Priloha 9
Podklady pro vypracovani certifikované metodiky (BI1O)

Pruzkum a prevence prostredi

Piedmluva

Tento dokument vznikl za podpory programu NAKI DF11 PO10OVV017 Tradi¢ni lidovy odév na Mo-
rave, identifikace, analyza, konzervace a trvale udrzitelny stav sbirkového materialu z let 1850 — 1950.

Informace pro uzivatele

Tento navrh byl vytvoien pro potieby sledovani mikrobialniho znecisténi v prostiedi, ve kterém jsou
umistény predméty kulturniho dédictvi. Jeho cilem je vytvofit ndstroj pro méfeni mikrobialni kontami-
nace jak v prostfedi predmétl, tak na exponatech samotnych. Vyuzivani popsanych postupti umozni
sledovat a snizovat znecisténi s cilem ochranit jak exponaty, tak zdravi pracovnik.

Dokument je zaméten na veskeré prostiedi, ve kterém se pohybuje sbirkovy textil.

Souvisejici normy a technické specifikace
CSN ISO 4833 Mikrobiologie. Vieobecné pokyny pro stanoveni celkového poétu mikroorganismi

CSN ISO 7954 Mikrobiologie. Vieobecné pokyny pro stanoveni celkového poétu plisni a kvasinek

Souvisejici pravni predpisy

Vyhléaska Ministerstva zdravotnictvi ¢. 6/2003 Sb., kterou se stanovi hygienické limity chemickych,
fyzikélnich a biologickych ukazatelii pro vnitini prostfedi pobytovych mistnosti nékterych staveb

Navrh vypracovali:

Zpracovatel: Textilni zkuSebni ustav, s.p., Brno, ICO: 00013251, Centrum technické normalizace,
Mgr. Markéta Hrubanova, Mgr. Hana Polaskova, Ing. Petr Nasadil




1 Piedmét

Tento dokument vznika piedevsim pro ucely kontroly mikrobialniho znecisténi prostfedi z pohledu
textilnich exponatii.

Mikrobialni kontaminace prostfedi, ve kterém dochéazi k manipulaci s expondty, resp. vzajemnd kon-
taminace exponatli samotnych, zvysuje riziko jejich nenavratného poskozeni. Expondaty jsou obvykle
z ptirodnich materidlii, které v nevhodnych podminkdch mohou byt napadany bakteriemi a plisnémi.
Diilezita je bezprasnost a optimalni vlhkost, nebot’ je zndmo, ze mikroorganismy jsou nej¢asteji pro-
sttedim pienaSeny na prachovych ¢asticich. Z tohoto divodu je potfeba udrzovat veskeré prostredi,
kterym se pohybuje textil, v Cistoté a preventivné kontrolovat jeho Cistotu odbérem kontrolnich vzor-
k.

Konecnym vystupem tohoto podkladu bude certifikovana metodika a zkusebni postupy, které maji byt
pouzity pri stanovovani mikrobidlni kontaminace v prostredi predmetit a pri overovani kontaminace
predmeétit samotnych.

2 Terminy a definice

2.1 CFU,KTJ

Colony forming units, kolonie tvofici jednotky

3 Podstata kontrol

Kontrolni ¢innost by se méla zaméfit na cely kolobéh exponatu, tzn. zohlednit prostory, kde dochazi k:
- prijmu exponati (izolacni mistnost)
- zpracovavani exponatu (pracovisté kurdtora, dokumentace, konzervace, zobrazovani — zdznam)
- badatelna
- ulozeni exponatu (depozitar)

- prezentace (vystaveni, demonstrace predméti)

dalsi prace s exponatem (pfendseni, transport)

Soucasti kontrol jsou otisky z prostor/povrchit na kterych jsou expondty uloZeny, dale stéry
z pomucek, z materialli samotnych predmétl a také stanovovéani vzdusné kontaminace aeroskopem na
vSech mistech, ve kterych se exponaty vyskytuji. Tento systém umozni sledovat jak vzdusnou konta-
minaci, tak pfitomnost naptf. mikroskopickych hub v materidlech exponati samotnych. Na zakladé
vysledkt je pak mozné pfijmout potiebna opatfeni.

Odbér vzorkti by méli provadét pracovnici, kteti byli pro tuto Cinnost vySkoleni. Z praktického hledis-
ka je vhodné, aby odbéry provedl pracovnik obeznameny se zdsadami prace se sterilnimi odbérovymi
médii (agarové plotny, Zivna pida) a se zasadami nakladani se vzorky z hlediska jejich mozné konta-
minace.

Vyhodnoceni vzorkli smi s ohledem na moznost kultivace patogennich mikroorganizmi provadét pou-
ze mikrobiologicka laboratof, spliujici pozadavky aktudlni legislativy, platné pro tuto oblast ¢innosti.



OS xx-xx

4 Metodika odbéru vzorku

Je dilezité, aby odebrané vzorky byly reprezentativni a odrazely tak skutecné mikrobiologické poméry
v misté odbéru. Pro lepsi pfedstavu o tom, jak jsou expondty okolnim prostfednim ovliviiovany, je
vhodné vytipovat vice menSich oblasti a zde pak provést odbéry, vzdy v jednom misté (pokud je to
mozn¢é). Postup zahrnuje:

a) stanoveni mikrobialni kontaminace exponatu (stér)
b) mikrobiologické otisky z povrchii, které prichdzeji do kontaktu s exponaty

c¢) mikrobiologickou kontrolu prostfedi, ve kterych se exponaty zdrzuji po delsi dobu (depozitare,
vystavni siné, skanzeny atp.)

d) mikrobiologickou kontrolu vzdusné kontaminace

Prakticky je tedy vhodné provadét odbéry v misté, které reprezentuje urcitou oblast nebo prostiedi.
Rozhodnuti, kde a jak odebrat vzorky, by mélo zohlednit vzdy konkrétni podminky konkrétniho pro-
sttedi. Doporucuje se provést kontrolu v dale popsanych oblastech.

4.1 Zakladni typy prostredi

4.1.1 Pracovny mimo konzervatorska pracovisté

Doporucuje se provést odbér vzorku z ovzdusi uprostfed mistnosti a otisky z pracovnich ploch, které
ptichazeji do styku s exponatem.

4.1.2 Konzervatorské pracovisté suché a mokré

Provede se odbér vzorku z ovzdusi uprostied mistnosti, a pokud je instalovana vzduchotechnika tak i
piimo v misté vyduchu (ovéfeni Cistoty vzduchu vpousténého do prostoru pracovny).

Je vhodné provést otisky z ploch, na kterych se exponaty odkladaji nebo kde dochdzi k jejich zpraco-
vani. Pokud jsou zde nékteré exponaty delsi dobu (alesponi 2 tydny a vice) pak je vhodné provést stér i
z téchto exponatl.

4.1.3 Depozitaf, docasné priruc¢ni uloZeni, obaly

Provede se odbér vzorku z ovzdusi uprostied mistnosti, a pokud je instalovana vzduchotechnika tak i
piimo v misté vyduchu (ovéfeni ¢istoty vzduchu vpousténého do prostoru depozitare)

Provede se otisk z vnitiniho prostoru nabytku — ze stény a soucasné stér z nahodn¢ vybraného expona-
tu uvnitt nabytku. Otisk by mél zohlednit vnitini prostor, ne aktudlni znecisténi, tj. neprovadi se otisky
,»Z podlahy*, ktera miize byt zapraSena.

v

U ochrannych oballi pfedmétu se snimé otisk z vnéjsi 1 vnitini strany jeho povrchu. Z pfedmétu, zde
umisténého, se pak provede jeste ster.

4.1.4. Manipulaéni, transportni prostor

Tyto prostory se vzdy udrzuji v €istoté a desinfikované.



4.1.5. Prezentacni prostor

Doporucuje se provést odbér vzorku z ovzdusi uprostied mistnosti a otisky z ploch, které ptichazeji do
styku s exponatem. Pokud je instalovana vzduchotechnika pak je vhodné provést odbér vzorku z
ovzdusi pfimo v misté vyduchu (ovéteni Cistoty vzduchu vpousténého do prostoru).

4.2 Technika odbéru vzorkua
4.2.1 Otisk

Odbér vzorki otiskem je provadén na laboratorné vyrobené plotny podle €l. A. 2, nebo na plotny ko-
mercné dodavané. Sterilni plotna se otevie a pevné pfitiskne na zkouSeny povrch na dobu pfiblizné
3 sekundy. Poté se ihned zavie a ulozi k dalsi analyze.

4.2.2 Stér

Sterilni stérovy tampon se namoci do sterilni tekuté ptidy ve zkumavce a za stalého otaceni se jim stira
plocha predmétu na sebe kolmymi tahy. Stér je provadén z plochy 10x10 cm nebo z celého mensiho
pfedmétu. Poté se tampon zalomi tak, aby jeho stiraci ¢ast spadla do tekuté pidy ve zkumavce, zku-
mavka se ihned zavte a ulozi k dalsi analyze.

4.2.3 Odbér vzduchu

Do zatizeni slouzicimu k odbéru vzduchu se upevni Petriho miska s agarem. Zatizeni se nastavi na
prutok vzduchu 100 | za minutu po dobu 5 minut. Celkovy odebrany objem vzduchu je tedy 500 litrt.
Po ukonceni odbéru se miska vyjme, ihned se uzavie a ulozi k dalsi analyze. Vrchni viko pfistroje se
pied kazdym odbérem vzdy vydesinfikuje.

4.3 UlozZeni vzorku po odbéru

Otiskové plotny a zkumavky s tekutou ptidou se museji uchovavat v chladu pii teploté 4 °C. K tomuto
ucelu je vhodné vyuzit pfenosné chladici zatfizeni (napf. autoledni¢ka). Vzorky je nutné nejpozdéji 6 h
po odbéru dopravit do mikrobiologické laboratofe k dalsSimu zpracovani a vyhodnoceni vysledkt. Bé-
hem jejich prepravy nesmi dojit k jakémukoliv poskozeni vzorku, které by mohlo vést ke zkresleni
vysledka.

S5 Priprava a vyhodnoceni vzorku

Vyhodnoceni vzorki provede mikrobiologick4 laboratoi s odpovidajicim vybavenim potfebnym ke
kultivaci mikroorganizmii a k jejich nasledn¢ identifikaci.

5.1 Otisky

Plotny se v laboratofi umisti dnem vzhiru do termostatu nastavené¢ho na 37 °C na dobu 48 hodin. Po
48 hodinach jsou zachycena agens déle urCovana napiiklad za pouziti biochemickych konfirmacnich
testd.



OS xx-xx

52 Stéry

Zkumavky se stéry se umisti do termostatu nastaveného na 37 °C na dobu 24 hodin. Po 24 hodinach
nasleduje kultivace zachycenych agens na specialnich pidach a druhova diagnostika.

5.3 Odbér vzduchu

Plotny se v laboratofi umisti dnem vzhtru do termostatu nastavené¢ho na 37 °C na dobu 48 hodin. Po
48 hodinach jsou zachycena agens déale urcovéana naptiklad za pouziti biochemickych konfirmacnich
testdL.

6 Vypocet a vyjadreni vysledkii

6.1 Otisky

Vyhodnoceni se provadi bakteriologickymi postupy umoziujicimi stanovit pocet CFU na plose 10
cm’. Vyhodnoti se mnoZstvi a patogenita zjiiténych mikroorganizmi a jejich mozny vliv na exponaty
a zdravi pracovniki.

6.2 Stéry
Vysledné nalezy nejsou kvantifikovany, ale oznac¢eny pouze rodovym, pfipadné druhovym nazvem.

Vyhodnoti se mnozstvi a patogenita zjisténych mikroorganizmti a jejich mozny vliv na exponaty a
zdravi pracovnikd.

6.3 Odbér vzduchu

Zjisténé hodnoty jsou piepocteny na CFU/m?® vzduchu. Za vyhovujici se povazuji vzorky s poctem
mensim nez 500 CFU/m?.

7 Protokol o zkouSce

Protokol o zkousce musi specifikovat:

— odkaz na tuto metodiku

— vSechny informace potiebné k identifikaci mista odbéru (eviden¢ni udaje o misté provadéné
zkousky: instituce - adresa, podlazi, mistnost, nabytek, obal, pfedmét, zaznam konkrétniho
mista odbéru. Je-li zkouska provadéna na predmétu mimo jeho ptivodni lokaci, dopliuji se jesté
jeho majetkopravni udaje.)

— pouzitou metodiku vzorkovani

— pouzité inkubacni teploty

— vSechny podrobnosti o pracovnim postupu, které zde nejsou specifikovany, které jsou povazo-
vany za volitelné a dale vSechny udalosti, které mohly mit vliv na vysledky zkouseni

— datum zkousky (datum ukonceni zkousky)

— jméno a podpis osoby odpovédné za provedeni zkousky.



Ptiloha A (normativni)

A.1 ZkuSebni zafFizeni

Obvyklé vybaveni mikrobiologické laboratote a dale nasledujici.

Pristroj ke sterilizaci horkym vzduchem (susarna) nebo parou (autoklav).
Inkubatory s teplotou udrzovanou v rozmezi 22 °C az 37 °C.

Vodni lazen nebo podobné zatizeni schopné udrzovat teplotu mezi 44 °C a 47 °C.

Nadoby, zkumavky, banky ¢i lahve, vhodné pro sterilizaci a uchovani kultiva¢nich ptd a odbér
vzorkd.

Petriho misky, sklenéné nebo plastové o priméru 65 mm a 90 mm.

Mikrobiologické kli¢ky (o priiméru asi 3 mm), o€kovaci jehly platino-iridiové nebo nikl-chromové a
sklenéné tyc¢inky, nebo ekvivalentni sterilni klicky ¢i ockovaci jehly na jednorazové pouziti.

Pipety, kalibrované nedélené pipety, mechanické pipety s fixnim ¢i variabilnim objemem; Spic¢ky pro
pipety
pH metr

Jednorazové sterilni stérové tampony

Zarizeni pro odbér vzduchu schopné aktivné odebirat okolni vzduch pfi prutoku vzduchu 100 1 za
minutu po dobu 5 minut.

A. 2 Kultiva¢ni pidy a reagencie

A. 2.1 Krevni Agar
A.2.1.1 SloZeni

Pepton 150¢g
Extrakt z jater 25¢g
Kvasni¢ny extrakt 50g
Chlorid sodny 50¢g
Agar 13,0g
Voda 1000 ml

A.2.1.2 Priprava

Slozky, nebo kompletni suSena piida se rozpusti ve vod¢, je-li tfeba zahfivanim. Kultiva¢ni ptda se
sterilizuje v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut.



OS xx-xx

A.2.1.3 Priprava agarovych ploten

Kultivaéni ptida rozehiata a ochlazena na (45 + 2) °C. K zékladu se ptida 5 — 7 % defibrinované ov¢i
krve, agar se promichd a bezprostfedné se rozléva do sterilnich Petriho misek a neché se ztuhnout.

A. 2.2 Tryptonova voda
A.2.2.1 SloZeni

K 10 g komeréné dodavaného suseného média tryptonového preparatu (napi. AES Laboratoire) se pii-
da 1000 ml destilované vody.

A.2.2.2 Priprava
Kompletni susena ptda se rozpusti ve vodé za varu.

Tryptonovou vodou se naplni zkumavky, které se pak sterilizuji v autoklavu pti 121 °C po dobu 15
minut.

A. 2.3 Mc Conkey agar
A.2.3.1 SlozZeni

Pepton 20,0 g
Laktoza 10,0 g
Zluéové soli 1,5¢g
Chlorid sodny 50¢g
Neutralni cerven 0,03 g

Krystalova violet’ 0,001 g
Agar 13,50 g
Voda 1000 ml

A.2.3.2 Priprava

Slozky, nebo kompletni suSené piida, se rozpusti ve vodé, je-li tieba pii zahfivani.

Pokud je potteba, upravi se pH tak, aby po uvateni jeho hodnota ¢inila 7,1 &+ 0,2 pti 25 °C.
Kultivacni piida se sterilizuje v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut.

A.2.3.3 Priprava agarovych ploten

Kultivacni piida rozehiatd a ochlazena na (45 + 2) °C se rozléva do sterilnich Petriho misek a neché se
ztuhnout.



A. 2.4 Sabouradiv agar
A.2.4.1 SloZeni

Enzymaticky natraveny kasein 50¢g
Enzymaticky natravené zivocisné tkan¢ 5,0 g
Glukoza 40,0 g
Agar 150g
Voda 1000 ml

A.2.4.2 Priprava

Slozky, nebo kompletni susena ptida se rozpusti ve vode¢, je-li tfeba zahiivanim.

Pokud je potieba, upravi se pH tak, aby po uvareni jeho hodnota ¢inila 5,6 + 0,2 pfi 25 °C.
Kultiva¢ni ptida se sterilizuje v autoklavu pti 121°C po dobu 15 minut.

A. 2.4.3 Priprava agarovych ploten

Kultivaéni ptuda rozehiatd a ochlazena na (45 + 2) °C se rozléva do sterilnich Petriho misek a necha se
ztuhnout.

A. 2.5 PCA agar
A.2.5.1 SloZeni

Pepton 50¢g
Extrakt z jater 25¢g
Glukéza 1,0g
Agar 150¢g
Voda 1000 ml

A.2.5.2 Priprava
Slozky, nebo kompletni susena ptida se rozpusti ve vodé, je-li tieba zahiivanim.
Pokud je potteba, upravi se pH tak, aby po uvareni jeho hodnota ¢inila 7,0 &+ 0,2 pti 25 °C.

Kultiva¢ni ptida se sterilizuje v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut.

4.5.3 Priprava agarovych ploten

Kultivaéni pida rozehiatd a ochlazend na (45 + 2) °C se rozléva do sterilnich Petriho misek a neché se
ztuhnout.



Ptiloha B (informativni)

Priklady uvadéni vysledkii v protokolu o zkouSce

Vysledky - otisky a stéry:
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Oznaceni Misto odbéru Zpisob Mikrobiologicky nalez —
vzorku odbéru CFU/10cm’

XXX [xxxx S negativni

XXX I xxxx 0) Staphylococcus epidermidis 2
CFU

XXX xxxx S Bacillus sp.

XXX [xxxx O negativni

XXX [xxxx O Staphylococcus epidermidis 2
CFU

XXX | xxxx 0) Bacillus sp.

XXX xxxx 0] negativni

XXX [xxxx O Staphylococcus epidermidis 2
CFU

XXX [xxxx O Bacillus sp.

XXX xxxx 0) negativni

XXX xxxx S Staphylococcus epidermidis 2
CFU

XXX [xxxx O Bacillus sp.

S (stér); O (otisk)
negativni: bakterie neprokdzany pouzitou metodikou

Vvsledky - méfeni vzdusné kontaminace:

Oznaceni | Misto odbéru | Pritok | Typ pi- Mikrobiologicky nalez Potet | CFU/m’
vzorku a dy CFU
Bacillus sp. 2 16
XXX mistnost Xxxx XXX XXX Staphylococcus epidermidis 6




