STREDOSKOLSKA ODBORNA CINNOST

Obor ¢. 7: Zemédélstvi, potravinarstvi, lesni a vodni hospodarstvi

Analyza mikrobiomu opakované pouzitelnych lahvi
na vodu

Emma Engelsmannova
Jihomoravsky kraj Brno 2025



STREDOSKOLSKA ODBORNA CINNOST

Obor ¢. 7: Zemédélstvi, potravinarstvi, lesni a vodni hospodarstvi

Analyza mikrobiomu opakované pouzitelnych lahvi
na vodu

Analysis of microbiome of reusable water bottles

Autor: Emma Engelsmannova

Skola: Gymnazium Brno-Reckovice, piispdvkova organizace, Terezy
Novékové 963/2, Brno 621 00
Kraj: Jihomoravsky kraj

Konzultant: Mgr. David Novak, Mgr. Michal Kunak, Ph.D.

Brno 2025



Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem svou praci SOC vypracovala samostatné a pouzila jsem pouze prameny a
literaturu uvedené v seznamu bibliografickych zdznam.

Prohlasuji, Ze ti§téna verze a elektronicka verze soutézni prace SOC jsou shodné.

Nemam zavazny diivod proti zpfistupiiovani této prace v souladu se zakonem ¢. 121/2000 Sb.,
o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a o zméné nékterych zakonua
(autorsky zékon) ve znéni pozdéjsich predpisu.

V Brn€ dne 3. anora 2025 ..o
Emma Engelsmannova



Podékovani

Na tomto misté bych rada pod€kovala svému vedoucimu prace Mgr. Davidu Novakovi za
vedeni mé prace, trpélivé vysvétlovani laboratornich postupti, védeckych praktik a tématu,
veskery investovany ¢as, ochotu a mozZnost kdykoliv a s ¢imkoliv se na néj obrétit.

Mé podéekovani patii doc. Mgr. Janu Lochmanovi, Ph.D. za umoznéni realizace této prace na
Ustavu biochemie v laborato¥i Molekularni patologie, za uvedeni do problematiky a
konzultaci vysledkil. Dale dékuji Mgr. Ondreji Sedo, Ph.D. za moznost provedeni analyzy
pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie.

Dékuji svému Skolnimu konzultantovi Mgr. Michalu Kunakovi, Ph.D. za cenné rady pfi
sepisovani prace.

Nakonec dékuji vSem dobrovolnikim z mého gymnazia za ucast v mém vyzkumu a také mé
pomocnici, kterd mi asistovala pii odbérech vzorka lahvi. Bez vas a vasich lahvi by tato prace
nevznikla.

. LABORATOR
M U N L’;‘?ﬁ.’emie MOLEKULARNI
SCI

PATOLOGIE




Anotace

Préace se zabyva mikrobialnim osidlenim opakované pouzitelnych lahvi na vodu. Obliba téchto
lahvi stoupéd zejména diky zvySujicimu se povédomi o ekologii a udrzitelnosti. Nicméné¢ tyto
lahve jsou bohaté osidleny mikroorganismy, které mohou piedstavovat zdravotni riziko
zejména kvuli nedostate¢nému ¢isténi. Mikrobidlni sloZeni bylo analyzovano ze stért z hrdel a
pitek lahvi pomoci sekvenovani nové generace (NGS) Illumina MiniSeq a tradi¢ni kultivace na
TYEA médiu. Vykultivované kolonie byly identifikovany pomoci MALDI-TOF hmotnostni
spektrometrie. Vysledna data byla propojena s informacemi ziskanymi z dotaznikového Setteni.
Z vysledku vyplyva, ze vétSina uzivatelt provadi udrzbu své lahve nedostate¢né, nejcastéji
pouhym kazdodennim vyplachnutim vody, coz nevede k efektivnimu odstranéni biofilmu.
Naopak nejucinnéjsi metoda cisténi je pouziti kartaCe na lahve nebo mycky na nadobi.
Mikrobiom lahvi je vysoce variabilni a sdileni mezi vice lidmi ptispiva ke zvyseni bakterialni
diverzity, pricemz byly detekovany oportunni patogeny, které mohou pro uzivatele
pfedstavovat zdravotni riziko.

Klicova slova

Opakované pouzitelné lahve; mikrobiom; sekvenovani nové generace — lllumina; 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 sequencing — lllumina; MALDI-TOF
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1 Uvob

,Reusable water bottles” neboli opakované pouzitelné lahve na vodu, se stavaji béZnym
spole¢nikem kazdodenniho Zivota stale vétsiho poctu lidi. ZvySujici se povédomi o ekologii a
snaha zit udrziteln€ jsou hlavni motivaci uzivatell tyto lahve vyuzivat. Lahve ale nabizeji i dalsi
vyhody, jako niZ§i zdravotni riziko neZ jednorazové lahve, ekonomické benefity, praktické
vlastnosti a Sirokou nabidku designu.

Tyto lahve jsou vSak bohat¢ osidleny riznymi mikroorganismy, pievazné bakteriemi, které se
v nich hromadi diky kontaktu lahve s riznymi prostfedimi. UZ béhem 24 hodin dojde k nartstu
mikroorganismii, které mohou predstavovat riziko onemocnéni obzvlasté pro osoby s oslabenou
imunitou. Pouze polovina uzivatela Cisti svoji ldhev denné a opravdu dikladné ¢isténi je spise
vyjimecné, vétsina uzivateld spoléha na pouhé vyplachnuti vodou (Liu & Liu, 2017; Amadi et
al., 2020).

Dosavadni studie, které se timto tématem zabyvaji, vyuzivaji zejména kultivacni metody a
zkoumaji obsah lahve. Tyto védecké prace popsaly rist mikroorganismid v lahvich a
identifikovaly kultivovatelné druhy. Limity kultiva¢ni analyzy je proto potieba doplnit metodou
sekvenovani DNA.

Cilem mé prace je pomoci sekvenatni analyzy zkoumat bakteriom pitek opakované
pouzitelnych lahvi na vodu studentli gymnazia a identifikovat ptfipadné oportunni patogeny.
Dale prozkoumat jaky vliv ma ¢iSténi, material a konstrukce na sloZzeni mikrobiomu. Hlavni
sekvenacni analyza bude doplnéna i o klasickou kultivaci mikroorganismti z pitek lahvi na
TYEA médiu, pficemz ziskané poznatky mohou pfispét budoucim vyzkumiim v této oblasti.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Mikrobiom

Z etymologického hlediska slovo mikrobiom pochazi z fectiny, kdy doslo ke spojeni dvou ¢asti:
,micro” (maly) a ,,bios” (Zivot) (Cabrera & Monte, 2024).

Pro pochopeni vyznamu mikrobiomu je dtlezité nejdiive porozumét pojmu mikrobiota, ktery
oznaduje soubor viech mikroorganismil z i§i Bakterie, Archaea, Houby, Rasy a podskupiny
Protozoa. Mikrobiom zahrnuje nejen tuto mikrobiotu, ale také jejich metabolity, struktury,
mobilni genetické prvky (transpozony, viry a fagy) a reliktni DNA. Toto spolecenstvi
mikroorganismii obyva jasné vymezeny prostor s jedineénymi fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi a zaroven tvoii dynamicky a interaktivni systém (Berg et al., 2020).

Mikrobiom

Mikrobiota - (,,MI'StO pﬁsobeni“)
sakterie Howby Rasy |/ ikeatiaintstrakcurniproty
Archea  Protozoa Proteiny/peptidy Lipidy  Polysacharidy
: /" -~

N i
Nukleové kyseliny strukturni DNA/RNA J

Vniténi/vn&jsi strukturni prvky \_Mmobilni genetické prvky  reliktniDNA /%

Podminky prostieds Mikrobialni metabolity

Signalni metabolity Toxiny (An)organické molekuly

Obréazek 1: Schéma sloZeni mikrobiomu. Upraveno autorem na zakladé Berg et al. (2020).

Pocatky studia mikrobiomu sahaji do roku 1676, kdy Anthony van Leeuwenhoek pozoroval
mikroorganismy ze stéru dutiny ustni. K pozorovani pouzil mikroskop s jednou cockou, ktery
sdm sestavil. Nalezené mikroorganismy obecné nazval ,,animalcules”, dnes vime, Ze se
pravdépodobné jednalo o bakterie z rodu Selenomonas. Leeuwenhoek vsak nesdilel své
mikroskopické metody, coz vedlo k tomu, ze se mikrobiologie zacala znovu rozvijet az 0 200 let
pozdéji (Sidebottom, 2023). V druhé poloving 19. stoleti Robert Koch rozvinul koncept
patogenity. To vedlo k vniméani mikroorganismii jako ptivodcti nemoci a k potieb¢ je eliminovat
(Berg et al., 2020). Clanek Microbiology by Numbers (2011) uvedl, Ze na planeté Zemi existuje
zatim znamych 1 400 druht lidskych patogent. I kdyZ se toto ¢islo zda jako vysoké, jedna se
dokonce o méné nez 1 % vsech objevenych mikrobidlnich druhii na Zemi.
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Na konci 19. stoleti doSlo k rozvoji mikrobidlni ekologie. Vyzkumy ukézaly, ze
mikroorganismy mohou mit 1 pozitivni u¢inky pro své hostitele. Nasledn¢ bylo dokazano, ze
mikroby ziji v riznych spolecenstvech, kde jsou interakce a komunikace extrémné dulezité k
samotnému fungovani systému (Berg et al., 2020).

Bakteriom

Soucasti mikrobiomu jsou rizné slozky: mykobiom, virom, archaeon, bakteriom a Protozoa. Z
nich je zatim nejvice zkoumany bakteriom, ktery je definovan jako soubor vSech bakterii
vyskytujici se v ur¢itém prostiedi (Vemuri & Herath, 2023).

Lidsky mikrobiom

Lidsky mikrobiom zahrnuje veskerou mikrobiotu, kterd je pfitomna na povrchu i uvnitt
lidského téla. Mikrobiota dohromady ¢ita 10—1000 bilionti mikroorganismd, které mezi sebou
rizné interaguji a béhem Zivota se tento mikrobiom méni. Tyto mikroorganismy zastavaji
nékolik zésadnich funkci, naptiklad chrani ¢lovéka pied vnéjsimi patogeny a reguluji imunitni
systém, podileji se na metabolismu a syntéze Zivin (napf. vitaminy a mastné kyseliny) nebo
ovliviuji homeostazu (Turnbaugh et al., 2007; Thomas et al., 2017).

Rise Bakterie je hlavni a nejpocetngjsi slozkou lidského mikrobiomu, mezi nejb&znéj§i kmeny
patfi Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria a Proteobacteria (Khanna & Tosh, 2014).
Bakterie dokonce ptevySuji pocet lidskych bun¢k — na kazdou lidskou butiku pfipada ptiblizné
1,3 bakterialni buniky (Sender et al., 2016). Mikroorganismy ani bakterie vSak nejsou rozlozeny
rovnomérné, napiiklad v 1 mililitru obsahu tlustého stfeva se nachazi ptiblizng 10
mikrobialnich bunék, ale v tenkém stievé je to pouze 108 bun&k na 1 mililitr (Walter & Ley,
2011).

Védecké studie se primarné zamétuji na Ctyfi hlavni slozky mikrobiomu: stievni, oralni,
vaginalni a kozni. Za nejdiverznéj$i je povazovan stfevni a kozni mikrobiom, na druhou stranu
oralni a vaginalni mikrobiom jsou relativn¢ stalé, coz je dano jejich specifickym prostiedim.
Mikrobiom se velmi li§i mezi jedinci, nejvyraznéjsi rozdily jsou pozorovany ve stievech (Li et
al., 2012). Ve studii Eckburg et al. (2005) zjistili, Ze vzorky mezi riiznymi osobami jsou
diverznéjsi nez mezi riiznymi lokalitami stieva jednoho ¢lovéka, a to i pies fakt, ze plni stejnou
funkci.
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Obrazek 2: Dominantni bakterialni kmeny obyvajici jednotlivé ¢asti lidského téla (Hou et al.,
2022). Ptelozeno autorem.

Mikrobialni profil mtize byt bud’ vyvazeny a rozmanity, nebo nevyvazeny a dysbioticky.
Dysbio6za, tedy naruseni mikrobialniho profilu, mize vzniknout vlivem nékolika faktora. Patii
sem dédi¢nost, stravovaci navyky, stres, koufeni, uzivani antibiotik, poskozeni tkan¢ a infekce.
Tento stav je spojovdn s rozvojem a progresi mnoha onemocnéni, véetné¢ zanétlivych
onemocnéni stfev, obezity, metabolickych poruch 1 dusevnich chorob. I ptes velké mnozstvi
studii zabyvajicich se vlivem mikrobidlni dysbiézy na konkrétni onemocnéni, mechanismy
téchto vztahii nejsou stale piesné pochopeny (Levy et al., 2017; Mousa et al., 2022; Yadav &
Chauhan, 2022).
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Obréazek 3: Faktory podnécujici mikrobialni dysbidzu. Vytvoieno autorem dle Huang et al.
(2023).

2.2.1 Oralni mikrobiom

Ustni dutina, jako hlavni vstupni brana do lidského téla, hosti velmi diverzni mikrofléru. Tato
diverzita je zajiSténa riznymi mikrobidlnimi biotopy, jako jsou zuby, bukalni sliznice, jazyk,
mekké a tvrdé patro (Kilian, 2018).

Hlavnimi z&stupci oralniho mikrobiomu jsou bakterie, a to z kment Firmicutes, Bacteroidetes,
Proteobacteria, Actinobacteria, Spirochaetes a Fusobacteria (Dewhirst et al., 2010). Mezi
dominantni rody patii Streptococcus, Haemophilus, Neisseria, Prevotella, Veilonella a Rothia
(Bik et al., 2010). Jednotliva mista v ustni dutiné se vyznacuji riznymi strukturami a funkcemi,
a proto i specifickymi druhy bakterii. Napiiklad Streptococcus sanguinis a Streptococcus
australis se nevyskytuji na zubech, ale preferuji mékké tkané. Streptococcus intermedius je
soucasti zubniho plaku. Druhy Streptococcus mitis a Granulicatella adiacens se vyskytuji ve
vsech oralnich lokalitach (Aas et al., 2005).

11
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Obrazek 4: Relativni zastoupeni bakterialnich kment v duting ustni u 10 zdravych jedinct
(Bik et al., 2010). Upraveno autorem.

Pti dysbioze oralni mikroflory dochézi ke vzniku nékolika onemocnéni. Streptococcus mutans,
spolu s bakteriemi z rodu Lactobacillus hraje klicovou roli pfi vzniku zubniho kazu (Gross et
al., 2010). Zanét dasni muze prejit do chronické formy — parodontitidy, kterou zptisobuji
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia a Treponema denticola (Popova et al., 2014).
Halitoza neboli pachnouci dech, ktera je Casto spojovana se zminénymi onemocnénimi, je
disledkem pifemnoZeni bakterii Fusobacterium nucleatum, Prevotella spp. a Solobacterium
moorei (Haraszthy et al., 2007).

Kozni mikrobiom

Kize, nejvetsi organ lidského téla, predstavuje diky své neustalé expozici vnejSimu prostiedi a
riznym funkcim, extrémné heterogenni povrch. Jeho hlavni funkci je ochrana pied externim
vlivy a regulace imunity (Gallo, 2017).

Po narozeni dochazi ke kolonizaci kiiZze mikrobiotou, ktera nasledné hraje zasadni roli pti vyvoji
imunitni tolerance (Dominiguez-Bello et al., 2010). Kuze se sklada z rtznych prostredi se
specifickymi podminkami, proto ji obyvaji i rizné druhy, a to pievazné bakterii (viz obrazek
5). Celkové se na ktzi vyskytuji pfevazné grampozitivni bakterie, zejména z rodl
Staphylococcus, Cutibacterium (také znamé jako Propionibacterium), Corynebacterium
(Scharschmidt & Fischbach, 2013).

12
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Obrazek 5: Rozlozeni bakterialnich kment na riznych prostiedich kuize (Carmona-Cruz et
al., 2022). Ptelozeno autorem.

Jednim z nejhojnéjSich druht kozniho mikrobiomu je oportunni bakterie Staphylococcus
epidermidis. Ta mize zpusobovat infekce, ale také dokaze inhibovat rist patogennich bakterii,
jako Staphylococcus aureus. S. aureus zpusobuje napf. atopickou dermatitidu a infekce.
Nékteré kmeny této bakterie vykazuji rezistenci vi¢i mnoha antibiotikim. Bakterie
Propionibacterium acnes je spojovana s rozvojem akné (Sfriso et al., 2019).

Opakované pouzitelné lahve

,,Reusable water bottles” v moderni spole¢nosti nabyvaji stale vétsi oblibu. Tento trend je
vysledkem zvySujiciho se povédomi o globalnich ekologickych vyzvach a s tim spojenou
snahou spotiebitelil zit udrzitelné.

Jednim z hlavnich ekologickych problému je skutecnost, ze vétSina plastovych obalil slouzi
pouze k jednorazovému pouziti. Polyethylentereftalat (PET) je nejpouzivanéjsi jednorazové
plastové baleni na svété a taky recyklovatelny material, avSak ma své limity. Pfi kazdém
recyklacnim cyklu dochézi k degradaci materidlu a naruseni jeho polymerni struktury. Navic je
recyklace plastovych lahvi ¢asto komplikovana piitomnosti aditiv nebo kontaminant (Al-

Sabbagh et al., 2016; Pivnenko & Astrup, 2016).
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DalSim problémem je, Ze k samotné recyklaci se nedostanou vSechny lahve. Podle vyzkumu
Ministerstva Zivotniho prostiedi (2024) se v Ceské republice recykluje pouze 58,9 % PET lahvi.
To odpovida kazdé druhé¢ lahvi, zbytek lahvi konci na skladkach nebo v ptirod¢, kde se vlivem
exogennich faktorii, jako napf. slune¢ni zafeni, velice pomalu rozpadaji na malé fragmenty —
mikroplasty. Tyto ¢astice nasledné pronikaji do ekosystémii, kde piedstavuji riziko pro Zivotni
prostiedi i zdravi ¢lovéka (Haque & Fan, 2023).

Hlavni ekologickou vyhodou opakované pouzitelnych lahvi je snizeni odpadu. Naptiklad
prumérny American spotifebuje mesi¢né ptiblizné 13 jednorazovych lahvi, coz odpovida rocni
spotfebé 156 lahvi na osobu. Narozdil od jednorazovych PET lahvi, které maji kratkou
Zivotnost a jsou po vyuziti vyhozeny a nahrazeny novymi, pouzivanim ,reusable water bottles”,
by Spojené staty americké mohly svoji spotiebu snizit o 50 miliard plastovych lahvi ro¢né
(Earth Day Network, 2022).

Dlouhodobé vlastnictvi jedné lahve je také ekonomicky vyhodné. Pokud by si zminény
pramérny Ameri¢an koupil kvalitni lahev z nerezové oceli za 30 $, jeho investice by se mu
vratila uz druhy mésic. Od té chvile by Setil kazdym napusténim lahve (Ruiz, 2024).

Polykarbonéatové lahve obsahuji bisfenol A (BPA), ktery se uvoliuje pfi vysokych teplotach
nebo za Ucasti kyselych a zdsaditych latek, kdy dochdzi k hydrolyze esterové vazby mezi BPA
monomery. BPA je klasifikovan jako xenoestrogen, coz je chemicka latka s podobnou
strukturou jako estrogen. Proto se muze vazat na estrogenni receptory a tim estrogen
napodobovat nebo blokovat. BPA tak plisobi jako endokrinni disruptor a narusuje hormonalni
rovnovahu. BPA byl nahrazen jinymi bisfenoly, které vsak vykazuji podobné G¢inky, z toho
dtvodu se zadalo apelovat na vyrobu lahvi bez bisfenoli, oznacovanych jako BPA-free (Richter
et al., 2007; Cao & Corriveau, 2008; Rochester & Bolden, 2015)

OH

OH
—Estradiol
HsC CHs
OH OH
Bisphenol A

Obréazek 6: Podobnost chemické struktury BPA a bézné formy estrogenu — Estradiol. Tyto
latky sdili benzenova jadra a hydroxylové skupiny, diky kterym BPA ovliviiuje endokrinni
systém. Zdroj: Steinmetz et al., 1997
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2.3.2

Mikroplasty, definované jako plastové castice mensi nez 5 mm, se mohou uvoliovat
z plastovych lahvi vlivem vysokych teplot nebo mechanickym opotiebenim. Po vniknuti do
lidského téla mohou vyvolavat zanétlivé reakce, oxidacni stres nebo pfenaset toxické latky,
které mohou narusovat hormonalni rovnovahu (NOAA, 2024; Winiarska et al., 2024).

Materialy opakované pouzitelnych lahvi

Material opakované pouzitelnych lahvi hraje klicovou roli pii jejich vybéru diky jejich
specifickym vlastnostem. Mezi nej¢asteji pouzivané materialy se fadi plast, kov a sklo, pfi¢emz
kazdy z nich ma své vyhody a nevyhody.

Plastové lahve jsou oblibené diky své nizké hmotnosti, odolnosti, cenové dostupnosti a
rozmanitosti designu. V poslednich letech se stava popularnim Tritan ™, BPA-free kopolyester,
Z nerezové oceli nebo hliniku, vynikaji termoizola¢nimi vlastnostmi. Jejich nevyhodou je vyssi
cena nebo v nékterych ptipadech nevyhovujici kovova pachut’. Sklenéné lahve jsou kiehké a
tézké, ale zdravotné nejméné zavadné a chut'oveé neutralni.

Mikrobiom opakované pouzitelnych lahvi

Opakované pouzitelné lahve se staly béznou soucésti kazdodenniho zivota, ale zaroven
ptedstavuji idedlni prostiedi pro Zivot a rist mikroorganismil. Tyto mikroorganismy mohou
potencialné piedstavovat riziko pro lidské zdravi. Napiiklad z opakované pouzitelné lahve byla
izolovana bakterie Klebsiella grimonti, kterd vykazuje rezistenci vii¢i nékolika antibiotikiim a
je schopna tvofit biofilm. Kontaminace vznika pfimym kontaktem lahve s usty, rukama,
kohoutkovou vodou ¢i okolnim prostfedim. Navic ndpoje v lahvich nabizeji vlhké prostiedi a
jsou obvykle skladovany pii pokojové teploté, coz podporuje rist bakterii a dalSich
mikroorganismt (Hubbard et al., 2020).

Mezi mikrobiotu obyvajici tyto lahve, patii ptevazné bakterie a houby. Wakui et al. (2021)
zkoumali pomoci kultivaéni a metagenomické analyzy bakterialni sloZeni na povrchu PET lahvi
s ¢ajem u zdravych lidi ve véku 19-23 let. Stéry z hrdla lahve byly odebrany ihned po vypiti
¢aje a po 24 hodinach. Dominantnim rodem bakterii byl Streptococcus, coz dokazuje, ze
bakterie z ist mohou byt snadno ptfeneseny na hrdlo lahve a v lahvi pietrvavat delsi dobu. Daéle
byly nalezeny Actinomyces, Veillonella, Cutibacterium, Prevotella, Schaalia, Gemella, Rothia
a Neisseria.

Dalsi zdroj kontaminace piedstavuje kohoutkova voda, jejiz kvalita je v mnoha zemich striktné
regulovéna. Sledované oportunni bakterie zahrnuji koliformni druhy, jako jsou Escherichia coli
a Salmonella. Dalsi sledované bakterie jsou napiiklad Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas
hydrophila a Vibrio cholera (Chaidez et al., 2008).
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2.4 Cisténi lahvi

24.1

Pravidelné a diikladné ¢isténi opakované pouzitelnych lahvi je zdsadni pro prevenci mikrobialni
kontaminace, ktera muze vést k riznym zdravotnim rizikim. K narstu mikroorganismu v lahvi
dochazi jiz béhem prvnich 24 hodin, kdy se po¢et CFU z desitek tisic mize zvysit na 1-2
miliony CFU/ml (Liu &t Liu, 2017). Piestoze si vétSina uzivateli uvédomuje vyznam hygieny
lahvi, jejich ¢isténi byva Casto nedostate¢né. Ve studii Amadi et al. (2020) analyzovali navyky
uzivateld lahvi. Zjistili, Ze pouze polovina uzivateli si Cisti svoji lahev denné, 33 % uzivatelt
jednou za mésic a dokonce 6 % uzivatelt si lahev necCisti nikdy. Nejbéznéjsi zptisob umyvani
lahve bylo pouZziti ¢isticiho prostfedku a vody (65 %), dale vyplachnuti teplou vodou (24 %) a
pouze 4 % uzivatelt si svoji lahev i dezinfikovalo.

Slazené napoje vyznamné podporuji rist mikroorganismi, jelikoz nabizeji idealni pH a cukry
jako zdroj energie. Tyto napoje dale napomahaji tvorbé biofilmu na vnitinim povrchu. Biofilm
predstavuje soubor mikroorganismti obklopenych polymernimi strukturami, které vytvaii. Tim
vyznamn¢ zvySuji SVOji odolnost vi¢i béZznym mycim prostifedkiim, dezinfekci a antibiotikiim.
Odhaduje se, ze 65 % bakterialnich infekci je spojeno s biofilmy. Kolonizaci také usnadnuji
porézni povrchy (u plastovych lahvi), kde se mikroorganismy lépe usazuji (Jamal et al., 2015;
Sun etal., 2017; Wakui et al., 2021).

Konstrukce a material lahvi ¢asto komplikuji samotné ¢isténi. Nékteré plastové a hlinikové
lahve nebyvaji vhodné pro myti v mycce, coz je jeden z efektivnéjSich zplisobl Cisténi.
Neprtihledné lahve, Gzké hrdla ¢i jiné tvary, zt€zuji vizualni kontrolu i odstranéni necistot na
nedostupnych mistech. K tomu se také piidava fakt, ze lahve s integrovanymi bréky vyzaduji
jeste kvalitngj$i a specifictéjsi udrzbu (Sun et al., 2017).

Vliv ¢isténi na mikrobiom

Nepravidelna a nedostate¢na udrzba lahvi podporuje rast mikrobialni populace v lahvi. Ve
studii Hariharan & Sankar (2024) bylo zjisténo, ze PET lahve jsou signifikantné vice
kontaminované mikroorganismy nez lahve z nerezové oceli, ale i tak by vSechny lahve mély
byt ¢istény pravidelné bez ohledu na material. Na zakladé doporuceni uvedenych v ¢lanku na
Delish (2020) je lahev potieba denné¢ umyt vodou a Cisticim prostiedkem, jednou tydné je
nezbytné provést dikladnéjsi ¢iSténi, naptiklad pouzitim mycky nebo dezinfekéniho
prostiedku. K odstranéni biofilmu mutze také slouzit kartd¢ na lahve. Po kazdém umyti je
dilezité lahev nechat vysusit, aby se minimalizoval mikrobidlni rist.
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3 CILE

Mikrobiom opakované pouzitelnych lahvi je stale nedostate¢né prozkouman, piestoze
popularita téchto lahvi roste. Studie, které se touto problematikou zabyvaji, vyuzivaji primarné
kultiva¢ni metody a vzorky odebiraji z obsahu lahve. Pfitom pravé hrdlo je hlavnim mistem
pfimého kontaktu lahve s uZivatelem a vnéjSim prostfedim. Vzhledem k nedostatecnym
Cisticim navykiim uzivatell téchto lahvi a potencidlnimu riziku onemocnéni, je potieba se
zabyvat timto tématem vice.

Prace si proto klade za cile:

e Zanalyzovat mikrobiom osidlujici hrdla a pitka opakované pouzitelnych lahvi.
e Detekovat a uvést piipadné oportunni patogeny.

e Prozkoumat vliv materidlu a konstrukce lahve na sloZzeni mikrobiomu.

e Prozkoumat vliv intenzity ¢iSténi na sloZzeni mikrobiomu.
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4

4.1

4.2

METODY

Odbér vzorku

Pro sekvenaéni analyzu byly vybrany lahve studenti Gymnézia Brno-Reckovice ve véku 14—
18 let. Stéry lahvi prob&hly v budové skoly.

K izolaci DNA ze vzorkl byla pouZita sada QIAGEN DNeasy UltraClean Microbial Kit
(QIAGEN, Némecko). Vzorek byl odebran sterilni vytérovou ty¢inkou z mist, kde dochazi ke
kontaktu lahve se rty (hrdlo, pitko) a z vnitini ¢asti vicka. Nasledné byla ty¢inka zalomena do
2ml mikrozkumavky, ktera byla naplnéna lyza¢nim pufrem, tedy smési 420 ul PowerBead
roztoku a 70 pl SL roztoku. Vzorky byly dale skladovany pii pokojové teploté v tmavé mistnosti
a nasledné pti 4°C.

Dobrovolnici obdrZeli unikatni kod své lahve a vyplnili dotaznik shrnujici informace o jejich
lahvi. Dotaznikové Setieni (ptiloha A) bylo ¢aste¢né inspirovano vyzkumem "The Cleanliness
of Reusable Water Bottles: How Contamination Levels are Affected by Bottle Usage and
Cleaning Behaviors of Bottle Owners" (Sun et al., 2017).

Izolace DNA

Izolace prob&hla podle protokolu DNeasy UltraClean Microbial Kit Handbook (QIAGEN,
2020).

Vzorek byl zvortexovan 30 sekund a poté byl centrifugovan na 10 000 g po dobu 30 sekund. Z
mikrozkumavky bylo odebrdano 350 pl vzorku a pieneseno do homogeniza¢ni zkumavky.
Probéhla inkubace pfi 55 °C po dobu 5 minut a poté byl vzorek horizontdlné vortexovan na
maximalni rychlost po dobu 10 minut. Vzorek byl sto¢en po dobu 30 sekund, 300-350 pl
supernatantu bylo pieneseno do 2ml zkumavky naplnéné 100 pl IRS roztoku a kratce
zvortexovano. Probéhla dalsi inkubace pii 4 °C po dobu 5 minut. Vzorek byl stocen 1 minutu.

Ocekavanych 450 ul supernatantu bylo opatrné pieneseno tak, aby se pipeta vyhnula peletu, do
noveé 2ml zkumavky, kam pak bylo ptidano 900 ul roztoku SB.
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Obrazek 7: Zkumavka obsahujici supernatant Obrazek 8: Vyizolovana DNA. Foto: Autor,
(DNA a kontaminanty), pelet (bunécny odpad, 2024
proteiny, ...) a zbytky homogeniza¢ni smési
(sklenéné perlicky). Foto: Autor, 2024

Vzorek byl stocen na 30 sekund. Do MB kolonky bylo napipetovano 700 pl smési a znovu
sto¢eno na 30 sekund. Kapalina ze sbérné zkumavky byla vylita. Tento krok byl jednou
zopakovan a poté bylo na kolonku pfidano 300 pl CB roztoku. Vzorek byl kratce stocen.
Kapalina ze sbérné zkumavky byla vylita a kolonka byla stoc¢ena na 1 minutu. Kolonka byla
prenesena do nové sbérné zkumavky a na kolonku bylo napipetovano 50 pl EB roztoku
doprostted bilého filtru membrany. Vzorek byl stocen a kolonka byla néasledné vyhozena a
DNA byla skladovana pii -20 °C.

Priprava knihovny

Amplifikace

Pro analyzu mikrobiomu lahvi byla vybréna hypervariabilni oblast V4 genu 16S rRNA. K
amplifikaci byly pouzity modifikované primery 515F-V a 806RB dle Pichler et al. (2018).
Vzorky byly pipetovany do 96 jamkové PCR desticky, nejprve bylo ptfidano do kazdé jamky
10 pl polymeréazy Platinum™ || Hot-Start PCR (Thermo Fisher Scientific, USA) a 9 ul DEPC
H.O. Déle bylo pfidano 2 ul FW primeru a 2 pl REV primeru, primery byly pfidany tak, aby
tvorily unikatni kombinace. Nasledné bylo napipetovano do kazdé jamky 2 pl vzorku DNA.

Mikrotitracni desticka byla vlozena do pfistroje Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied
Biosystems, USA) a byl zahajen program popsany v tabulce 2.
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Tabulka 1: Schéma reak¢ni smési pro PCR.

Master mix 1 vzorek
Polymeraza Platinum™ || Hot-Start PCR 2x 10,0 pl
FW primer 2,5 uM 2,0 ul
REV primer 2,5 uM 2,0 ul
DEPC-H20 9,0 ul
Vzorek DNA 2,0 ul

Tabulka 2: Teplotni program termocykleru Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied
Biosystems, USA) pro amplifikaci V4 oblasti genu 16S rRNA.

W

Program cykleru Teplota Cas Opakovani
Inicialni denaturace 95°C 3 min 1
Denaturace 95°C 455
Annealing (ramp rate 60%) 52 °C 60 s 35
Extenze 72 °C 90s
Finalni extenze 72°C 5 min

12 °C Hold '

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

Po amplifikaci bylo nutné pieéistit naamplifikované fragmenty s délkou kolem 400 part bazi.
Z tohoto divodu byly pouzity magnetické kulicky AMPure XP Beads (Beckman Coulter,
USA). Purifikace probé¢hla podle protokolu AMPure XP PCR Purification Protocol (Beckman
Coulter, 2016).

Magnetické kulicky byly ptivedeny na pokojovou teplotu a poté zvortexovany po dobu 60
sekund. K 25 ul produktu PCR reakce bylo pfidano 20 ul Ampure XP Beads, smés byla kratce
zvortexovana a nasledn¢ inkubovéana 5 minut pii pokojové teploté. Desticka byla polozena na
magneticky stojanek po dobu 2 minut a nasledné byl opatrné odebran supernatant. Do jamek
bylo ptidano 200 pl ¢erstvého ethanolu (80%) a po 30 sekundach byl supernatant odstranén.
Tento krok byl opakovan, a nakonec byly kulicky ponechany oschnout po dobu cca 2 minut,
bylo dulezit¢ nenechat pelet vyschnout uplné. Desticka byla pfemisténa z magnetického
stojanku a do jamek bylo pfidano 26,5 ul elu¢niho pufru. Vzorky byly zvortexovany a
inkubovany po dobu 5 minut pii pokojové teploté. Desticka byla znovu pienesena na magnety,
kde byl supernatant po 2 minutach s precisténou DNA odebran a ptenesen do nové 96 jamkové

PCR desticky.
! ] !
> > > - > >
C u C [ & D
fragmenty ds-DNA navazani oddéleni promyti oddéleni

eluce
ethanolem

Obrazek 10: Grafické znazornéni pouziti magnetickych kulicek AMPure XP Beads
(Beckman Coulter, USA). Pielozeno autorem.
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Obrazek 11: Piecisténi DNA pomoci magnetické desticky a magnetickych kulicek AMPure

XP Beads (Beckman Coulter, USA). Dlouhé fragmenty DNA se navazou na magnetické
kuli¢ky diky iontovym interakcim mezi negativné nabitymi fosfatovymi skupinami DNA a
kladné nabitymi skupinami na povrchu kulicek v pfitomnosti roztoku polyethylenglykolu a

soli. Nasledn¢ jsou zmagnetizovany pomoci desticky. Kratké fragmenty zlstanou v roztoku a
jsou odstranény spolu s roztokem. Foto: Autor, 2024

4.3.3 Fluorescenéni méreni koncentrace vzorku

Koncentrace jednotlivych vzorkii byla méfena pomoci sady QuantiFluor® dsDNA (Promega,
USA) podle protokolu vyrobce na piistroji LightCycler 480 II (Roche, Svycarsko). Nejprve
bylo ptipraveno 60 pul master mixu, 400x QF Dye bylo smichdno s 20x TE pufrem v poméru
1:400. Nésledovalo kratké vortexovani a pipetovani do jamek, poté bylo pfidano 2 pl vzorku.
V dalsim kroku byla ptipravena kalibra¢ni kiivka z DNA standardt.
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4.3.4

4.3.5

Obrézek 12: LightCycler 480 II (Roche, Svycarsko). Foto: Autor, 2024
Vzorky byly nésledné natfedény na domluvenou koncentraci 4 ng/ul.

Pooling

Natedéné vzorky byly smichany dohromady do poolt po skupinach A—G, kazdého vzorku bylo
pouzito 4 pl. Koncentrace jednotlivych poolli byly pfekontrolovany na piistroji Qubit 4
(Thermo Scientific, USA) pomoci sady QuantiFluor dsDNA System (Promega, USA).

Kontrola délky fragmentii

Ocekavana délka fragmentii DNA byla kolem 400 bp, fragmenty byly kontrolovany na pfistroji
5200 Fragment Analyzer (Agilent, USA) pomoci kapilarni elektroforézy. K ovétreni byla
pouzita sada High Sensitivity NGS Analysis Kit (Agilent, USA) pro 1bp—6000bp a méteni bylo
provedeno podle protokolu vyrobce (Agilent Technologies, 2020). Poté byla vypocitana
molarni koncentrace vzorkd.
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Obrazek 13: 5200 Fragment Analyzer (Agilent, USA). Foto: Autor, 2025

4.4 Sekvenace

Ovéfené pooly byly smichdny a poté sekvenovany na piistroji MiniSeq (Illumina, USA) podle
protokolu vyrobce (I1lumina, 2018).

V prvnim kroku byl piipraven 0,1N roztok NaOH. Sekvenac¢ni primery (pfiloha B) byly zfedény
na koncentraci 50 pM a denaturovany pfi teploté 95 °C po dobu 3 minut, poté byly pfeneseny
do ledové 1azné. V dalSim kroku byla knihovna zfedéna na koncentraci 1 nM pomoci RSB
pufru. Do nové zkumavky bylo ptidéno 5 pl zfedéné knihovny a 5 pl nachystaného 0,1N
roztoku NaOH. Probéhlo kratké vortexovani a stoceni. Knihovna byla denaturovana pfi
pokojové teploté po dobu 5 minut. NaOH bylo v dal$im kroku zneutralizovano 5 pl 200pM
Tris-HCI. Smés byla kratce vortexovana a sto¢ena. Do zkumavky bylo napipetovano 985 pl
chlazeného hybridiza¢niho pufru, vysledny objem byl 1 ml a stavajici koncentrace 5 pM. Smés
byla opét rychle vortexovana a centrifugovana. Nésledovalo preneseni 140 pl zfedéné knihovny
do nové zkumavky, bylo pfidano 360 ul chlazeného hybridiza¢niho pufru a nakonec byla smés
kratce zvortexovana a sto¢ena. Po pfidani pufru byla vysledna koncentrace knihovny 1,4 pM.

Byl pfipraven 4 nM roztok faga PhiX. 5 pl faga bylo smichano s 5 pl 0,1N NaOH, probéhlo
rychlé vortexovani a spin. Smés byla inkubovana pii pokojové teploté po dobu 5 minut.
Nasledné bylo pfidano 5 ul 200uM Tris-HCI a smés byla opét kratce vortexovana a stocena.
Do nové zkumavky bylo napipetovano 35 pl zfedéné fagové knihovny a bylo pfidano 465 ul
chlazeného hybridiza¢niho pufru. Vysledna koncentrace PhiX kontroly byla 1,4 pM.

Bylo smichano 425 ul knihovny s 75 pl kontroly PhiX, tedy vyslednd knihovna ptipravena pro
sekvenaci obsahovala 15 % PhiX. Knihovna a primery byly napipetovany do sekvenacni
kazety. V poslednim kroku byl sestaven SampleSheet s primery a nadzvy vzorku, nasledné byla
spusténa sekvenace.
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Obrazek 14: Sekvenacni kazeta (Illumina,  Obréazek 15: MiniSeq (Illumina, USA). Foto:
USA). Foto: Autor, 2024 Autor, 2024

Analyza dat

Sekvenacni data byla zpracovana pomoci softwarového balicku DADA2. Vizualizace vysledki
byla vytvotena v grafickém prostiedi RStudio a programu Excel. Bioinformatické zpracovani
provedl Mgr. David Novak z laboratofe Molekularni patologie (Ustav Biochemie, PiF MU).

Kultivace

Bylo vybrano 6 lahvi od dobrovolniki, kteti se Gi€astnili predeslé sekvenaéni analyzy. Stér byl
odebran z hrdla (pitka) lahve a z vnitini ¢asti vicka, tyCinka byla nasledné¢ zalomena do
zkumavky s 1 ml fyziologického roztoku (0,9% roztok NacCl).

Pro kultivaci mikroorganismii bylo zvoleno neselektivni kultivaéni médium Tryptone Yeast
Extract Agar (TYEA), které se pouziva pii mikrobiologickych rozborech pitné vody. V 1000ml
nadobé bylo smichédno 6 g tryptonu, 3 g kvasni¢ného extraktu a 12 g agaru, smés byla doplnéna
H20 na 700 ml. Smés byla michana magnetickym michadlem, dale bylo zkontrolovano pH
roztoku a dorovnano pomoci 1M NaOH na pH 7,1. Roztok byl dopIlnén H20, aby se vysledny
objem rovnal 800 ml. Poté byla smés autoklavovana 15 minut pii 121 °C. Po sterilizaci bylo
médium nalito do sterilnich Petriho misek po zhruba 15 ml. Kultivaéni média byla ponechana
ztuhnout pii pokojové teploté ve sterilnim boxu.

Vzorky byly vortexovany, 100 pl vzorku bylo napipetovano na ztuhlé médium a rozetfeno
pomoci L-kli¢ky po celé plose. Jeden vzorek o pivodni koncentraci byl nanesen na 4 misky.

25



Vzorek byl poté 10x zfedén fyziologickym roztokem a nanesen po 100 ul na 4 misky. Byly
piipraveny 3 kontrolni misky, na které bylo rozetfeno pouze 100 ul fyziologického roztoku.

Nachystané misky byly vloZeny do inkubétoru na 66 hodin. Pro psychrofilni mikroorganismy
byla zvolena teplota 24 °C a pro mezofilni 36 °C. Pro kaZdou teplotu byly pfipraveny 2 misky
pro puvodni koncentraci a 2 misky pro 10x ziedény vzorek. Celkem bylo pro jednu lahev
pfipraveno 8 misek.

Obréazek 16: Autoklav. Foto: Autor, 2024 Obrézek 17: Inkubétor (36 °C) s Petriho
miskami se vzorky. Foto: Autor, 2024

451 MALDI-TOF

Bylo vybrano 16 riznych kolonii z Petriho misek se vzorky z lahvi. Tyto kolonie byly pomoci
$picky pipety naneseny a rozetfeny na médium TYEA. Nachystané misky byly inkubovany po
dobu 116 hodin pii teplote 24°C.

Z kazdého vzorku byly klickou odebrany 2 kolonie, poté byly pfeneseny do 2ml zkumavky s 1
ml ethanolu (75%). Zkumavky byly vortexovany 5 sekund a nasledné centrifugovany na 10 000
g po dobu 5 minut. Nakonec byl odebran supernatant a inaktivované pelety byly ponechany pii
teploté 4 °C.
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Obrazek 18: Kultivace vybranych kolonii ze vzorkii ~ Obrazek 19: Zkumavka s peletem po
pitek lahvi. Foto: Autor, 2025 odpipetovani supernatantu. Foto: Autor, 2025

Do kazdé zkumavky bylo pifidano 50 upl kyseliny mravenéi (70%) a 50 ul acetonitrilu.
Zkumavky byly zvortexovany a nasledné centrifugovany po dobu 90 sekund na 10 000 g.
Témito kroky byly extrahovany proteiny z peletli do supernatantu. Od kazdého vzorku bylo
napipetovano 0,6 pl supernatantu, ktery byl poté nanesen na pozici ocelové vzorkovaci
desky. Pro kazdy vzorek byly extrakty naneseny na dvé pozice a po zaschnuti byly pfevrstveny
0,6 ul nasycenym roztokem kyseliny alfa-kyano-4-hydroxyskotficové ve smési
acetonitril:voda:kyselina trifluoroctova v poméru 50:47,5:2,5 (v/v).

PRI AL g

Obrazek 20: Ocelova vzorkovaci deska pro MALDI analyzu. Foto: Autor, 2025
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Vzorky byly analyzovany na MALDI-TOF hmotnostnim spektrometru Ultraflextreme (Bruker
Daltonics, Némecko) v linearnim pozitivnim rezimu detekce. Pro kazdy vzorek bylo ziskano 6
akumulaci (z kazdé pozice 3) hmotnostnich spekter po 1000 laserovych pulsech. V kone¢ném
vyhodnoceni byly ponechany pouze signdly, které byly zaznamenidny minimalné¢ v 5
akumulacich kazdého vzorku. Ziskané signaly byly identifikovany pomoci databaze MALDI

Biotyper (Bruker Daltonics) Mgr. Ondrejem Sedo, Ph.D. z Centrélni laboratofe Proteomiky
(CEITEC, MU).

Obrazek 21: MALDI-TOF hmotnostni spektrometr Ultraflextreme (Bruker Daltonics,
Némecko). Foto: Autor, 2025
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5

5.1

VYSLEDKY A DISKUZE

Opakované pouzitelné lahve jsou kazdodennim spolecnikem ¢im dal vétSiho mnozZstvi lidi.
Diky pfimému kontaktu s ustni dutinou a okolnim prostfedim jsou lahve bohaté¢ osidleny
riznymi mikroorganismy, a to ptevazné bakteriemi. Vzhledem k b&éznému nedostate¢nému
¢isténi se tyto lahve stavaji potencidlnim rizikem pro lidské zdravi.

Dotaznikové Setreni

Data byla ziskana prostfednictvim dotazniku (pfiloha A) od vSech dobrovolnikii. Vyzkumu se
celkem za¢astnilo 20 chlapcit a 21 divek ve véku 14—18 let z Gymnazia Brno-Reckovice.

Nejpopularn€jsim materidlem lahve mezi respondenty byl bezpochyby plast. Z celkového poctu
43 lahvi bylo 32 plastovych, z toho 10 lahvi bylo vyrobeno z tritanu. Dominujici pocet
plastovych lahvi nejspiSe souvisel s vlastnostmi téchto lahvi, jako je nizka véha, cenova
dostupnost a Siroky vybér designu. Celkem 7 lahvi disponovalo alternativnimi pitky. 10 lahvi
bylo kovovych, z toho 8 lahvi bylo vyrobeno z nerezove oceli a 2 z hliniku. Tento material byl
roz§ifenéj$i mezi divkami, coz mohlo byt zpisobeno vy$sim povédomim o zdravotnich
aspektech a ekologii, nebo praktickymi vlastnostmi lahvi jako napt. tepelnd izolace. Vyzkumu
se zucastnila pouze 1 sklenénd lahev, z ¢ehoz vyplyva, Ze tyto lahve nejsou mezi studenty
rozsifené.

20
18 A M Chlapci
16 ~ B Divky

14
12
10

Pocet lahvi

SO N S~ OV

Plast Kov Sklo
Materidl

Obrazek 22: Srovnani preference materialti zkoumanych lahvi mezi chlapci a divkami.

Dal$im zkoumanym parametrem bylo staii lahve, tedy jak dlouho byly lahve pouZzivany. Z grafu
uvedeného na obrazku 22 vyplyva, ze necela polovina lahvi byla dobrovolniky vyuZivana vice
nez 1 rok. Tento fakt svéd¢i o dlouhé zivotnosti téchto lahvi a také o spokojenosti uzivateld,
ktefi nemaji potiebu je Casto nahrazovat.
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= Méné nez 1 mésic
= 2-3 mésice

» 3-6 mésici

= 6-12 mésicu

® Vice nez 1 rok

Obrazek 23: Srovnani stati zkoumanych lahvi.

Intenzita ¢isténi byla rozdélena do dvou faktorti — frekvence a zptsob ¢isténi lahvi. Na obrazku
24 vidime, ze 44,2 % lahvi bylo ¢isténo kazdy den, coz je doporuceny interval Cisténi. Na
druhou stranu nejcastéj§im zpusobem ¢isténi bylo vyplachnuti vodou (viz obrazek 25). Ze
spojeni téchto dvou otazek, bylo zjisténo, ze vétsina studentt, ktefi lahev Cistili kazdy den, ji
vétsina vyplachla vodou (46,5 %). Nejpopularnéjsim zptisobem kvalitniho ¢isténi byla mycka
(18,6 %), avsak bylo provadéno po delsich casovych usecich. Diikladné ¢isténi kartacem na
lahve neni mezi studenty bézné (7 %). Jedna lahev nebyla ¢isténa nikdy.

Nikdy
1x za mésic
1x za 2 tydny

1x tydné

Frekvence

2-3x tydné

.
I
-
e
Kazdy den —

Pocet lahvi (%)

Obréazek 24: Srovnani preference frekvence ¢iSténi lahvi.
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Obrazek 25: Srovnani preference zpisobu ¢isténi lahvi.

Poslednim zkoumanym faktorem bylo, zda uzivatel¢ sdileji své lahve s jinymi lidmi. Jak je
patrné z grafu na obrazku 26, vice nez 75 % lahvi je vyjimeéné nebo bézn¢ sdileno. Tato
skute¢nost mize byt jednoduse disledkem tim, ze sdileni lahvi studentim nevadi a nevnimaji
riziko pfenosu cizi mikrobioty.

Nikdy = Vyjimec¢né = Bézné

Obrazek 26: Srovnani pravidelnosti sdileni lahvi.



5.2 Sekvenacni analyza

5.2.1 Priprava

Vzorky byly odebrany béhem kvétna a ¢ervna roku 2024 v budové Skoly ze 43 lahvi, 2
dobrovolnici poskytli kazdy 2 lahve. V rdmci analyzy byly vytvoteny 2 skupiny, prvni skupina
(T) zahrnovala 16 lahvi, ze kterych byly provedeny 3 stéry s tydennim rozestupem. Druha
skupina (S) obsahovala 27 lahvi, ze kterych byl odebran pouze jeden stér na konci pracovniho
tydne. Ze dvou lahvi z této skupiny byly odebrany 2 stéry po 7 dnech. Celkem bylo odebrano
78 vzork, které byly nasledné izolovany.

Tabulka 3: Pocet provedenych stéri z lahvi dvou analyzovanych skupin.

Pocet stéru Pocet lahvi
Skupina T 3 16
Skupina S 1 27

Po izolaci DNA, amplifikaci a vyc¢iSténi fragmentl byla zkontrolovdna koncentrace vzorkda.
Pocateéni koncentrace vzorki se pohybovala od 1,6 do 16,8 ng/ul. Redéni vzorkd vychéazelo z
kalibra¢ni kiivky, vzorky byly fedény na koncentraci 4 ng/ul a poté smichany 7 pooli (smési
vsech vzorki v fadku, z kazdého vzorku odebrano 4 pl).

Dale byla métena délka fragmentil na pfistroji 5200 Fragment Analyzer (Agilent, USA). Jde
vidét, Ze kontrola délky fragmentt byla aspésna. Nejcastéji byly fragmenty dlouhé 400 bp, peak
jednotlivych poolti sahal od 396 bp do 401 bp.

ladder

400 bp -

B7
B
B89-

B10

B11-

B1

o ) - © ©
@ @ @ > @ @

Vzorky

Obréazek 27: Ovéieni délky fragmentt jednotlivych poolt pomoci kapilarni elektroforézy na
ptistroji 5200 Fragment Analyzer (Agilent, USA). Sloupce B1-B7 zobrazuji 7 poolt, BS je
finalni knihovna, tedy smés vSech 7 poold.
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Obrazek 28: Délka fragmentt vysledné knihovny (B8). Vysledna délka fragmentt byla 401
bp. LM — dolni referenéni marker; UM — horni referen¢ni marker

Nasledné¢ byla vypocitina molarni koncentrace finalni knihovny podle predpokladané
koncentrace 4 ng/ul na 20 nM.

Sekvenacni analyza vygenerovala celkem 16,1 miliona ¢teni a pfecetla 2,27 Gbp. Z vysledka
sekvenace bylo zjiSténo, Ze koncentrace knihovny byla niz8i, neZ se ocekavalo. Namisto
planovanych 15 % phiX bylo obsazeno 25 %. Ptesto byla celkova kvalita vysledki vysoka -
93,3 %, tedy pies 90 % cteni mélo vyssi kvalitu nez Q30. Déale byla zaznamenana
nerovnomérnost poctu ¢teni mezi vzorky, coZ mohlo byt zptisobeno nepiesnym fedénim vzorkt
na stejnou koncentraci.

Croni (%) Identifikovana &teni podle

indexud (%)

Indexy

Obréazek 29: Pocet (%) identifikovanych ¢teni na jednotlivé indexy (vzorky).
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5.2.2

Po zpracovani dat v DADA?2 byly vSechny vzorky zarovnany na 16 810 ¢teni. Timto krokem
byly vytazeny 2 vzorky, protoze jejich celkovy pocet ¢teni byl nizsi nez stanoveny limit. Nizsi
pocet cteni pravdépodobné souvisel s nizs§i koncentraci téchto vzork.

Ve vyhodnoceni sekvenacnich vysledkii bylo k dispozici 16 lahvi ze skupiny T (3 vzorky) a
jejich prvni stér byl zahrnut do skupiny S. Skupina S tedy obsahovala 41 lahvi a 1 kontrolni
vzorek ze vzduchu.

Bakterialni sloZeni z pohledu diverzity

Sekvenacni analyza pfinesla rozsdhlé informace o bakteridlnim slozeni vzorkd. Bohatost byla
ohodnocena pomoci alfa diverzity, ktera popisuje diverzitu v ramci jednotlivych vzorki
prostiednictvim riiznych indext.

Index Observed udava pocet detekovanych druhti ve vzorku. Nejdiverzifikovangjsi vzorek
obsahoval az 340 bakterialnich druhii, zatimco nejméné diverzifikovany pouze 16. Primérny
pocet druhti napfi¢ v§emi vzorky ¢inil 138 druhti a smérodatna odchylka se rovnala 62. Z grafu
(viz obrazek 30) je patrné, Zze pocet bakteridlnich druhii ve vzorcich odebranych z pitek lahvi
se znacné lisi.

OBSERVED
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Pocet druht
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Vzorky

Obrazek 30: Alfa diverzita — Observed, pocet druhti v jednotlivych vzorcich.

Sekvena¢ni data byla analyzovdna prostfednictvim Shannonova a Simpsonova indexu
diverzity. Shannontiv index nabyva hodnot v rozmezi 0 az 5 a zohlediiuje jak rozmanitost, tak
I rovnomé&rnost. S vy$§i poétem druhi a jejich rovnomérnym zastoupenim roste hodnota indexu.
Simpsoniv index je zalozen na pravdépodobnosti, Ze dva ndhodné€ vybrani jedinci ze stejného
vzorku budou patfit ke stejnému druhu. Hodnoty se pohybuji v rozmezi 0 az 1, ¢im vyssi je
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pravdépodobnost (tedy niZsi diverzita), tim vyssi je hodnota tohoto indexu. JelikoZ Simpson
interpretuje data pravé naopak nez ostatni indexy alfa diverzity, v této praci je pouzita jeho
inverzni verze.

K vizualizaci dat byly pouzity Violin ploty, coZ jsou grafy, které zobrazuji rozloZeni dat v
riznych skupinach. Sirsi ¢asti ukazuji oblasti s vy33i hustotou dat, uzsi ¢asti s nizsi hustotou
dat. Ve $pic¢kach se nachazi maximum a minimum. Boxplot neboli bily obdélnik zobrazuje
rozmezi, ve kterém se nachazi 50 % dat. Uvnitf boxplotu je stfedova ¢ara (medidn), ktera
rozdéluje data na dvé stejné velké Casti. Na ose x jsou uvedeny skupiny, které dany index
hodnoti. Na ose y se nachazi stupnice méfeného indexu, obvykle s rostouci hodnotou roste i
diverzita. P-hodnota udava pravdépodobnost, ze pozorované rozdily mezi skupinami vznikly
nahodou. P> 0,05 vyjadiuje statisticky nevyznamny rozdil, oznacen jako NS — Not Significant.
Naopak p < 0,05 (*) je statisticky vyznamny rozdil, ale také 5% Sance, ze tento ndlez je
nahodny. Pokud p < 0,01 (**), rozdil je velmi vyznamny a p < 0,001 (***) vyjadiuje extrémné
vyznamny rozdil.

Alfa diverzita byla nejprve porovnana na zaklad¢ materialu lahvi. Grafy na obrazcich 31 a 32
ukazuji hodnoty alfa diverzity Shannonova a Simpsonova indexu mezi skupinami plastovych a
kovovych materidll. Pouze Simpsoniliv index ukazal malé, ale statisticky vyznamné rozdily.
Bylo zjisténo, ze plastové lahve vykazuji vyssi diverzitu nez kovové.

Shannon Simpson

1.04

S

w

[N ]

0.4

Kov+
Plast

Kov1{
Plast

Obrazek 31: Srovnéni alfa diverzity kovovych a plastovych lahvi. Vyjadieno pomoci
Shannonova indexu a Simpsonova indexu diverzity.
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Pfi porovnani specifickych materialti, lahve z nerezové oceli vykazovaly nizsi diverzitu nez
polypropylenové. Vzorky z tritanovych lahvi vykazovaly velky rozptyl. Tento rozptyl byl
pravdépodobné disledkem riznych navyka uzivateld.

Shannon Simpson

NS.
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Obrazek 32: Srovnani alfa diverzity lahvi z nerezové oceli, polypropylenu a tritanu.
Vyjadieno pomoci Shannonova indexu a Simpsonova indexu diverzity.

Dale byla vypocitana alfa diverzita mezi skupinami lahvi s alternativnimi pitky (vytahovaci,
cucacimi) a béznymi hrdly. Bylo o¢ekavano, Ze alternativni pitka budou diky své konstrukci
mikrobidlné bohatsi, protoze pii piti dochazi k vét§imu kontaktu s Gstni dutinou. Nicméné graf
na obrdzku 33 ukazal, Zze mezi diverzitou alternativnich pitek a béznych hrdel nebyl nalezen
zadny statisticky vyznamny rozdil. Zajimavé je, ze rozptyl hodnot indexu alternativnich pitek
je pomérné maly, coz bylo pravdépodobné ovlivnéno nizkym poctem lahvi s alternativnimi

pitky.
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Obrazek 33: Srovnani alfa diverzity alternativnich pitek a hrdel lahvi. Vyjadieno pomoci
Shannonova indexu a Simpsonova indexu diverzity.

Dal$im zkoumanym parametrem bylo stafi lahve, tedy doba aktivniho vyuzivani. Z grafu na
obrazku 34 vyplyva, Ze bohatost druht lahvi pouzivanych méné nez 1 mésic byla vyznamné
nizsi oproti lahvim star§ich nez 3 mésice. Vzhledem k tomu, ze alfa diverzita mezi lahvemi
pouzivanymi déle nez 3 mésice se vyrazné nelisila, 1ze usoudit, ze bakteriom se po vice nez 3
mésicich vyuzivani ustali.

Tento trend je pravdépodobné zptsoben pravidelnym pouzivanim lahve a s tim souvisejicim
kontaktem s pomérn¢ stabilni Gistni mikroflorou. Zarovei lze usuzovat, Ze mikrobiota potiebuje
urcity cas k tvorb¢ a stabilizaci biofilmu. S rostouci dobou vyuzivani lahve dochazi k degradaci
materialu, a to vlivem mechanického a chemického opotiebeni i vlivem bakterii, které jsou
schopné vyuzivat nékteré slozky tohoto materidlu. Opotiebeni materidlu miize zvySovat
pfistupnost povrchu pro pfilnuti mikroorganismi.

Zatim nebylo zkouméno, zda biofilm lahvi po del§im ¢asovém useku ptfedstavuje zdravotni
riziko. Stabilni mikrobiom by mohl poskytovat ochrannou bariéru proti potencialnim
patogenim. Na druhou stranu by patogenni mikroorganismy jako soucast stabilniho biofilmu
mohly piedstavovat hrozbu v pfipad¢ oslabeni imunitniho systému uzivatele. Proto by bylo
vhodné provést dlouhodobou studii zaméfenou na analyzu tohoto mikrobiomu v zavislosti na
lidském zdravi.
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Zde nastava dilema mezi ekologii a lidskym zdravim. Z jednoho pohledu by se mohlo zdat, ze
by lahve mély byt vyménény po 3 mésicich, aby se minimalizovalo potencialni zdravotni riziko.
To by v8ak bylo v rozporu s ekologickymi cili, a to snizit environmentalni stopu omezenim
jednorazovych oball. Jak bylo uvedeno, neni jasné, jestli stabilni mikrobiom po vice nez 3
mésicich vyuzivani je pfinosny, nebo nezadouci vzhledem ke zdravi uzivatele.
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Obrazek 34: Srovnani alfa diverzity lahvi rizného stafi. Vyjadieno pomoci Shannonova
indexu a Simpsonova indexu diverzity.

Dulezitym faktorem mikrobialniho slozeni lahvi je jejich udrzba. Z hlediska frekvence ¢isténi
se alfa diverzita lahvi nelisila (viz pfiloha C). Z toho vyplyva, ze frekvence Cisténi byla
ocekavané zavisla na zplsobu, kterym byla ldhev ¢iSténa.

Hodnoty (viz obrazek 35) ukazuji, ze lahve umyvané v mycce nebo karta¢em vykazovaly
vyrazné€ niz$i alfa diverzitu. To naznacuje, Ze k a€¢innému vycisténi lahve, je pouhé vyplachnuti
vodou a pouziti houbicky nedostatecné, je tieba metody, které kvalitn€ji odstrani biofilm. Tedy
vyuzit mechanicky (kartdc) nebo chemicky (horkd voda v mycce a dezinfekéni prostiedky)
zpusob Cisténi.
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Nicméné je dlleZité poznamenat, Ze tato data nelze povaZovat za zcela presnd, protoze
jednotlivé vzorky ve skupinach byly velmi rozptylené, coz pravdépodobné souviselo s riiznou
frekvenci ¢iSténi, nizkym poctem vzorkl v nékterych skupinach nebo absenci kontroly nad
poslednim umytim lahve.
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Obrézek 35: Srovnani alfa diverzity lahvi ¢isténych riznymi zptsoby. Vyjadieno pomoci
Shannonova indexu a Simpsonova indexu diverzity.

Posledni zkoumanym parametrem pomoci alfa diverzity bylo sdileni lahve s jinymi osobami.
Bylo zjisténo, ze lahve, které nebyly nikdy sdileny, vykazuji signifikantné nizsi alfa diverzitu
ve srovnani s témi, které sdileny byly. Toto zjisténi naznacuje, Ze sdileni lahve vede k ptenosu
ustni mikrobioty, velice pravdépodobné vcetné oportunnich patogenti. Cizi mikrobiota pak
obohacuje mikrobiom sdilenych lahvi. Nebyly zaznamenany rozdily mezi skupinami, které

lahve sdili vyjimeéné a bézné.

39



Shannon Simpson

o

Nikdy 1
Bézné

Nikdy 1
Bézné+

Vyjimeéné 4
Vyjimecné 4

Obrazek 36: Srovnani alfa diverzity lahvi, které jsou sdileny vyjimeéné, bézné, nebo nikdy.
Vyjadieno pomoci Shannonova indexu a Simpsonova indexu diverzity.

5.2.3 Bakterialni sloZeni z pohledu taxoni

S vyuzitim sloupcového grafu (viz obrazek 37), ktery znazoriuje relativni zastoupeni bakterii
ve vSech prvnich vzorcich, bylo identifikovano 15 nejvice abundantnich tfid, z nich
dominovaly: gram-negativni Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria,
Flavobacteria a gram-pozitivni Actinomycetes a Bacilli. Prvni sloupec na obrazku 37
reprezentuje kontrolni odbér ze vzduchu, jehoZ mikrobidlni komunita je z vice neZ z poloviny
tvofena tifidou Betaproteobacteria. Nejvice abundantni rody byly (pfiloha D): Acinetobacter,
Moraxella, Chryseobacterium, Streptococcus a Rhodococcus.

Vyobrazena data na obrazku 38 popisuji rozlozeni bakterialnich tfid ve vzorcich 16 lahvi ze
skupiny T. Z kazdé¢ lahve byly odebrany 3 vzorky v intervalu 7 dni. Z vizualni analyzy téchto
trojic stérd je ziejmé, Ze nejvice abundantni tfidy se vyskytuji ve vSech 3 stérech a s malymi
rozdily v procentualnim zastoupenim. Proto lze povazovat mikrobiom v ramci jedné lahve za
pomérn¢ stabilni.

Nicméné pti porovnéni jednotlivych lahvi mezi sebou, se ukazala zna¢na heterogenita. Tato
variabilita naznacuje, ze mikrobidlni komunity lahvi jsou specifické a individualni. Také jsou
velmi ovlivnény dal$imi faktory, jako jsou navyky uzivateld. Soucasné l1ze konstatovat, Ze
hrdla lahvi jsou odrazem ustni mikrobioty, ktera je formovana riznymi faktory jako zivotni
styl a hygiena.
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Obrazek 37: Relativni zastoupeni bakterialnich t¥id v prvnich stérech vSech zkoumanych
lahvi. K znaci kontrolni vzorek.
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Obréazek 38: Relativni zastoupeni bakterialnich tiid ve vSech vzorcich skupiny T. Byly
odebrany 3 stéry z kazdé lahve v rozmezi 7 dni.
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Obrazek 39: Relativni zastoupeni bakterialnich druht v prvnich vzorcich v§ech zkoumanych
lahvi. K znaci kontrolni vzorek.

Dale probéhla analyza pomoci dalsiho sloupcového grafu (viz obrazek 39), ktery zobrazuje
procentudlni zastoupeni druhti bakterii v jednotlivych vzorcich. V nékolika vzorcich se jeden
druh vyskytoval jako znacn¢ dominantni. Svétle Sed¢ plochy zobrazuji vS§echny ostatni bakterie,
které ve vzorcich nebyly abundantné vyznamné.

Kontrolni vzorek (K) se primarné skladal z Ralstonia nicotianae, coz je patogenni bakterie
izolovana z vadnouciho tabaku (Liu et al., 2023). Tento vzorek byl odebran v mistnosti s
rostlinami, proto lze o¢ekavat, ze R. nicotianae mohla byt kontaminantem z okolniho prostiedi.
Ptipadné se mohlo jednat o kontaminaci izola¢nim kitem.

V lahvich S09, S16, S20, S21 a T16 se primarné vyskytovala Moraxella tetraodonis, ktera byla
nedavno izolovana z kuze sladkovodniho étverzubce (Das & Das, 2022). V lahvi S05 byla
identifikovana bakterie Chryseobacterium phocaeense, ktera byla nové izolovana u pacientti s
cystickou fibrozou (Abdallah et al., 2019). Chryseobacterium antibioticum byla nalezena v
lahvi S19, tato baterie byla izolovdana z arktické pidy a bylo zjiSténo, Zze vykazuje
antimikrobialni aktivitu vi¢i gramnegativnim bakteriim (Dahal et al., 2021). V lahvich S01,
TO04, TO7 byl identifikovana bakterie Acinetobacter colistiniresistens, ktera byla izolovana z
lidskych infekci, ale nebyl zatim prokazan jako patogen. Je ale pfirozené rezistentni viuci
kolistinu, antibiotiku posledni volby (Nemec et al., 2017).

Porovnani 2 lahvi stejného uzivatele

Prostfednictvim sloupcovych grafti bylo na urovni druhG porovnano relativni zastoupeni
bakterii 2 lahvi stejného uZivatele.
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Tabulka 4: Charakteristika lahvi prvniho dobrovolnika.

Kod lahve

TO04

S07

Material

Nerezova ocel

Polypropylen

Stari lahve

6—12 mésictu

3-6 mésicu

Zpusob a frekvence ¢isténi

Ix tydné v mycce

Sdileni

Nesdili

Na obréazku 40 je zobrazeno relativni druhové zastoupeni téchto 2 lahvi, které na prvni pohled
nevykazovaly vysokou diverzitu a nebyly slozenim az tak rozdilné. To lze pficist podobné
udrzbé téchto dvou lahvi. Ve vSech vzorcich lahve T04 byla vyznamnou bakterii Moraxella
tetraodonis, ktera se ale nenachazela v lahvi SO7. Prvni vzorek z lahve T04 a vzorek z lahve
S07 vykazuji podobnost, a to diky pifitomnosti bakterii Acinetobacter colistiniresistens a
Streptococcus bouchesdurhonensis, coz bylo nejspise zptisobeno tim, Ze vzorky byly odebrany
ve stejném tydnu.

T04

100

50+

Relative abundance (%)
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0-

Obrazek 40: Relativni zastoupeni druhti bakterii ve vzorcich ze 2 lahvi stejného uzivatele. Z

Species
Others

Streptococcus sanguinis SK1 = NCTC 7863
Actinomyces capricornis
Candidatus Protofrankia datiscae
Aggregatibacter kilianii strain PN_528
icrococcus porci
Veillonella massiliensis strain Marseille-P3594
B Granulicatella elegans strain B1333
B Hydrocarboniphaga effusa strain AP103
| Faucicola mancuniensis strain GVCNT2
N Streptococcus bouchesdurhonensis
B Acinetobacter cumulans
B Acinetobacter tibetensis
B Moraxella tetraodonis
B Acinetobacter colistiniresistens

lahve TO4 byly odebrény 3 vzorky po 7 dnech a z lahve SO7 jeden vzorek.
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Tabulka 5: Charakteristika lahvi druhého dobrovolnika.

Kaod lahve TO7 S06

Material Polypropylen Tritan

Stati lahve >1 rok 6—12 mésica
Zpusob a frekvence 1x tydné vyplachnuti 1x za 2 tydny houbickou a
Cisténi vodou saponatem

Sdileni Vyjimetné Bézné

Mezi lahvemi druhého dobrovolnika nebyla nalezena Zadnd vyznamna shoda. Z obrazku 41
vyplyva, Ze lahev S06 vykazovala vys$si diverzitu (vys$si procento Sedé ¢asti) nez lahev T07. To
mohlo byt zplisobeno tim, ze lahev S06 je vyuzivana krat$i dobu, je bézné sdilend a také
umyvané pouze 1x za 2 tydny. Bakterie Acinetobacter colistiniresistens byla pfitomna ve vSech
vzorcich.

S06 T07

100

751

25;
-
|

Obrazek 41: Relativni zastoupeni druhti bakterii ve vzorcich ze 2 lahvi stejného uzivatele. Z
lahve TO7 byly odebrany 3 vzorky po 7 dnech a z lahve S06 2 vzorky po 7 dnech.

Species
Others ] ) ) )
Latilactobacillus sakei subsp. sakei strain DSM 20017
Moraxella tetraodonis
Gordonia bronchialis DSM 43247
Ralstonia nicotianae
Acinetobacter septicus strain AKO01
Bosea thiooxidans strain Bl-42
B Methylorubrum populi BJOOT
B Acinetobacter tibetensis
Acinetobacter cumulans
B Mycobacterium gordonae strain ATCC 14470
B Candidatus Protofrankia datiscae
B Streptococcus bouchesdurhonensis
B Sphingomonas paucimobilis strain ATCC 29837
B Acinetobacter colistiniresistens

Relative abundance (%)
[&)]
[}

Z tohoto srovnani vyplyva, ze lahve pouzivané stejnym uzivatelem vykazuji nizkou vzajemnou
podobnost a jsou vyrazné ovlivnény faktory jako je charakteristika samotné lahve i zptisob jeji
udrzby.
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5.2.5 Faktory a selekce taxonu

V této ¢asti prace bylo analyzovano, jestli nékteré faktory z dotaznikové analyzy selektuji urcité
bakteridlni taxony. K tomuto ucelu byly pouzity analyza beta diverzity a graf LEfSe (Linear
Discriminant Analysis Effect Size). Beta diverzita porovnava bakteridlni slozeni mezi
jednotlivymi skupinami vzorkt a LEfSe ukazuje, které taxony nejvice ptispivaji k rozdilim
mezi skupinami.

MDS (Multidimensional Scaling) graf na obrazku 42 vizualizuje bakterialni beta diverzitu dvou
skupin — plastovych a kovovych lahvi. Body znazoruji jednotlivé vzorky a elipsy ukazuji
rozptyl skupiny. Jde vidét, ze vzorky z plastovych a kovovych lahvi se z velké ¢asti prekryvaji,
coz naznacuje, ze tyto materialy maji relativné podobné bakterialni slozeni.
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Obrazek 42: Srovnani beta diverzity plastovych a kovovych lahvi. Vyjadieno pomoci grafu
MDS vyjadfujici beta diverzitu.

Piesto byl vytvoien graf LEfSe (viz obrazek 43), ktery piedstavuje identifikatory jednotlivych
materiald. Bylo zjisténo, Ze tfidy Flavobacteria a Bacilli preferuji polypropylenové lahve, coz
je v souladu s ptedchozimi védeckymi studiemi, které potvrzuji jejich schopnost kolonizovat i
Casteéné degradovat tyto materialy (Pollet et al., 2018; Jain & Bhunia., 2021). Tritan byl
identifikovan pfitomnosti tfidy Bdellovibrionia, znamé predatorskymi vlastnostmi viéi gram-
negativnim bakteriim (Harini et al., 2013). Nerezovou ocel preferovala tfida Blastocatellia, coz
naznacuje, ze tato tfida by mohla v tomto prostiedi bez nizsiho ptistupu organickych latek
prosperovat.
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c__Bacilliq

Group

| Nerez
Polypropylen
Tritan

¢__Flavobacteriia+

c__Bacteroidia+
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Obrazek 43: Ttidy bakterii specifické pro jednotlivé materialy lahvi. Zobrazeno pomoci
analyzy LEfSe.

Dale byl vytvofen krabicovy graf, ktery vizualizuje relativni zastoupeni zminénych
bakterialnich tfid. Za vyznamné rozdily lze povazovat preferenci Flavobacteria k plastovym
materialam, Bacilli vykazujici afinitu k polypropylenu a Bdellovibrionia k nerezové oceli.

46



c__Bacilli+ 1 |

¢__Flavobacteriia- I

mat1

£ Nerez

Polypropylen

[ -
c__ Bacteroidia- |
}. 5 Tritan

c__Blastocatellia+ ‘- .

c__Bdellovibrionia+

00 0.1 0.2 0.3 0.4 05
Relative abundance
Obrazek 44: Relativni zastoupeni bakterialnich t¥id, které jsou identifikatory materialt
opakované pouzitelnych lahvi.

Druhy faktor zkoumany pomoci beta diverzity, byl zplsob cisténi lahve. Z MDS grafu na
obrazku 45 vyplyva, Ze jednotlivé skupiny se bakterialnim slozenim vyznamné od sebe nelisily,
coz bylo pravdépodobné disledkem variabilnich zplisobii ¢isténi lahvi kombinovanych s
ruznou frekvenci tdrzby a také absenci kontroly nad poslednim ¢isténim lahve.
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Obrazek 45: Srovnani beta diverzity lahvi s riznymi zptsoby ¢isténi. Vyjadieno pomoci
grafu MDS.

5.2.6 Oportunni patogeny

Prostfednictvim databdze BacDive (Bacterial Diversity Metadatabase) a WHO Bacterial
Priority Pathogens List (World Health Organization, 2024) byly vyhledany oportunni patogeny

(Bednaf et al., 1996; Von Graevenitz, 2004, Ekkelenkamp et al., 2012; Ahmad & Guo, 2014;
Chen et al., 2022).

Bakterie spojené s nozokomialnimi infekcemi:

Acinetobacter baumannii

Klebsiella oxytoca

Enterobacter roggenkampii

Acinetobacter septicus

Chryseobacterium indologenes

Sphingomonas paucimobilis
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Orilni bakterie, které mohou zpiisobovat infekce:

Streptococcus mutans

zubni kaz

Veillonella parvula

zubni kaz

Rothia dentocariosa

zubni 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 potencialnimi environmentalnimi patogeny:

Aeromonas hydrophila

Mycobacterium gordonae

Dalsi oportunni patogeny:

Cronobacter sakazakii

meningitida a sepse u kojenct

Staphylococcus saprophyticus

infekce mocovych cest, meningitida

Haemophilus aegyptius

zanét spojivek

Campylobacter concisus

onemocnéni gastrointestinalniho traktu,
Crohnova choroba

Abiotrophia defectiva

endokarditida

Nalez oportunnich patogent na hrdlech a pitkach opakované pouzitelnych lahvi je vyznamny
vzhledem k faktu, ze 75 % ucastnikd tohoto vyzkumu své lahve sdili s ostatnimi lidmi. Pti
sdileni mtiZe dochazet k prenosu téchto bakterii a potencidlné zpusobit infekce u jedinct se
sniZenou imunitou.

5.3 Kultivaéni analyza

Pro kultiva¢ni analyzu bylo zvoleny lahve, které se ucastnily predeslé sekvenaéni analyzy.
V prosinci 2024 bylo odebrano 6 vzorkt a nasledné bylo pro kazdy vzorek nachystano 8 Petriho
misek s TYEA médiem. Celkem bylo kultivovano 51 misek, z toho 3 byly kontrolni.
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Kultivace byla uspésna — kontrolni misky zistaly bez mikrobialniho narGstu a vS§echny misky
se vzorky (kromé¢ T09) vykazaly pozitivni nariisty. Nésledné byly pocitiny CFU (Colony-
Forming Unit) pomoci programu OpenCFU. Primérné hodnoty, zaokrouhlené na desetitisice

pro jednotlivé teploty jsou znédzornény v tabulce 7.

Tabulka 6: Primérny poc¢et CFU na miskach jednotlivych vzorku lahvi.

teplota/vzorek | T14 TO8 TO9 S02 T02 T12
22 °C 370000 | 120 000 0 350 000 | 80 000 | 260 000
36 °C 190 000 | 110 000 50 360 000 | 36 000 | 160 000

Z obrazki 46 a 47 jasné vyplyva, ze vzorky z pitek lahvi byly velmi koncentrované a fedéni
bylo podcenéno. Tato skutecnost ztizila pocitini CFU a mohla ovlivnit vysledky.

Obréazek 46: Kultivované mikroorganismy ze stéru hrdla opakované pouzitelné lahve na
médiu TYEA. Tento vzorek byl 10x ziedén.
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Obrazek 47: Kultivované mikroorganismy ze stéru hrdla opakované pouzitelné lahve na
médiu TYEA. Tento vzorek byl 10x ziedén.

Primérny poc¢et CFU byl 240 000 CFU, nejvyssi poc¢et CFU byl 370 000. Jelikoz vysledky z
lahve T09 se odchyluji od ostatnich hodnot, tato lahev byla z analyzy vynechéna. Pocet CFU
byl porovnan s vysledky védeckého ¢lanku Water bottle germs revealed (TreadmillReviews.ca,
2019), ktery uvadi, ze hrdlech lahvi primérné kolonizuje vice nez 300 000 CFU/cm? a nejvice
kontaminovana hrdla (s posuvnymi uzavéry) kolonizuje az 900 000 CFU/cm?. Oproti tomuto
¢lanku, bylo v této préci detekovan niz8§i poc¢et CFU. To mohlo byt zplsobeno rozdilnym
postupem, ktery ale v ¢lanku neni uveden.

Mikrobialni nartist na hrdlech lahvi byl vyrazné vyssi nez na béZnych domacich predmétech
(TreadmillReviews.ca, 2019). Naptiklad miska pro psy obsahuje pfes 47 000 CFU/cm?,
zkoumana hrdla lahvi jsou tedy cca 6x bohatsi na mikroorganismy.

Mikrobialni narast na hrdlech lahvi byl srovnan s hranicemi povoleného znecisténi pitné vody
podle vyhlasky ¢. 252/2004 Sb., ktera provadi kontrolu pravé pomoci TYEA média.
Psychrofilni bakterie jsou kultivovany pii teplotich kolem 22 °C a indikuji pfitomnost
organickych latek ve vodé¢, ale v pitné vode nesmi prekroc¢it 500 CFU na 1 ml (1x). Mezofilni
mikroorganismy jsou kultivovany pti 37 °C a indikuji kontaminaci mikroflorou, v pitné vodé
je jich povoleno pod 100 CFU na 1 ml (1x). VSechny vzorky, s vyjimkou lahve TO09,
prekracovaly tyto hranice 1000x, coz bylo zplsobeno kontaminaci nejen ustni mikrobiotou.

Vzorek T09 se vyrazné odlisoval mikrobialnim nardstem, ktery byl pozitivni pouze pii teploté
37 °C. Negativni nartist mohl byt ndsledkem kvalitniho ¢isténi lahve den pted odbérem a slaby
nartst naslednym pitim z lahve druhy den, kdy by doslo ke kontaminaci ustni mikroflérou.
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53.1 MALDI-TOF

Z 16 kolonii z prvni kultivace vyrostlo 15 kolonii, kolonie 12 nevyrostla. Celkem 15 kolonii
bylo analyzovano pomoci MALDI-TOF. Na zakladé ziskanych signalti hmotnostnich spekter
se podaftilo identifikovat 13 z 15 vzorkl. Vzorky ¢islo 2 a 11 nebyly shodné s zddnym z vystupt
datab4dze MALDI Biotyper (Bruker Daltonics).

Pozitivni nalezy byly ohodnoceny identifikaénim skorem, pficemz spolehlivost identifikace
roste s vyss$i hodnotou skore. Pokud bylo skore vyssi nez 2000 byla identifikace druhu vysoce
spolehliva. Skére 1999-1700 bylo vysoce spolehlivé v rdmci identifikace rodu, ale méné

v

validaci dat.

Bylo nalezeno 11 riznych mikroorganismu, 2 kvasinky a 9 bakterii, které jsou zobrazeny v
tabulce 8.

Tabulka 7: Seznam bakterii a kvasinek, které byly vykultivovany ze vzorka z pitek lahvi.

Cislo vzorku Néazev druhu Skore T¥ida
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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Obréazek 49: Klebsiella oxytoca — lahev T14
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5.4 Porovnani vysledi kultiva¢ni a sekvenacni analyzy

V ramci kultiva¢ni analyzy byly identifikovany dominantni kultivovatelné bakterie a kvasinky
ptitomné na hrdlech a pitkach opakované pouzitelnych lahvi. Bakterie ze téid Actinomycetes,
Bacilli, Flavobacteria a Gammaproteobacteria byly dominantni jak v kultivacni, tak i
sekvenacni analyze. Kultivacni analyza praci obohatila o druhy ze tfid Saccharomycetes a
Tremellomycetes z iSe Fungi.

Metoda MALDI-TOF je velice spolehliva pro identifikaci rodt. VSechny rody bakterii byly
detekovany ve stejnych lahvich v kultiva¢ni i sekvenaéni analyze, s vyjimkou rodu Kocuria.
Avsak na trovni druhti jedinym detekovanym mikroorganismem ve stejné lahvi byla Klebsiella
oxytoca. Tyto vzorky byly odebrany v rozmezi 6 mésicli. To naznacuje, Ze bakterie K. oxytoca
byla pravdépodobné stalou slozkou mikrobidlni komunity této konkrétni lahve.

Nicméné je dilezité poznamenat, ze nizky pocet kultivovanych a nésledné identifikovanych
vzorkd metodou MALDI-TOF mohl vyznamné ovlivnit toto srovnani. Metagenomicka analyza
je velice podrobna a detekuje Siroké spektrum, které neni kultivaéni metodou zachyceno. Na
druhou stranu néktera sekvenacni data nebyla zatazena do pouzité¢ databaze, coz mohlo vést k
neuplnosti vysledkd.

Lahev, v niz se vyskytovala oportunni bakterie K. oxytoca, byla ¢iSténa pouze vyplachnutim
vodou. Tim padem nedochazelo k u¢innému odstranéni biofilmu vcetn¢ K. oxytoca. Toto
naznacuje, ze z hlediska zdravotnich rizik, je potteba lahev ¢istit dikladnéji.

Vzhledem k riznorodosti navykd a charakteristik lahvi by budouci studie mohly provést
striktnéji kontrolovany vyzkum nebo zahrnout vétsi pocet zkoumanych lahvi, véetné vyssiho
zastoupeni sklenénych lahvi. Timto by bylo mozné vytvofit specifictéjsi analyzacni skupiny.

Jelikoz bylo zjisténo, Ze bakteridlni diverzita se stabilizuje po vice nez 3 mésicich aktivniho
pouzivani lahve a bakterie K. oxytoca byla detekovana ve stejné lahvi i po 6 mésicich, je
dulezité objasnit roli mikrobiomu a hlavné biofilmu, kterou hraje na hrdlech lahvi v delSich
casovych horizontech. Klicova otazka je, zda tento biofilm pfedstavuje pro uzivatele riziko
nebo ochrannou funkci.

V neposledni fad€ by se budouci vyzkumy mohly zaméfit 1 na analyzu fungéalnich komunit v
opakované pouzitelnych lahvi s vyuzitim sekvenac¢ni metody.
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6 ZAVER

Mikrobialni sloZeni opakované pouzitelnych lahvi na vodu je vysoce individudlni a vyrazné se
1isi i mezi lahvemi stejného uzivatele. Po vice nez 3 mésicich pouzivani se bakteriom na hrdle
lahvi stabilizuje. Tento jev vyvolava otazku, zda se jedna o pozitivni ¢i negativni dopad na
lidské zdravi. Sdileni lahvi bylo spojeno s vys$$i bakteridlni diverzitou, pfi¢emzZ bylo
identifikovano nékolik vyznamnych oportunnich patogent, jako jsou bakterie Acinetobacter
baumanii a Klebsiella oxytoca.

Riznorodé piistupy k udrzbé mezi dobrovolniky ztizily analyzu vlivu ¢isténi na mikrobiélni
slozeni. I pfes tuto rGznorodost bylo zjiSténo, ze vétSina dobrovolnikii své lahve C(isti
nedostatecné, nejcastéji kazdodennim vyplachnutim vody.

Otazkou zlstava: Jaka je tedy idedlni lahev?

Na zaklad¢ vysledku této prace by lahev méla byt kovova, s jakymkoliv hrdlem, umoznujici
snadné cisténi kartd¢em nebo v mycce. Vzhledem k vyskytu oportunnich bakterii by také
nem¢la byt sdilena s ostatnimi lidmi.
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