MIKROSKOPICKE HOUBY — CVICENI I11.

1. Stanoveni celkového poctu smésné populace plisni v ovzdusi vnitiniho prostiredi sedimentaéni
metodou

Princip: Sedimenta¢ni (gravitaéni) metoda vyuziva schopnost mikroorganismi sedimentovat na pevné
povrchy. Tato metoda by neméla byt pouzivana pti hodnoceni prostor, které vyuzivaji ob€hovy vzduch. Jedna
se o vSechny typy klimatiza¢nich zatizeni s turbulentnim ¢i laminarnim proudénim vzduchu. Pokud se vyuziva
pro mikrobiologicko-hygienické hodnoceni prostfedi tato metoda, mélo by vzdy byt vyjadieno i relativni
znecisteéni, tj. provést i stanoveni mikroorganismt ve venkovnim ovzdusi.

Pomiicky: 4x Petriho miska s médiem (DRBC — Chloramfenikolovy agar s dichloranem a bengélskou ¢erveni)
o pruméru 84 - 90 mm.

Pracovni postup:

1. Ve stfedu mistnosti, v inhala¢ni zoné ve vySce 160 cm nad zemi se umisti dvé uzaviené Petriho
misky s médiem. Vzdalenost mezi miskami je nejméné 10, maximalné 30 cm. Pro odbéry je
mozno zvolit 1jiné misto (nadzemni vySka) podle ucelu vySetieni.

2. Poté se misky oteviou a osoba, ktera provadi odbér, opusti interiér. Pfitomnost a pohyb dalSich

osob ve sledovaném interiéru je vyloucen.

Dvé Petriho misky s médiem umistime do venkovniho prostiedi pied objekt nebo z okna
Po 1 hoding se Petriho misky uzaviou.

Inkubace se provadi pti teploté 25 + 1 °C po dobu 3-5 dni.

Po inkubaci se spocitaji vyrostlé kolonie mikroskopickych vldknitych hub.
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Stanoveni relativniho zneciSténi: u/v (koncentrace uvnitt/ koncentrace venku), tj. porovnanim
stanovené koncentrace ve vnitinim prostfedi s koncentraci ve venkovnim ovzdusi.

Vypocte se aritmeticky primér poctu kolonii z obou Petriho misek. Tento pocet se piepocita na dobu expozice
1 hodina. Vysledek je tedy vyjadien jako celkovy pocet plisni, které sedimentovaly na misku za jednu hodinu
ve vnitinim prostiedi / celkovy pocet plisni, které sedimentovaly na misku za jednu hodinu ve venkovnim
prostiedi

Hodnoceni: Pro pobytové mistnosti se povazuji hodnoty 50 KTJ plisni / Petriho misku / hod. za hodnoty, které
piiblizné odpovidaji kategorii znecisténi sttedni dle EUR 14988.

Za hygienicky zavazné znecisténi se povazuje hodnota u/v vyssi nez 2,0. Hodnota u/v = 2,0 znamena, ze
koncentrace mikroorganismu je uvniti objektu dvakrat vyssi nez ve venkovnim vzduchu.

Odhad doby expozice otevienych agarovych misek pii sedimentacni metodé

Odbérové misto Doba expozice (hodiny)
Prostory se zvySenym pozadavkem na Cistotu 4
Prostory s béZnymi naroky na kvalitu prostfedi 1
Prostory s pfedpokladanym znecisténim ovzdusi bioaerosolem 0,3-0,5
Literatura:

1. EUR 14988 (Report No. 12: Biological Particles in Indoor Environments, Commission of the European
Communities, Report No. 12, Luxembourg, 1994)

2. Standardni operacni postupy pro vySetfovani mikroorganismli v ovzdusi a pro hodnoceni
mikrobiologického znecisténi ovzdusi ve vnitinim prostfedi. Acta hygienica, epidemiologica et
microbiologica. Ptiloha ¢. 1/2002
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2. Izolace mikroskopickvch hub — metoda primého vysevu

Material: koteni, bylinné caje
Pomiicky: pinzeta, kultivacni médium (MA2% — Malt Extrakt Agar, DRBC), termostat na 25 °C

Pracovni postup:
1. Vzorkem rovnomérné pokryjeme povrch kultiva¢niho média.

2. Kultivujeme ve tmée, pii teploté 25 °C po dobu 7 dntl.
3. Mikroskopovani, identifikace

3. Nativni preparat:

Princip: mikroskopické morfologické znaky vldknitych hub sledujeme v nativnim preparatu. Protoze se vSak
jejich vldkna Spatn€ smaceji a v preparatu Casto byvaji vzduchové bubliny, je 1épe pouzit misto vody 10 az 20%
vodny roztok glycerolu, ktery nevysychd tak rychle. Misto glycerolu lze pouzit i roztok laktofenolu nebo
kyselinu mlé¢nou.

Material: kultury vlaknitych hub
Pomiicky: podlozni a kryci sklo, preparacni jehla, kyselina mlé¢na
Pracovni postup:

1. Na podlozni sklo naneseme kapku kyseliny mlécné.

2. Sterilni preparac¢ni jehlou pfeneseme z kolonie mikromycety malé mnoZzstvi mycelia
s fruktifika¢nimi organy do kapky kyseliny mlé¢né (nejlépe dvéma preparac¢nimi jehlami). U kultur
siln¢€ sporulujicich odebirame mycelium na rozhrani mezi zbarvenou ¢asti kolonie a bilym okrajem,
aby v preparatu nebylo pfili§ mnoho konidii. Mycelium neroztirame, abychom neposkodili
fruktifika¢ni organy — pouze jehlami uvolnime jednotliva vldkna do kapaliny.

3. Opatrn¢ piikryjeme krycim sklem (nepftitiskujeme!) a prebytecnou kapalinu odsajeme ze strany
filtraCnim papirem.

4. Preparat bez dalsi upravy prohlizime suchym objektivem, nejprve slabym zvétSenim (objektiv 10x),
postupné pak siln¢j$im zvétSenim (objektiv 40x a 100x)

Sledujeme:
e charakter mycelia (Sitku vldken, barvu a strukturu mycelia, ptepazky (septa) — ptfitomnost a rozloZeni,
zpusob vétveni)
e charakter, zpiisob tvofeni (konidiogeneze) a uspoiadani fruktifikaénich orgdnt (napf. sporangiofory,
konidiofory, sporangia, kolumela, fialidy, konidie, zygospory, askospory aj.)
e pfitomnost a charakter jinych Gtvart (chlamydospory).
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4. Charakteristické znaky radu Mucorales

Zastupci tohoto fadu vytvari fidce vatovité nebo plstnaté vzdusné mycelium velmi rychle rostouci.
Stélku téchto hub tvofi pfevazné mnohojaderné mycelium bez piehradek a proto je zvlasté u mladého
mycelia dobfe pozorovatelné proudéni plazmy. Prepazky se vyskytuji pravidelné pod rozmnozovacimi
organy a ve stafi nepravidelné v prubéhu mycelia. Pro rozliSeni rodt a druhti fadu Mucorales se pouzivaji
predevsim znaky nepohlavniho rozmnozovani, které se uskuteciiuje sporangiosporami vznikajicimi ve
sporangiich vyrastajicich na zvlastnich vlaknech — sporangioforech.

Mucor - sporangiofory jsou ukonceny sporangii bez apofyzy, s kolumelou kulovitou, ovalnou nebo
hruskovitou, chybi stolony, rhizoidy

Rhizopus — sporangiofory se tvoii obvykle ve svazcich a nebyvaji vétvené. Vznikaji na vyhoncich (stolonech),
které tvoti velmi Casto na pevném podkladu rozvétvené, tmaveé hnédé rhizoidy. Kolumela ma vyvinutou
apofyzu. Po prasknuti sporangialni stény se kolumela s apofyzou kloboukovité obraci.

Rhizomucor - sporangiofory byvaji vétvené. Pfitomny stolony a hnédé rhizoidy.

Absidia — sporangiofory vyrustaji ve svazcich na vyhoncich s rhizoidy. Kolumela kuZelovita, ¢asto méa na
vrcholu papilu nebo ostiejsi vy¢nélek. Sporangiofor prechdzi do sporangia Sirokou apofyzou.
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Obr. 1. Tvorba zygospory u Mucorales
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Obr. 2, Muohosporickd spgrangium s kolu-
maolou u r. Mucor (orig.)

Obr. 3. Cast sporangioforu se sporangio
lami u rodu Thamnidium (podle Zychy)

Obr, 4. Sporangium w apofyzou a kolu-
molou u rodu Absidia (orig.)

Obr. 5. Raznd formy vegetativnfech bundk
u Mucorales (orig,)
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Obr, 6. Rozaffeny  koneo
# merosporangii (orig.)
Obr. 7. Sporokladium # finlidami a s koni-
diomi u Mucoraloes (podle Arxe)
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Rhizopus oryzae CCM 8284

Fungi, Zygomycota, Mucoromycotina, Mucorales, Mucoraceae, Rhizopus

a. nevétvené sporangiofory s rhizoidy
b b. kolumela s apofyzou
a |1ua o C. sporangiospory
/ o d. chlamydospory
_i!. o e. thizoidy
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7 /’;‘-— _ W Fungi, Zygomycota, Mucoromycotina, Mucorales, Mucoraceae,
o ':/' jﬁ"_‘“‘ b Zygorhynchus
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2-655 Zygorhynchus moelleri
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http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=455206&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=92370&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=431097&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=92487&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=92955&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=38032&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=455206&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=92370&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=431097&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=92487&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=92955&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=57657&Fields=All

Absidia coerulea CCM 8230

Fungi, Zygomycota, Mucoromycotina, Mucorales, Mucoraceae, Absidia

@ ) a & a. vétvené sporangiofory s rhizoidy
W ﬁ ) 2 _ b. kolumela s apofyzou
%_ ( < “ G \/ ¢.sporangiospory
¥ ;

Mucor plumbeus CCM F-443

Fungi, Zygomycota, Mucoromycotina, Mucorales, Mucoraceae, Mucor

a. vétvené sporangiofory
b. kolumely hruskovité, obvejcCité s utatou bazi nebo valcovité elipsovité, s patrnym limeckem na bazi, Casto s

nekolika vybézky na vrcholu
C. sporangiospory

O G
g

6/7


http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=455206&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=92370&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=431097&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=92487&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=92955&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=56003&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=455206&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=92370&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=431097&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=92487&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=92955&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=37938&Fields=All

Rhizomucor miehei CCM F-703

Fungi, Zygomycota, Mucoromycotina, Mucorales, Mucoraceae, Rhizomucor

a. sympodialné vétvené sporangiofory
b. sporangiospory
C. Zygospora
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http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=455206&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=92370&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=431097&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=92487&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=92955&Fields=All

