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1. Nativni preparat:

Mikroskopické morfologické znaky vldknitych hub sledujeme v nativnim preparatu. Pro kratkodobé
pozorovani se jako uzaviraci médium pouziva voda. Pro dlouhodobéjsi sledovani pouzivame pomalu
vysychajici kapaliny napt. 10 az 20 % roztok glycerolu. Misto glycerolu I1ze pouzit i roztok laktofenolu nebo
kyselinu mlé¢nou.

Material: kultury vldknitych hub

Pomiicky: podlozni a kryci sklo, preparacni jehla, kyselina mlé¢na, mikroskop

Pracovni postup:

1. Na podlozni sklo naneseme kapku kyseliny mlé¢né.

2. Sterilni preparacni jehlou pieneseme z kolonie mikromycety malé mnozstvi mycelia
s fruktifika¢nimi orgény do kapky kyseliny mlé¢né (nejlépe dvéma preparanimi jehlami). U
kultur siln€ sporulujicich odebirdme mycelium na rozhrani mezi zbarvenou casti kolonie a bilym
okrajem, aby v preparatu nebylo pfili§ mnoho konidii. Mycelium neroztirame, abychom
neposkodili fruktifikaéni organy — pouze jehlami uvolnime jednotliva vlakna do kapaliny.

3. Opatrné piikryjeme krycim sklem (nepftitiskujeme!) a prebytec¢nou kapalinu odsajeme ze strany
filtraCnim papirem.

4. Preparat bez dalsi upravy prohlizime suchym objektivem, nejprve slabym zvétSenim (objektiv
10x), postupné pak silnéjSim zvetSenim (objektiv 40x a 100x) u hyalinnich mikromycet s
fazovym kontrastem

Sledujeme:
e charakter mycelia (Sitku vldken, barvu a strukturu mycelia, ptrepazky (septa) — pfitomnost a
rozloZeni, zptisob vétveni)
e charakter, zplisob tvofeni (konidiogeneze) a uspotadani fruktifikacnich orgdni (napt. sporangiofory,
konidiofory, sporangia, kolumela, fialidy, konidie, zygospory, askospory aj.)
e pritomnost a charakter jinych utvart (chlamydospory).

Hodnoceni:
Popiste struktury viditelné pod mikroskopem u jednotlivych kultur

2. Izolace kvasinek stérem z dutiny ustni

Material: stér z dutiny ustni

Pomiicky: sterilni vatové tampony, Sabouraudiv agar s glukozou a chloramfenikolem (SAB), krevni agar
(KA) a agar dle Nickersona, ockovaci kli¢ka, termostat na 30°C a 37°C
Pracovni postup:
1. Sterilnim vatovym tamponem provedeme krouZivym pohybem stéry z dutiny ustni.
2. Provedeme kiizovy roztér stéru na KA, SAB s chloramfenikolem a agar dle Nickersona.
3. Kultivujeme ve tmé, KA pii teploté 37 °C, SAB s chloramfenikolem a agar dle Nickersona
pii teploté 30 °C po dobu 24 - 48 hodin.
4. V piipadé riistu kolonii zhotovime preparat barveny podle Grama a kulturu kvasinky
naockujeme kratkym fezem do stfedu tenké vrstvy kukuficného agaru.

Sabouraudiiv agar

Sabouraudiiv agar s 2% glukdzy piip. dextrdzy je univerzalni kultiva¢ni plidou pro zachyt patogennich 1
nepatogennich mikromycet, zejména dermatofytli a kvasinek. Plivodni recept obsahoval 4% glukézy. PouZiti
pouze 2% glukdzy omezuje rychlost ptechodu kultury do pleomorfniho stavu, kdy

obsahuje pouze vldkna bez diagnosticky cennych reprodukénich struktur.
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3. Identifikace kvasinek

Kultivaéni prukaz

I. morfologie na agaru s ryZovym extraktem nebo kukuti¢éném agaru
II. Bird Seed Agar

III. agar podle Nickersona

IV. agar pro dikaz tvorby pouzdrového polysacharidu

Mikroskopicky priikaz

V. Germ tube test

VI. Gramovo barveni

VII. negativni barveni nigrosinem

Biochemicky prikaz
VIII. asimilace cukr

IX. fermentace cukru

Kultivaéni prukaz

I. Mikromorfologie na agaru s kukuri¢énym extraktem:

Ryzovy agar stejn¢ jako kukufi¢ny agar poskytuje vhodné podminky pro rist Candida spp. na kterém tvoii
chlamydospory spole¢né s druhem C. dubliniensis.

Pomiicky: kultura kvasinky Candida albicans CCM 8215 nebo vlastni izolat, Petriho miska s ryzovym
agarem, sterilni kryci skla, prepara¢ni jehla, pinzeta sterilizovana vypalenim, termostat, svételny mikroskop

Pracovni postup:
1. Kulturu kvasinky naockujeme kratkym fezem do sttedu tenké vrstvy agaru.
2. Piikryjeme sterilnim krycim sklem.
3. Kultivujeme 24 — 48 hodin pfi teploté 25°C.
4. Poté kulturu prohlizime pfimo na misce pod mikroskopem.

Hodnoceni:
Popiste utvary pozorované v mikroskopu.

I1. Prikaz druhu Cryptococcus neoformans na Bird seed agaru:

Bird seed agar je médium pro diferenciaci Cryptococcus neoformans na zakladé produkce vysoce
specifické aktivity fenoloxidazy, vedouci k tvorbé charakteristického tmavohnédého melaninu, C. albicans
tvoti bilé kolonie.

Pomiicky: kultura kvasinky Cryptococcus neoformans CCM 8312, Bird Seed Agar (Niger Seed Agar),
ockovaci klicka, termostat

Pracovni postup:
1. Kulturu kvasinky naockujeme kiiZovym roztérem.
2. Kultivujeme max. 7 dni pfi teploté 30°C.
3. Poté hodnotime makromorfologii.
Hodnoceni:
Popiste morfologii kolonii na agaru.
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I11. Agar podle Nickersona pro izolaci a prukaz kvasinek rodu Candida

BiGGY (Bismuth Sulphite Glucose Glycine Yaeast Agar) — agar podle Nickersona vyuziva schopnosti
kvasinek rodu Candida extracelularné redukovat sitficitan. Schopnost redukovat sifi¢itan bismutity obsazeny
v kyselém nebo neutralnim médiu na sulfid se projevi tvorbou riizné zbarvenych kolonii. Sificitan bismutity
zaroven inhibuje pfipadny rast bakterii. Siln€ redukéni schopnosti maji zejména druhy C. albicans, C.
krusei, C. tropicalis.

Pomicky: kultury kvasinek, BiIGGY agar, ockovaci kli¢ka (tampon), termostat

Pracovni postup:
1. Kulturu kvasinky naockujeme kfizovym roztérem.
2. Kultivujeme 48 hod. pii teploté 30°C.
3. Poté hodnotime makromorfologii.

Hodnoceni:
Vzhled kolonii:
C. albicans — hladke, kulaté, cernohnédé, bez lesku, tmavé zbarveni nedifunduje do okoli

C. tropicalis — hladké, tmaveé hnédé s Cernym vyvySenym sttedem, kovove leskleé, okoli kolonie hnédocerné
zabarvené v dasledku Sifeni redukujicich enzymii do okoli
C. krusei — velké, ploché, zvrasnéné, hnédocerné, zluté hald

Popiste morfologii kolonii na agaru a provedte presumptivni identifikaci kvasinek.

IV. Agar pro diikaz tvorby pouzdrového polysacharidu

Pomiicky: kultura kvasinky Cryptococcus neoformans CCM 8312, agar pro kultivaci, ockovaci klicka,
termostat, Lugoliv roztok

Pracovni postup:
1. Kulturu kvasinky naockujeme hadkem na povrch kultivaéniho média.
2. Kultivujeme 48 hod. pfti teploté 30°C.
3. Povrch natéru na misce prelijeme Lugolovym roztokem..

Hodnoceni:
Ptitomnost polysacharidu se projevi zmodranim natéru.

Urcete, zda kultura Cryptococcus neoformans CCM 8312 tvori polysacharidova pouzdra.
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Hodnoceni makromorfologie:

Barva - bila, krémova, lososova

Textura — hladka, drsna

Vzhled — lesklé, matné

Povrch kolonie - 1. centralné pruhovany (v koncetrickych kruzich); 2. radidlné pruhovany (radialné
Zvrasnény)

Okraje kolonie - 3. uceleny okraj; 4. lalokovity okraj; 5. pilovity okraj; 6. cipovity okraj; 7. rhizoidni
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Profil kolonie - 1. hladka, vypoukla kolonie; 2. hladka kolonie s vyvySenym stiedem; 3. hladka kolonie,
kraterovita; 4. ploché kolonie; 5. kraterovita kolonie ve sttedu zvinénd; 6. vyvysend, zvinéna
kolonie; 7. plocha, zvinéna kolonie; 8. rhiziodni kolonie s pseudomyceliem
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Hodnoceni:

Popiste makromorfologii kultury na SAB

-5/32-



Mikroskopicy prukaz

Material: kultura kvasinek

V. Germ tube test:

Germ tube test, nebo-li test na ptitomnost kli¢nich hyf, je jednim ze zadkladnich identifika¢nich testti pro
identifikaci C. albicans. C. albicans spole¢né s C. dubliniensis jsou jediné kvasinky z rodu Candida, které
tvoii tyto kli¢ni hyfy.

Material: Candida albicans CCM 8215, Candida tropicalis CCM 8223

Pomiicky: zkumavka s bovinnim sérem, bakteriologické klicka, pipeta, zkumavka se sterilnim
fyziologickym roztokem, termostat, podlozni a kryci sklo, mikroskop

Pracovni postup:
1. Ptipravte slabou suspenzi kvasinek v 0,5 - 1,0 ml sterilniho séra , optimalni hustota inokula je
10° - 10° bunék/ml, vyssi koncentrace &asto vede ke snizeni tvorby klignich hyf a tedy k
faleSné€ negativnimu vysledku.
2. Kultivujeme ne déle jak 3 hod. pfi teploté 35 - 37°C.
3. Umistime 1 kapku inokulovaného séra na podlozni sklo a zakryjeme krycim sklem, v
mikroskopu hodnotime tvorbu kli¢nich vlaken.
Hodnoceni:
Urcete, ktery ze vzorku je druh Candida albicans.

VI. Preparat barveny podle Grama:
Umozinuje podrobné pozorovani mykotickych organizmu pii velkych zvétSenich a odliSeni
bakteridlni kontaminace.

Pomiicky: podlozni skla, kahan, barvici roztoky, o¢kovaci klicka, mikroskop, imerzni olej

Pracovni postup:
1. Na podlozni sklo naneseme kapku sterilni destilované vody.
Sterilni klickou nabereme kulturu a rozmichame v kapce vody.
Preparat ususime na vzduchu a fixujeme teplem, opakovanym protazenim plamenem kahanu.
Fixovany preparat prelijeme krystalovou violeti a nechame piisobit 30".
Oplachneme vodou (zbytek vody dikladn¢ setiepat).
Ptevrstvime Lugolovym roztokem na 30".
Oplachneme vodou (zbytek vody dikladné settepat).
Odbarvujeme 95% etanolem, dokud odchazi modra barva (cca 20 — 30").
Oplachneme vodou (zbytek vody dikladné settepat).
10 Dobarvime zfedénym roztokem safraninu 1 min.
11. Oplachneme vodou (zbytek vody dikladné setfepat) a nechame oschnout na vzduchu.
12. Preparat prohlizime imerznim objektivem pii zvétSeni 1000x a vice.

DN LR W

Hodnoceni:
Jak se barvi kvasinky?
Jak se lisi v preparatu kvasinky od bakterii?
Popiste mikromorfologii kultury v preparatu.
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VII. Negativni barveni nigrosinem:
Metoda spociva v obarveni pozadi, bunky zlstdvaji nezbarvené. Pouziva se ke stanoveni pouzder a slizi.

Pomiicky: kultura CCM 8312 Cryptococcus neoformans, podlozni skla, kryci skla, nigrosin, ockovaci
klicka, mikroskop, imerzni smés

Pracovni postup:
1. Klicka kultury kvasinky se suspendujeme v kapce vody na podloznim sklicku a priddme
kapku nigrosinu.
2. Hranou druhého podlozniho skla suspenzi rozetfeme a nechdme uschnout na vzduchu.
Nefixujeme!!!
Hodnoceni:
Tvori kultura polysacharidova pouzdra?

Biochemicky priukaz

Material: kultury kvasinek

VIII. Asimilace cukri
Schopnost vyuzivat za aerobnich podminek cukry jako zdroj energie a material pro syntézu bunécné hmoty -
cukerny auxanogram. Bézné se sleduje schopnost asimilace glukozy, galaktozy, sachardzy, maltozy,
laktozy a rafindzy.

Pomiicky: médium pro testovani asimilace uhliku ve zkumavkach po 5 ml, 20% sterilni roztoky
testovanych cukr, pipety, termostat

Pracovni postup:
1. Do média pro testovani asimilace uhliku pfidame testované cukry, aby vysledna
koncentrace byla 1-2%.
2. Jako kontrolu pouzijeme medium bez zdroje uhliku.
3. Klickou slabé inokulujeme vSechny typy medii
4. Zkumavky kultivujeme pti 30°C po dobu jednoho tydne.

Hodnoceni:
Zjistime, ve kterych typech medii kultura roste srovnanim s kontrolou.

IX. Fermentace cukri
Schopnost kvasinek zkvasovat nékteré jednoduché cukry za vzniku etanolu a oxidu uhlic¢itého v anaerobnim
prostiedi - zymogram. Bézné se sleduje schopnost fermentace glukozy, galaktozy, sachardzy, maltozy,
laktozy a rafindzy.

Pomiicky: médium pro fermentaci cukri ve zkumavkach po 9 ml s Durmanovou plynovkou, 10% sterilni
roztoky testovanych cukri, pipety, termostat

Pracovni postup:
1. Do média pro fermentaci cukrii pfiddme testované cukry, aby vysledna koncentrace byla
1%.
2. Masivni kli¢kou inokulujeme vSechny typy medii
3. Zkumavky kultivujeme pti 25°C po dobu 5 dntl.
Hodnoceni:
Hodnotime tvorbu plynu — objevi se v plynovce a tvorbu kyselin — projevi se Zlutym zbarvenim. Podle
vysledné kombinace testii identifikujeme kvasinku.
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4. Identifikace vlaknitych hub rodu Aspergillus

Material: Petriho misky s kulturou

Pomiicky: preparacni jehla, CYA (Czapkuv agar s kvasnicnym extraktem), MEA (Agar se sladovym
extraktem), CY20S (Czapktv agar s kvasnicnym extraktem a 20% sachardzy), termostat

Pracovni postup:

1. Povrch pfislusnych médii inokulujeme konidiemi vlaknité houby formou vpichu na tiech
mistech tvoficich vrcholy rovnoramenného trojuhelnika (body maji byt vzdaleny asi 3 cm od
kraje misky). Aby se spory pii o¢kovani nerozptylily po celé pid¢, o¢kujeme misky zespodu,
otocené dnem vzhtiru.

2. Kultivujeme 7 dnti pti teploté 25 a 37 °C.

Schéma inokulace:

Hodnoceni:
po 7 dnech kultivace provedeme vyhodnoceni riistu vlaknitych hub.

Sledujeme:

znaky makroskopické

rychlost rastu

charakter povrchu kolonii

barvu kolonie

barvu spodni strany kolonie

pritomnost pigmentu difundujiciho do agaru

pritomnost a barvu vypotku (exudat)

pritomnost zvlastnich ttvart viditelnych okem (plodnicky, sklerocia, aj.)
charakteristicky zapach.

V hodnoceni vzdy uvedeme staii kultury a pouzitou kultivaéni pliidu, nebot’ rizné pidy mnohdy
modifikuji a zna€né¢ méni charakteristické znaky (jak makroskopické, tak mikroskopické). Cisté
kultury pfipravujeme zpravidla na pd¢, na které je popis rodu autorem uveden.

znaky mikroskopické

Ke zjisténi mikroskopickych znaki nutnych pro identifikaci vlaknitych hub potiebujeme kromé mikroskopu
1 binokularni lupu. Pod lupou prohlédneme vétsi struktury (charakter mycelia, sklerocii, plodnic¢ek apod.),
pro studium dalSich struktur, na nichZ je zalozena identifikace, pfipravime mikroskopicky preparat. Jeho
piiprava a spravné posouzeni a zhodnoceni je mimotfadné dilezité, nebot’ morfologické znaky u vlaknitych
hub jsou zékladnim diagnostickym kritériem pfi ur€ovani rod a druhi. Identifikace do rodu ¢i druhu na
zakladé makroskopickych a mikroskopickych morfologickych znakl se provadi podle kli¢h vypracovanych
pro urcité taxonomické skupiny.
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2 typy
konidioforu

%

stopka (stipe)
konidialni hlavice paprséité
% E
"foot cell" | 1! |
| | y
L L "hule - cells”
uniseriatni biseriatni alle - cells Konididlni hlavice sloupcovité

Hodnoceni:
Vyplite identifikacni protokol
Podle identifikacniho klice provedte identifikaci do rodu.

FEurotium chevalieri CCM F-6

Fungi, Ascomycota, Pezizomycotina, Eurotiomycetes, Eurotiomycetidae, Eurotiales, Trichocomaceae, Eurotium

kleistothecium

viecka

askospory s ekvatorialnimi prstenci
uniseriatni konidiofory

konidie
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http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=455206&Fields=All
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http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=431002&Fields=All
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http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=92453&Fields=All
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http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=47603&Fields=All

P¥iloha VI

lf

Obr. 1. Konidiofory u rodu Aspergillus
(podle Rapera a Fennellové)

a — ukondeni konidioforu s jednou Fadou
finlid, b — ukondeni konidioforu se dvéma
tadami finhd

Obr, 2., Hillle ocells" (prazdné bunky)
u rodu Aspergillus (orig.)

sek. fialidy ;7
.. prim. Fialidy - I
michylek !

konidiofor

Aspergillus

Obr, 3, Mladd plodni¢ka u rodu Aspergil-
lus (podle Arxe)

Obr, 4. Cdst  povrechu zralé
u rodu Aspergillus (podle Arxe)
Obr, 5. Viecko u rodu Aspergillus (podle
Arxe)

Obr. 6. Askospory u rodu Aspergillus
(podle Arxe)

plodnicky
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Fig. 67. Morphology of Aspergillus. a. uniseriate and b. biseriate conidiophores,
¢. columnar and d. radiating conidial chains. e. Hille cells.
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5. Priprava mikrokultury (sklickové kultury)

Material: Petriho misky s kulturou vlaknité houby

Pomiicky: preparacni jehla, Petriho miska s vhodnym kultivaénim médiem (Malt Extrakt Agar nebo
Sabouraudiv glukozovy agar), sterilni pinzeta, sterilni destilovana voda, sterilni kryci a podlozni skla,
sterilni Petriho miska (vlhkéa komtirka).

Pracovni postup:

4. Z tenké vrstvy kultivaéniho média ptipravime blo¢ek o velikosti 1x1 cm.
Blocek pieneseme na sterilni podlozni sklo umisténé ve vlhké komtrce.
Vpichem do ¢ty stran naockujeme kulturu a prekryjeme krycim sklem.
Kultivujeme 2 — 5 dni pfi teploté 25 °C.
Pribézné sledujeme rast suchym objektivem pii zvétseni 60x — 450x.

® N

‘
narostia kultwra.

blocek SABA W
h 'Egéii ) - p“%émhomiska

::F:;:;dlo‘z’nl‘ cklo

Hodnoceni:
Popiste struktury viditelné v mikroskopu.

6. Vlasovy perforacni test

Test vyuziva schopnosti n¢kterych druhti perforovat vlas in vitro za vzniku perfora¢nich kanalki.

Material: kultura vlaknité houby

Pomiicky: sterilni détské vlasy (nejlépe blond’até), sterilni dest. voda, 50 ul 10% kvasni¢niho extraktu,
pinzeta, termostat, podlozni a kryci sklo, preparacni jehla, kyselina mlécna, mikroskop

Pracovni postup:
1. Do lahvicky obsahujici 10 ml ster. dest. vody pfidame 50 pl 10% kvasni¢niho extraktu a o¢kovaci
jehlou preneseme Cast mycelia.
2. Kultivujeme pii 24 °C 1-3 tydny.
3. Zhotovime nativni preparat.

Hodnoceni:

Trychophyton interdigitale - ptitomnost perforacnich kanalka

Trychophyton rubrum - perforacni kanalky netvofi

Na zakladeé mikroskopického nalezu zjistéte, zda se jedna o druh Trychophyton interdigitale.
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7. Stanoveni celkového poétu smésné populace plisni v ovzdusi vnitFniho prostredi
sedimentac¢ni metodou

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

Pomiicky: 4x Petriho miska s médiem (DRBC — Chloramfenikolovy agar s dichloranem a bengalskou
cerveni) o praméru 84 - 90 mm.

Pracovni postup:
3. 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, maximaln€ 30 cm. Pro
odbéry je mozno zvolit 1 jiné misto (nadzemni vySka) podle ucelu vySetieni.
4. 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 prosttedi 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.

® N o

Stanoveni relativniho zneciSténi: u/v (koncentrace uvniti/ koncentrace venku), tj. porovnanim
stanovené koncentrace ve vnitinim prostiedi s koncentraci ve venkovnim ovzdusi.

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

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

Za hygienicky zdvazné 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 pfi sedimentacni metodé

Odbérové misto Doba expozice (hodiny)
Prostory se zvySenym poZadavkem na €istotu 4

Prostory s béZnymi naroky na kvalitu prostfedi 1

Prostory s pfedpokladanym zneciSténim ovzdusi 0,3-0,5

bioaerosolem
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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 vySetiovani mikroorganismii v ovzdusi a pro hodnoceni
mikrobiologického znecisténi ovzdusi ve vnitinim prostfedi. Acta hygienica, epidemiologica et
microbiologica. Ptiloha ¢. 1/2002

Hodnoceni:
Spocitejte kolonie na Petriho misekach a vypocitejte relativni znecisteni.

Jaké rody mikromycet byly izolovany?

-14/32-



Mikroskopovani

RiSe: FUNGI
Pododdéleni: MUCOROMYCOTINA
Rad: MUCORALES

- mnohojaderné coenocytické mycelium, prehradky se tvoii pro oddéleni rozmnozovacich organi nebo ve
starSich myceliich

- sporangia vznikaji na vétvenych ¢i nevétvenych sporangioforech, jsou vétSinou mnohosporova (az 1000
spor), u odvozenéjSich typl vznikaji sporangia s malym poctem spor (az jednosporové - nespravné
oznacované za "konidii")

- zygospora vznika pfi pohlavnim rozmnozovani splynutim dvou riznych gametangii

complete cross-wall pi"epz'lika - Mucoromycotina

Rod Mucor

- sporangiofory vétvené ¢i nevétvené, bez rhizoidi a stolonil, ukonceny mnohosporovymi sporangii bez
apofyzy, s kolumelou kulovitou, ovalnou nebo hruSkovitou

Mucor circinelloides CCM 8328

Fungi, Zygomycota, Mucoromycotina, Mucorales, Mucoraceae, Mucor

sympodialné vétveny circinatni sporangiofory .
kulovita kolumela = ||
sporangiospory

25 um

Ly
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Rod Rhizopus

— sporangiofory se tvoii obvykle ve svazcich a nebyvaji vétvené. Vznikaji na stolonech (vyhoncich), které
tvoti velmi Casto na pevném podkladu rozvétvené, tmaveé hnédé rhizoidy. Kolumela ma vyvinutou apofyzu

(nalevkovité rozsiteni sporangioforu pod sporangiem). Po prasknuti sporangialni stény se kolumela

s apofyzou kloboukovité obraci.
Rhizopus stolonifer CCM F-445

Fungi, Zygomycota, Mucoromycotina, Mucorales, Mucoraceae, Rhizopus

nevétvené sporangiofory s rhizoidy
kolumela s apofyzou
sporangiospory

Rod Lichtheimia

Lichtheimia corymbifera CCM 8077
Fungi, Zygomycota, Mucoromycotina,
Mucoraceae, Lichtheimia

vétvené sporangiofory
kolumela kuzelovita s 1 nebo n€kolika vybeézky a apofyzou ) \‘\ § '\ s | / ° o
P | /i - &
obfi bunky / / AN | ||"f.~‘j’ e ea
: gy | | | 0
sporangiospory P J 1 (| H ,-’ L& :
rhizoidy a stolony nezietelné il \ / [/ ,f'fl K r b
X _," II [ ."I |
H'-C.?" = 7 | II |II I|II -'Ill | \-‘\ /
| ‘ || |'I | !
E\ L e | | l I|I { | |
[ |/ |
LY I
3 U/ | ‘
| 10ym
| r"j
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Zygorhynchus moelleri CCM 8022 - zygospory
Fungi, Zygomycota, Mucoromycotina, Mucorales, Mucoraceae, Zygorhynchus

2-655 Zygorhynchus moelleri

F1088 F1091

&’*Q\\

Rod Rhizomucor

— od rodu Rhizopus se lisi tvorbou vétvenych sporangiofori a méné vyvinutymi rhizoidy
Rhizomucor pusillus CCM F-211

Fungi, Zygomycota, Mucoromycotina, Mucorales, Mucoraceae, Rhizomucor

sporangiofory vétvené vétSinou pod vrcholkem
sporangium

kolumela

sporangiospory

Zygospora
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Rod Cunninghamella
- vétvené sporangiofory ukoncené jednosporovymi sporangii (sporangioly), rhizoidy vyvinuté, stolony
chybi

Cunninghamella blakesleean CCM F-705

Fungi, Zygomycota, Mucoromycotina, Mucorales, Cunninghamellaceae, Cunninghamella

zygospora
sporangioly (jednosporova sporangia) 1/‘-\
vétveny sporangiofor zakon¢eny sporogennimi hlavicemi \ -

|

|

H
|
I

<

e g
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Rise: FUNGI

Oddéleni: ASCOMYCOTA

- vegetativni stélku tvoii prehradkované mycelium nebo pucivé bunky ¢i pseudomycelium
- tvorba sept je centripetalni, za¢ind u stény hyf a pokracuje ke stiedu, kde poneché volny por

prepazka - Ascomycota prepazka - Saccharomycetes
I ", .
O central septal pore : mlcr‘opores
® (50-600 nm diam) 2 {~ 9 nm diam)
O" Woronin bodies |

*

RozmnoZovani: pohlavni i nepohlavni nebo jen nepohlavni
- stddium, kdy houba vytvaii nepohlavni mitospory, se nazyva stadium imperfektni (anamorfa)
- stddium, kdy houba vytvaii pohlavni meiospory, se nazyva stadium perfektni (teleomorfa)

Nepohlavni rozmnoZovani

- nejjednodussim zplisobem je fragmentace hyf

- bunky vznikajici exogenné na specializovanych hytach - konidioforech nazyvame konidie
- bunky, které davaji vznik konidiim nazyvame konidiogenni bunky

Zakladni typy konidiogeneze (vzniku konidii):
1. Thalicka: jiz predem vytvoiené bunky hyf se rozdé€li prehradkami a rozpadnou se na jednotlivé ¢asti.
K formovéani definitivniho tvaru dochdzi po odd¢leni.

a) Thalicko - arthricka: arthrokonidie

b) Holothalicka: thalokonidie (thalokonidiemi jsou v jistém smyslu i chlamydospory - tlustosténné
pretrvavajici buniky vznikajici na myceliu)

2. Blasticka: konidie se formuje dfive nez je oddélena piepazkou od konidiogenni buiiky

a) Holoblasticka - ucast vSech vrstev bunééné stény
a) synchronni - produkce vice konidii na méchyiku
b) sympodialni - proliferace konidiogenni buiiky

b) Enteroblasticka - vn¢jsi sténa se protrhne, konidii utvafi vnitini vrstva

a) treticka - vznik porokonidii, ¢asto s vyraznou jizvou na konidiogenni buice
b) phialidick4 - konidiogenni butiky fialidy
c) annelidicka - konidiogenni buiiky anelidy (limecek)
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Geotrichum candidum CCM 8228 — arthrokonidie v rozpadajicich se fetizcich
Fungi, Ascomycota, Saccharomycotina, Saccharomycetes, Saccharomycetidae, Saccharomycetales, Dipodascaceae,

Geotrichum

Dermatofyta

Microsporum gypseum CCM 8342 — thalokonidie (makrokonidie a mikrokonidie)
Fungi, Ascomycota, Pezizomycotina, Eurotiomycetes, Eurotiomycetidae, Onygenales, Arthrodermataceae,
Microsporum

2-321 Microsporum gypseum
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Trichophyton ajelloi CCM 8351 — makrokonidie a mikrokonidie
Fungi, Ascomycota, Pezizomycotina, Eurotiomycetes, Eurotiomycetidae, Onygenales, Arthrodermataceae,
Trichophyton

2-532(2) Tricophyton ajelloi

N F976 , “;‘ F977

Epidermophyton floccosum CCM 8339 — makrokonidie

Fungi, Ascomycota, Pezizomycotina, Eurotiomycetes, Eurotiomycetidae, Onygenales, Arthrodermataceae,
Epidermophyton
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Melanizované mikromycety (Dematiaceae)

Aureobasidium pullulans CCM F-148

Fungi, Ascomycota, Pezizomycotina, Dothideomycetes, Dothideomycetidae, Dothideales, Dothioraceae,
Aureobasidium

- — e (., a) interkalarni tmav€ pigmentovane
=6, Lo X i chlamydospory
R’ a5 7.1 o ZNL
: — e | e N = = g TN v
m :‘f _[1% l L Sy “—~ & b) konidie vznikajici synchronné na
—— i 4 =~ =] <> A C)’(__B nediferencovanych konidiogennich bunkach

¢) endokonidie

d) pucici bunky

Alternaria alternata CCM F-397 — vicebunééné konidie (porokonidie)
Fungi, Ascomycota, Pezizomycotina, Dothideomycetes, Pleosporomycetidae, Pleosporales, Pleosporaceae, Alternaria
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Bipolaris spicifera CCM F-29 — pscudoseptované konidie (porokonidie)

Fungi, Ascomycota, Pezizomycotina, Dothideomycetes, Pleosporomycetidae, Pleosporales, Pleosporaceae, Bipolaris

Pleurostomophora richardsiae CCM F-395 — fialidy s talifovitym limeckem
Fungi, Ascomycota, Pezizomycotina, Eurotiomycetes, Chaetothyriomycetidae, Chaetothyriales, Herpotrichiellaceae

© o e
0o © :

b 10 pm
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Phoma lingam CCM F-608 - pyknidy (kulovity nebo lahvicovity utvar s ostiolem, uvniti vystlany
konidiofory na nichz se tvofi konidie) - nepohlavni rozmnozovani

Fungi, Ascomycota, Pezizomycotina, Dothideomycetes, Pleosporomycetidae, Pleosporales, Phoma

Pohlavni rozmnozovani

- pti pohlavnim procesu vznikaji plodnice (askomata) => v plodnicich pak dochazi ke karyogamii v
koncovych bunkach tzv. askogennich hyfach - z nich vznikaji viecka

- spory (askospory) vznikaji ve virecku (latinsky ascus, mnozné ¢islo asci) obvykle v poctu 8 v jednom
viecku

Typy plodnic:

1) Askohymenialni typ

- kleistothecium je uzaviena plodnice s vytvofenou sténou, otvira se rozpadem; viecka nejsou nijak
uspofadana (napt. teleomorfa rodu Aspergillus)

- perithecium je kulovita nebo protahla plodnice s uzkym Ustim (ostiolem) vystlanym perifyzami, viecka
jsou uspofadana v hymeniu, mezi nimi se tvofi sterilni hyfova zakonceni — parafyzy (napt. Chaetomium)
- apothecium je miskovitd plodnice; viecka jsou uspofddédna v hymeniu na povrchu plodnice, parafyzy
vytvoieny

2) Askolokularni typ
- askostroma - v pseudoparenchymatickém tutvaru se diferencuji pohlavni organy, askogenni hyfy a viecka
vristaji do sekundarné vytvorené lyzogenni dutiny (lokulu)
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http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=430998&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=431106&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=431107&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=92507&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=39135&Fields=All

Chaetomium globosum CCM F-275
Fungi, Ascomycota, Pezizomycotina, Sordariomycetes, Sordariomycetidae, Sordariales, Chaetomiaceae, Chaetomium

- A - perithecium
B - zvInéna névetvend vldkna (trichomy)
C - viecko (ascus)
D - askospory

Hyalinni mikromycety

Rod Penicillium
Fungi, Ascomycota, Pezizomycotina, Eurotiomycetes, Eurotiomycetidae, Eurotiales, Trichocomaceae

monoverticilatni terverticilatni biverticilatné symetricky
podrod Aspergilloides asymetricky vétveny podrod Biverticillium
podrod Penicillium

divarikatni
podrod Furcatum
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http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=92343&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=430998&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=374831&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=92411&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=92684&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=92736&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=32766&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=92343&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=430998&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=431002&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=436127&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=92453&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=93123&Fields=All

Penicillium — terverticilatni konidiofory

Paecilomyces variotii CCM F-398 - konidiofory méné& pravidelné vétvené, fialidy protahlé v
dlouhy krcek, konidie

Fungi, Ascomycota, Pezizomycotina, Eurotiomycetes, Eurotiomycetidae, Eurotiales, Trichocomaceae, Paecilomyces
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http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=38965&Fields=All

Fusarium sporotrichioides CCM 8014 - konidiofory s monofialidami, makro- a mikrokonidie,
chlamydospory, sporodochia (palisada konidiofort v lozisku na povrchu substratu)
Fungi, Ascomycota, Pezizomycotina, Sordariomycetes, Hypocreomycetidae, Hypocreales, Nectriaceae, Fusarium
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Scopulariopsis brevicaulis CCM F-388 - konidiogenni bunky - anelidy, konidie

Fungi, Ascomycota, Pezizomycotina, Sordariomycetes, Hypocreomycetidae, Microascales, Microascaceae,
Scopulariopsis
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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=92343&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=430998&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=374831&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=431013&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=92466&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=92969&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=41506&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=92343&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=430998&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=374831&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=431013&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=92480&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=92939&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=39195&Fields=All

Acremonium furcatum CCM F-735 - tvorba synnemat, fialidy vétSinou jednotlivé, k vrcholu se zuzujici
(jehlicovité), septum na bazi, konidie jednobunécné, hladké, hyalinni

Fungi, Ascomycota, Pezizomycotina, Sordariomycetes, Hypocreomycetidae, Hypocreales, Acremonium

0000000000
00000000000

10 pm

Sporothrix sp.- konidiofory vyrustaji jednotlivé ze septovaného mycelia, konidie se tvofi ve shlucich na
kratkych vybézcich

Fungi, Ascomycota, Pezizomycotina, Sordariomycetes, Sordariomycetidae, Ophiostomatales, Ophiostomataceae,
Sporothrix
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http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?TableKey=14682616000000067&Rec=455206&Fields=All
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http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?TableKey=14682616000000067&Rec=92496&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?TableKey=14682616000000067&Rec=92985&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?TableKey=14682616000000067&Rec=39097&Fields=All

Houby vnitiniho prostredi ,,indoor fungi“

Cladosporium herbarum CCM F-159

Fungi, Ascomycota, Pezizomycotina, Dothideomycetes, Dothideomycetidae, Capnodiales, Cladosporiaceae,
Cladosporium

Stachybotrys chartarum CCM F-237

Fungi, Ascomycota, Pezizomycotina, Sordariomycetes, Hypocreomycetidae, Hypocreales, Stachybotryaceae,
Stachybotrys

1-170 Stachybotrys chartarum
F344

066¢
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http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?TableKey=14682616000000067&Rec=38058&Fields=All

Epicoccum nigrum CCM F-185

Fungi, Ascomycota, Pezizomycotina, Dothideomycetes, Pleosporomycetidae, Pleosporales, Pleosporaceae,
Epicoccum

Epicoccum nigrum

A — mlada zralé konidie

konidie
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MEDIA

Agar dle Nickersona
bismut-aménium citrat

sifi¢itan sodny
dextroza
glycin

kvasni¢ny extrakt

agar
pH 6,8 + 0,2

5,0 g/l
3,0 g/1
10,0 g/1
10,0 g/1

1,0 g/l
16,0 g/1

Sabouraudiiv agar s glukézou

glukoza
pepton

pH 6,9
RyZovy agar
ryzovy extrakt

agar

Kukufi¢ny agar

kukuti¢na mouka

agar
Tween 80

pH 6,6 - 6,8. Pfidani Tween 80 podporuje tvorbu chlamydospor.

Bird Seed Agar

40 g/1
10 g/l
agar 15 g/l

5,0 g/l
20,0 g/l

40,0 g/l
20,0 g/l
10,0g/1

Guizotia abyssinica (niger seed, mastnak habessky) 50 g/l

KH2P04 1 g/ |

kreatin 1g/l

agar 15 g/l

Agar gro diikaz tvorby pouzdrového polysacharidu
(NH4)*SO* 5,0 g/l

KH2PO4 1 g/l
MgS04.7H20 5¢/1

glukéza 10g/1

kvasni¢ni extrakt 0,5 g/l

agar 20,0 g/1
Médium pro zjiSténi asimilace cukri
(NH,)’soO* 5,0 g/l

KH2PO4 1 g/l
MgS04.7H20 5¢/1

glukoza 10g/1

kvasni¢ni extrakt 0,5 g/l

(agar 20,0 g/1)

Médium pro fermentaci cukri

masovy vytazek
pepton
NaCl

bromkresolova ¢erven

pH 7.2

3,0 g/l
10,0 g/1
5,0 g/l
1,0 g/l
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DRBC (Agar s dichloranem, bengalskou ¢erveni a chloramfenikolem)

pepton 5,0g/1
glukoza 10,0g/1
KH,PO, 1,0g/1
MgSO, 0,5¢g/1
dichloran 0,002¢g/1
bengalska Cerven 0,025¢g/1
agar 15,0g/1
pH5.6+0.2

Agar se sladovym extraktem

Malt extract 20 g/l

Agar 20 g/l

pH 5.6 min.

Media pro identifikace rodu Aspergillus

CYA (Czapkiv agar s kvasni¢nym extraktem) Pitt, 1973

Czapkav koncentrat* 10 ml/1
kvasni¢ni extrakt 5¢1
sachar6za 30 g/1
agar 15 g/l
pH6-6.,5
*Czapklv koncentrat:

NaNO; 30g

KCl 5¢g

MgS0O4.7H,O 5 ¢g
FeS0,4.7H,0 0,1g
ZnS0Oy, 0,1g
CuSOy4 0,05¢
destilovana voda 100 ml

MEA (Agar se sladovym extraktem) Blakeslee, 1915

malt extrakt 20 g/l
pepton 1 g/l
glukoza 20g/1
agar 20 g/l
pHS5-5,5

CY20S (Czapkiiv agar s kvasni¢nym extraktem a 20% sachardzy) Pitt a Hocking, 1985
KzHPO4 1 g/ 1

Czapkuv koncentrat* 10 ml/1
kvasni¢ni extrakt 5¢/1
sachar6za 200 g/1
agar 20 g/l
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