocnéni, diabates mellitus 2. typu

a dalsi [3; 6].
Mezi vyznamné zastupce ustni mikrobioty patfi:

e Ustni (oralni) streptokoky
o Neisseria spp.

e Staphylococcus spp.

e Micrococcus spp. [7].

Vypsani zastupci tstni mikrobioty tvofi rezidentni mikrobiotu v ustech

a budou jednotlivé konkrétnéji popsani.
o Ustni (oralni) streptokoky

Ustni (oralni) streptokoky jsou v literatufe ¢asto oznadovany také jako
viridujici streptokoky a tvofi vyznamnou ¢ast prirozené ustni mikrobioty, ale
také hornich cest dychacich. Oznaceni viridujici streptokoky vychdazi z toho, Ze
tato skupina baterii se projevuje a-hemolyzou na krevnim agaru. Ordlni
streptokoky patfi mezi grampozitivni bakterie a fadime do této skupiny:
Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius, Streptococcus milleri, Streptococcus

sanguinis, Streptococcus mitis a Streptococcus pneumoniae [8].

Oralni streptokoky patfi mezi oportunni patogeny, coz znamend, Ze
i pfesto, ze jsou soucasti fyziologické tstni mikrobioty, mohou byt ptivodci
onemocnéni. Infekcim ordlnimi streptokoky vsSak vétSinou pfedchdzeji jina

onemocnéni ¢i infekce. V takovém pripadé mohou ordlni streptokoky vyvolavat
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bakteriémii, meningitidu, abscesy ¢i pneumonii. Na vzniku zubniho kazu se

vyznamné podili Streptococcus mutans [8].

Streptokokové infekce se pfendSeji kapénkovym = pfenosem,

kontaminovanymi pfedméty ¢i oralnim sexem [8].
e Neisseria spp.

Rod Neisseria zahrnuje bakterie patfici do skupiny gramnegativnich
aerobnich diplokokiul. Bakterie rodu Neisseria jsou primarné patogenni, ale tstni
dutina je osidlena nepatogennimi druhy bakterii tohoto rodu. Ustni mikrobiotu
tvofi Neisseria sicca, Neisseria subflava, Neisseria flavescens, Neisseria mucosa,

Neisseria meningitidis [9; 10].
e Staphylococcus spp.

Bakterie rodu Staphylococcus jsou grampozitivni koky, které se vyskytuji
ve shlucich, jsou nesporulujici, nepohyblivé a povétsinou neopouzdiené.
Stafylokoky délime na zdkladé plazmakoaguldzového testu na koaguldza

pozitivni a koaguldza negativni [11].

Ustni mikrobiotu tvoit Staphylococcus epidermidis a Staphylococcus aureus.
Obé zminéné bakterie mohou ptisobit jako oportunni patogeny, S. epidermidis
napada prevazné oslabené a imunokompromitované jedince. S. aureus zplisobuje

velmi casto zanéty a abscesy, a to opét zejména u oslabenych jedincti [10; 11].
e Micrococcus spp.

Nejvyznamnéj$im zastupcem rodu Microccocus je Micrococcus luteus, tedy
gram pozitivni kok o velikosti v rozmezi zhruba 0,5 — 3 um. Bakterie tohoto rodu
se vyskytuji fyziologicky v organismu ¢lovéka, ale mohou byt patogeny pro
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imunokompromitované jedince, kdy mohou zptisobovat bakteriémie, septicky

Sok, endokarditidu a dalsi [12].

Microccocus luteus je vyznamnou soucasti lidské mikrobioty, ale tvori také
soucast mikrobioty ptdy, prachu, vody a vzduchu. V lidském organismu
osidluje okoli potnich Zlaz, dutinu tstni a horni cesty dychaci. Jak jiz bylo feceno,
bakterie rodu Micrococcus jsou oportunni patogeny, M. [uteus tedy neni vyjimkou

a u oslabenych jedincti mtize zptisobovat prevazné kozni infekce [13].

3.3 Mikroorganismy v ovzdusi

Ovzdusi je pro mikroorganismy obecné velmi nepfiznivé prostiedi,
jelikoz neposkytuje téméf zadné ziviny a zaroven zde nepfiznivé ptsobi slunec¢ni
zareni. Zemska atmosféra je rozdélena do nékolika vrstev, znichZ nejniZe
poloZena je troposféra. Na tirovni troposféry je vzduch neustdle v pohybu a jeho
teplota se snizuje s rostouci vyskou. Mikroorganismy se vyskytuji nejcastéji v jeji
dolni ¢asti, a to prevazné ve formeé spor. V ovzdusi se tedy vyskytuji bakterie

sporulujici [14].

Ovzdusi vSak slouzi jako velmi vyznamny vektor pfi prenosu
onemocnéni. Mikroby se pfi kaslani, kychdni, ale i pfi normdlnim dychdni
mohou vyskytovat vovzdusi ve formé aerosolu a mohou byt ve formé
kapénkové infekce pfenaSeny na zdravé jedince. Stejné jako v lidském téle, tak
i vovzdusi je specifickd mikrobiota. Mikrobiota volného ovzdusi se lisi od

mikrobioty ovzdusi uzavfenych prostor [14].

Ve volném ovzdusi se vyskytuje méné mikrobt v zimé, kdy je atmosféra
vlh¢i nez v ostatnich ro¢nich obdobich, tudiz dochazi k strhavani mikroba
kapénkami k zemi. Naopak v ovzdusi uzavienych prostor se béhem zimniho

obdobi vyskytuje mikrobti vice, cemuz pfispiva méné Casté vétrani. Stejné jako
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ve volném ovzdusi, i vovzdusi uzavienych prostor se mikroby vyskytuji
v nizsich vrstvach, tedy pfevazné nad podlahou. Zdrojem mikroorganismu
vovzdusi jsou lidé, zvifata, prfipadné puda. V ovzdusi nad zemeédélskymi
a priumyslovymi oblastmi se tedy vyskytuje vétsi mnozstvi mikroorganismi néz

nad oblastmi zalesnénymi ¢i skalnatymi [14].

V ovzdusi jsou pfitomné nasledujici rody bakterii — Bacillus, Clostridium,

Streptococcus, Flavobacterium, Methylobacter, Sphingomonas [15].

Rod Bacillus obsahuje 181 druhd. Bakterie tohoto rodu jsou
grampozitivni, sporulujici ty¢inky, které mohou ve své délce dosahovat az
10 pm. Jednotlivé druhy jsou aerobni ¢i také fakultativné anaerobni. Typickou
vlastnosti bakterii rodu Bacillus je tvorba endospor. Tato vlastnost jim umoznuje
prezit v nepriznivych podminkach, které ve vzduchu obecné panuji, jelikoz ve
formé spor odolavaji chladu, teplu, vyschnuti, vétSiné desinfekcnich ¢inidel

a také elektromagnetickému zafeni [16].

Tvorba spor je pro bakterie pomérné ndrocnym procesem, pfi kterém je
dtlezita pfitomnost Zivin. Proces je oznacovan jako diferenciacni, a dochézi pfi
ném v bunce kfadé zmén. Jednd se o zmény morfologické, fyziologické
a biochemické, které jsou vSechny fizeny na genetické tirovni. Jakmile se spora
dostane do pfiznivych podminek, dochazi ke germinaci, spora kli¢i a pfeménuje
se zpét ve vegetativni buriku. Spora je dormantni ttvar a bakterie rodu Bacillus

mohou diky této vlastnosti prezivat az tisice let [17].

Jednotlivé druhy rodu Bacillus se nevyskytuji pouze ve vzduchu, ale také
ve vodé, v prachu, v ptidé€, na rostlinach ¢i na hmyzu a zvitatech. Z dtivodu jejich
hojného vyskytu patfi mezi casté kontaminanty pokrmi v potravinarstvi ¢i
vzorkti v mikrobiologickych laboratofich. Kultivace bakterii tohoto rodu neni

narocnd, rostou velmi dobfe na béZnych kultivacnich médiich. Patogennimi
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druhy rodu Bacillus jsou Bacillus cereus a Bacillus anthracis, ostatni druhy jako
Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis &i Bacillus coagulans vyvolavaji lidska

onemocnéni jen vyjimecné [16].

e Bacillus cereus

Bacillus cereus na rozdil od Bacillus anthracis netvori pouzdro a na krevnim
agaru je od ostatnich pfislusnikti rodu Bacillus odliSitelny diky tomu, Ze okolo
kolonii vznikd zéna tplné hemolyzy. Jedna se o patogenni druh, a to zejména
diky tomu, Ze disponuje Sirokou Skdlou toxint a faktorti virulence, mezi které

patii naptiklad produkce hemolysind, fosfolipazy a enterotoxint [16].

Onemocnéni je ve vétsiné pripadii zapfi¢inéno kontaminaci potravy,
kterou mtiZe Bacillus cereus kontaminovat jak ve formé vegetativni, tak ve formeé
spor. Vegetativni formy nejsou schopné prezit var, ale spory ano, jelikoz jsou
termorezistentni. Jakmile je potravina ochlazena zpét na pokojovou teplotu,
spory mohou germinovat a zacit produkovat enterotoxiny. Onemocnéni se
projevuje dvéma zputsoby, které jsou oznacovany jako syndrom emeticky
a syndrom prijmovy. Syndrom emeticky je zptisoben termostabilnim toxinem
emetickym, ktery neni zni¢en varem a kjeho produkci dochdzi jiz na
kontaminované potravé. Tento syndrom se projevuje rychlym ndstupem
zvraceni po konzumaci dané potraviny. Syndrom prajmovy je zptsoben
termolabilnim toxinem prGjmového syndromu, ktery je produkovan ve stievé
potom, co je zkonzumovéana kontaminovand potravina. Tento syndrom se
projevuje prijmem, ktery nastupuje zhruba po 8-16 hodinach po konzumaci
dané potraviny. Otrava z potravin obvykle trva 24 hodin a odezniva bez nutnosti
terapie. Prevenci je fadné uvareni potravy a jeji konzumace co nejdfive po jeji
pripravé. Onemocnéni s obdobnym pribéhem miize byt vyjimecné zptisobeno

takeé Bacillus subtilis, ¢i Bacillus licheniformis [16; 18].
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e Bacillus subtilis

Bacillus subtilis je grampozitivni, sporulujici bakterie, ktera stejné jako
ostatni druhy rodu Bacillus osidluje mnohda mista. Bakterie byla dfive oznacovana
jako obligatné aerobni, ale bylo zjiSténo, Ze je schopna rtst i v anaerobnich
podminkdch. Jedna se o bakterii povaZzovanou za nepatogenni, ale jak jiz bylo
zminéno, miiZe kontaminovat potravu a zplisobovat podobné onemocnéni jako
Bacillus cereus. Jeji spory jsou velmi odolné a mohou prezivat ve vodé o teploté
100 °C po dobu 4 hodin, ve vodé o teploté 80 °C prezivaji dokonce az
75 hodin. B. subtilis je pouzivan jako modelovy organismus pro zkoumani
diferenciacniho procesu, ke genovym manipulacim ¢i jako biologickd ochrana

rostlin [17; 19].

JiZ bylo zminéno, ze Bacillus subtilis osidluje velké mnoZstvi mist. Bakterie
se vyskytuje napri¢ Zivotnim prostfedim a bylo dokdzano, Ze je schopna také
kolonizovat gastrointestindlniho trakt zvifat. Bylo zjisténo, Ze bakterie patfici do
rodu Bacillus se vyznacuji vysokou genomovou diverzitou a byla identifikovdna
pritomnost kmenové specifickych genti, které by mohly vysvétlovat Siroky
vyskyt této bakterie. B. subtilis je mozno izolovat z ptdy, ale také z vodnich
prostiedi nebo ze vzduchu, coz mtize vyvoldvat dojem, Ze je tato bakterie témér
vSudypfitomnd a ze je adaptovdna Zivotu v rtiznych prostfedich. Jeji hojny
vyskyt mtize byt odivodnén tim, Ze bakterie je schopna vytvaret vysoce
rezistentni endospory, které se mohou jednoduse dostavat do vzduchu. Spory
mohou vzduchem migrovat na velmi dlouhé vzdalenosti. Na mistech, kam se
dostanou vSak nemusi nikdy dojit k jejich germinaci. Proto, pokud je B. subtilis
izolovan z urcitého vzorku, nemusi to nutné znamenat, Zze na tomto misté
opravdu rostl. Stale tedy neni naprosto jasné, ve kterych prostredich tato bakterie
opravdu roste. Pomoci fluorescenéni mikroskopie, kterd vyuziva specidlné

znacenych protilatek, miZeme vsak rozlisit vegetativni formu bakterie od spory.
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Tato metoda byla vyuZita a bylo zjisténo, Ze v ptidé se B. subtilis vyskytuje ve
formé vegetativni, a to prevazné pokud je zde zdroven pfitomen organicky
materidl podléhajici rozkladu. Tato skutecnost by mohla naznacovat, Ze je

bakterie saprofyticka [20].

3.4 Mikroorganismy v piadnim prostredi

V ptdé mohou zit bakterie, viry, kvasinky, plisné ¢i makroskopické
organismy. Soubor vyjmenovanych a dalSich organismt Zzijicich v pudé je
nazyvan jako edafobiont. Pojem zahrnuje veskeré organismy, které Zziji v ptdé.
Pida jako celek je kombinaci neZivych a Zivych sloZek, vznikd na zakladé

ptdotvornych faktorti a je tvofena fazi plynnou, kapalnou a pevnou [21].

Zhruba v hloubce 15 cm pod povrchem se vyskytuje tzv. orniéni vrstva,
ktera je nejvic mikrobiologicky aktivni. S rostouci hloubkou od orni¢ni vrstvy
klesa pocet i aktivita mikroorganismti. Soubor vSech organismu, které ziji v padé
se souhrnné oznacuje jako edafon, ktery miizeme dale délit na fytoedafon
a zooedafon. Fytoedafon zahrnuje rostlinné organismy (bakterie, plisn€, houby,
sinice, rozsivky a zelené fasy) zijici v ptidé, ale nezahrnuje rostliny v ptidé pouze
kofenici. Zooedafon zahrnuje veskeré zivocichy zijici v ptidé, tedy jak zivocichy
mikroskopické, tak makroskopické [21]. Hlavni slozku edafonu tvofi
mikroorganismy, kterych je v ptidé obrovské mnozstvi, je vSak velmi tézké
konkrétné urdit jejich pocet ¢i prostudovat jejich jednotlivé funkce, jelikoz mnohé
jsou nekultivovatelné. I pfesto, Ze valnd vétsina ptidnich mikroorganism je

zatim neprobddand, mtZzeme souhrnné urcit jejich vlastnosti:

e schopnost prezit a adaptovat se extrémnim podminkam;
e schopnost udrzet si Zivotaschopnost az miliony let;

e schopnost rozlozit jakoukoli organickou latku;

e schopnost podilet se na rozkladu organickych polymert;
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e schopnost transformovat organickou hmotu i biogenni prvky;
e schopnost fixovat atmosférické prvky a akumulovat je v

biomase [22].

Schopnost rozlozit jakoukoli organickou latku maji pfevazné bakterie,
které tvori nedilnou soucast edafonu. Pocet bakterii v1 g ptidy dosahuje 10° az
10° a tvori tak dominantni ¢ast ptidnich mikroorganismiu. Celkovy pocet je vSak
vzdy nutné udavat spolu s obsahem vody v pudé, jelikoZ je na tomto parametru
zavisly. Existuji odhady, které predpoklddaji, ze pokud by vymizely veskeré
pldni mikroorganismy, Zivot na Zemi by pfestal existovat do 30 let od dané
chvile. Pidni bakterie maji schopnost rozloZit pfirozené makromolekuly, ale také
xenobiotické slouceniny. Na rozkladu odumfelé biomasy se pudni bakterie
podili zejména s pudnimi houbami, ale i s dalSimi sloZkami edafonu. Velmi
dtlezitou vlastnosti ptidnich bakterii je produkce bioaktivnich latek, zejména
latek, které se v lékafstvi vyuZivaji jako antibiotickd léciva pfi bakteridlnich
infekcich. Nejvyznamnéjsim zdstupcem je v tomto pfipadé rod Streptomyces,
ktery patfi do kmenu Aktinobakterii. Streptomycety maji velmi rozvinuty
sekundarni metabolismus a tato skupina byla nejvice proslavena diky prvnimu
ucinnému antibiotiku pouzivaném v 1é¢bé tuberkuldzy — streptomycinu. Nejsou

vSak producenty pouze streptomycinu, ale také celé fady dalSich

antibiotik [21; 22].

Dalsi béZné se vyskytujici bakterie v ptidé patii do rodt Agrobacterium,
Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Flavobacterium, Nocardia, Pseudomonas,
Streptomyces, Clostridium a Desulfovibrio, které dohromady s mnoha dalsimi tvofi
bakteriocendzu, tedy ptidni spolecenstvo bakterii. Nelze vSsak opomenout houby
jako soucast ptudni biomasy, mezi nejvyznamnéjsi a zaroven nejhojnéji

zastoupené zastupce patti plisné rodu Aspergillus a Penicillium [21].
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Vybrani zastupci bakteriocenozy:

e Bacillus licheniformis

Bacillus licheniformis je grampozitivni bakterie produkujici endospory.
Jedna se o saprofyticky organismus Zijici v ptidé a na rostlinach. Taxonomicky je
B. licheniformis velmi podobny Bacillus subtilis. Bakterie rodu Bacillus jsou z valné
vétsiny aerobni, B. licheniformis je vSak fakultativné anaerobni. Diky svym
extracelularnim produktiim, které nachazeji komercéni vyuziti, je bakterie velmi
zajimava. Vyuziva se kupfikladu k vyrobé enzymd, antibiotik a aminopeptidaz.
Dale mohou byt pomoci B. licheniformis pramyslové vyrabény protedzy, jako
a-amylaza, penicillindza, B-mandza ¢i cycloglukosyltransferaza. Protedzy obecné
jsou vyuzivany ve vyrobé detergenti a amyldzy pfi hydrolyze Skrobu, pfi
odslichtovani textilii nebo prfi dimenzovani papiru. Urcité kmeny této bakterie
jsou vyuzivany také kvyrobé peptidovych antibiotik nebo specidlnich
chemikalii. Genom bakterie byl opakované analyzovan, aby byla zhodnocena
dtleZitost jejiho biotechnologického pfinosu. V prabéhu let bylo osekvenovano
velké mnozstvi rtiznych kment B. licheniformis, aby byla zjisténa skutecna $ite
prumyslového potencidlu tohoto organismu. Sekvenovani kmene B. licheniformis
izolovaného zlidské stolice odhalilo pfitomnost genti stresové reakce, gent
determinujicich rezistenci na antibiotika nebo genti rezistence na toxické

slouceniny, které maji vyznamnou biotechnologickou hodnotu [23].

e Aktinomycety

Aktinomycety tvofi heterogenni skupinu grampozitivnich bakterii, jejichz
DNA vykazuje velké mnozstvi part guanin-cytosin. Kromé ptdy se vyskytuji

také ve vodnich ekosystémech [24].
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Aktinomycety mohou pfipominat houby, zejména kvuli tomu, Ze jsou
schopné tvorit mycelium a rozmnoZovat se sporami. Stavba jejich buriky je vsak
prokaryoticka. Jak jiz bylo zminéno, jedna se o bakterie hojné rozsifené, z nichz
nekteré vykazuji patogenni plisobeni na lidsky organismus, ¢i také na zvirata
nebo rostliny. Jejich diileZitou ulohou v ptidé je rozklad organickych latek. Do
skupiny aktinomycet fadime celedi Actinomycetaceae, Actinoplanaceae,

Dermatophilaceae, Mycobacteriaceae a Streptomycetaceae [25].

e Brevibacillus laterosporus

Bakterie rodu Brevibacillus byly dfive fazeny do rodu Bacillus, ale na
zakladé odlisnych fysiologickych a biochemickych vlastnosti byl vyclenén
samostatny rod Brevibacillus. Bakterie tohoto rodu jsou kratké rovné pohyblivé
tycky, které jsou grampozitivni, ale mohou byt také gramvariabilni. Vétsina
bakterii tohoto rodu je aerobni a vyskytuji se samostatné, v paru nebo sefazeny
v kratkych fetizcich. Jednd se o sporulujici bakterie, jejichz spory jsou ovalné
a ztlustuji tim matetkou bunku. Do rodu Brevibacillus patfi 14 druhti. Jednotlivé
druhy byly vétsinou izolovany z ptidy, vody a z potravin. Ojedinéle byly

izolovany z lidského biologického materialu [26].

Brevibacillus laterosporus byl izolovan z mnohych materialti, jako zejména
z pudy, z drahokamti, z morské vody, z tél hmyzu, z listd, ale také z mléka, syru
¢i zmedu. Jeho vyskyt je tedy hojny. Bakterie je patogenni pro bezobratlé
zivocichy, zejména pro hmyz, hlisty a pro mékky3e, ale také pro patogeny rostlin,
proto je vyuzivana jako biopesticid. Dale je vyuzivana také v lékarstvi, jelikoz

bylo zjisténo, Ze je schopna produkovat néktera vyznamna antibiotika [27].
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e Brevibacillus brevis

Brevibacillus brevis je aerobni, sporulujici, grampozitivni bakterie, ktera se
vyskytuje napfic Zivotnim prostfedi, prevazné v pudé. Bakterie rodu
Brevibacillus jsou zndmé produkci antimikrobialnich peptidt a Brevibacillus brevis
konkrétné produkuje gramicidin. Bakterie je vyuZivana velmi hojné
v zemédélském pramyslu pro fermentaci potravin. Jak jiz bylo feceno, bakterie
tohoto rodu jsou patogenni jen ojedinéle, pfesto byly popsany pripady, kdy byly
ptivodci onemocnéni u imunokompromitovanych jedinct, u intravenoznich
narkomanti, u obéti popalenin, u pacienti na dialyze ¢ u pacientlt po
ortopedickych nebo neurochirurgickych zakrocich. Je znam piipad, kdy
konkrétné Brevibacillus brevis byl ptivodcem bakteridlni peritonitidy u pacienta

s hepatoceluldrnim karcinomem ¢i ptivodcem bakteridlni tracheitidy u pacienta

prijatého na jednotku intenzivni péce [28].

3.5 Mikroorganismy vyskytujici se v prachu

Prach je tvofen smési riizné velkych pevnych ¢astic. Tyto ¢astice miZzeme
délit na slozku organickou a slozku anorganickou. Mezi hlavni soucasti
organickeé slozky prachu patfi bakterie a metabolity roztoct, které jsou mimo jiné
zodpovédné za hypersenzitivni reakce imunitniho systému v podobé alergii.
Jednotlivych éastic podilejicich se na tvorbé prachu je velké mnozstvi a z hlediska
prachové mikrobioty mtizeme pozorovat rozdily mezi prachem vnitinich prostor
a prachem vyskytujicim se ve venkovnim prostfedi. V interiéru automobilu
miize byt jak prach typicky pro venkovni prostfedi, tak prach typicky pro
prostory vnitini [29; 30; 31].

Vétsina  prachové mikrobioty vnitfnich prostor je tvorena
mikroorganismy, které se bézné vyskytuji ve vzduchu, v pidé, v organismu
clovéka nebo zvirat a na povrchu rostlin. Konkrétni sloZzeni vSak vzdy zalezi na
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charakteru vnitfniho prostoru. Mohou napfiklad existovat rozdily mezi
prachovou mikrobiotou rodinnych domt a interiérem automobilti. Témér
60 % prachové mikrobioty tvofi houby rodt: Alternaria, Aspergillus, Cladosporium,
Fusarium, Mucor a Penicillium. Bakterie tvofi 1-25 % prachové mikrobioty.
V prachu vnitfnich prostor dominuji grampozitivni bakterie, které jsou tzce
spjaty slidskou mikrobiotou, zejména rody Streptococcus, Staphylococcus,
Corynebacterium, Lactobacillus a Micrococcus. V prachu vnéjsiho prostredi se
vyskytuji bakterie rodt Acidovorax a Brevundimonas, které jsou soucasti vodni
a pudni mikrobioty. Vyznamnou soucasti mikrobioty prachu jsou samoziejmé

také sporulujici bakterie rodu Bacillus [30; 31; 32].

3.6 Obecné fungovani automobilové kabinové klimatizace

Automobilova kabinova klimatizace se sklada =z kompresoru,
kondenzatoru, vyparniku, chladiva, expanzniho ventiluy, filtru a elektronického
ovladaciho systému. Chlad vychdzejici z klimatiza¢niho systému vSak neni
pfimo vyrdbén klimatizaénim systémem, jelikoZ k ochlazovani dochézi
prenosem tepla z ochlazované latky na latku chladici. Chladici latka na zakladé
dané teploty a tlaku pfechdzi mezi kapalnou a plynnou fazi a tento prechod je
doprovazen uvolnovanim velkého mnozstvi tepla. Za atmosférického tlaku se
chladici latka vyskytuje ve fazi plynné. Do celého obéhu je nutno dodévat praci,
jelikoz pracuje na zakladé obraceného Carnotova cyklu, pfi kterém nasledné

dochazi k pfeméné dodané prace na teplo [33].

Kompresor zajistuje proudéni chladiva v okruhu. Béhem adiabatické
komprese dochazi ke zmenSovani objemu chladici latky a k jejimu zahfati na
zhruba 65 °C. Pfi kompresi izotermické naopak probiha zvyseni objemu chladici
latky, ktera prechdzi do stavu kapalného a jeji teplota se snizuje zhruba o 10 °C.
Kompresor nesmi nasat chladivo v kapalné fazi, pfed ¢imZz je chranén

akumuldtorem, ktery zajiStuje odstraniovani vlhkosti z chladiva a jeho filtraci.
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Chladici medium se nésledné dostava do expanzniho ventilu, kde dochézi ke
sniZzeni jeho objemu a teplota klesa az k -7 °C, zde se chladici latka nachazi ve
stavu nasycené pary. Z expanzniho ventilu pfechdzi medium do vyparniku, kde
se vypafuje a pfijima teplo z okolniho vzduchu, ¢imz ho ochlazuje. Ve vyparniku
medium prechdzi do stavu pfehfaté pary a jeho teplota se zvySuje na 1 °C.
Z vyparniku se chladivo pfesouva zpét do kompresoru a cyklus se miize
opakovat. Vyparnik je zadroven umistén v topném a ventilaénim systému vozu,

které zajistuji rozvadéni vzduchu do interiéru vozu [33; 34].

Na celém dé&ji se podili také kondenzator, ktery v klimatiza¢nim okruhu
zprostiedkovava pfenos tepla mezi chladivem a okolnim prostfedim. Soucasti
kondenzatoru jsou dva ventilatory, které zajistuji rychlé proudéni vzduchu skrz

kondenzator [34].

3.7 Vzduchoveé filtry = v automobilovych kabinovych
klimatizacich

Dle normy CSN EN 779 z roku 2012 jsou vzduchové filtry déleny dle t¥id
filtrace, kdy tfidy filtrace G1-G4 se vyuzivaji u filtri na hruby prach, tfida filtrace
M5-M6 nachdzi vyuziti u filtrt na stfedné hruby prach a tfida filtrace
F7-F9 je vyuzita pro skupinu filtrti na prach jemny. Naroky na vzduchové filtry
jsou dale popsany v normé CSN EN 1822-1 z roku 2010 a jsou opét dle t¥dy
filtrace rozdéleny na filtry EPA, HEPA a ULPA [35].

Kvalita a usporddani vzduchovych filtr@i hraji hlavni roli v udrzovani
Cistoty vzduchu. Jak jiz bylo naznaceno, existuje pomérné velké mnozstvi
dostupnych vzduchovych filtrii, které jsou vhodné pro filtraci ¢astic. Filtry
mtzeme délit na zdkladé mechanismu filtrace také na elektrostatické
a mechanické. Mechanické filtry mohou obsahovat aktivni uhli, které se vyuziva

pro odstranéni pachd, vyparu a t€kavych organickych sloucenin [36].
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Oznaceni filtr je nékdy vyuZivano nespravné, napiiklad co se tyce
plynovych ¢i vzduchovych ¢isticich pfistrojii. Toto oznaceni by spravné mélo byt
vyuzivano pro porovitou hmotu, pfes kterou prochazi plyn a dochdzi na ni
k separaci pritomnych castic. Struktura filtru disponuje pomérné velkou
porovitosti, aby mohl snadno prochazet nosny plyn. Prostor mezi jednotlivymi
vlakny, kterd tvori filtr, je vétSi nez jednotlivé castice, které ma filtr
shromazdovat. Jednoduché filtry vsak mohou fungovat na principu prosévani,
kdy jsou mezi jednotlivymi vldkny velmi malé prostory a v téchto prostorach
dochdzi k zachytu jednotlivych castic a znemoznéni jejich priichodu filtrem.

Primarnimi mechanismy filtrace jsou setrvacnost, diftize a intercepce. DtileZitym

vvvvvv

v/

vlastnosti aerosoluy, jelikoz ¢im mensi jsou ¢astice, tim stabilngjsi je aerosol. Cim
stabilnéjsi aerosol je, tim narocnéjsi je oddé€lit castice z plynné faze, ve které jsou
suspendovany. Velmi ¢asto se urcuje pramér ¢astic, jakoZto dynamicky parametr
urcujici jejich velikost. Je dopocitan dle vzorce a oznac¢ovan jako aerodynamicky

ekvivalentni pramér [37].

Jak jiz bylo uvedeno, hlavnimi mechanismy vyuzivanymi béhem filtrace
jsou setrvacnost, diftize a intercepce. Graficky jsou tyto mechanismy zndzornény
na obrazku 1, ktery také zobrazuje proudici vzduch kolem dané Ccastice.
(V?éstice, ktera se dostane do oblasti proudéni vzduchu kolem vldkna filtru, musi
nasledovat zakfivenou trajektorii proudiciho vzduchu, pokud se chce dostat dale
pres vldkno. Jakmile castice ziskaji dostatecnou setrvacnost, diky své vyssi
hybnosti, ktera je relativni vii¢i molekuldm nosného plynu, jsou schopny odolat
zakfiveni zptisobenému proudicim vzduchem a pfijdou do kontaktu s vladknem.
V tomto piipadé se tedy jedna o zachyceni ¢astice setrvacnosti. Popsany efekt je
tim vyssi, ¢im vyssi je aerodynamicky ekvivalentni priimeér a ¢im vyssi je rychlost
vzduchu, ktery proudi kolem vlakna. Pokud jsou ¢astice naopak prilis malé, maji

tendenci opisovat zakfivenou trajektorii proudiciho vzduchu, coz znamena, ze
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maji mensi setrvacnost. V takovém pripadeé se vSak castice pohybuji Brownovym
pohybem, coz je ndhodny pohyb mikroskopickych ¢astic. Proto, pokud proud
vzduchu prochazi velmi blizko kolem povrchu vlakna, nékteré ndhodné pohyby
okolo proudu vzduchu mohou zapficinit, Ze se ¢astice dostanou do kontaktu
s povrchem vldkna a budou zde adherovat pomoci Van der Waalsovych sil.
V takovém piipadé se bude jednat o filtraci diftizi. Cim mensi ¢astice budou, tim
silngjsi bude Browntiv pohyb a tim efektivnéjsi bude filtrace difazi. K filtraci
intercepci dochdazi, pokud se castice pohybuje v proudu vzduchu, ktery proudi
kolem vldkna v rddiusu jedné castice — tehdy dojde ke kontaktu ¢astice s vlaknem
a k adhezi. Intercepce je lepsi, pokud se priimér vldkna blizi geometrickému
prumeéru dané castice. Intercepce tedy neni zavisld na rychlosti proudiciho

vzduchu [37; 38].
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Particle Flow
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. . Particle
Diffusion B
O Flow

Media Fiber

Particle

Interception
Flow

Media Fiber

Media Fiber
Particle

Sieving

Flow

Media Fiber
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Obrizek 1: Jednotlivé mechanismy filtrace — filtrace setrvacnosti, difiizi, intercepci
a prosévdnim [38].
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3.7.1 HEPA filtry

HEPA, neboli ,high efficiency particulate air filter”, filtr byl vyvinut ve
vojenském prostfedi na pocatku ctyficatych let dvacdtého stoleti za tcelem
ochrany pred radioaktivnimi ¢asticemi. HEPA filtry byly nasledné predstaveny
Siroké vefejnosti a zacaly byt komeréné vyuzivany jako ochrana pted viry,
bakteriemi, mikroskopickymi houbami, prachem a koufem. HEPA filtry jsou
déleny dle stoupajici icinnosti na tfidy H10-H17. Struktura i funkce HEPA filtr(i
se lisi od filtrh membranovych, které zachytdvaji ¢astice o konkrétni velikosti,
zatimco ostatni castice filtrem prochdzeji. HEPA filtry jsou tvofeny ndhodné

uspofadanymi sklenénymi vlakny o priméru 0,5-2,0 um [39].

HEPA filtry reguluji pocet castic dostavajicich se do ¢istého prostfedi a
funguji na zadkladé kombinace tfi velmi dtilezitych aspektti. Zaprvé, na povrchu
muZe byt jeden nebo vice vnéjsich filtrti, které funguji na zakladé prosévani, coz
je jeden ze zdkladnich mechanism1 filtrace, ktery byl vySe popsan. Tyto vnéjsi
filtry zachytavaji vétsi ¢astice, jako Spinu, prach ¢i vlasy. Uvnitf filtr(h je Gitvar ve
tvaru harmoniky, ktery je tvofen hustou siti vldken a zachycuje ¢astice o mensich
velikostech. Popsané filtry jsou navrzeny tak, aby vyfiltrovaly 90 % castic
vyskytujicich se ve filtrovaném vzduchu. Vnitini ¢ast filtru poté vyuziva jiz
popsané tfi zdkladni mechanismy pro zachyceni ¢astic — difuzi, setrvacnost
a intercepci. Pfi vysokych rychlostech vzduchu nékteré ¢astice narazeji pfimo do
vladken (intercepce), zatimco jiné mohou byt strhdvany na vldkna pfimo
proudicim vzduchem (setrvacnost). Pfi nizsich rychlostech vzduchu se ¢astice
pohybuji Brownovym pohybem a ndhodné narazeji do jednotlivych vldken
(difaze). Vyuziti vSech zdkladnich mechanismt filtrace dohromady umoznuje

HEPA filtram vychytdvat jak mensi, tak i vétsi ¢astice, nez je konkrétni cilova

velikost [40].
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Obrazek 2: Struktura HEPA filtru a ilustrace zachyceni Cdstic intercepci, setrvacnosti

a difiizi [41].

HEPA filtry jsou schopné filtrovat castice o velikosti 0,3 pm

minimalné s 99,97% ucinnosti. To znamena, Ze filtr je schopen zachytavat castice

vétsi nez 0,3 um s vice nez 99,97% ucinnosti. Znamena to také, ze ii¢innost filtrace

je vyssi pro castice mensi nez 0,3 pm — ¢im mensi ¢astice je, tim efektivnéjsi je

HEPA filtr [42].

Fractional collection efficiency

Obrazek 3: Zdvislost 1i¢innosti filtru na prioméru Castice a ilustrace konkrétnich
mechanismii filtrace [41].
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4 METODIKA

4.1 Aseptické laboratorni techniky

Mikroorganismy jsou vSude kolem nas — ve vzduchu, v padé, v prachu,
ve vodé, osidluji lidsky organismus a jsou pfitomné také na povrSich bézné
uzivanych pfedmét a na laboratornich pomitckach. Pfitomnost mikrobti na
zminénych mistech mtiZe byt zdrojem kontaminace pfi praci v laboratofi. Riziko
kontaminace mikroorganismy musi byt béhem laboratorni prace sniZeno na
minimum, a to kvtli tomu, aby bylo dosazeno co nejpresnéjsiho vysledku. Pro
zajisténi aseptickych podminek prace je dulezitou podminkou pfiprava
sterilniho pracovniho mista. Béhem prace musi byt zajiSténo, Ze jiz sterilni
predméty nebudou pfichdzet do kontaktu s pfedméty nesterilnimi. Existuje
mnoho technik pro zajisténi aseptického prostfedi — desinfekce pracovnich ploch
a desinfekce a sterilizace wuzivanych pfedmétt ¢ uzivani pomtcek
jednordzovych, sterilné balenych, dale vyuziti germicidni slozky UV zafeni
a prace v lamindrnim boxu. Rovnéz by mélo byt zamezeno pfiliSnému dychani

na pracovni a zkoumany material [43; 44; 45].

4.1.1 Laminarni box

Lamindrni box poskytuje aseptické podminky pfi praci v mikrobiologické
laboratofi. Dle tfid se déli na tfidu I, II a III. Lamindrni box zajistuje ochranu
pracovniho prostfedi pfed prachem a dal$imi kontaminanty, které mohou byt ve
vzduchu pfitomné a mohly by ovlivnit vysledek mikrobiologického vysetteni.
Pracovni prostfedi je chrdnéno neustalym proudénim vzduchu, ktery je filtrovan
HEPA filtrem. Vzduch mtiZe v laminarnim boxu proudit jak horizontalné, tak
vertikalné. Horizontalni proudéni poskytuje znacnou ochranu dané kultury,
zatimco proudéni vertikdlni poskytuje ochranu jak pro kulturu, tak pro

obsluhujici personal [46].
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4.2 Odbér vzorkt — metoda s pouzitim stérovych tamponi

Obecné je pti odbéru vzorkii nutné zvolit takovy zpusob, ktery vede
k vyssi pravdépodobnosti zachytu mikroorganismi. Aby bylo moZzné sledovat
vyvoj vysledki, je nutné zachovat jeden vzorkovaci postup v pribéhu testovani
danych materialt. Odbér vzorku souvisi také se vzorkovanou plochou, ktera by
méla byt, pokud mozno co nejvétsi. Cim vétsi vzorkovaci plocha bude, tim bude

vyssi pravdépodobnost zachytu mikroorganismu [47].

Norma ISO 18593 udava, zZe se pfi odbéru vzorkii pro mikrobiologickou
analyzu muze vyuzivat sterilnich stérovych tampont. Jedna se o tycinky se
syntetickym materidlem ¢i s vatou na jednom zjejich konct. Sterilni stérovy
tampon musi byt uzavien ve zkumavce ¢i ve sterilnim obalu. Stérové tampony
se diky svému tvaru vyuzivaji nejcastéji pfi odbéru vzorki ze Spatné ptistupnych
mist. Tato technika je proto velmi vhodnd pfi odbéru vzorkt ze vzduchovych
filtrdi, jejichZ stavba pfipomind harmoniku. Pro spravnou kvantifikaci by méla
byt pfiblizné znama plocha odbéru. Béhem odbéru mohou byt pouzity jak

tampony vlhcené, tak tampony suché [47].

Pfi pouziti suchého stérového tamponu se tampon pouze vyjme ze
sterilniho obalu ¢i ze zkumavky. Vynaty tampon se pfilozi na vySetfovanou
plochu a stiranim vymezené plochy je odebran vzorek. Béhem stirani je nutné
stérovy tampon jemné otacet za pomoci palce a ukazovacku. Pfi vzorkovani
ploch rovnych je nutno stirat jak vertikdln€, tak horizontdlné. Pfi vzorkovani
z tézko pfistupnych ploch je stirani provadéno dle dostupnych moZnosti.
Stérovy tampon je nasledné uloZzen zpét do zkumavky, kterd musi zstat
uzaviena, dokud nepokracuje testovani. Doba mezi vzorkovanim a naslednym

testovanim by vSak méla byt co moznd nejkratsi [47].
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Pfi vyuziti techniky vzorkovani pomoci stérovych tampont je mozné

vysledky kvantitativné vyjadrit ze vzorce:

N-F 1)

N — pocet kolonie formujicich jednotek (CFU) v 1 ml fediciho roztoku
F — objem fediciho roztoku ve zkumavce v ml

A —vzorkovany povrch v cm?[47]

4.3 Kultivace pritomnych agens

Kultivace patfi mezi pfimé metody priikazu bakterii a tvori zdkladni
kdmen mikrobiologické diagnostiky. Pro spravnou kultivaci je vSak nutné vybrat
vhodné kultivaéni médium, které je nutné spravné naockovat. Behem kultivace
je diilezité mikroorganismtim zajistit idedlni podminky pro pomnoZeni. Mezi
tyto podminky patfi — zajisténi dostatku vody, zdroju energie, optimalni teplota
a pH, ochrana pfed zafenim a sterilita. Sterilita je rozuména jako nepfitomnost
jinych mikroorganismt na zivnych ptidach, nebof jejich pfitomnost by mohla
zpomalit ¢i uplné zastavit rist hledanych mikroorganismt. Veskeré kultivacni
pudy musi proto byt pripravovany za aseptickych podminek. Vsechny
vyjmenované podminky jsou splnény pfi kultivaci mikroorganismti na

kultivacnich ptidach, které inkubujeme v termostatu [48].

4.3.1 Kultivacni pady

Kultivaéni ptidy jsou déleny na zakladé sloZeni, konzistence a ticelu. Dle
slozeni délime ptdy na pfirozené a syntetické. Zaklad pfirozenych ptid tvori
zivny bujon. Bujon neni chemicky definovan, ¢imz se lisi od ptid syntetickych,
jejichz slozeni je chemicky pfesné definovano. Dle konzistence jsou rozeznavany
pudy tekuté a pevné. Piidy pevné jsou tvoreny ztuzenim nejcastéji bujonového
zakladu za pfidani 1-2 % ¢ maximalné 5 % agaru. Dale dle ucelu jsou
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rozeznavany pudy zakladni, obohacené, diagnostické, selektivni a selektivné
diagnostické. Pro tucely bakaldfské prace byly vyuzivany pudy pevné
a prirozené. Co se tyce ucelu, byly vyuzivany pitidy obohacené (krevni agar),
selektivné diagnostické (Endova ptda) a piidy k antibiotickym zkouSkam
(Mueller-Hinton agar). Pevné plidy umoznuji péstovani izolovanych
bakteridlnich kolonii, které jsou tvofeny mnoZstvim bakteridlnich bunék
a mohou vznikat i pouze z jedné pfitomné bakterie. Naslednym rozockovanim,
za pouziti sterilni klicky, je mozné ziskat cisté izolované kolonie dané bakterie.
Kolonie konkrétnich bakterii se na jednotlivych ptidach od sebe vzajemné lisi a je
u nich sledovano deset zdkladnich znakii, mezi které patii naptiklad velikost,

tvar, okraje ¢i barva. Tyto odliSnosti usnadnuji diagnostiku danych bakterii [48].

e Krevni agar

Krevni agar je nejpouzivanéjsi ptidou v mikrobiologii. Jednd se o ptidu
obohacenou, coZ v tomto pfipadé znamena, ze k agarovému zakladu je priddno
zhruba 5-7 % defibrinované ov¢i krve. Agarovy zaklad je mozné dale obohacovat
riznymi pfimésemi, dle naroki kultivovanych bakterii. Na krevnim agaru roste
valna vétsina bakterii a jeho vyhodou je moZnost sledovat hemolytické vlastnosti

kultivovanych bakterii [48].

¢ Endova ptiida

Endova ptida patfi mezi pudy selektivné diagnostické. Jeji selektivita
spocivd vtom, Ze na ni rostou pouze gramnegativni tycinky, zejména
enterobakterie. Selektivita je zajisténa bazickym fuchsinem, ktery inhibuje rast
ostatnich bakterii. Jako diagnostickd se Endova ptda povazuje zejména diky
pritomnosti laktosy. Jakmile bakterie pfitomnou laktosu S$tépi, rostou

v intenzivné cervenych koloniich [48].
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e Mueller-Hinton agar

Mueller-Hinton agar je v klinické mikrobiologii spolecné s krevnim
agarem a Endovou plidou nejcastéji pouzivanym agarem. VyuZziva se zejména
pri zjistovani citlivosti ¢i rezistence k antibiotikiim. Od zdkladniho Zivného
agaru ho odliSuje absence peptonu a skrobu. MH agar muZe byt pro nékteré

ucely i obohacen krvi [48].

4.3.2 Termostat

Klinicky vyznamné lidské patogeny je vhodné kultivovat pri 36+1 °C.
UdrzZeni této teploty umozZnuji termostaty, které jsou nedilnou soucasti procesu
kultivace bakterii. Definovana teplota je udrZzovana diky elektrickému vyhfivani.
V termostatu je nutno udrzovat vlhké prostfedi, aby nedochazelo k vysychani

kultivaénich puad [48].

4.3.3 Anaerobni kultivace a anaerostat

K anaerobni kultivaci se vyuziva uzaviratelny anaerostat, do kterého se
vklada generator plynd, napfiklad komercéné bézné dostupny Anaerocult® C od
firmy Merck. Ukolem generatoru plynii je zajistit anaerobni atmosféru, tedy
atmosféru bohatou na oxid uhli¢ity. V anaerostatu by mélo byt za pritomnosti
Anaerocult® C dosazeno pfitomnosti zhruba 8-10 % oxidu uhliéitého a 5-7 %
kysliku. Anaerocult® C musi byt nejprve navlhcen presné 6 ml vody. Pridani
vody zajisti vazbu pfitomného kysliku na Zelezity prasek, zaroven dochazi ke
vzniku oxidu uhli¢itého ze smési pfitomného uhli¢itanu sodného a kyseliny
vinné ¢i citronové. Takto navlhéeny generator plynt musi byt ndsledné velmi
rychle vlozen do anaerostatu, ktery je poté okamzité uzavien a vlozen do

termostatu [48; 49].

35



Obrizek 4: Origindlni baleni a generdtor plynii Anaerocult® C od firmy Merck (Natdlie
Klusova, 2021).

V) 1 L

Obrazek 5: Uzavieny anaerostat s piidami a s vloZenym generdtorem plynii
Anaerocult® C (Natdlie Klusovd 2021).

4.4 Gramovo barveni
Pomoci Gramova barveni jsou o bakteriich ziskdvany zakladni informace
jako je velikost ¢i tvar, hlavnim dtvodem vyuziti barveni dle Grama je vSak

rozliSeni bakterii grampozitivnich a gramnegativnich. Ne vzdy je mozné rozlisit

bakterie pouze na grampozitini a gramnegativni, jelikoz existuji také bakterie
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gramlabilni, nebarvitelné dle Grama (acidorezistetni tycinky) ¢i bakterie dle

Grama Spatné barvitelné (Treponema pallidum) [48].

Gramovo barveni odrazi mnohé vlastnosti barvenych bakterii, jako je
morfologie, velikost ¢i tvar. Zakladnim rozdilem mezi bakteriemi
grampozitivnimi a gramnegativnimi je stavba bakterialni stény. Béhem barveni
se v prvnim kroku vyuziva krystalova violet a nasledné je pfidan Lugolav
roztok. Tyto dvé latky spolu vytvarii v bakteridlni sténé fialové zbarveny
komplex. V nésledujicim kroku je pouzit aceton, ktery u gramnegativnich
bakterii prostupuje bakteridlni sténou a zplsobuje vyplaveni fialového
komplexu z bakteridlni stény. U bakterii grampozitivnich k tomuto naopak
nedochazi. Poslednim krokem Gramova barveni je pfidani karbolfuchsinu, ktery
je razové zbarven. U gramnegativnich bakterii pronikd bakteridlni sténou
a nahrazuje vyplaveny fialovy komplex. Z popisu vyplyvda, Ze pfi nasledné
mikroskopii by mély byt gramnegativni bakterie obarveny na rtizovo, zatimco
bakterie grampozitivni budou obarveny na fialovo. Pfed samotnym barvenim
nejprve musime sterilni klickou odebrat cast bakteridlni kolonie, kterou
resuspendujeme na podloznim sklicku v kapce fyzilogického roztoku, ¢imz
vytvofime homogenni suspenzi. Po zaschnuti je preparat fixovan plamenem

a nasledné je barven [48].

Tabulka 1: Postup Gramouva barveni (Natalie Klusovd, 2021).

Barvivo Cas plisobent [s]
Krystalova violet 60-120
Lugolav roztok 60
Aceton 15
Karbolfuchsin 60
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Obrdzek 6: Ilustrativni fotografie postupu Gramova barveni (Natdlie Klusovd, 2021).

4.5 Imerzni mikroskopie

Preparaty pro imerzni mikroskopii je moZzné prohlizet pod optickym
(svételnym) mikroskopem. Pfiddnim imerzniho oleje je vytvofeno imerzni
prostfedi, které disponuje stejnym indexem lomu jako kryci sklicko.
Paprsky, které pfechazeji do imerzniho prostfedi neméni sviij smér a podileji se

na tvorbé obrazu [50].

4.6 Kvantifikace poctu bakterii

Stanovit pocet bakterii je moZzné metodou pfimou a metodou nepfimou.
Metoda pfima vyuziva mikroskopu a pocet bunék ve vzorku je spocitan bez
predeslé kultivace. Plotnova metoda kultivace je metodou nepfimou. U této
metody dochazi ke kultivaci ¢asti vzorku a dle vzniklych kolonii zjistime pocet
zivotaschopnych bunék — pfedpoklada se, ze kazda zivotaschopna burika vytvofi
jednu kolonii. Vyuzivanou jednotkou je CFU/ml, neboli , colony forming units”.

Jedna se o pocet Zivotaschopnych bunék v 1 ml média ¢i vzorku [50].
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Vzorec pro vypocet CFU/ml:

pocet kolonii

F =
CFU/ml 10* - objem naockovany (2)

L0 e, mira fedéni

Vzorec pro vypocet poctu CFU na plochu filtru (CFU/ml/cm?):

CFU-1ml

2 _
CFU/mlfem” = plocha filtru (3)

4.7 Proteomicka studie, MALDI Biotyper® system

MALDI Biotyper® System (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization)
od firmy Bruker je zaloZen na technologii MALDI TOF, kterd umoZziiuje velmi
citlivou identifikaci fady gramnegativnich a grampozitivnich bakterii ¢i kvasinek
nebo plisni. Technologie MALDI TOEF, neboli ,Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization Time of Fligh”, funguje na principu hmotnostni
spektrometrie. Hmotnostni spektrometrie se vyuziva pro identifikaci neznamych
slozek ve vzorku, ale mtzZe byt také vyuZita pro kvantifikaci vzorki o zndAmém
slozeni. Identifikace touto metodou je zalozena na ionizaci molekul, které jsou

nasledné tfidény na zakladé poméru hmotnost/naboj [51; 52; 53].

Ionizace MALDI je mékka ionizacni technika, kterd umoznuje ionizaci
a vyparovani velkych netékavych biomolekul, jako jsou proteiny. Kazdy
hmotnostni spektrometr MALDI-TOF je tvofen tiemi zdkladnimi jednotkami.
Prvni ¢asti je iontovy zdroj, ktery zajiStuje ionizaci vzorku a pfeménuje ho do
plynné faze. Druhou ¢éasti je hmotnostni analyzator, ktery zajistuje separaci iontti
na zdkladé poméru m/z (hmotnost/naboj). Posledni casti je vyhodnocovaci

zafizeni, na které se dostdvaji malé ionty rychleji nez ionty velké a je detekovan
39



, Time of Flight” (Cas pruletu detektorem), ktery je zavisly na hmostnosi a naboji

jednotlivych ¢astic [52; 53].

MALDI Biotyper® System méfi hojné zastoupené proteiny, které se
nachdzeji ve vSech mikroorganismech. Kidentifikaci jednotlivych
mikroorganismi se vyuziva odlisnosti ve struktufe téchto hojné zastoupenych
proteint. Pfislusnd struktura je porovndna s rozsdhlou knihovnou referenc¢nich

struktur a je uréen konkrétni mikroorganismus [53].

MALDI Biotyper® System je velmi efektivni, jeho obsluha je snadna
a analyza probiha v nékolika malo jednoduchych krocich. Pfed analyzou neni
nutno védét, zda je dany mikroorganismus bakterie, kvasinka ¢i plisen, jelikoz
veskera identifikace probihd na stejném principu. K analyze je potfeba jedna ¢ista
kolonie mikroorganismu a vysledek je zndm béhem nékolika minut, analyza tedy
probihd v redlném case. Software automaticky generuje hmostnosni spektrum,
které je nasledné okamZzité porovnano s referenénimi hodnotami, diky ¢emuz
dochdzi k identifikaci mikroorganismi a vysledek z daného méfeni ma podobu
vykreslenych hmotnostnich spekter a vyjmenovanych mikroorganismiu
s nejvyssi shodou s referenénim materidlem. Pokud se mikroorganismus povede
identifikovat, je u néj uvedena hodnota , Score Value”, ktera musi byt u spolehlivé

analyzy vyssinez 2,0 [53].
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Transfer sample onto the target plate and add matrix

: =
HJ..HIJ. o
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reference library to give identification

Final review and
result validation

Obrazek 7: Ilustrace postupu pti analyjze MALDI Biotyper® system [53].

4.8 Multiplex PCR

PCR, neboli polymerdzova fetézova reakce je metoda molekularni
biologie, kterd umoznuje ziskat konkrétni sekvenci genomové DNA bez nutnosti
jejiho predchoziho klonovani ve vektorech. PCR reakce je zaloZena na replikaci
DNA. Jednd se o enzymovou syntézu novych fetézcli vybranych useki
DNA, kterd je sloZena ze tfi navazujicich a cyklicky se opakujicich krokii.
Enzym, ktery zajistuje syntézu komplementarnich vldken dle templatu, se
nazyva DNA polymerédza. Syntéza prostfednictvim tohoto enzymu probihd ve
sméru 5-3'. Konkrétni tsek, ktery ma byt replikovan je vymezen pomoci dvou
primerti. Pfipojeni primerti pfedchdzi denaturace molekuly DNA, pfi které
vznikaji dvé jednofetézcové molekuly, na které dosedaji primery a poskytuiji

DNA polymeraze pozadovany 5 usek, na jehoz 3 konec DNA polymeraza
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syntetizuje nové vlakno DNA. V reakéni smési je nutna pritomnost nukleotida,
které DNA polymerdza vyuziva pro syntézu komplementarnich fetézcti. BEhem
reakce dochdzi k pomérné velkym zméndm teplot v kratkych casovych
intervalech, proto se vyuZivaji termostabilni DNA polymerazy, mezi které patfi
napiiklad Tag DNA polymerdza. Tato DNA polymerdza je izolovana
z termofilnich mikroorganismt Thermus aquaticus a odolava vysokym teplotam,

které jsou nutné pro denaturaci DNA [54].

Jednotlivé cykly PCR:

e denaturace dvousroubovic DNA (94 °C);

e nasednuti primer(i kjednofetézcovym molekuldm DNA
(30-60 °C);

e syntéza komplementarnich fetézci DNA prostrednictvim DNA

polymerazy (65-75 °C) [54].

Multiplex PCR se od vyse popsané PCR rekce lisi tim, Ze je do reakéni
smési pfidano nékolik part primert. Tyto odlisné primery rozpoznavaji nékolik
rtiznych typl cilovych sekvenci a umoznuji proto soucasnou detekci nékolika

gent1 v jedné reakéni smési [54].

Multiplex PCR miuZe probihat formou tzv. ,real-time PCR”, tato metoda
umoznuje kvantifikaci produktu v redlném case. Real-time PCR probihd ve
specializovaném termocycleru, ktery zajistuje nejen rychlé zmény teplot nutné
pro prubéh reakce, ale také detekci fluorescence béhem reakce, ¢imz je béhem
kazdého cyklu zaznamendvano mnozstvi produktu formou amplifikacni kfivky.
Proto neni nutné po skonceni reakce provadét elektroforézu. Béhem reakce jsou
vyuzivany kratké oligonukleotidy, které na jednom ze svych koncli nesou
tzv. zhdsSec a na druhém fluorescencni sondu. Tyto oligonukleotidy dosedaji na

templatové vlakno DNA. Dokud je zhasSec v blizkosti sondy, neni detekovana
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fluorescence. Jakmile se vSak dostane do blizkosti oligonukleotidu DNA
polymeraza, dochazi k uvolnéni oligonukleotidu a k oddéleni zhasece od sondy
a je detekovana fluorescence. Pro znaceni hybridizac¢nich sond a primert jsou

vyuzivany fluorofory [54].

Pro praci byl vyuzit QIAstat-Dx Analyzer 1.0 a vzorek byl testovan na
Respiracnim panelu QIAstat-Dx Respiratory SARS-CoV-2. Tento panel je
kvalitativnim testem, diky kterému je mozné identifikovat pritomnost virovych
¢i bakteridlnich nukleovych kyselin. Panel umoZniuje praci s prostymi stéry, ale
také s tekutymi alikvoty v pfepravnim mediu. Pfi praci byla zvolena prace

s tekutymi alikvoty, které byly pfipraveny nasledné:

I.  Provedeni stéru vzduchového filtru suchym tamponem.
II.  Ponofeni stérového tamponu do 1 ml fyziologického roztoku.
III.  Protfepani na vysokofrekvencni tfepacce (vortex).

IV.  Pfenos 200 pl tekutého alikvotu do kazety [55].

Obrizek 8: Ilustrace prenosu tekutého alikvotu do kazety [55].

Analyza probihd jako multiplex PCR v redlném case. Respiracni panel

detekuje celkem 22 rtiznych patogenti a vyuziva kazetu QIAstat-Dx Respiratory
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SARS-CoV-2 Panel Cartridge. Jedna se o jednorazové plastové zafizeni, ve
kterém probihaji veskeré kroky piipravy alikvotti a testovani. Veskera cinidla

potfebna pro tplné zpracovani testu jsou obsazena v kazeté.
Analyza probiha automaticky v nasledujicich krocich:

e Interni kontrola je resuspednovana.

e Chemicka ¢i mechanicka lyza bunék.

e Purifikace nukleovych kyselin.

e Smichani lyofilizovanych ¢inidel s purifikovanymi nukleovymi
kyselinami.

e Pfenos danych alikvott eluatu do reakénich komor.

e Analyza multiplex PCR v redlném case v kazdé reakéni komore

[55].

QlAstat-Dx® Respiratory
SARS-CoV-2 Panel
1121182 c €

FAAN 25°C
" — @ 402610322 w/
2 ; & 15° cl

2021-06-25
QIAGEN GmbH, QIAGEN S'msse 1, 40724 Hilden,
GERMANY, Tel: +49-2103-29-0 Product of Spain

=
g

Obrizek 9: Fotografie kazety QIAstat-Dx Respiratory SARS-CoV-2 Panel Cartridge
(Natalie Klusova, 2021).



Tabulka 2: Detekované patogeny respiracnim panelem QIAstat-Dx Respiratory SARS-

CoV-2 (dle [55]).

Patogen

Klasifikace patogenu

Influenza A

Influenza A (subtyp HIN1/2009)

Influenza A (subtyp H1)

Influenza A (subtyp H3)

Influenza B

Orthomyxovirus (RNA)

Coronavirus 229E

Coronavirus HKU1

Coronavirus NL63

Coronavirus OC43

SARS-CoV-2

Coronavirus (RNA)

Parainfluenza virus 1

Parainfluenza virus 2

Parainfluenza virus 3

Parainfluenza virus 4

Respiracni syncytidlni virus

A/B

Lidsky Metapneumovirus A/B

Paramyxovirus (RNA)

Adenovirus Adenovirus (DNA)
Bocavirus Parvovirus (DNA)
Rhinovirus/Enterovirus Picornavirus (RNA)

Mycoplasma pneumoniae

Legionella pneumophilla

Bordetella pertusis

Bakterie (DNA)
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5 VYSLEDKY

V praktické ¢asti prace byly mikrobiologicky vySetfeny vzorky z celkem
21 vzduchovych filtrd, které byly za aseptickych podminek vynaty pfi béznych
pravidelnych udrZzbach osobnich automobilti po jednom roce provozu nebo
ujetych 20 000 km. Z filtrta byly odebrany vzorky, které byly aerobné a anaerobné
kultivovany, barveny dle Grama, mikroskopicky prohlédnuty a vzorky ze dvou
vybranych filtri byly podrobeny proteomické studii. Vzorek z filtru 22 byl také
vySetfen pomoci multiplex PCR. Z vySetfenych 21 filtrit bylo vybrano 6

reprezentativnich zastupcti, kterym se prakticka ¢ast bakalarské prace vénuje.

Vzduchové filtry nemaji jednu predepsanou velikost, ale dle typu
automobilu mohou byt tvarové rtizné, proto je nutné z diivodu kvantifikace

nalezenych mikroorganismt znat plochu jednotlivych filtr.

Tabulka 3: Plochy vybranych filtri.

Filtr ¢islo Vyska (cm) Sika (cm) Plocha (cm?)
1 50 10 500
16 24 19,5 468
17 23 20,5 471,5
19 25 20 500
20 25 20 500
21 25 20 500

5.1 Odbér vzorku a kultivace

Vzorky ze vsech filtrd byly odebirdny suchym stérovym tamponem
polyesterového typu a byl dodrzen postup pro odbér vzorkt dle normy
ISO 18593. Odbér byl proveden vzdy na vstupni i na vystupni strané filtru,
pficemZz byly dodrZeny aseptické podminky préace, kterd vzdy probihala
v lamindrnim boxu. Ndsledné bylo stérovym tamponem vytvoreno inokulum na

kultivacni ptadé a pomoci sterilni klicky doslo k rozoc¢kovani. Prvni kultivace

46



probihala vZdy na krevnim agaru a Mueller-Hinton agaru pro vzorky ze vstupni
i vystupni plochy vzduchového filtru. V prabéhu zkoumani byla vyuzita rovnéz
Endova ptida a Mueller-Hinton ptida s pfimési krve. Kultivace byly provadény
pri 36%1 °C v termostatu po dobu 24-72 hodin. Byla provedena také kultivace
v anaerostatu za pfitomnosti generatoru plynt Anaerocult® C, kultivace vSak

nepotvrdila pfitomnost anaerobnich bakterii.

Kolonie byly nalezeny na krevnim agaru, na Mueller-Hinton agaru a na
Mueller-Hinton agaru s pfimési krve. Byly identifikovany zejména bakterie rodu

Bacillus, které se bézné vyskytuji ve vzduchu, prachu a ptidé.

Obrdzek 10: Bacillus cereus (vlevo), Bacillus subtilis (uprostied), Bacillus licheniformis
(vpravo) (Natdlie Klusovd, 2021).

5.2 Gramovo barveni

Po kultivaci bylo u vybranych kolonii provedeno Gramovo barveni pro
rozliSeni grampozitivnich a gramnegativnich bakterii a pro celkovou identifikaci.
Gramovo barveni bylo provadéno dle tabulky 1 (viz kapitola 4.4)
a byl dodrzen doporuceny postup barveni. Obarvené vzorky byly nasledné
pozorovany pod mikroskopem LABOMED Lx 400 za pouziti imerzniho oleje.
Barveni ziskanych kolonii z vybranych filtrti potvrdilo pfitomnost zejména
bakterii rodu Bacillus, konkrétné druhti Bacillus cereus, Bacillus subtilis a Bacillus

licheniformis. Vypsané druhy jsou bakterie grampozitivni.
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Obrazek 11: Gramovo barveni — Bacillus cereus (vlevo nahote), Bacillus subtilis (vpravo
nahote), Bacillus licheniformis (dole) (Daniela Obitkovd, Natdlie Klusovd, 2021).

5.3 Kvantifikace zachycenych bakterii

Kvantifikace bakterii zachycenych na vystupnich a vstupnich plochach
filtra byla provedena dle normy ISO 18593. Jako vzorkovaci roztok byl pouZit
sterilni fyziologicky roztok o objemu 1 ml. Tento objem byl pouzit z dtivodu
predpokladu malého mnoZstvi mikroorganismii potencidlné pifitomnych na
plose filtru. Pro vypocet byl vyuzit vzorec (1) (viz kapitola 4.2). Ziskané vysledky

jsou vyjadfeny jednotkou CFU/ml/cm?.

Ukézka dosazeni do vzorce (1):

1-1
Ns = =55 = 0,002 CFU/ml/cm?

Hodnota N, ktera je vyjadfena jednotkou CFU/ml byla dopocitana dle

vzorce (2) (viz kapitola 4.6).
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Ukazka dosazeni do vzorce (2):

N

~101-01

=1CFU/ml

Tabulka 4: Pocty konkrétnich bakteridalnich kolonii kultivovanych ze stérii vstupni
a vystupni plochy filtru 11 a dopocitané kvantifikace na plochu filtru.

Ns Ns
CFUv1ml- | (CFU/ml/cm?) Ci[;s‘t’jpi? " | (CFU/ml/cm?)
vstupni strana —vstupni strana —vystupni
strana strana
Bacillus cereus 6 0,012 0 0
Bacillus subtilis 1 0,002 1 0,002
Bacillus 6 0,012 0 0
licheniformis

Tabulka 5: Pocty konkrétnich bakteridlnich kolonii kultivovanych ze stérii vstupni
a vystupni plochy filtru 16 a dopocitané kvantifikace na plochu filtru.

Ns Ns
CFUv1ml-
CFUv1ml- | (CFU/ml/cm?) V}’is":upr:l’ (CFU/ml/cm?)
vstupni strana —vstupni strana —vystupni
strana strana
Bacillus cereus 2 0,004 0 0
Bacillus subtilis 3 0,006 1 0,002
 Bacillus 2 0,004 2 0,004
licheniformis
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Tabulka 6: Pocty konkrétnich bakteridlnich kolonii kultivovanych ze stérii vstupni
a vystupni plochy filtru 17 a dopocitané kvantifikace na plochu filtru.

Ns Ns
CFUv1ml- | (CFU/ml/cm?) Clzlly{s‘t]ulprr?il - (CFU/ml/cm?)
vstupni strana — vstupni strana — vystupni
strana strana
Bacillus cereus 2 0,004 1 0,002
Bacillus subtilis 4 0,008 0 0
 Bacillus - 5 0,011 0 0
licheniformis

Tabulka 7: Pocty konkrétnich bakterialnich kolonii kultivovanych ze stérii vstupni
a vystupni plochy filtru 19 a dopocitané kvantifikace na plochu filtru.

Ns Ns
F 1ml-
CFUvIml- | (CFU/ml/em?) | © V[;S‘t’upﬁ, (CFU/ml/cm?)
vstupni strana — vstupni strana — vystupni

strana strana

Bacillus cereus 11 0,022 1 0,002
Bacillus subtilis 5 0,010 3 0,006
Bacillus 16 0,032 3 0,006

licheniformis

Tabulka 8: Pocty konkrétnich bakteridlnich kolonii kultivovanych ze stéril vstupni
a vystupni plochy filtru 20 a dopoCitané kvantifikace na plochu filtru.

Ns Ns
CFUv1ml- | (CFU/ml/cm?) Clzvlés‘t’:p‘:il " | (CFU/ml/cm?)
vstupni strana — vstupni strana — vystupni
strana strana
Bacillus cereus 3 0,006 1 0,002
Bacillus subtilis 5 0,010 1 0,002
Bacillus 9 0,018 2 0,004
licheniformis
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Tabulka 9: Pocty konkrétnich bakteridlnich kolonii kultivovanych ze stérii vstupni
a vystupni plochy filtru 21 a dopocitané kvantifikace na plochu filtru.

Ns Ns
CFUv1ml- (CFU/ml/cm?) CFUv1ml- (CFU/ml/cm?)
vstupni strana — vstupni vystupni strana | - vystupni
strana strana
Bacillus cereus 0,004 0
Bacillus subtilis 0,008 0

5.4 Vyjadreni ucinnosti jednotlivych filtrii v procentech

Pomoci pfimé iuméry bylo mozné ze ziskanych dat dopoéitat procentudlni

zachyt a priichodnost jednotlivych bakterii na vybranych filtrech. Nasledné bylo

mozné dopocitat celkovy procentudlni zachyt a priichodnost daného filtru

vztaZzeny na pocet vSech kultivovanych bakterialnich kolonii.

Tabulka 10: Dil¢i a celkovy zichyt kultivovanych bakterii na filtru 11.

Zachyt (%) Prtichodnost (%)
Bacillus cereus 100 0
Bacillus subtilis 0 100
Bacillus licheniformis 100 0
Celkem 92,3 77

Tabulka 11: Dilci a celkovy zachyt kultivovanych bakterii na filtru 16.

Zachyt (%) Prtichodnost (%)
Bacillus cereus 100 0
Bacillus subtilis 66,7 33,3
Bacillus licheniformis 0 100
Celkem 571 42,9
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Tabulka 12: Dil¢i a celkovy zdchyt kultivovanych bakterii na filtru 17.

Zachyt (%) Prtichod (%)
Bacillus cereus 50 50
Bacillus subtilis 100 0
Bacillus licheniformis 100 0
Celkem 91,3 8,7

Tabulka 13: Dilci a celkovy zachyt kultivovanych bakterii na filtru 19.

Zachyt (%) Prtichodnost (%)
Bacillus cereus 90,9 91
Bacillus subtilis 40,0 60,0
Bacillus licheniformis 81,2 18,8
Celkem 78,1 21,9

Tabulka 14: Dil¢i a celkovy zdchyt kultivovanych bakterii na filtru 20.

Zachyt (%) Prtichodnost (%)
Bacillus cereus 66,7 33,3
Bacillus subtilis 80,0 20,0
Bacillus licheniformis 77,8 22,2
Celkem 79,4 20,6

Tabulka 15: Dil¢i a celkovy zachyt kultivovanych bakterii na filtru 21.

Zachyt (%) Prtichodnost (%)
Bacillus cereus 100 0
Bacillus subtilis 100 0
Celkem 100 0

5.5 MALDI Biotyper® System

Vybrané kolonie ziskané kultivaci suchych stért z filtra 16 a 17 byly
analyzovany technologii MALDI TOF, konkrétné pristrojem MALDI Biotyper®
System od firmy Bruker. Z kazdé kultivaéni ptady byly po 24-hodinové kultivaci

vybrany konkrétni cisté kolonie, které byly pfeneseny na vzorkovaci desticku,
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kam byla pfiddna matrix o objemu 1 pl. Nasledné probéhla analyza a byly

ziskany vysledky ve formé jednotlivych hodnot , Score Value”.

Tabulka 16: Vysledky z pristroje MALDI Biotyper® System a pfislusné hodnoty Score

value.
Det y
e ekova.ny Score value
mikroorganismus

Vstupni strana filtru 16 Brevibacillus borstelensis 2,54
Bacillus clausii 2,03

Vystupni strana filtru 16 : —
Bacillus subtilis 1,80
Vystupni strana filtru 17 Bacillus fordii 2,19

5.6 Multiplex PCR

PrestoZe je bakalafska prace zaméfena pfevazné na moznou bakteridlni

kontaminaci vzduchovych filtri, byla na filtru 22 provedena také analyza

pfitomnosti virovych nukleovych kyselin prostfednictvim multiplex PCR.

Multiplex PCR bylo provedeno na QIAstat-Dx Analyzer 1.0. Pro testovani byl

vyuzit respiraéni panel QIAstat-Dx Respiratory SARS-CoV-2, ktery umoziuje

praci se suchymi stéry. Analyza byla provedena nasledovné:

II.

II1.

IV.

Odbér vzorku ze vstupni/vystupni plochy filtru suchym stérovym
tamponem.

VloZzeni suchého stérového tamponu do zkumavky s1 ml
fyziologického roztoku.

Promichani vzorku a odstranéni pouzitého stérového tamponu ze
zkumavky.

Preneseni 200 pl ziskaného tekutého vzorku do méfici kazety.
VloZeni kazety do pfistroje QIAstat-Dx Analyzer 1.0 a zahajeni

méfeni.
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Pomoci respira¢niho panelu byla zjiStovana potencidlni pfitomnost
celkem 22 patogenti (19 patogenti virového plivodu a 3 ptivodu bakteridlniho),

z ¢ehoZ Zadny nebyl pfitomen na vstupni ani na vystupni strané filtru cislo 22.

QlAstat-Dx® Respiratory SARS-CoV-2 Panel v ciagen.cam

ITEST REPORT |

Patient ID p Sample ID 22vystup Test Time 08-02-2021 16:27
| NO PATHOGEN DETECTED |
User VFN Test Status Completed

Internal Controls Passed

Viruses Not detected Adenovirus =-/-

Not detected Bocavirus -/=

Not detected Coronavirus 229E /=

Not detected Coronavirus HKU1 -f/-

Not detected Coronavirus NL63 -f=

Not detected Coronavirus 0C43 /=

Not detected Human Metapneumovirus A+B /=

Not detected Influenza A -f=

Not detected Influenza A H1 =-/-

Not detected Influenza A HINT pdm09 -/=

Not detected Influenza A H3 /=

Not detected Influenza B -f/-

Mot detected Parainfluenza virus 1 -f=

Not detected Parainfluenza virus 2 /=

Not detected Parainfluenza virus 3 -/=

Mot detected Parainfluenza virus 4 -f=

Not detected Respiratory Syneytial Virus A+B -f-

Not detected Rhinovirus/Enterovirus -/=

Not detected SARS-CoV-2 =-/=

Bacteria Not detected Bordetella pertussis /=

Not detected Legionella pneumophila /=

Mot detected Mycoplasma pneumoniae -f=

Controls € Detected Ic 29.7 /167,017

Obrizek 12: Vysledek testovdni vzorku z vystupni strany filtru cislo 22 provedeného
multiplex PCR — totozny s vysledkem vstupni strany.

Soucasti kazdého méficiho cyklu na analyzatoru QIAstat-Dx Analyzer 1.0
je méfeni kontrol. Kontroly je nutné spolu s vysledky zkontrolovat — pokud jsou
kontroly v poradku, vysledky mohou byt povazovany za validni. Méfeni kontrol

musi probéhnout pfi kazdém testu.
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Obrazek 13: Validni kontrola zobrazend ve formé amplifikacni ki'ivky — zdvislost
intenzity fluorescence na poctu cyklii (Natdlie Klusovd, 2021).
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6 DISKUZE

Bakalarska prace se zabyvala mikrobialni kontaminaci vzduchovych filtri
v automobilovych kabinovych klimatizacich se zameéfenim zejména na
kontaminaci bakterialni. Na vstupnich i vystupnich plochach vybranych filtri
byly nalezeny bakterie rodu Bacillus, konkrétné druhy Bacillus subtilis, Bacillus
cereus a Bacillus licheniformis. Vzorky byly ziskany formou suchych stérii
a kultivace probihala pfi 3641 °C v termostatu. Kultivace probihala na krevnim
agaru a MH agaru, které byly pro riist bakterii rodu Bacillus dostate¢né a bakterie
nebylo nutné kultivovat déle nez 24 hodin. Autofti ¢lanku ,, Brewing microbiology —
bacteria of the genera Bacillus, Brevibacillus and Paenibacillus and cultivation methods
for their detection — part 2”7 dosli béhem kultivace téchto tfi bakterii ke stejnému
zavéru a stejné tak dodli k tomu, Ze prestoZe je Bacillus licheniformis bakterie
termofilni a uvadi se, Ze pro kultivaci potfebuje teplotu
50 °C, nartista i ve vyrazné niz8ich teplotach. V naSem piipadé tedy bakterii

stacilo pouze 36+1 °C [26].

Jako jeden z identifikac¢nich nastroji bylo zvoleno Gramovo barveni, které
ukdzalo, ze zkoumané bakteridlni kolonie byly grampozitivni. Bakterie rodu
Bacillus jsou grampozitivni, nékteré druhy se vSak mohou s rostoucim stafim
jevit jako gramnegativni. Barveni bylo provadéno vzdy na koloniich cerstvé
kultivovanych a suspektni kolonie rodu Bacillus byly identifikovany vzdy jako
grampozitivni. Gramovo barveni je v pfipadé bakterii rodu Bacillus dostacujici

technikou [56].

Vybrané kolonie z ploch filtr(i 16 a 17 byly podrobeny proteomické studii
MALDI TOF. Jak ukazuje tabulka 16, na vstupni plose filtru 16 byl technologii
MALDI TOF identifikovan Brevibacillus borstelensis a na ploSe vystupni
Bacillus clausii a Bacillus subtilis. Na vystupni plose filtru 17 byl identifikovan

Bacillus fordii. Hodnoty Score value byly téméf u vSech identifikovanych bakterii
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vyssi nez 2,0. Pro Bacillus subtilis hodnota dosahovala pouze 1,80. Vyjmenované
bakterie dopliuji informace o bakteriich identifikovanych kultivaci a Gramovym
barvenim, které jsou uvedené v tabulkach 5 a 6. Je nutné si uvédomit, Ze béhem
analyzy MALDI TOF jsou identifikovany pouze vybrané ¢isté kolonie, nikoliv
vzorek z celé plochy filtru. Chyby pfi identifikaci nebo nedostate¢na hodnota
Score value mutze byt u bakterii rodu Bacillus zptisobena pritomnosti

bakteridlnich pouzder, které se problematicky rozrusuji.

Pfi identifikaci bakterii technologii MALDI TOF je velmi dulezité, aby
software obsahoval rozsahlou referencni databazi mikroorganismu. V praci byl
vyuzit MALDI Biotyper® System od firmy Bruker. Biotyper je komeréni program,
ktery je vyuzivan zejména pro klinickou diagnostiku, proto databaze obsahuje
prevazné patogenni druhy bakterii, nebo bakterie s klinickym vyznamem.

Biotyper byl tedy pro nasi praci vhodny [57].

Pritomnost Brevibacillus borstelensis, Bacillus clausii a Bacillus fordii mtize
byt vysvétlena jejich hojnym vyskytem v Zivotnim prostiedi, ktery je pro rod
Bacillus typicky. Brevibacillus borstelensis je také znam pro své rozsahlé klinické
vyuziti, stejné tak jako Bacillus clausii a Bacillus fordii, které jsou hojné vyuzivany

v oblasti probiotické 1écby, a proto maji své misto v databazi Biotyper [58].

Filtr 22 byl vySetfovan na pritomnost virovych nukleovych kyselin na
vzduchovych filtrech prostfednictvim multiplex PCR. Z obou ploch filtru byl
ziskan suchy stér, ktery byl pfeveden na tekuty alikvot a byl analyzovan na
diagnostickém panelu QIAstat-Dx Respiratory SARS-CoV-2. Multiplex PCR
neodhalila pritomnost zddného z testovanych patogenti. HEPA filtry pracuji
sucinnosti 99,97 % pfi filtraci castic o velikosti 0,3 um, které jsou nejvice
penetrujicimi céasticemi. To znamena, ze 0,03 % cdastic o této velikosti neni

filtrovano. Viry, jejichZ velikost se pohybuje v fadu nanometrd, filtrem patrné

57



volné prochdzi a nemohou proto byt detekovany na jeho povrchu. DalSim
dtivodem nepfitomnosti virovych nukleovych kyselin mitiZze byt vyskyt riznych

druhtt DNdz a RN4z v prostiedi [59].

Jak jiz bylo uvedeno, prace na vzduchovych filtrech odhalila pfitomnost
bakterii Bacillus cereus, Bacillus subtilis a Bacillus licheniformis, které byly pfitomny
na vstupnich plochach vSech vybranych filtr{i, pouze na vstupni ani vystupni
plose filtru 21 nebyla prokdzana pfitomnost Bacillus licheniformis. Vyjmenované
bakterie se pomérné hojné vyskytuji zejména v ptidé, prachu a vzduchu. Presto
je kontaminace filtrd béhem prdce vyloucena, jelikoz manipulace s nimi
probihala vzdy v lamindrnim boxu za aseptickych podminek. Jejich pfitomnost
muze byt vysvétlena pomérné vysokou zivotaschopnosti za nepfiznivych
podminek, kterou obecné disponuji bakterie pfitomné ve vzduchu, prachu ci

piidé [60].

B. subtilis a B. licheniformis jsou na rozdil od B. cereus bakterie nepatogenni.
B. cereus je klasifikovan jako patogen, v nékterych literaturdach také jako
oportunni patogen. Onemocnéni vyvolané B. cereus je nejcastéji spojeno
s konzumaci kontaminované potravy. Bylo vSak zjisténo, Ze pouze vybrané
kmeny B. cereus jsou patogenni. Znamena to, Ze pokud bude potravina
kontaminovana nepatogennim kmenem, nedojde k rozvoji onemocnéni. Zaroven
je zde pravdépodobnost, ze nékteré patogenni kmeny se nepfendseji pouze
kontaminovanou potravou a mohou vyvoldvat nongastrointestindlni obtiZe.
Onemocnéni zptisobené kolonizaci sliznic cest dychacich ¢i astni dutiny vSak ve
spojitosti s touto bakterii nebylo zdokumentovano. NasSe prace dokazuje, Ze
B. cereus se vyskytoval na vystupnich plochach poloviny vybranych filtrti — vzdy
vSak vmenSim mnozstvim nez na plochdch vstupnich. Pfestoze je
pravdépodobné, Ze se jednalo o patogenni kmeny, u zdravych jedincti by s jejich

pritomnosti nemélo byt spojeno Zadné zdravotni riziko. Patogenita B. cereus je
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ovSem také zavisla na jeho schopnosti proniknout do organismu a kolonizovat
ho. Toto je ovlivnéno stavem imunitniho systému hostitele, riziko by tedy zde
mohlo existovat pro imunokompromitované jedince. Urcité riziko by mohlo
hrozit i v interiéru automobilu, kde neni vyjimkou prevazeni potravin i jejich
konzumace. V takové situaci by mohlo dojit ke kontaminaci potravin sporami
B. cereus, ale vzhledem k mnoZstvi bakterie nalezeném na vystupnich plochach

filtri je riziko mizivé [61].

Daniela Obitkova a Emil Pavlik ve svém ¢lanku ,,Microbial contamination of
HEPA filters of household vacuum cleaners” zroku 2021 uvadéji, Ze dtvodem
nepiitomnosti patogennich bakterii na vzduchovych filtrech vysavaci mtze byt
to, Ze jsou vyuzivany v jedné domadcnosti, kde se vyskytuji vétSinu ¢éasu pouze
Clenové dané domadcnosti. Stejné tak mutiZze byt odtivodnéna nepfitomnost
patogent na vzduchovych filtrech automobilovych klimatizaci, jelikoz i zde
vétsinu casu cestuji pouze ¢lenové jedné domdacnosti. Vysledky by mohly byt
jiné, pokud bychom méli k dispozici vzduchové filtry z automobild, ve kterych
se béhem roku vyskytne velké mnozZstvi rtiznych osob, coz by mohly byt

napiiklad automobily vyuzivané pro sluzby autoskol ¢i taxisluzeb [36].
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7 ZAVER

Hlavnim cilem prace byla izolace reprezentativnich vzorkt ze vstupnich
a vystupnich ploch vzduchovych filtrd. Vzorky byly odebrany z celkem 21
vzduchovych filtrdi, z nichz bylo pro praci vybrano Sest zastupcli. Vzorky byly
kultivovany, identifikovany a identifikované bakterie byly kvantifikovany. Na
vstupnich strandch vsech filtr byly pfitomny bakterie Bacillus subtilis, Bacillus
cereus a Bacillus licheniformis. Pouze vstupni strana filtru 21 nedisponovala
pfitomnosti B. licheniformis. Vyskyt minimalné jedné z vyjmenovanych bakterii
byl potvrzen na vystupnich plochach témér vSech filtrt. Pouze na vystupni plose
filtru 21 nebyly pfitomny Zzadné bakterie. Zastoupeni danych bakterii bylo na

jednotlivych filtrech také zhodnoceno procentudlné.

Vybrané kolonie ziskané z filtr(116 a 17 byly podrobeny proteomické studii
MALDI TOF, ktera spolehlivé odhalila pfitomnost bakterii Brevibacillus brevis,

Bacillus fordii, Bacillus clausii a s hodnotou Score value 1,8 také Bacillus subtilis.

Nepritomnost virovych nukleovych kyselin na filtrech byla potvrzena
analyzou vstupni a vystupni plochy filtru 22. Analyza probihala prostfednictvim

multiplex PCR na QIAstat-Dx Analyzer 1.0.

Cilem prace byl mikrobiologicky prtikaz mikroorganismi na
vzduchovych filtrech. Cil prace byl spInén. Zavérem prace je, Ze na filtrech nebyla
potvrzena pritomnost patogennich bakterii ani virovych nukleovych kyselin,

které by mohly predstavovat riziko pro cestujici.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

MH agar

PCR

CFU

MALDI TOF

HEPA

EPA

ULPA

Muller-Hinton agar

Polymerazova fetézova reakce

Colony forming unit

Matrix Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight

High Efficiency Particulate Air Filter

Efficient Air Filter

Ultra Low Penetration Air Filter
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