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Anotace 

Práce se zabývá mikrobiálním osídlením opakovaně použitelných lahví na vodu. Obliba těchto 

lahví stoupá zejména díky zvyšujícímu se povědomí o ekologii a udržitelnosti. Nicméně tyto 

lahve jsou bohatě osídleny mikroorganismy, které mohou představovat zdravotní riziko 

zejména kvůli nedostatečnému čištění. Mikrobiální složení bylo analyzováno ze stěrů z hrdel a 

pítek lahví pomocí sekvenování nové generace (NGS) Illumina MiniSeq a tradiční kultivace na 

TYEA médiu. Vykultivované kolonie byly identifikovány pomocí MALDI-TOF hmotnostní 

spektrometrie. Výsledná data byla propojena s informacemi získanými z dotazníkového šetření. 

Z výsledků vyplývá, že většina uživatelů provádí údržbu své lahve nedostatečně, nejčastěji 

pouhým každodenním vypláchnutím vody, což nevede k efektivnímu odstranění biofilmu. 

Naopak nejúčinnější metoda čištění je použití kartáče na lahve nebo myčky na nádobí. 

Mikrobiom lahví je vysoce variabilní a sdílení mezi více lidmi přispívá ke zvýšení bakteriální 

diverzity, přičemž byly detekovány oportunní patogeny, které mohou pro uživatele 

představovat zdravotní riziko.  

Klíčová slova 

Opakovaně použitelné lahve; mikrobiom; sekvenování nové generace – Illumina; MALDI-TOF 

Annotation 

The study deals with microbial colonisation of reusable water bottles. The popularity of these 

bottles is increasing with the growing awareness of environmental and sustainability issues. 

However, these bottles are heavily colonised by microorganisms that can pose a health risk, 

especially due to inadequate cleaning. Microbial composition was analyzed from bottle spouts 

or mouths using Illumina MiniSeq next generation sequencing (NGS) and traditional cultivation 

on TYEA medium. The cultured colonies were identified using MALDI-TOF mass 

spectrometry. The resulting data were combined with information obtained from a 

questionnaire survey. The results show that most users do not clean their bottles properly, often 

only rinsing the bottle with water, which does not lead to effective biofilm removal. In contrast, 

the most effective cleaning method is the use of a bottle brush or a dishwasher. The microbiome 

of bottles is highly variable and sharing bottles among multiple people contributes to increased 

bacterial diversity. Opportunistic pathogens have been detected, posing a potential health risk 

to users.  

Keywords 

Reusable water bottles; microbiome; new generatinon sequencinq – Illumina; MALDI-TOF
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1 ÚVOD 

„Reusable water bottles” neboli opakovaně použitelné lahve na vodu, se stávají běžným 

společníkem každodenního života stále většího počtu lidí. Zvyšující se povědomí o ekologii a 

snaha žít udržitelně jsou hlavní motivací uživatelů tyto lahve využívat. Lahve ale nabízejí i další 

výhody, jako nižší zdravotní riziko než jednorázové lahve, ekonomické benefity, praktické 

vlastnosti a širokou nabídku designu.  

Tyto lahve jsou však bohatě osídleny různými mikroorganismy, převážně bakteriemi, které se 

v nich hromadí díky kontaktu lahve s různými prostředími. Už během 24 hodin dojde k nárůstu 

mikroorganismů, které mohou představovat riziko onemocnění obzvláště pro osoby s oslabenou 

imunitou. Pouze polovina uživatelů čistí svoji láhev denně a opravdu důkladné čištění je spíše 

výjimečné, většina uživatelů spoléhá na pouhé vypláchnutí vodou (Liu & Liu, 2017; Amadi et 

al., 2020). 

Dosavadní studie, které se tímto tématem zabývají, využívají zejména kultivační metody a 

zkoumají obsah lahve. Tyto vědecké práce popsaly růst mikroorganismů v lahvích a 

identifikovaly kultivovatelné druhy. Limity kultivační analýzy je proto potřeba doplnit metodou 

sekvenování DNA.  

Cílem mé práce je pomocí sekvenační analýzy zkoumat bakteriom pítek opakovaně 

použitelných lahví na vodu studentů gymnázia a identifikovat případné oportunní patogeny. 

Dále prozkoumat jaký vliv má čištění, materiál a konstrukce na složení mikrobiomu. Hlavní 

sekvenační analýza bude doplněna i o klasickou kultivaci mikroorganismů z pítek lahví na 

TYEA médiu, přičemž získané poznatky mohou přispět budoucím výzkumům v této oblasti. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 

2.1 Mikrobiom 

Z etymologického hlediska slovo mikrobiom pochází z řečtiny, kdy došlo ke spojení dvou částí: 

„micro” (malý) a „bios” (život) (Cabrera & Monte, 2024).  

Pro pochopení významu mikrobiomu je důležité nejdříve porozumět pojmu mikrobiota, který 

označuje soubor všech mikroorganismů z říší Bakterie, Archaea, Houby, Řasy a podskupiny 

Protozoa. Mikrobiom zahrnuje nejen tuto mikrobiotu, ale také jejich metabolity, struktury, 

mobilní genetické prvky (transpozony, viry a fágy) a reliktní DNA. Toto společenství 

mikroorganismů obývá jasně vymezený prostor s jedinečnými fyzikálně-chemickými 

vlastnostmi a zároveň tvoří dynamický a interaktivní systém (Berg et al., 2020).  

 

Obrázek 1: Schéma složení mikrobiomu. Upraveno autorem na základě Berg et al. (2020). 

Počátky studia mikrobiomu sahají do roku 1676, kdy Anthony van Leeuwenhoek pozoroval 

mikroorganismy ze stěru dutiny ústní. K pozorování použil mikroskop s jednou čočkou, který 

sám sestavil. Nalezené mikroorganismy obecně nazval „animalcules”, dnes víme, že se 

pravděpodobně jednalo o bakterie z rodu Selenomonas. Leeuwenhoek však nesdílel své 

mikroskopické metody, což vedlo k tomu, že se mikrobiologie začala znovu rozvíjet až o 200 let 

později (Sidebottom, 2023). V druhé polovině 19. století Robert Koch rozvinul koncept 

patogenity. To vedlo k vnímání mikroorganismů jako původců nemocí a k potřebě je eliminovat 

(Berg et al., 2020). Článek Microbiology by Numbers (2011) uvedl, že na planetě Zemi existuje 

zatím známých 1 400 druhů lidských patogenů. I když se toto číslo zdá jako vysoké, jedná se 

dokonce o méně než 1 % všech objevených mikrobiálních druhů na Zemi.  
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Na konci 19. století došlo k rozvoji mikrobiální ekologie. Výzkumy ukázaly, že 

mikroorganismy mohou mít i pozitivní účinky pro své hostitele. Následně bylo dokázáno, že 

mikroby žijí v různých společenstvech, kde jsou interakce a komunikace extrémně důležité k 

samotnému fungování systému (Berg et al., 2020). 

2.1.1 Bakteriom 

Součástí mikrobiomu jsou různé složky: mykobiom, virom, archaeon, bakteriom a Protozoa. Z 

nich je zatím nejvíce zkoumaný bakteriom, který je definován jako soubor všech bakterií 

vyskytující se v určitém prostředí (Vemuri & Herath, 2023).  

2.2 Lidský mikrobiom 

Lidský mikrobiom zahrnuje veškerou mikrobiotu, která je přítomná na povrchu i uvnitř 

lidského těla. Mikrobiota dohromady čítá 10–1000 bilionů mikroorganismů, které mezi sebou 

různě interagují a během života se tento mikrobiom mění. Tyto mikroorganismy zastávají 

několik zásadních funkcí, například chrání člověka před vnějšími patogeny a regulují imunitní 

systém, podílejí se na metabolismu a syntéze živin (např. vitamíny a mastné kyseliny) nebo 

ovlivňují homeostázu (Turnbaugh et al., 2007; Thomas et al., 2017). 

Říše Bakterie je hlavní a nejpočetnější složkou lidského mikrobiomu, mezi nejběžnější kmeny 

patří Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria a Proteobacteria (Khanna & Tosh, 2014). 

Bakterie dokonce převyšují počet lidských buněk – na každou lidskou buňku připadá přibližně 

1,3 bakteriální buňky (Sender et al., 2016). Mikroorganismy ani bakterie však nejsou rozloženy 

rovnoměrně, například v 1 mililitru obsahu tlustého střeva se nachází přibližně 1011 

mikrobiálních buněk, ale v tenkém střevě je to pouze 108 buněk na 1 mililitr (Walter & Ley, 

2011). 

Vědecké studie se primárně zaměřují na čtyři hlavní složky mikrobiomu: střevní, orální, 

vaginální a kožní. Za nejdiverznější je považován střevní a kožní mikrobiom, na druhou stranu 

orální a vaginální mikrobiom jsou relativně stálé, což je dáno jejich specifickým prostředím. 

Mikrobiom se velmi liší mezi jedinci, nejvýraznější rozdíly jsou pozorovány ve střevech (Li et 

al., 2012). Ve studii Eckburg et al. (2005) zjistili, že vzorky mezi různými osobami jsou 

diverznější než mezi různými lokalitami střeva jednoho člověka, a to i přes fakt, že plní stejnou 

funkci. 
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Obrázek 2: Dominantní bakteriální kmeny obývající jednotlivé části lidského těla (Hou et al., 

2022). Přeloženo autorem. 

Mikrobiální profil může být buď vyvážený a rozmanitý, nebo nevyvážený a dysbiotický. 

Dysbióza, tedy narušení mikrobiálního profilu, může vzniknout vlivem několika faktorů. Patří 

sem dědičnost, stravovací návyky, stres, kouření, užívání antibiotik, poškození tkáně a infekce. 

Tento stav je spojován s rozvojem a progresí mnoha onemocnění, včetně zánětlivých 

onemocnění střev, obezity, metabolických poruch i duševních chorob. I přes velké množství 

studií zabývajících se vlivem mikrobiální dysbiózy na konkrétní onemocnění, mechanismy 

těchto vztahů nejsou stále přesně pochopeny (Levy et al., 2017; Mousa et al., 2022; Yadav & 

Chauhan, 2022). 
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Obrázek 3: Faktory podněcující mikrobiální dysbiózu. Vytvořeno autorem dle Huang et al. 

(2023). 

2.2.1 Orální mikrobiom 

Ústní dutina, jako hlavní vstupní brána do lidského těla, hostí velmi diverzní mikroflóru. Tato 

diverzita je zajištěna různými mikrobiálními biotopy, jako jsou zuby, bukální sliznice, jazyk, 

měkké a tvrdé patro (Kilian, 2018).  

Hlavními zástupci orálního mikrobiomu jsou bakterie, a to z kmenů Firmicutes, Bacteroidetes, 

Proteobacteria, Actinobacteria, Spirochaetes a Fusobacteria (Dewhirst et al., 2010). Mezi 

dominantní rody patří Streptococcus, Haemophilus, Neisseria, Prevotella, Veilonella a Rothia 

(Bik et al., 2010). Jednotlivá místa v ústní dutině se vyznačují různými strukturami a funkcemi, 

a proto i specifickými druhy bakterií. Například Streptococcus sanguinis a Streptococcus 

australis se nevyskytují na zubech, ale preferují měkké tkáně. Streptococcus intermedius je 

součástí zubního plaku. Druhy Streptococcus mitis a Granulicatella adiacens se vyskytují ve 

všech orálních lokalitách (Aas et al., 2005). 
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Obrázek 4: Relativní zastoupení bakteriálních kmenů v dutině ústní u 10 zdravých jedinců 

(Bik et al., 2010). Upraveno autorem. 

Při dysbióze orální mikroflóry dochází ke vzniku několika onemocnění. Streptococcus mutans, 

spolu s bakteriemi z rodu Lactobacillus hraje klíčovou roli při vzniku zubního kazu (Gross et 

al., 2010). Zánět dásní může přejít do chronické formy – parodontitidy, kterou způsobují 

Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia a Treponema denticola (Popova et al., 2014). 

Halitóza neboli páchnoucí dech, která je často spojována se zmíněnými onemocněními, je 

důsledkem přemnožení bakterií Fusobacterium nucleatum, Prevotella spp. a Solobacterium 

moorei (Haraszthy et al., 2007). 

2.2.2 Kožní mikrobiom 

Kůže, největší orgán lidského těla, představuje díky své neustálé expozici vnějšímu prostředí a 

různým funkcím, extrémně heterogenní povrch. Jeho hlavní funkcí je ochrana před externím 

vlivy a regulace imunity (Gallo, 2017). 

Po narození dochází ke kolonizaci kůže mikrobiotou, která následně hraje zásadní roli při vývoji 

imunitní tolerance (Dominiguez-Bello et al., 2010). Kůže se skládá z různých prostředí se 

specifickými podmínkami, proto ji obývají i různé druhy, a to převážně bakterií (viz obrázek 

5). Celkově se na kůži vyskytují převážně grampozitivní bakterie, zejména z rodů 

Staphylococcus, Cutibacterium (také známé jako Propionibacterium), Corynebacterium 

(Scharschmidt & Fischbach, 2013). 
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Obrázek 5: Rozložení bakteriálních kmenů na různých prostředích kůže (Carmona-Cruz et 

al., 2022). Přeloženo autorem. 

Jedním z nejhojnějších druhů kožního mikrobiomu je oportunní bakterie Staphylococcus 

epidermidis. Ta může způsobovat infekce, ale také dokáže inhibovat růst patogenních bakterií, 

jako Staphylococcus aureus. S. aureus způsobuje např. atopickou dermatitidu a infekce. 

Některé kmeny této bakterie vykazují rezistenci vůči mnoha antibiotikům. Bakterie 

Propionibacterium acnes je spojována s rozvojem akné (Sfriso et al., 2019). 

2.3 Opakovaně použitelné lahve 

„Reusable water bottles” v moderní společnosti nabývají stále větší oblibu. Tento trend je 

výsledkem zvyšujícího se povědomí o globálních ekologických výzvách a s tím spojenou 

snahou spotřebitelů žít udržitelně.  

Jedním z hlavních ekologických problémů je skutečnost, že většina plastových obalů slouží 

pouze k jednorázovému použití. Polyethylentereftalát (PET) je nejpoužívanější jednorázové 

plastové balení na světě a taky recyklovatelný materiál, avšak má své limity. Při každém 

recyklačním cyklu dochází k degradaci materiálu a narušení jeho polymerní struktury. Navíc je 

recyklace plastových lahví často komplikována přítomností aditiv nebo kontaminantů (Al-

Sabbagh et al., 2016; Pivnenko & Astrup, 2016). 
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Dalším problémem je, že k samotné recyklaci se nedostanou všechny lahve. Podle výzkumu 

Ministerstva životního prostředí (2024) se v České republice recykluje pouze 58,9 % PET lahví. 

To odpovídá každé druhé lahvi, zbytek lahví končí na skládkách nebo v přírodě, kde se vlivem 

exogenních faktorů, jako např. sluneční záření, velice pomalu rozpadají na malé fragmenty – 

mikroplasty. Tyto částice následně pronikají do ekosystémů, kde představují riziko pro životní 

prostředí i zdraví člověka (Haque & Fan, 2023). 

Hlavní ekologickou výhodou opakovaně použitelných lahví je snížení odpadu. Například 

průměrný Američan spotřebuje měsíčně přibližně 13 jednorázových lahví, což odpovídá roční 

spotřebě 156 lahví na osobu. Narozdíl od jednorázových PET lahví, které mají krátkou 

životnost a jsou po využití vyhozeny a nahrazeny novými, používáním „reusable water bottles”, 

by Spojené státy americké mohly svoji spotřebu snížit o 50 miliard plastových lahví ročně 

(Earth Day Network, 2022).  

Dlouhodobé vlastnictví jedné lahve je také ekonomicky výhodné. Pokud by si zmíněný 

průměrný Američan koupil kvalitní láhev z nerezové oceli za 30 $, jeho investice by se mu 

vrátila už druhý měsíc. Od té chvíle by šetřil každým napuštěním láhve (Ruiz, 2024).   

Polykarbonátové lahve obsahují bisfenol A (BPA), který se uvolňuje při vysokých teplotách 

nebo za účasti kyselých a zásaditých látek, kdy dochází k hydrolýze esterové vazby mezi BPA 

monomery. BPA je klasifikován jako xenoestrogen, což je chemická látka s podobnou 

strukturou jako estrogen. Proto se může vázat na estrogenní receptory a tím estrogen 

napodobovat nebo blokovat. BPA tak působí jako endokrinní disruptor a narušuje hormonální 

rovnováhu. BPA byl nahrazen jinými bisfenoly, které však vykazují podobné účinky, z toho 

důvodu se začalo apelovat na výrobu lahví bez bisfenolů, označovaných jako BPA-free (Richter 

et al., 2007; Cao & Corriveau, 2008; Rochester & Bolden, 2015) 

 

Obrázek 6: Podobnost chemické struktury BPA a běžné formy estrogenu – Estradiol. Tyto 

látky sdílí benzenová jádra a hydroxylové skupiny, díky kterým BPA ovlivňuje endokrinní 

systém. Zdroj: Steinmetz et al., 1997 
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Mikroplasty, definované jako plastové částice menší než 5 mm, se mohou uvolňovat 

z plastových lahví vlivem vysokých teplot nebo mechanickým opotřebením.  Po vniknutí do 

lidského těla mohou vyvolávat zánětlivé reakce, oxidační stres nebo přenášet toxické látky, 

které mohou narušovat hormonální rovnováhu (NOAA, 2024; Winiarska et al., 2024).  

2.3.1 Materiály opakovaně použitelných lahví 

Materiál opakovaně použitelných lahví hraje klíčovou roli při jejich výběru díky jejich 

specifickým vlastnostem. Mezi nejčastěji používané materiály se řadí plast, kov a sklo, přičemž 

každý z nich má své výhody a nevýhody.  

Plastové lahve jsou oblíbené díky své nízké hmotnosti, odolnosti, cenové dostupnosti a 

rozmanitosti designu. V posledních letech se stává populárním Tritan ™, BPA-free kopolyester, 

který je považován za bezpečnější alternativu polykarbonátů. Kovové lahve, většinou vyrobené 

z nerezové oceli nebo hliníku, vynikají termoizolačními vlastnostmi. Jejich nevýhodou je vyšší 

cena nebo v některých případech nevyhovující kovová pachuť. Skleněné lahve jsou křehké a 

těžké, ale zdravotně nejméně závadné a chuťově neutrální. 

2.3.2 Mikrobiom opakovaně použitelných lahví 

Opakovaně použitelné lahve se staly běžnou součástí každodenního života, ale zároveň 

představují ideální prostředí pro život a růst mikroorganismů. Tyto mikroorganismy mohou 

potenciálně představovat riziko pro lidské zdraví. Například z opakovaně použitelné lahve byla 

izolována bakterie Klebsiella grimonti, která vykazuje rezistenci vůči několika antibiotikům a 

je schopna tvořit biofilm. Kontaminace vzniká přímým kontaktem lahve s ústy, rukama, 

kohoutkovou vodou či okolním prostředím. Navíc nápoje v lahvích nabízejí vlhké prostředí a 

jsou obvykle skladovány při pokojové teplotě, což podporuje růst bakterií a dalších 

mikroorganismů (Hubbard et al., 2020). 

Mezi mikrobiotu obývající tyto lahve, patří převážně bakterie a houby. Wakui et al. (2021) 

zkoumali pomocí kultivační a metagenomické analýzy bakteriální složení na povrchu PET lahví 

s čajem u zdravých lidí ve věku 19–23 let. Stěry z hrdla lahve byly odebrány ihned po vypití 

čaje a po 24 hodinách. Dominantním rodem bakterií byl Streptococcus, což dokazuje, že 

bakterie z úst mohou být snadno přeneseny na hrdlo lahve a v lahvi přetrvávat delší dobu. Dále 

byly nalezeny Actinomyces, Veillonella, Cutibacterium, Prevotella, Schaalia, Gemella, Rothia 

a Neisseria.  

Další zdroj kontaminace představuje kohoutková voda, jejíž kvalita je v mnoha zemích striktně 

regulována. Sledované oportunní bakterie zahrnují koliformní druhy, jako jsou Escherichia coli 

a Salmonella. Další sledované bakterie jsou například Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas 

hydrophila a Vibrio cholera (Chaidez et al., 2008).  
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2.4 Čištění lahví 

Pravidelné a důkladné čištění opakovaně použitelných lahví je zásadní pro prevenci mikrobiální 

kontaminace, která může vést k různým zdravotním rizikům. K nárůstu mikroorganismů v lahvi 

dochází již během prvních 24 hodin, kdy se počet CFU z desítek tisíc může zvýšit na 1–2 

miliony CFU/ml (Liu &t Liu, 2017). Přestože si většina uživatelů uvědomuje význam hygieny 

lahví, jejich čištění bývá často nedostatečné. Ve studii Amadi et al. (2020) analyzovali návyky 

uživatelů lahví. Zjistili, že pouze polovina uživatelů si čistí svoji láhev denně, 33 % uživatelů 

jednou za měsíc a dokonce 6 % uživatelů si láhev nečistí nikdy. Nejběžnější způsob umývání 

lahve bylo použití čistícího prostředku a vody (65 %), dále vypláchnutí teplou vodou (24 %) a 

pouze 4 % uživatelů si svoji láhev i dezinfikovalo. 

Slazené nápoje významně podporují růst mikroorganismů, jelikož nabízejí ideální pH a cukry 

jako zdroj energie. Tyto nápoje dále napomáhají tvorbě biofilmu na vnitřním povrchu. Biofilm 

představuje soubor mikroorganismů obklopených polymerními strukturami, které vytváří. Tím 

významně zvyšují svoji odolnost vůči běžným mycím prostředkům, dezinfekci a antibiotikům. 

Odhaduje se, že 65 % bakteriálních infekcí je spojeno s biofilmy. Kolonizaci také usnadňují 

porézní povrchy (u plastových lahví), kde se mikroorganismy lépe usazují (Jamal et al., 2015; 

Sun et al., 2017; Wakui et al., 2021). 

Konstrukce a materiál lahví často komplikují samotné čištění. Některé plastové a hliníkové 

lahve nebývají vhodné pro mytí v myčce, což je jeden z efektivnějších způsobů čištění. 

Neprůhledné lahve, úzká hrdla či jiné tvary, ztěžují vizuální kontrolu i odstranění nečistot na 

nedostupných místech. K tomu se také přidává fakt, že lahve s integrovanými brčky vyžadují 

ještě kvalitnější a specifičtější údržbu (Sun et al., 2017). 

2.4.1 Vliv čištění na mikrobiom 

Nepravidelná a nedostatečná údržba lahví podporuje růst mikrobiální populace v lahvi. Ve 

studii Hariharan & Sankar (2024) bylo zjištěno, že PET lahve jsou signifikantně více 

kontaminované mikroorganismy než lahve z nerezové oceli, ale i tak by všechny lahve měly 

být čištěny pravidelně bez ohledu na materiál.  Na základě doporučení uvedených v článku na 

Delish (2020) je láhev potřeba denně umýt vodou a čistícím prostředkem, jednou týdně je 

nezbytné provést důkladnější čištění, například použitím myčky nebo dezinfekčního 

prostředku. K odstranění biofilmu může také sloužit kartáč na lahve. Po každém umytí je 

důležité lahev nechat vysušit, aby se minimalizoval mikrobiální růst.  
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3 CÍLE 

Mikrobiom opakovaně použitelných lahví je stále nedostatečně prozkoumán, přestože 

popularita těchto lahví roste. Studie, které se touto problematikou zabývají, využívají primárně 

kultivační metody a vzorky odebírají z obsahu lahve. Přitom právě hrdlo je hlavním místem 

přímého kontaktu lahve s uživatelem a vnějším prostředím. Vzhledem k nedostatečným 

čistícím návykům uživatelů těchto lahví a potenciálnímu riziku onemocnění, je potřeba se 

zabývat tímto tématem více. 

Práce si proto klade za cíle: 

• Zanalyzovat mikrobiom osidlující hrdla a pítka opakovaně použitelných lahví. 

• Detekovat a uvést případné oportunní patogeny. 

• Prozkoumat vliv materiálu a konstrukce lahve na složení mikrobiomu. 

• Prozkoumat vliv intenzity čištění na složení mikrobiomu. 
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4 METODY 

4.1 Odběr vzorku 

Pro sekvenační analýzu byly vybrány lahve studentů Gymnázia Brno-Řečkovice ve věku 14–

18 let. Stěry lahví proběhly v budově školy.  

K izolaci DNA ze vzorků byla použita sada QIAGEN DNeasy UltraClean Microbial Kit 

(QIAGEN, Německo). Vzorek byl odebrán sterilní výtěrovou tyčinkou z míst, kde dochází ke 

kontaktu lahve se rty (hrdlo, pítko) a z vnitřní části víčka. Následně byla tyčinka zalomena do 

2ml mikrozkumavky, která byla naplněna lyzačním pufrem, tedy směsí 420 µl PowerBead 

roztoku a 70 µl SL roztoku. Vzorky byly dále skladovány při pokojové teplotě v tmavé místnosti 

a následně při 4°C. 

Dobrovolníci obdrželi unikátní kód své lahve a vyplnili dotazník shrnující informace o jejich 

lahvi. Dotazníkové šetření (příloha A) bylo částečně inspirováno výzkumem "The Cleanliness 

of Reusable Water Bottles: How Contamination Levels are Affected by Bottle Usage and 

Cleaning Behaviors of Bottle Owners" (Sun et al., 2017).  

4.2 Izolace DNA 

Izolace proběhla podle protokolu DNeasy UltraClean Microbial Kit Handbook (QIAGEN, 

2020). 

Vzorek byl zvortexován 30 sekund a poté byl centrifugován na 10 000 g po dobu 30 sekund. Z 

mikrozkumavky bylo odebráno 350 µl vzorku a přeneseno do homogenizační zkumavky. 

Proběhla inkubace při 55 °C po dobu 5 minut a poté byl vzorek horizontálně vortexován na 

maximální rychlost po dobu 10 minut. Vzorek byl stočen po dobu 30 sekund, 300–350 µl 

supernatantu bylo přeneseno do 2ml zkumavky naplněné 100 µl IRS roztoku a krátce 

zvortexováno. Proběhla další inkubace při 4 °C po dobu 5 minut. Vzorek byl stočen 1 minutu.  

Očekávaných 450 µl supernatantu bylo opatrně přeneseno tak, aby se pipeta vyhnula peletu, do 

nové 2ml zkumavky, kam pak bylo přidáno 900 µl roztoku SB. 
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Obrázek 7: Zkumavka obsahující supernatant 

(DNA a kontaminanty), pelet (buněčný odpad, 

proteiny, …) a zbytky homogenizační směsi 

(skleněné perličky). Foto: Autor, 2024 

 

Obrázek 8: Vyizolovaná DNA. Foto: Autor, 

2024 

Vzorek byl stočen na 30 sekund. Do MB kolonky bylo napipetováno 700 µl směsi a znovu 

stočeno na 30 sekund. Kapalina ze sběrné zkumavky byla vylita. Tento krok byl jednou 

zopakován a poté bylo na kolonku přidáno 300 µl CB roztoku. Vzorek byl krátce stočen. 

Kapalina ze sběrné zkumavky byla vylita a kolonka byla stočena na 1 minutu. Kolonka byla 

přenesena do nové sběrné zkumavky a na kolonku bylo napipetováno 50 µl EB roztoku 

doprostřed bílého filtru membrány. Vzorek byl stočen a kolonka byla následně vyhozena a 

DNA byla skladována při -20 °C. 

4.3 Příprava knihovny 

4.3.1 Amplifikace 

Pro analýzu mikrobiomu lahví byla vybrána hypervariabilní oblast V4 genu 16S rRNA. K 

amplifikaci byly použity modifikované primery 515F-V a 806RB dle Pichler et al. (2018). 

Vzorky byly pipetovány do 96 jamkové PCR destičky, nejprve bylo přidáno do každé jamky 

10 µl polymerázy Platinum™ II Hot-Start PCR (Thermo Fisher Scientific, USA) a 9 µl DEPC 

H2O. Dále bylo přidáno 2 µl FW primeru a 2 µl REV primeru, primery byly přidány tak, aby 

tvořily unikátní kombinace. Následně bylo napipetováno do každé jamky 2 µl vzorku DNA. 

Mikrotitrační destička byla vložena do přístroje Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied 

Biosystems, USA) a byl zahájen program popsaný v tabulce 2. 

 



20 

 

Tabulka 1: Schéma reakční směsi pro PCR. 

Master mix 1 vzorek 

Polymeráza Platinum™ II Hot-Start PCR 2x 10,0 µl 

FW primer 2,5 µM 2,0 µl 

REV primer 2,5 µM 2,0 µl 

DEPC-H2O 9,0 µl 

Vzorek DNA 2,0 µl 

Tabulka 2: Teplotní program termocykleru Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied 

Biosystems, USA) pro amplifikaci V4 oblasti genu 16S rRNA. 

Program cykleru Teplota Čas Opakování 

Iniciální denaturace 95 °C 3 min 1 

Denaturace 95 °C 45 s 

35 Annealing (ramp rate 60%) 52 °C 60 s 

Extenze 72 °C 90 s 

Finální extenze 72 °C 5 min 
1  

12 °C Hold 

 

Obrázek 9: Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems, USA). Foto: Autor, 2024 
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4.3.2 Purifikace 

Po amplifikaci bylo nutné přečistit naamplifikované fragmenty s délkou kolem 400 párů bází. 

Z tohoto důvodu byly použity magnetické kuličky AMPure XP Beads (Beckman Coulter, 

USA). Purifikace proběhla podle protokolu AMPure XP PCR Purification Protocol (Beckman 

Coulter, 2016). 

Magnetické kuličky byly přivedeny na pokojovou teplotu a poté zvortexovány po dobu 60 

sekund. K 25 µl produktu PCR reakce bylo přidáno 20 µl Ampure XP Beads, směs byla krátce 

zvortexována a následně inkubována 5 minut při pokojové teplotě. Destička byla položena na 

magnetický stojánek po dobu 2 minut a následně byl opatrně odebrán supernatant. Do jamek 

bylo přidáno 200 µl čerstvého ethanolu (80%) a po 30 sekundách byl supernatant odstraněn. 

Tento krok byl opakován, a nakonec byly kuličky ponechány oschnout po dobu cca 2 minut, 

bylo důležité nenechat pelet vyschnout úplně. Destička byla přemístěna z magnetického 

stojánku a do jamek bylo přidáno 26,5 µl elučního pufru. Vzorky byly zvortexovány a 

inkubovány po dobu 5 minut při pokojové teplotě. Destička byla znovu přenesena na magnety, 

kde byl supernatant po 2 minutách s přečištěnou DNA odebrán a přenesen do nové 96 jamkové 

PCR destičky. 

 

Obrázek 10: Grafické znázornění použití magnetických kuliček AMPure XP Beads 

(Beckman Coulter, USA). Přeloženo autorem. 
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Obrázek 11: Přečištění DNA pomocí magnetické destičky a magnetických kuliček AMPure 

XP Beads (Beckman Coulter, USA). Dlouhé fragmenty DNA se navážou na magnetické 

kuličky díky iontovým interakcím mezi negativně nabitými fosfátovými skupinami DNA a 

kladně nabitými skupinami na povrchu kuliček v přítomnosti roztoku polyethylenglykolu a 

solí. Následně jsou zmagnetizovány pomocí destičky. Krátké fragmenty zůstanou v roztoku a 

jsou odstraněny spolu s roztokem. Foto: Autor, 2024 

4.3.3 Fluorescenční měření koncentrace vzorků 

Koncentrace jednotlivých vzorků byla měřena pomocí sady QuantiFluor® dsDNA (Promega, 

USA) podle protokolu výrobce na přístroji LightCycler 480 II (Roche, Švýcarsko). Nejprve 

bylo připraveno 60 µl master mixu, 400x QF Dye bylo smícháno s 20x TE pufrem v poměru 

1:400. Následovalo krátké vortexování a pipetování do jamek, poté bylo přidáno 2 µl vzorku. 

V dalším kroku byla připravena kalibrační křivka z DNA standardů. 
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Obrázek 12: LightCycler 480 II (Roche, Švýcarsko). Foto: Autor, 2024 

Vzorky byly následně naředěny na domluvenou koncentraci 4 ng/µl. 

4.3.4 Pooling 

Naředěné vzorky byly smíchány dohromady do poolů po skupinách A–G, každého vzorku bylo 

použito 4 µl. Koncentrace jednotlivých poolů byly překontrolovány na přístroji Qubit 4 

(Thermo Scientific, USA) pomocí sady QuantiFluor dsDNA System (Promega, USA).  

4.3.5 Kontrola délky fragmentů 

Očekávaná délka fragmentů DNA byla kolem 400 bp, fragmenty byly kontrolovány na přístroji 

5200 Fragment Analyzer (Agilent, USA) pomocí kapilární elektroforézy. K ověření byla 

použita sada High Sensitivity NGS Analysis Kit (Agilent, USA) pro 1bp–6000bp a měření bylo 

provedeno podle protokolu výrobce (Agilent Technologies, 2020). Poté byla vypočítána 

molární koncentrace vzorků. 
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Obrázek 13: 5200 Fragment Analyzer (Agilent, USA). Foto: Autor, 2025 

4.4 Sekvenace 

Ověřené pooly byly smíchány a poté sekvenovány na přístroji MiniSeq (Illumina, USA) podle 

protokolu výrobce (Illumina, 2018). 

V prvním kroku byl připraven 0,1N roztok NaOH. Sekvenační primery (příloha B) byly zředěny 

na koncentraci 50 µM a denaturovány při teplotě 95 °C po dobu 3 minut, poté byly přeneseny 

do ledové lázně. V dalším kroku byla knihovna zředěna na koncentraci 1 nM pomocí RSB 

pufru. Do nové zkumavky bylo přidáno 5 µl zředěné knihovny a 5 µl nachystaného 0,1N 

roztoku NaOH. Proběhlo krátké vortexování a stočení. Knihovna byla denaturována při 

pokojové teplotě po dobu 5 minut. NaOH bylo v dalším kroku zneutralizováno 5 µl 200µM 

Tris-HCl. Směs byla krátce vortexována a stočena. Do zkumavky bylo napipetováno 985 µl 

chlazeného hybridizačního pufru, výsledný objem byl 1 ml a stávající koncentrace 5 pM. Směs 

byla opět rychle vortexována a centrifugována. Následovalo přenesení 140 µl zředěné knihovny 

do nové zkumavky, bylo přidáno 360 µl chlazeného hybridizačního pufru a nakonec byla směs 

krátce zvortexována a stočena. Po přidání pufru byla výsledná koncentrace knihovny 1,4 pM. 

Byl připraven 4 nM roztok fága PhiX. 5 µl fága bylo smícháno s 5 µl 0,1N NaOH, proběhlo 

rychlé vortexování a spin. Směs byla inkubována při pokojové teplotě po dobu 5 minut. 

Následně bylo přidáno 5 µl 200µM Tris-HCl a směs byla opět krátce vortexována a stočena. 

Do nové zkumavky bylo napipetováno 35 µl zředěné fágové knihovny a bylo přidáno 465 µl 

chlazeného hybridizačního pufru. Výsledná koncentrace PhiX kontroly byla 1,4 pM.  

Bylo smícháno 425 µl knihovny s 75 µl kontroly PhiX, tedy výsledná knihovna připravená pro 

sekvenaci obsahovala 15 % PhiX. Knihovna a primery byly napipetovány do sekvenační 

kazety. V posledním kroku byl sestaven SampleSheet s primery a názvy vzorků, následně byla 

spuštěna sekvenace. 
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Obrázek 14: Sekvenační kazeta (Illumina, 

USA). Foto: Autor, 2024 

 

Obrázek 15: MiniSeq (Illumina, USA). Foto: 

Autor, 2024 

4.4.1 Analýza dat 

Sekvenační data byla zpracována pomocí softwarového balíčku DADA2. Vizualizace výsledků 

byla vytvořena v grafickém prostředí RStudio a programu Excel. Bioinformatické zpracování 

provedl Mgr. David Novák z laboratoře Molekulární patologie (Ústav Biochemie, PřF MU). 

4.5 Kultivace 

Bylo vybráno 6 lahví od dobrovolníků, kteří se účastnili předešlé sekvenační analýzy. Stěr byl 

odebrán z hrdla (pítka) lahve a z vnitřní části víčka, tyčinka byla následně zalomena do 

zkumavky s 1 ml fyziologického roztoku (0,9% roztok NaCl).  

Pro kultivaci mikroorganismů bylo zvoleno neselektivní kultivační médium Tryptone Yeast 

Extract Agar (TYEA), které se používá při mikrobiologických rozborech pitné vody. V 1000ml 

nádobě bylo smícháno 6 g tryptonu, 3 g kvasničného extraktu a 12 g agaru, směs byla doplněna 

H2O na 700 ml. Směs byla míchána magnetickým míchadlem, dále bylo zkontrolováno pH 

roztoku a dorovnáno pomocí 1M NaOH na pH 7,1. Roztok byl doplněn H2O, aby se výsledný 

objem rovnal 800 ml. Poté byla směs autoklávována 15 minut při 121 °C. Po sterilizaci bylo 

médium nalito do sterilních Petriho misek po zhruba 15 ml. Kultivační média byla ponechána 

ztuhnout při pokojové teplotě ve sterilním boxu. 

Vzorky byly vortexovány, 100 µl vzorku bylo napipetováno na ztuhlé médium a rozetřeno 

pomocí L-kličky po celé ploše. Jeden vzorek o původní koncentraci byl nanesen na 4 misky. 
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Vzorek byl poté 10x zředěn fyziologickým roztokem a nanesen po 100 µl na 4 misky. Byly 

připraveny 3 kontrolní misky, na které bylo rozetřeno pouze 100 µl fyziologického roztoku. 

Nachystané misky byly vloženy do inkubátoru na 66 hodin. Pro psychrofilní mikroorganismy 

byla zvolena teplota 24 °C a pro mezofilní 36 °C. Pro každou teplotu byly připraveny 2 misky 

pro původní koncentraci a 2 misky pro 10x zředěný vzorek. Celkem bylo pro jednu láhev 

připraveno 8 misek. 

 

Obrázek 16: Autokláv. Foto: Autor, 2024 

  

Obrázek 17: Inkubátor (36 °C) s Petriho 

miskami se vzorky. Foto: Autor, 2024 

4.5.1 MALDI-TOF 

Bylo vybráno 16 různých kolonií z Petriho misek se vzorky z lahví. Tyto kolonie byly pomocí 

špičky pipety naneseny a rozetřeny na médium TYEA. Nachystané misky byly inkubovány po 

dobu 116 hodin při teplotě 24°C. 

Z každého vzorku byly kličkou odebrány 2 kolonie, poté byly přeneseny do 2ml zkumavky s 1 

ml ethanolu (75%). Zkumavky byly vortexovány 5 sekund a následně centrifugovány na 10 000 

g po dobu 5 minut. Nakonec byl odebrán supernatant a inaktivované pelety byly ponechány při 

teplotě 4 °C.  
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Obrázek 18: Kultivace vybraných kolonií ze vzorků 

pítek lahví. Foto: Autor, 2025  

  

Obrázek 19: Zkumavka s peletem po 

odpipetování supernatantu. Foto: Autor, 2025 

Do každé zkumavky bylo přidáno 50 µl kyseliny mravenčí (70%) a 50 µl acetonitrilu. 

Zkumavky byly zvortexovány a následně centrifugovány po dobu 90 sekund na 10 000 g. 

Těmito kroky byly extrahovány proteiny z peletů do supernatantu. Od každého vzorku bylo 

napipetováno 0,6 µl supernatantu, který byl poté nanesen na pozici ocelové vzorkovací 

desky.  Pro každý vzorek byly extrakty naneseny na dvě pozice a po zaschnutí byly převrstveny 

0,6 µl nasyceným roztokem kyseliny alfa-kyano-4-hydroxyskořicové ve směsi 

acetonitril:voda:kyselina trifluoroctová v poměru 50:47,5:2,5 (v/v).  

 

Obrázek 20: Ocelová vzorkovací deska pro MALDI analýzu. Foto: Autor, 2025 
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Vzorky byly analyzovány na MALDI-TOF hmotnostním spektrometru Ultraflextreme (Bruker 

Daltonics, Německo) v lineárním pozitivním režimu detekce. Pro každý vzorek bylo získáno 6 

akumulací (z každé pozice 3) hmotnostních spekter po 1000 laserových pulsech. V konečném 

vyhodnocení byly ponechány pouze signály, které byly zaznamenány minimálně v 5 

akumulacích každého vzorku. Získané signály byly identifikovány pomocí databáze MALDI 

Biotyper (Bruker Daltonics) Mgr. Ondrejem Šedo, Ph.D. z Centrální laboratoře Proteomiky 

(CEITEC, MU). 

 

Obrázek 21: MALDI-TOF hmotnostní spektrometr Ultraflextreme (Bruker Daltonics, 

Německo). Foto: Autor, 2025 
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5 VÝSLEDKY A DISKUZE 

Opakovaně použitelné lahve jsou každodenním společníkem čím dál většího množství lidí. 

Díky přímému kontaktu s ústní dutinou a okolním prostředím jsou lahve bohatě osídleny 

různými mikroorganismy, a to převážně bakteriemi. Vzhledem k běžnému nedostatečnému 

čištění se tyto lahve stávají potenciálním rizikem pro lidské zdraví.  

5.1 Dotazníkové šetření 

Data byla získána prostřednictvím dotazníku (příloha A) od všech dobrovolníků. Výzkumu se 

celkem zúčastnilo 20 chlapců a 21 dívek ve věku 14–18 let z Gymnázia Brno-Řečkovice.  

Nejpopulárnějším materiálem lahve mezi respondenty byl bezpochyby plast. Z celkového počtu 

43 lahví bylo 32 plastových, z toho 10 lahví bylo vyrobeno z tritanu. Dominující počet 

plastových lahví nejspíše souvisel s vlastnostmi těchto lahví, jako je nízká váha, cenová 

dostupnost a široký výběr designu. Celkem 7 lahví disponovalo alternativními pítky. 10 lahví 

bylo kovových, z toho 8 lahví bylo vyrobeno z nerezové oceli a 2 z hliníku. Tento materiál byl 

rozšířenější mezi dívkami, což mohlo být způsobeno vyšším povědomím o zdravotních 

aspektech a ekologii, nebo praktickými vlastnostmi lahví jako např. tepelná izolace. Výzkumu 

se zúčastnila pouze 1 skleněná láhev, z čehož vyplývá, že tyto lahve nejsou mezi studenty 

rozšířené. 

 

Obrázek 22: Srovnání preference materiálů zkoumaných lahví mezi chlapci a dívkami. 

Dalším zkoumaným parametrem bylo stáří lahve, tedy jak dlouho byly lahve používány. Z grafu 

uvedeného na obrázku 22 vyplývá, že necelá polovina lahví byla dobrovolníky využívána více 

než 1 rok. Tento fakt svědčí o dlouhé životnosti těchto lahví a také o spokojenosti uživatelů, 

kteří nemají potřebu je často nahrazovat. 
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Obrázek 23: Srovnání stáří zkoumaných lahví. 

Intenzita čištění byla rozdělena do dvou faktorů – frekvence a způsob čištění lahví. Na obrázku 

24 vidíme, že 44,2 % lahví bylo čištěno každý den, což je doporučený interval čištění. Na 

druhou stranu nejčastějším způsobem čištění bylo vypláchnutí vodou (viz obrázek 25). Ze 

spojení těchto dvou otázek, bylo zjištěno, že většina studentů, kteří láhev čistili každý den, ji 

většina vypláchla vodou (46,5 %). Nejpopulárnějším způsobem kvalitního čištění byla myčka 

(18,6 %), avšak bylo prováděno po delších časových úsecích. Důkladné čištění kartáčem na 

lahve není mezi studenty běžné (7 %). Jedna lahev nebyla čištěná nikdy. 

   

Obrázek 24: Srovnání preference frekvence čištění lahví. 
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Obrázek 25: Srovnání preference způsobu čištění lahví. 

Posledním zkoumaným faktorem bylo, zda uživatelé sdílejí své lahve s jinými lidmi. Jak je 

patrné z grafu na obrázku 26, více než 75 % lahví je výjimečně nebo běžně sdíleno. Tato 

skutečnost může být jednoduše důsledkem tím, že sdílení lahví studentům nevadí a nevnímají 

riziko přenosu cizí mikrobioty. 

 

Obrázek 26: Srovnání pravidelnosti sdílení lahví. 
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5.2 Sekvenační analýza 

5.2.1 Příprava 

Vzorky byly odebrány během května a června roku 2024 v budově školy ze 43 lahví, 2 

dobrovolníci poskytli každý 2 lahve. V rámci analýzy byly vytvořeny 2 skupiny, první skupina 

(T) zahrnovala 16 lahví, ze kterých byly provedeny 3 stěry s týdenním rozestupem. Druhá 

skupina (S) obsahovala 27 lahví, ze kterých byl odebrán pouze jeden stěr na konci pracovního 

týdne. Ze dvou lahví z této skupiny byly odebrány 2 stěry po 7 dnech. Celkem bylo odebráno 

78 vzorků, které byly následně izolovány. 

Tabulka 3: Počet provedených stěrů z lahví dvou analyzovaných skupin. 
 

Počet stěrů Počet lahví 

Skupina T  3 16 

Skupina S  1 27 

Po izolaci DNA, amplifikaci a vyčištění fragmentů byla zkontrolována koncentrace vzorků. 

Počáteční koncentrace vzorků se pohybovala od 1,6 do 16,8 ng/µl. Ředění vzorků vycházelo z 

kalibrační křivky, vzorky byly ředěny na koncentraci 4 ng/µl a poté smíchány 7 poolů (směsi 

všech vzorků v řádku, z každého vzorku odebráno 4 µl). 

Dále byla měřena délka fragmentů na přístroji 5200 Fragment Analyzer (Agilent, USA). Jde 

vidět, že kontrola délky fragmentů byla úspěšná. Nejčastěji byly fragmenty dlouhé 400 bp, peak 

jednotlivých poolů sahal od 396 bp do 401 bp. 

 

Obrázek 27: Ověření délky fragmentů jednotlivých poolů pomocí kapilární elektroforézy na 

přístroji 5200 Fragment Analyzer (Agilent, USA). Sloupce B1–B7 zobrazují 7 poolů, B8 je 

finální knihovna, tedy směs všech 7 poolů. 
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Obrázek 28: Délka fragmentů výsledné knihovny (B8). Výsledná délka fragmentů byla 401 

bp. LM – dolní referenční marker; UM – horní referenční marker 

Následně byla vypočítána molární koncentrace finální knihovny podle předpokládané 

koncentrace 4 ng/µl na 20 nM. 

Sekvenační analýza vygenerovala celkem 16,1 milionů čtení a přečetla 2,27 Gbp. Z výsledků 

sekvenace bylo zjištěno, že koncentrace knihovny byla nižší, než se očekávalo. Namísto 

plánovaných 15 % phiX bylo obsaženo 25 %. Přesto byla celková kvalita výsledků vysoká - 

93,3 %, tedy přes 90 % čtení mělo vyšší kvalitu než Q30. Dále byla zaznamenána 

nerovnoměrnost počtu čtení mezi vzorky, což mohlo být způsobeno nepřesným ředěním vzorků 

na stejnou koncentraci.  

 

Obrázek 29: Počet (%) identifikovaných čtení na jednotlivé indexy (vzorky). 
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Po zpracování dat v DADA2 byly všechny vzorky zarovnány na 16 810 čtení. Tímto krokem 

byly vyřazeny 2 vzorky, protože jejich celkový počet čtení byl nižší než stanovený limit. Nižší 

počet čtení pravděpodobně souvisel s nižší koncentrací těchto vzorků.  

Ve vyhodnocení sekvenačních výsledků bylo k dispozici 16 lahví ze skupiny T (3 vzorky) a 

jejich první stěr byl zahrnut do skupiny S. Skupina S tedy obsahovala 41 lahví a 1 kontrolní 

vzorek ze vzduchu. 

5.2.2 Bakteriální složení z pohledu diverzity 

Sekvenační analýza přinesla rozsáhlé informace o bakteriálním složení vzorků. Bohatost byla 

ohodnocena pomocí alfa diverzity, která popisuje diverzitu v rámci jednotlivých vzorků 

prostřednictvím různých indexů.  

Index Observed udává počet detekovaných druhů ve vzorku. Nejdiverzifikovanější vzorek 

obsahoval až 340 bakteriálních druhů, zatímco nejméně diverzifikovaný pouze 16. Průměrný 

počet druhů napříč všemi vzorky činil 138 druhů a směrodatná odchylka se rovnala 62. Z grafu 

(viz obrázek 30) je patrné, že počet bakteriálních druhů ve vzorcích odebraných z pítek lahví 

se značně liší.  

 

Obrázek 30: Alfa diverzita – Observed, počet druhů v jednotlivých vzorcích. 

Sekvenační data byla analyzována prostřednictvím Shannonova a Simpsonova indexu 

diverzity. Shannonův index nabývá hodnot v rozmezí 0 až 5 a zohledňuje jak rozmanitost, tak 

i rovnoměrnost. S vyšší počtem druhů a jejich rovnoměrným zastoupením roste hodnota indexu. 

Simpsonův index je založen na pravděpodobnosti, že dva náhodně vybraní jedinci ze stejného 

vzorku budou patřit ke stejnému druhu. Hodnoty se pohybují v rozmezí 0 až 1, čím vyšší je 
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pravděpodobnost (tedy nižší diverzita), tím vyšší je hodnota tohoto indexu. Jelikož Simpson 

interpretuje data právě naopak než ostatní indexy alfa diverzity, v této práci je použita jeho 

inverzní verze.  

K vizualizaci dat byly použity Violin ploty, což jsou grafy, které zobrazují rozložení dat v 

různých skupinách. Širší části ukazují oblasti s vyšší hustotou dat, užší části s nižší hustotou 

dat. Ve špičkách se nachází maximum a minimum. Boxplot neboli bílý obdélník zobrazuje 

rozmezí, ve kterém se nachází 50 % dat. Uvnitř boxplotu je středová čára (medián), která 

rozděluje data na dvě stejně velké části. Na ose x jsou uvedeny skupiny, které daný index 

hodnotí. Na ose y se nachází stupnice měřeného indexu, obvykle s rostoucí hodnotou roste i 

diverzita. P-hodnota udává pravděpodobnost, že pozorované rozdíly mezi skupinami vznikly 

náhodou. P> 0,05 vyjadřuje statisticky nevýznamný rozdíl, označen jako NS – Not Significant. 

Naopak p ≤ 0,05 (*) je statisticky významný rozdíl, ale také 5% šance, že tento nález je 

náhodný. Pokud p ≤ 0,01 (**), rozdíl je velmi významný a p ≤ 0,001 (***) vyjadřuje extrémně 

významný rozdíl. 

Alfa diverzita byla nejprve porovnána na základě materiálu lahví. Grafy na obrázcích 31 a 32 

ukazují hodnoty alfa diverzity Shannonova a Simpsonova indexu mezi skupinami plastových a 

kovových materiálů. Pouze Simpsonův index ukázal malé, ale statisticky významné rozdíly. 

Bylo zjištěno, že plastové lahve vykazují vyšší diverzitu než kovové.  

 

Obrázek 31: Srovnání alfa diverzity kovových a plastových lahví. Vyjádřeno pomocí 

Shannonova indexu a Simpsonova indexu diverzity. 
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Při porovnání specifických materiálů, lahve z nerezové oceli vykazovaly nižší diverzitu než 

polypropylenové. Vzorky z tritanových lahví vykazovaly velký rozptyl. Tento rozptyl byl 

pravděpodobně důsledkem různých návyků uživatelů. 

 

Obrázek 32: Srovnání alfa diverzity lahví z nerezové oceli, polypropylenu a tritanu. 

Vyjádřeno pomocí Shannonova indexu a Simpsonova indexu diverzity. 

Dále byla vypočítána alfa diverzita mezi skupinami lahví s alternativními pítky (vytahovací, 

cucacími) a běžnými hrdly. Bylo očekáváno, že alternativní pítka budou díky své konstrukci 

mikrobiálně bohatší, protože při pití dochází k většímu kontaktu s ústní dutinou. Nicméně graf 

na obrázku 33 ukázal, že mezi diverzitou alternativních pítek a běžných hrdel nebyl nalezen 

žádný statisticky významný rozdíl. Zajímavé je, že rozptyl hodnot indexu alternativních pítek 

je poměrně malý, což bylo pravděpodobně ovlivněno nízkým počtem lahví s alternativními 

pítky. 
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Obrázek 33: Srovnání alfa diverzity alternativních pítek a hrdel lahví. Vyjádřeno pomocí 

Shannonova indexu a Simpsonova indexu diverzity. 

Dalším zkoumaným parametrem bylo stáří lahve, tedy doba aktivního využívání. Z grafu na 

obrázku 34 vyplývá, že bohatost druhů lahví používaných méně než 1 měsíc byla významně 

nižší oproti lahvím starších než 3 měsíce. Vzhledem k tomu, že alfa diverzita mezi lahvemi 

používanými déle než 3 měsíce se výrazně nelišila, lze usoudit, že bakteriom se po více než 3 

měsících využívání ustálí.  

Tento trend je pravděpodobně způsoben pravidelným používáním lahve a s tím souvisejícím 

kontaktem s poměrně stabilní ústní mikroflórou. Zároveň lze usuzovat, že mikrobiota potřebuje 

určitý čas k tvorbě a stabilizaci biofilmu. S rostoucí dobou využívání lahve dochází k degradaci 

materiálu, a to vlivem mechanického a chemického opotřebení i vlivem bakterií, které jsou 

schopné využívat některé složky tohoto materiálu. Opotřebení materiálu může zvyšovat 

přístupnost povrchu pro přilnutí mikroorganismů.  

Zatím nebylo zkoumáno, zda biofilm lahví po delším časovém úseku představuje zdravotní 

riziko. Stabilní mikrobiom by mohl poskytovat ochrannou bariéru proti potenciálním 

patogenům. Na druhou stranu by patogenní mikroorganismy jako součást stabilního biofilmu 

mohly představovat hrozbu v případě oslabení imunitního systému uživatele. Proto by bylo 

vhodné provést dlouhodobou studii zaměřenou na analýzu tohoto mikrobiomu v závislosti na 

lidském zdraví. 
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Zde nastává dilema mezi ekologií a lidským zdravím. Z jednoho pohledu by se mohlo zdát, že 

by lahve měly být vyměněny po 3 měsících, aby se minimalizovalo potenciální zdravotní riziko. 

To by však bylo v rozporu s ekologickými cíli, a to snížit environmentální stopu omezením 

jednorázových obalů. Jak bylo uvedeno, není jasné, jestli stabilní mikrobiom po více než 3 

měsících využívání je přínosný, nebo nežádoucí vzhledem ke zdraví uživatele.  

 

Obrázek 34: Srovnání alfa diverzity lahví různého stáří. Vyjádřeno pomocí Shannonova 

indexu a Simpsonova indexu diverzity. 

Důležitým faktorem mikrobiálního složení lahví je jejich údržba. Z hlediska frekvence čištění 

se alfa diverzita lahví nelišila (viz příloha C). Z toho vyplývá, že frekvence čištění byla 

očekávaně závislá na způsobu, kterým byla láhev čištěna. 

Hodnoty (viz obrázek 35) ukazují, že lahve umývané v myčce nebo kartáčem vykazovaly 

výrazně nižší alfa diverzitu. To naznačuje, že k účinnému vyčištění lahve, je pouhé vypláchnutí 

vodou a použití houbičky nedostatečné, je třeba metody, které kvalitněji odstraní biofilm. Tedy 

využít mechanický (kartáč) nebo chemický (horká voda v myčce a dezinfekční prostředky) 

způsob čištění. 
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Nicméně je důležité poznamenat, že tato data nelze považovat za zcela přesná, protože 

jednotlivé vzorky ve skupinách byly velmi rozptýlené, což pravděpodobně souviselo s různou 

frekvencí čištění, nízkým počtem vzorků v některých skupinách nebo absencí kontroly nad 

posledním umytím lahve.  

 

Obrázek 35: Srovnání alfa diverzity lahví čištěných různými způsoby. Vyjádřeno pomocí 

Shannonova indexu a Simpsonova indexu diverzity. 

Poslední zkoumaným parametrem pomocí alfa diverzity bylo sdílení lahve s jinými osobami. 

Bylo zjištěno, že lahve, které nebyly nikdy sdíleny, vykazují signifikantně nižší alfa diverzitu 

ve srovnání s těmi, které sdíleny byly. Toto zjištění naznačuje, že sdílení lahve vede k přenosu 

ústní mikrobioty, velice pravděpodobně včetně oportunních patogenů. Cizí mikrobiota pak 

obohacuje mikrobiom sdílených lahví. Nebyly zaznamenány rozdíly mezi skupinami, které 

lahve sdílí výjimečně a běžně. 
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Obrázek 36: Srovnání alfa diverzity lahví, které jsou sdíleny výjimečně, běžně, nebo nikdy. 

Vyjádřeno pomocí Shannonova indexu a Simpsonova indexu diverzity. 

5.2.3 Bakteriální složení z pohledu taxonů 

S využitím sloupcového grafu (viz obrázek 37), který znázorňuje relativní zastoupení bakterií 

ve všech prvních vzorcích, bylo identifikováno 15 nejvíce abundantních tříd, z nich 

dominovaly: gram-negativní Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, 

Flavobacteria a gram-pozitivní Actinomycetes a Bacilli. První sloupec na obrázku 37 

reprezentuje kontrolní odběr ze vzduchu, jehož mikrobiální komunita je z více než z poloviny 

tvořena třídou Betaproteobacteria. Nejvíce abundantní rody byly (příloha D): Acinetobacter, 

Moraxella, Chryseobacterium, Streptococcus a Rhodococcus. 

Vyobrazená data na obrázku 38 popisují rozložení bakteriálních tříd ve vzorcích 16 lahví ze 

skupiny T. Z každé lahve byly odebrány 3 vzorky v intervalu 7 dní. Z vizuální analýzy těchto 

trojic stěrů je zřejmé, že nejvíce abundantní třídy se vyskytují ve všech 3 stěrech a s malými 

rozdíly v procentuálním zastoupením. Proto lze považovat mikrobiom v rámci jedné lahve za 

poměrně stabilní. 

Nicméně při porovnání jednotlivých lahví mezi sebou, se ukázala značná heterogenita. Tato 

variabilita naznačuje, že mikrobiální komunity lahví jsou specifické a individuální. Také jsou 

velmi ovlivněny dalšími faktory, jako jsou návyky uživatelů. Současně lze konstatovat, že 

hrdla lahví jsou odrazem ústní mikrobioty, která je formována různými faktory jako životní 

styl a hygiena. 
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Obrázek 37: Relativní zastoupení bakteriálních tříd v prvních stěrech všech zkoumaných 

lahví. K značí kontrolní vzorek. 

 

Obrázek 38: Relativní zastoupení bakteriálních tříd ve všech vzorcích skupiny T. Byly 

odebrány 3 stěry z každé lahve v rozmezí 7 dní. 
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Obrázek 39: Relativní zastoupení bakteriálních druhů v prvních vzorcích všech zkoumaných 

lahví. K značí kontrolní vzorek. 

Dále proběhla analýza pomocí dalšího sloupcového grafu (viz obrázek 39), který zobrazuje 

procentuální zastoupení druhů bakterií v jednotlivých vzorcích. V několika vzorcích se jeden 

druh vyskytoval jako značně dominantní. Světle šedé plochy zobrazují všechny ostatní bakterie, 

které ve vzorcích nebyly abundantně významné. 

Kontrolní vzorek (K) se primárně skládal z Ralstonia nicotianae, což je patogenní bakterie 

izolovaná z vadnoucího tabáku (Liu et al., 2023). Tento vzorek byl odebrán v místnosti s 

rostlinami, proto lze očekávat, že R. nicotianae mohla být kontaminantem z okolního prostředí. 

Případně se mohlo jednat o kontaminaci izolačním kitem. 

V lahvích S09, S16, S20, S21 a T16 se primárně vyskytovala Moraxella tetraodonis, která byla 

nedávno izolována z kůže sladkovodního čtverzubce (Das & Das, 2022). V lahvi S05 byla 

identifikována bakterie Chryseobacterium phocaeense, která byla nově izolována u pacientů s 

cystickou fibrózou (Abdallah et al., 2019). Chryseobacterium antibioticum byla nalezená v 

lahvi S19, tato baterie byla izolována z arktické půdy a bylo zjištěno, že vykazuje 

antimikrobiální aktivitu vůči gramnegativním bakteriím (Dahal et al., 2021). V lahvích S01, 

T04, T07 byl identifikována bakterie Acinetobacter colistiniresistens, která byla izolována z 

lidských infekcí, ale nebyl zatím prokázán jako patogen. Je ale přirozeně rezistentní vůči 

kolistinu, antibiotiku poslední volby (Nemec et al., 2017). 

5.2.4 Porovnání 2 lahví stejného uživatele 

Prostřednictvím sloupcových grafů bylo na úrovni druhů porovnáno relativní zastoupení 

bakterií 2 lahví stejného uživatele.  
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Tabulka 4: Charakteristika lahví prvního dobrovolníka. 

Kód lahve T04 S07 

Materiál Nerezová ocel Polypropylen 

Stáří lahve 6–12 měsíců 3–6 měsíců 

Způsob a frekvence čištění 1x týdně v myčce 

Sdílení Nesdílí 

Na obrázku 40 je zobrazeno relativní druhové zastoupení těchto 2 lahví, které na první pohled 

nevykazovaly vysokou diverzitu a nebyly složením až tak rozdílné. To lze přičíst podobné 

údržbě těchto dvou lahví. Ve všech vzorcích lahve T04 byla významnou bakterií Moraxella 

tetraodonis, která se ale nenacházela v lahvi S07. První vzorek z lahve T04 a vzorek z lahve 

S07 vykazují podobnost, a to díky přítomnosti bakterií Acinetobacter colistiniresistens a 

Streptococcus bouchesdurhonensis, což bylo nejspíše způsobeno tím, že vzorky byly odebrány 

ve stejném týdnu.  

 

Obrázek 40: Relativní zastoupení druhů bakterií ve vzorcích ze 2 lahví stejného uživatele. Z 

lahve T04 byly odebrány 3 vzorky po 7 dnech a z lahve S07 jeden vzorek. 
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Tabulka 5: Charakteristika lahví druhého dobrovolníka. 

Kód lahve T07 S06 

Materiál Polypropylen Tritan 

Stáří lahve >1 rok 6–12 měsíců 

Způsob a frekvence 

čištění 

1x týdně vypláchnutí 

vodou 

1x za 2 týdny houbičkou a 

saponátem 

Sdílení Výjimečně Běžně 

Mezi lahvemi druhého dobrovolníka nebyla nalezena žádná významná shoda. Z obrázku 41 

vyplývá, že lahev S06 vykazovala vyšší diverzitu (vyšší procento šedé části) než lahev T07. To 

mohlo být způsobeno tím, že lahev S06 je využívaná kratší dobu, je běžně sdílená a také 

umývaná pouze 1x za 2 týdny. Bakterie Acinetobacter colistiniresistens byla přítomna ve všech 

vzorcích.   

 

Obrázek 41: Relativní zastoupení druhů bakterií ve vzorcích ze 2 lahví stejného uživatele. Z 

lahve T07 byly odebrány 3 vzorky po 7 dnech a z lahve S06 2 vzorky po 7 dnech. 

Z tohoto srovnání vyplývá, že lahve používané stejným uživatelem vykazují nízkou vzájemnou 

podobnost a jsou výrazně ovlivněny faktory jako je charakteristika samotné lahve i způsob její 

údržby. 
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5.2.5 Faktory a selekce taxonů 

V této části práce bylo analyzováno, jestli některé faktory z dotazníkové analýzy selektují určité 

bakteriální taxony. K tomuto účelu byly použity analýza beta diverzity a graf LEfSe (Linear 

Discriminant Analysis Effect Size). Beta diverzita porovnává bakteriální složení mezi 

jednotlivými skupinami vzorků a LEfSe ukazuje, které taxony nejvíce přispívají k rozdílům 

mezi skupinami. 

MDS (Multidimensional Scaling) graf na obrázku 42 vizualizuje bakteriální beta diverzitu dvou 

skupin – plastových a kovových lahví. Body znázorňují jednotlivé vzorky a elipsy ukazují 

rozptyl skupiny. Jde vidět, že vzorky z plastových a kovových lahví se z velké části překrývají, 

což naznačuje, že tyto materiály mají relativně podobné bakteriální složení.  

 

Obrázek 42: Srovnání beta diverzity plastových a kovových lahví. Vyjádřeno pomocí grafu 

MDS vyjadřující beta diverzitu. 

Přesto byl vytvořen graf LEfSe (viz obrázek 43), který představuje identifikátory jednotlivých 

materiálů. Bylo zjištěno, že třídy Flavobacteria a Bacilli preferují polypropylenové lahve, což 

je v souladu s předchozími vědeckými studiemi, které potvrzují jejich schopnost kolonizovat i 

částečně degradovat tyto materiály (Pollet et al., 2018; Jain & Bhunia., 2021). Tritan byl 

identifikován přítomností třídy Bdellovibrionia, známé predátorskými vlastnostmi vůči gram-

negativním bakteriím (Harini et al., 2013). Nerezovou ocel preferovala třída Blastocatellia, což 

naznačuje, že tato třída by mohla v tomto prostředí bez nižšího přístupu organických látek 

prosperovat. 
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Obrázek 43: Třídy bakterií specifické pro jednotlivé materiály lahví. Zobrazeno pomocí 

analýzy LEfSe. 

Dále byl vytvořen krabicový graf, který vizualizuje relativní zastoupení zmíněných 

bakteriálních tříd. Za významné rozdíly lze považovat preferenci Flavobacteria k plastovým 

materiálům, Bacilli vykazující afinitu k polypropylenu a Bdellovibrionia k nerezové oceli. 
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Obrázek 44: Relativní zastoupení bakteriálních tříd, které jsou identifikátory materiálů 

opakovaně použitelných lahví. 

Druhý faktor zkoumaný pomocí beta diverzity, byl způsob čištění lahve. Z MDS grafu na 

obrázku 45 vyplývá, že jednotlivé skupiny se bakteriálním složením významně od sebe nelišily, 

což bylo pravděpodobně důsledkem variabilních způsobů čištění lahví kombinovaných s 

různou frekvencí údržby a také absencí kontroly nad posledním čištěním lahve.  
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Obrázek 45: Srovnání beta diverzity lahví s různými způsoby čištění. Vyjádřeno pomocí 

grafu MDS. 

5.2.6 Oportunní patogeny 

Prostřednictvím databáze BacDive (Bacterial Diversity Metadatabase) a WHO Bacterial 

Priority Pathogens List (World Health Organization, 2024) byly vyhledány oportunní patogeny 

(Bednář et al., 1996; Von Graevenitz, 2004, Ekkelenkamp et al., 2012; Ahmad & Guo, 2014; 

Chen et al., 2022). 

Bakterie spojené s nozokomiálními infekcemi: 

Acinetobacter baumannii 

Klebsiella oxytoca 

Enterobacter roggenkampii 

Acinetobacter septicus 

Chryseobacterium indologenes 

Sphingomonas paucimobilis 
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Orální bakterie, které mohou způsobovat infekce: 

Streptococcus mutans zubní kaz 

Veillonella parvula zubní kaz 

Rothia dentocariosa zubní kaz, endokarditida 

Rothia mucilaginosa endokarditida, bakteriémie 

Fusobacterium periodonticum parodontitida 

Fusobacterium nucleatum parodontitida 

Prevotella melaninogenica parodontitida 

Streptococcus anginosus (milleri) endokarditida, bakteriémie, abscesy 

Kingella bonacorsii parodontitida 

Bakterie, které jsou potenciálními environmentálními patogeny: 

Aeromonas hydrophila 

Mycobacterium gordonae 

Další oportunní patogeny: 

Cronobacter sakazakii meningitida a sepse u kojenců 

Staphylococcus saprophyticus infekce močových cest, meningitida 

Haemophilus aegyptius zánět spojivek 

Campylobacter concisus 
onemocnění gastrointestinálního traktu,  

Crohnova choroba 

Abiotrophia defectiva endokarditida 

Nález oportunních patogenů na hrdlech a pítkách opakovaně použitelných lahví je významný 

vzhledem k faktu, že 75 % účastníků tohoto výzkumu své lahve sdílí s ostatními lidmi. Při 

sdílení může docházet k přenosu těchto bakterií a potenciálně způsobit infekce u jedinců se 

sníženou imunitou. 

5.3 Kultivační analýza 

Pro kultivační analýzu bylo zvoleny lahve, které se účastnily předešlé sekvenační analýzy. 

V prosinci 2024 bylo odebráno 6 vzorků a následně bylo pro každý vzorek nachystáno 8 Petriho 

misek s TYEA médiem. Celkem bylo kultivováno 51 misek, z toho 3 byly kontrolní.  
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Kultivace byla úspěšná – kontrolní misky zůstaly bez mikrobiálního nárůstu a všechny misky 

se vzorky (kromě T09) vykázaly pozitivní nárůsty. Následně byly počítány CFU (Colony-

Forming Unit) pomocí programu OpenCFU. Průměrné hodnoty, zaokrouhlené na desetitisíce 

pro jednotlivé teploty jsou znázorněny v tabulce 7. 

Tabulka 6: Průměrný počet CFU na miskách jednotlivých vzorků lahví. 

teplota/vzorek T14 T08 T09 S02 T02 T12 

22 °C 370 000 120 000 0 350 000 80 000 260 000 

36 °C 190 000 110 000 50 360 000 36 000 160 000 

Z obrázků 46 a 47 jasně vyplývá, že vzorky z pítek lahví byly velmi koncentrované a ředění 

bylo podceněno. Tato skutečnost ztížila počítání CFU a mohla ovlivnit výsledky.  

 

Obrázek 46: Kultivované mikroorganismy ze stěru hrdla opakovaně použitelné lahve na 

médiu TYEA. Tento vzorek byl 10x zředěn. 
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Obrázek 47: Kultivované mikroorganismy ze stěru hrdla opakovaně použitelné lahve na 

médiu TYEA. Tento vzorek byl 10x zředěn. 

Průměrný počet CFU byl 240 000 CFU, nejvyšší počet CFU byl 370 000. Jelikož výsledky z 

lahve T09 se odchylují od ostatních hodnot, tato láhev byla z analýzy vynechána. Počet CFU 

byl porovnán s výsledky vědeckého článku Water bottle germs revealed (TreadmillReviews.ca, 

2019), který uvádí, že hrdlech lahví průměrně kolonizuje více než 300 000 CFU/cm2 a nejvíce 

kontaminovaná hrdla (s posuvnými uzávěry) kolonizuje až 900 000 CFU/cm2. Oproti tomuto 

článku, bylo v této práci detekován nižší počet CFU. To mohlo být způsobeno rozdílným 

postupem, který ale v článku není uveden.  

Mikrobiální nárůst na hrdlech lahví byl výrazně vyšší než na běžných domácích předmětech 

(TreadmillReviews.ca, 2019). Například miska pro psy obsahuje přes 47 000 CFU/cm2, 

zkoumaná hrdla lahví jsou tedy cca 6x bohatší na mikroorganismy. 

Mikrobiální nárůst na hrdlech lahví byl srovnán s hranicemi povoleného znečištění pitné vody 

podle vyhlášky č. 252/2004 Sb., která provádí kontrolu právě pomocí TYEA média. 

Psychrofilní bakterie jsou kultivovány při teplotách kolem 22 °C a indikují přítomnost 

organických látek ve vodě, ale v pitné vodě nesmí překročit 500 CFU na 1 ml (1x). Mezofilní 

mikroorganismy jsou kultivovány při 37 °C a indikují kontaminaci mikroflórou, v pitné vodě 

je jich povoleno pod 100 CFU na 1 ml (1x). Všechny vzorky, s výjimkou lahve T09, 

překračovaly tyto hranice 1000x, což bylo způsobeno kontaminací nejen ústní mikrobiotou.  

Vzorek T09 se výrazně odlišoval mikrobiálním nárůstem, který byl pozitivní pouze při teplotě 

37 °C. Negativní nárůst mohl být následkem kvalitního čištění lahve den před odběrem a slabý 

nárůst následným pitím z lahve druhý den, kdy by došlo ke kontaminaci ústní mikroflórou.   
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5.3.1 MALDI–TOF 

Z 16 kolonií z první kultivace vyrostlo 15 kolonií, kolonie 12 nevyrostla. Celkem 15 kolonií 

bylo analyzováno pomocí MALDI-TOF. Na základě získaných signálů hmotnostních spekter 

se podařilo identifikovat 13 z 15 vzorků. Vzorky číslo 2 a 11 nebyly shodné s žádným z výstupů 

databáze MALDI Biotyper (Bruker Daltonics).  

Pozitivní nálezy byly ohodnoceny identifikačním skórem, přičemž spolehlivost identifikace 

roste s vyšší hodnotou skóre. Pokud bylo skóre vyšší než 2000 byla identifikace druhu vysoce 

spolehlivá. Skóre 1999–1700 bylo vysoce spolehlivé v rámci identifikace rodu, ale méně 

spolehlivé v rámci druhu. Vzorek 8 má skóre mírně nižší než 1700, proto byl potvrzen manuální 

validací dat. 

Bylo nalezeno 11 různých mikroorganismů, 2 kvasinky a 9 bakterií, které jsou zobrazeny v 

tabulce 8.  

Tabulka 7: Seznam bakterií a kvasinek, které byly vykultivovány ze vzorků z pítek lahví. 

Číslo vzorku Název druhu Skóre Třída 

1 Staphylococcus warneri 1,981 Bacilli 

2 bez identifikace - - 

3 Yarrowia galli 1,787 Saccharomycetes 

4 Microbacterium oxydans 2,159 Actinomycetes 

5 Rhodococcus erythropolis 1,769 Actinomycetes 

6 Microbacterium maritypicum 1,855 Actinomycetes 

7 Trichosporon asahii 1,866 Tremellomycetes 

8 Microbacterium maritypicum 1,692 Actinomycetes 

9 Chryseobacterium pallidum 1,989 Flavobacteria 

10 Rhodococcus erythropolis 1,956 Actinomycetes 

11 bez identifikace - - 

12 bez identifikace - - 

13 Kocuria rhizophila 2,238 Actinomycetes 

14 Acinetobacter pittii 2,104 Gammaproteobacteria 

15 Klebsiella oxytoca 2,071 Gammaproteobacteria 

16 Corynebacterium callunae 2,234 Actinomycetes 
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Obrázek 48: Chryseobacterium pallidum – lahev T08 

 

Obrázek 49: Klebsiella oxytoca – lahev T14 
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5.4 Porovnání výsledů kultivační a sekvenační analýzy 

V rámci kultivační analýzy byly identifikovány dominantní kultivovatelné bakterie a kvasinky 

přítomné na hrdlech a pítkách opakovaně použitelných lahví. Bakterie ze tříd Actinomycetes, 

Bacilli, Flavobacteria a Gammaproteobacteria byly dominantní jak v kultivační, tak i 

sekvenační analýze. Kultivační analýza práci obohatila o druhy ze tříd Saccharomycetes a 

Tremellomycetes z říše Fungi. 

Metoda MALDI-TOF je velice spolehlivá pro identifikaci rodů. Všechny rody bakterií byly 

detekovány ve stejných lahvích v kultivační i sekvenační analýze, s výjimkou rodu Kocuria. 

Avšak na úrovni druhů jediným detekovaným mikroorganismem ve stejné lahvi byla Klebsiella 

oxytoca. Tyto vzorky byly odebrány v rozmezí 6 měsíců. To naznačuje, že bakterie K. oxytoca 

byla pravděpodobně stálou složkou mikrobiální komunity této konkrétní lahve.  

Nicméně je důležité poznamenat, že nízký počet kultivovaných a následně identifikovaných 

vzorků metodou MALDI-TOF mohl významně ovlivnit toto srovnání. Metagenomická analýza 

je velice podrobná a detekuje široké spektrum, které není kultivační metodou zachyceno. Na 

druhou stranu některá sekvenační data nebyla zařazena do použité databáze, což mohlo vést k 

neúplnosti výsledků. 

Lahev, v níž se vyskytovala oportunní bakterie K. oxytoca, byla čištěna pouze vypláchnutím 

vodou. Tím pádem nedocházelo k účinnému odstranění biofilmu včetně K. oxytoca. Toto 

naznačuje, že z hlediska zdravotních rizik, je potřeba lahev čistit důkladněji. 

Vzhledem k různorodosti návyků a charakteristik lahví by budoucí studie mohly provést 

striktněji kontrolovaný výzkum nebo zahrnout větší počet zkoumaných lahví, včetně vyššího 

zastoupení skleněných lahví. Tímto by bylo možné vytvořit specifičtější analyzační skupiny. 

Jelikož bylo zjištěno, že bakteriální diverzita se stabilizuje po více než 3 měsících aktivního 

používání lahve a bakterie K. oxytoca byla detekována ve stejné lahvi i po 6 měsících, je 

důležité objasnit roli mikrobiomu a hlavně biofilmu, kterou hraje na hrdlech lahví v delších 

časových horizontech. Klíčová otázka je, zda tento biofilm představuje pro uživatele riziko 

nebo ochrannou funkci. 

V neposlední řadě by se budoucí výzkumy mohly zaměřit i na analýzu fungálních komunit v 

opakovaně použitelných lahví s využitím sekvenační metody. 
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6 ZÁVĚR 

Mikrobiální složení opakovaně použitelných lahví na vodu je vysoce individuální a výrazně se 

liší i mezi lahvemi stejného uživatele. Po více než 3 měsících používání se bakteriom na hrdle 

lahví stabilizuje. Tento jev vyvolává otázku, zda se jedná o pozitivní či negativní dopad na 

lidské zdraví. Sdílení lahví bylo spojeno s vyšší bakteriální diverzitou, přičemž bylo 

identifikováno několik významných oportunních patogenů, jako jsou bakterie Acinetobacter 

baumanii a Klebsiella oxytoca.  

Různorodé přístupy k údržbě mezi dobrovolníky ztížily analýzu vlivu čištění na mikrobiální 

složení. I přes tuto různorodost bylo zjištěno, že většina dobrovolníků své lahve čistí 

nedostatečně, nejčastěji každodenním vypláchnutím vody.   

Otázkou zůstává: Jaká je tedy ideální lahev?  

Na základě výsledků této práce by lahev měla být kovová, s jakýmkoliv hrdlem, umožňující 

snadné čištění kartáčem nebo v myčce. Vzhledem k výskytu oportunních bakterií by také 

neměla být sdílena s ostatními lidmi. 
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