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Metody izolace mikroskopickych hub

Izolace mikroskopickych hub z ovzdusi vnitrniho prostredi

Clovék je adaptovan na existenci mikroorganizmd v ovzdusi a jejich
vdechnuti zlistava v mnoha pripadech bez odezvy.

alergeny hned za roztoci, prachem a alergeny domacich zivocichl
alergicka plicni aspergildza - zplisobena hypersenzitivitou k aspergilovym
antigenlm pfi kolonizaci dolnich dychacich cest aspergily

produkce mykotoxinti zpUsobujicich mykotoxikdzy (predevsSim po
konzumaci kontaminovanych pozivatin). Mykotoxiny se mohou vyskytovat

ve velmi malych koncentracich ve sporach mikroskopickych hub, které je
produkuiji a s nimi byt vdechnuty.
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Metody izolace mikroskopickych hub z ovzdusi vnitrniho prostredi

Princip metody: postupem zkouseni se zjistuje celkova koncentrace vsech
mikroskopickych hub, které vyrostou na kultivacni ptidé za danych
podminek aerobni inkubace pfi 25 £ 1 C za 3-5 dn0.

Metody s aktivhim nasavanim vzduchu

metody impakcni vyuzivaji pro prlchod vzduchu saci hlavu s otvory,
mikroorganismy jsou zachycovany na agarova media v Petriho miskach
(aeroskop)

http://www.biotech.cz/aktuality/2014/02/aeroskop-spin-air
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Metody izolace mikroskopickych hub z ovzdusi vnitrniho prostredi
Metody s aktivhim nasavanim vzduchu

metody filtracni zachycuji mikroorganismy na filtry, které jsou dale
vkladany na Petriho misky s agary (napr. Sartorius MD 8)

metody oznacCované jako impigement vyuzivaji pro zachyceni
mikroorganism{ tekutd média Ci pohybujici se tekuta média (napr.
Biosampler)

= Patented” design overcomes problems associated with impinger sampling
of bioaerosols

" ] 8-hour Sampling of Bioaerosols into Liquid
L
k!
= Allows use of non-evaporating collection liquids for longer sampling times

/ \ « Maintains constant sampling efficiency up to 8 hours

1 « Patented! swirling liquid collection method

3 ( "E —Significantly reduces particle bounce and re-aerosolization

[} Aot —Preserves microorganism integrity and viability

= Collection liquid easily transferred to agar plate for culturing

« Samples can be analyzed by a variety of methods

+ Reusable — can be autoclaved

The BioSampler Advantage

BioSampler: Thicker, non-evaporafing liquids
such as ViaTrap® mineral ofl ean be used to
maintain constant sampiing efficiency over an
8-hour workshift. Longer sampiing times increase
sample volumes for detecting organisms at
lower concentration levels.

Standard Impingers: Typical sampiing times
with standard impinger liquids are only 1 to
1.5 hours

-
—

https://www.sartorius.com/en/product/product-detail/16757/ S
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Metody izolace mikroskopickych hub z ovzdusi vnitfniho prostredi
Kultivacnimi pltidy a podminky inkubace dle CSN ISO 7954

Hodnoceni vysledkd koncentraci mikroorganisml v ovzdusi je provadéno
porovnanim s hodnotami dle EUR 14988. Kategorie znecisténi ovzdusi
uvedené v tomto doporuceni byly vytvoreny na zakladé priimérnych
namérenych hodnot v ovzdusi vnitrniho prostredi a nikoli podle odhadu

zdravotnich rizik.  Table 4 : Categories of CFU/m?® (mixed populations of fungi) obtained with the Andersen
six-stage sampler in combination with MEA, and with the N6-Andersen one-stage
sampler in combination with MEA and DG18.

category houses nen-industrial indoor
_ (CFU/m?) environments (CFU/m?)
very low < 50 < 25
low < 200* < 100
intermediate < 1000 < 500
high < 10 000 < 2000
very high > 10 00O > 2 000

* 1500 CFU/m’ for DG18
CSN ISO 7954 Véeobecné pokyny pro stanoveni celkového poctu plisni a kvasinek - Technika poditani kolonii vykultivovanych
pri 25 C
EUR 14988 (Report No. 12: Biological Particles in Indoor Environments, Commission of the European Communities, Report No.
12, Luxembourg, 1994)
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Metody izolace mikroskopickych hub z ovzdusi vnitrniho prostredi

Metody vyuzivajici schopnost castic sedimentovat

Princip: Sedimentacni (gravitacni) metoda vyuziva schopnost
mikroorganism{ sedimentovat na pevné povrchy. Tato metoda by neméla
byt pouzivana pri hodnoceni prostor, které vyuzivaji obéhovy vzduch.

Jedna se o vSechny typy klimatizacnich zarizeni s turbulentnim ci
laminarnim proudénim vzduchu.

Hodnoceni: Pro pobytové mistnosti se povazuji hodnoty 50 KTJ plisni /

Petriho misku / hod. za hodnoty, které priblizné odpovidaji kategorii
znecisteni stredni dle EUR 14988.
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Metody izolace mikroskopickych hub

Metoda primeého vysevu - rozlozeni malého mnozstvi vzorku primo na
izolacni médium v Petriho misce

Metoda zred'ovaci (dilution plate isolation method— Garrett, 1981;
Parkinson et al., 1971) - fedéni se provadi u vzorkld s vysokym obsahem
mikroorganismd, (napf. zeminy, odpadni vody, kaly, sedimenty, nékteré
potraviny apod.)

Metoda izolace z osiva — povrchova dezinfekce osiva (chlornan sodny)
a nasledné umisténi na zvlhCeny sterilni filtracni papir
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Kultivacni média

Prirozené zivneé pudy: sterilované a vodou navlhcené fizky brambor,
mrkve, ryze, chléb, semena, lodyhy bylin, bukoveé Spaliky, kukuricna
slama, obilky psenice, jehlici, mrtvy hmyz, viasy...

Poloprirozené zivné pudy: sladinkovy agar (1000 ml pivovarské sladiny
zredéné na polovinu, 20 g agaru), agar z ovesnych viocek (60 g

ovesnych vlocek, 1 | vody, 15 g agaru), bramborovo-mrkvovy agar (20g

mrkve a 20 g brambor, nastrouhat, povarit s vodou, doplnit na 1 |, pridat
20 g agaru)

Syntetické zivné ptady: Sabouraudlv agar, Czapek-Dox{v agar...

pfi izolaci pouzivame obvykle selektivni zivné pldy, jez nejvice
vyhovuji izolovanému druhu houby

selektivhost podminéna latkovym slozenim pldy, teplotou...
v kazdém pripadé je nutno pridat antibakterialni antibiotikum...



