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1 Zdravotni rizika pro praci se vzorky mikroskopic-
kych vlaknitych hub

1.1 Rizika pro personal

Zdravotni rizika odpovidaji béznému biohazardu v mikrobiologické laboratofi, pracujici
s nepatogennimi nebo podminéné patogennimi organismy. Tomu odpovidaji i zdravotni
kritéria, kladend na zaméstnance (neméli by mit chronické choroby a stavy, zvysujici prav-
dépodobnost onemocnéni oportunni infekei)

1.2 Rizika pro okoli

Laborator by méla byt zajisténa standardnim zptsobem, obdobnym napt. klinickym mi-
krobiologickym pracovistim. Kli¢ové je zajisténi likvidace odpadu, které musi provozovat
spécializovana firma s akreditaci pro tuto praci. V pripadé castéjsich zachyti potencialnich
producenttt mykotoxinil by mél byt zajistén takovy zpusob likvidace kultur v Petriho mis-
kéch, plastovych zkumavkéch i na dal$ich médiich, ktery zajisti zniceni téchto latek (toto
byva vétsinou splnéno, jsou-li tyto materaly paleny).

Pokud jsou pouzity anorganické prostfedky proti roztoc¢tm (napf. chlorid rtutnaty),
mély by byt materialy jimi kontaminované sbirany a likvidovany oddélené s ohledem na
chemické riziko (je nutno toto projednat s pfislusnou firmou, piipadné zajistit sanitaci
téchto material firmou, specializujici se na rizikovy chemicky odpad).

1.3 Priklad provozniho radu

Nazev pracovisté Laboratof pro zpracovani vzorki z knih

Druh Bez zvlastnich pozadavki, odpovidajici potfebam zakladnich chemickych a mikro-
biologickych technik

Umisténi Mistnost ¢., podlazi, adresa budovy

Zaméreni a ¢innost Izolace mikrobt, predevsim mikropskopickych hub ze vzorkt knih a
prosttedi knihovny (depozitafe ... ), ¢isténi, identifikace a detekce vlastnosti izolati,
dalsi ¢inosti . ..

Osoba zodpovédna za provoz ...

Seznam osob s pristupem do mistnosti

Nezapomenout alespon obecné na pracovniky tklidu a dalsich servisnich sluzeb, maji-
li do laboratore pristup

Podminky vstupu Bily plast, omyvatelnd, desinfikovatelnd obuv



Zasady chovani a prace Plati bézné zasady pro laboratorni provoz: Nejist, nepit, ne-
kuracky je cely pavilon. Pii odchodu z laboratore je moznost umyti a desinfekce
rukou.

Predepsany ochranny odév a pomicky Zaméstnanci fasuji kompletni bilé obleceni a
obuv. Specialni ochranné pomucky (rukavice, rousky apod.) podle charakteru kon-
krétni prace

Jednorazové pomicky a ochranné prostiedky Pomiicky a prostfedky jsou po pou-
ziti baleny do plastovych pytli a odkladany na vyhrazené misto a nasledné odnaseny
do kontejnert firmy, likvidujici bioodpad.

Mikrobiologické pomiicky pro opakované uziti Tyto (napf. laboratorni sklo) jsou
bud na misté desinfikovany nebo pfimo autokldvovany

Prani ochrannych odévii Provadi fakultou najata firma, odvod je jednou za tyden,
misto k jejich odkladani ...

Lékarnicka a o¢ni sprcha Popis jejich umisténi, zaméstnanci by méli mit od prislusnych
mistnosti (jsou-li jinde nez v samotné laboratori) kli¢

Zajisténi tiklidu Uklid zajituje laborantka a firma najaté pracovistém (musi byt zajis-
téno pouceni pracovnikil, co smi a co nesmi délat a definovat, co maji uklizet a jak,
téz musi byt nadefinovano pouzivani vhodnych desinfek¢nich prostferdkt a rezimu
jejich stiidéani)

Frekvence uklidu BéZny tklid a vyneseni odpadkovych ko$i je zajistovan denné. Mi-
krobiologicka kontaminace podlah a stolt je likvidovana bezprostfedné po vzniku
prosttedky, které jsou ... (popis mista uloZeni)

Definice pohybu Piipadnych dalsich osob



2 Okruh osob, jimz je metodika urcena

Okruh osob, pro néz je seznameni se s predkladanou metodikou prinosem, je pomeérné
rozsahly:

e Pracovisté, ktera budou vysSetfeni podobnych materialti provadét

— Pracovisté, zabyvajici se metodikou stanoveni mikrobiologie prostiredi v jinych
typech prostiedi a na jinych materialech, aby upravily zavedené metodiky pro
dany ucel

— Pracovisté, zabyvajici se diagnostikou mikrobi, jako podklad pro rozvahu, zda
si odbéry budou provadét samy, nebo je zadaji specializovanému pracovisti

e Pracovisté, ktera takovato vysetfeni budou zadavat, jako podklad pro rozvahu, co
vse je tfeba zajistit, i pro ekonomickou rozvahu

e Alespon informacné pro pracovniky v archivnictvi a knihovnictvi, aby byli seznameni
s moznostmi, které moderni mikrobiologie p¥inasi

Uvedena pracovisté potiebuji seznameni se s metodikou v odlisném rezimu. Pracoviste,
provadeéjici samotné odbéry, si prizptisobi predkladané metody svym konkrétnim podmin-
kidm (a s rostoucim ¢asovym odstupem i spektru pud, které budou k dispozici na trhu,
pfipadné budou v budoucnu preferovany normotvornymi institucemi).

3 Omezeni doporucenych metod

Metody spojené se zvlh¢ovanim podkladu (tj. pouziti vlhkych tamponti a otiskovych sad
typu Hygicult) by mély byt bezpecné v ptipadé ¢erného tisku na kvalitnim papife. Problémy
mohou byt zptsobeny:

e U tiskil na nekvalitnim papiru (zejména starsi novinové papiry, které maji tendenci
se rozpadat jiz pfi mechanickém namahani)

e U vpiski, razitek, ruéné kolorovanych obrézki (u starSich tiski mohou byt dosti
¢asto rytiny ruéné kolorované barvami, které nesnaseji vodu), ex libris apod. Témto
prvkim v knihach je nutno se vyhybat

e Citlivé mohou byt i vlepené ilustrace, mapy apod.

e Rukopisy je treba otestovat ve spoluporaci s restauratory, nékteré starsi inkousty
mohou byt i dosti vyrazné vodovzdorné, u jinych nebudou odbéry na vlhko mozné

Naopak bezproblémové byvaji prvky vazby, orizka apod. Mimo knih a dalsich archivalii na
papirech citlivych na vlhkost jsou bezproblémové prazdné, nepotisténé a nepopsané plochy
(avodni strany, patitul, prazdnd mista za obsahem, prazdnd mista mezi ¢astmi obsahu
apod.).



Tento vycet je v souladu s omezenym spektrem druhtt materiali, které byly v ramci
vyzkumného tkolu testovany. Mél by slouzit pro orientaci, rozhodné nemtize nahradit kon-
zultaci ¢i testovani odolnosti konkrétnich materialti ve spolupraci s restauratorem nebo
jinym podobné zaméfenym odbornikem.

Uvedené metody zpravidla nejsou problematické pii vySetfeni stén, nabytku (véetné
regali) a podlah.



4 Oveérené a upiesnéné metody

4.1 Doporuceny postup sledovani kontaminace povrchii
4.1.1 Osvédcené pudy

Doporucujeme nasazeni trojice pud:
1. Piddu pro zachyt silné osmolarnich a xerofilnich organismu
2. Semisyntetickou pudu

3. Sladinkovy agar

Ptdy jsou podrobnéji uvedeny na str. 26

Aspergillus diferencia¢ni médium nebo podobné pidy povazujeme za vhodné nasadit
teprve v pripadé, kdy by byl vétsi zachyt podezielych kolonii (mozny Aspergillus flavus
nebo A. parasiticus).

4.1.2 OsvédcCeny postup stéru

Za optimalni postup povazujeme stér ze 100 cm?, coz odpovida ¢tyfem piilozenim sterilni
sablony 5 X 5 cm. Toto umoznuje vyhnout se na nadhodné vybranych stranach pripadnym
mistim, ktera by stér vlhkym tamponem nemusela snést.

V pripadé stérit suchym tamponem by méla byt stirand plocha zvétSena na nejméné
pétinasobek, aby bylo dosazeno podobné density zarodki. I suchy tampon doporucujeme
nasledné vytfepat do fyziologického roztoku (viz dale), aby misky s riznymi druhy pid
reprezentovaly kontaminaci identické plochy. Déle tim vyznamné snizime riziko zavleceni
rozto¢i do laboratofe (viz str. 16).

Nésledné vytiepani tampont do 5 ml fyziologického roztoku a aplikace po 1/3 ml na
povrch ptd ve tfech Petriho miskach od kazdé ptdy. Ocekavame-li vyssi vyskyt kvasin-
kovitych organismit, baktérii, pfipadné kontaminaci roztoci, je vhodnéjsi zaliti vzorku v
prazdné Petriho misce ptidou ochlazenou na 45 °C. Inkubaci provadét pii 24 °C v ter-
mostatu s odec¢tenim po 12 — 14 dnech. Pro primozachyt potencialnich patogenii je mozné
trum, mohou vyrust i patogenni kvasinky), inkubovat pii 37 °C s odectenim do tii dnu
(ale kontrolovat pritbézné).

4.1.3 Hygiculty

Hygicult predstavuje sadu, zahrnujici lopaticku se dvéma plochami ptidy o plose 2x5 cm,
v nadobce, ktera nasledné slouzi i pro kultivaci. Ptida se pritiskne na dvou riznych mistech
na sledovanou plochu, lopaticka se vrati do kontejneru a kultivuje dle navodu vyrobce.

Pro odpocet dodava vyrobce skalu semikvantitativniho hodnoceni nartistu na 0 az 3
krizky.



4.2 Doporuceny postup sledovani kontaminace ovzdusi
4.2.1 Odbéry zarodku mikroskopickych hub ze vzduchu

Aeroskopem odebrat vzorky vzduchu dle ndvodu vyrobce. Na pocatku v neznamém pro-
stfedi provést sérii méfeni s riiznymi objemy precerpaného vzduchu. Odbérové stripy (pii-
padné jind média), uzaviené zpétné do originalnich obali kultivovat pfi teploté a Case
udané vyrobcem.

4.2.2 Detekce potencialné patogennich mikroskopickych hub

Pro detekci této skupiny hub prosavat ctyfnasobné mnozstvi vzduchu z mistnosti. Inkubaci
provést v termostatu pti 37 °C do 72 hodin, pfi prohliZzeni po 24 a 48 hodinach.

4.3 Odbéry plisni ze vzduchu sedimentac¢ni metodou

Petriho misky s pidou (DRBC, Malt agar, Sabourauduv agar, DG agar a Czapek Doxtv
agar, nejcastéji 2 — 3 rtizné typy agaru vedle sebe, DRBC jako jediny samostatné) odkryt
na vhodnou dobu, poté zakryt vickem a kultivovat pfi laboratorni teploté a na svétle po
dobu 12 — 14 dni pfi prubézném prohliZeni.

Doba odkryti misek zavisi na intenzité kontaminace ovzdusi. Je vhodné v neznamém
prostiedi provést orienta¢ni méreni na vice miskach, exponovanych rtzné dlouhou dobu
(napt. fada 15 minut, 30 minut, hodina, dvé hodiny).

Pripadné patogeny kultivovat pri 37 °C. Pro jejich zachyt je mozné dobu spadu pro-
dlouzit oproti zachytu béznych mikroskopickych hub na nékolikanasobek.

4.4 Pocitani kolonii na fotografiich pevnych médiich

4.4.1 Dtvod

Kvantitativni stanoveni poctu kolonii na pevném médiu je soucasti kvantitativniho vyhod-
noceni kontaminace vzorku. Na rozdil od metod, kde se pracuje s £ uniformnimi koloniemi,
je situace na primozachytu mykologického vysetieni kontaminace daleko neptehlednéjsi,
protoze zachycené kolonie mohou mit velmi rozdilné tvary, barvu i densitu. Z tohoto di-
vodu patrné jesté delsi dobu nebude mozné pouzit pocitacové hodnoceni, jaké je dnes jiz
bézné napf. u Amesova testu a jinych podobnych, kde se pracuje s jednim druhem mikro-
organismu.

4.4.2 Zdroj fotografii

Zdrojem fotografii mtize byt bézna fotograficka dokumentace misek s nartistem. Je dobré
si uvédomit, ze idealni je moznost fotografovani skrze vicko, protoze po otevieni misky
se povrch pudy kontaminuje spadem, nemame-li k dispozici vysoce sterilni prostiedi. To
mé vyznam zejména v situaci, kdy se misky nechavaji kultivovat delsi dobu a hodnoti
prubézné.



K porizeni fotografii postacuje bézny fotoaparat v mobilnim telefonu o rozliSeni 5 me-
gapixeli a vice (coz novéjsi typy mobila zpravidla spliuji). Plati, alespon dle nasich zku-
senosti z praktickych cviceni, kdy si studenti dokumentuji své misky do protokoli, Ze s
méné ,smart“ pristroji je prace snazsi. Je to z toho divodu, ze miska neni objekt, na jehoz
dokumentaci najde ,smart“ zafizeni vhodny program.



4.4.3 Metodika hodnoceni

Doporucujeme graficky editor GIMP, protoze

e je zdarma
e je dostupny na vétsiné platforem

e prace s nim se odehrava v rezimu grafického interface

Postup: Obrazek misky nahrajeme do GIMPu, ofizneme (néstroj ,skalpel“ v hlavni na-
bidce a ulozime do formatu xcf (nativni format tohoto editoru). Prekontrolujeme, zda jsou
na obrazku ¢erné body. Informaci zjistime z menu Barvy podmenu Informace a podpod-
menu Histogram. V zahlavi histogramu prekontrolujeme, zda je nastaven jas. Pod obrazkem
histogramu nastavime obé hranice $kaly na nulu (vloZenim nuly misto éislice 255 pod ob-
razkem histogramu a odenterovanim). Pocet pixelti by mél byt nula. Neni-li staci nepatrné
pridat jas v menu Barvy podmenu Jas - kontrast. Takto upraveny obrazek ulozime. Nyni
v hlavni nabidce vybereme tuzku (nelze pouzit Stétec, nekresli vzdy ¢erné) a velikost stopy
nastavime na Circle (01).

Tuzkou vykreslime po jednom bodu na kazdou kolonii. Pti ,juklepnuti“ mtzeme v hlav-
nim menu prohodit barvy a bod navic premazat bilou. Pokud v histogramu vyvolame stejné
jako vyse pocet cernych bodti, dostaneme ¢islo, rovnajici se poc¢tu kolonii. Kolonie 1ze takto
pocitat nejen na miskach. ale i stripech z aeroskopu nebo médiu Hygicultu. Nechame-li si
oteviené subsubmenu Histogram, miizeme pifimo vidét pribyvajici ¢erné body.

Obréazek lze zachovat pro archivni tucely bud uloZzenim opét do formétu xcf (pozor,
fada jinych grafickych editort tento interni format GIMPu neumi otev¥it), nebo pouzijeme
neztratovy bitmapovy format, jako je png, pcx nebo ppm. Rozhodné jej nesmime ulozit
jako jpg nebo gif, protoze pii prevodu na tyto formaty neni zaruceno, ze ¢isté ¢erné body
zustanou ¢Cisté Cerné (tj. uroven jasu = 0).

4.4.4 RozSifeni

Protoze 1ze jako barvu tuzky v GIMPu nastavit i barvy cervenou, zelenou nebo modrou
barvu, miZzeme nastavit i barvu ¢ervena = 0, zbylé 255 (= cyan), zelend (= 0) a zbylé 255
(=magenta) a modra = 0, zbylé 255 (= 7Zlutd). Takze miZzeme nezavisle na sob& vyznacit
na misce ¢tyfi ruzné typy kolonii (nebo jinych druhi naristu), aniz by si vzadjemné vadily
(jen v zahlavi dialogu Histogram nastavime misto jasu piislusnou barvu).



5 Urcovani a dokumentace zachycenych vlaknitych mi-
kroskopickych hub

Prestoze samotné urcovani mikroskopickych hub neni predmétem této prace a musi je
provadét patricné skoleny mykolog se specializaci na mikroskopické houby, je orientac¢ni
sledovani preparatt ze zachycenych kultur a jejich dokumentace zadouci.

Elektronickd dokumentace umoznuje i konzultace po internetu, véetné zjisténi, které
pracovisté bude schopné zachycené mikroskopické houby urcit.

5.1 Rust na standardnich médiich

Zachycené kmeny vyockujeme do tfi bodi, tvoricich vrcholy rovnostranného trojuhelnika,
vzdélené cce 2 cm od okraje misky na Czapek-Doxtuv agar (nejlépe v upravé podle Pitta a
Hockingové), sladinkovy agar (opét nejlépe piida dle uvedenych autoru (jako pida MEA)
a agar G25N, ktery vyvinuli téz oni.

Kmeny vyockované na MEA a G25N kultivujeme pii teploté zpravidla 24 — 28 °C,
kmeny na Czapek-Doxtv agar vyockujeme 3x, jednu misku kultivujeme s predchozimi,
druhou pii 37 °C a jednu v chladnicce pii 4 °C. Czapek-Doxtv agar pro chladnickovou
kultivaci a agar G25N je mozné vylévat na Petriho misky o mensim priméru (tfeba 5 cm),
protoze je v téchto podminkach zpravidla pomaly rtst (pak sta¢i vyockovat jen na jeden
nebo dva body).

Nechévame rist standardné 5 dnii.

5.2 Mikroskopické preparaty
5.2.1 Preparaty v tekutém médiu

Preparaty se pfipravuji v roztoku laktofenolu [2] nebo v Melzerové ¢inidle [3]. Postup
je takovy, ze do kapky tohoto média pfeneseme kousek kultury a dvéma preparac¢nimi
jehlami roztdhneme do plochy. Tato operace je velice choulostiva, protoze ptfi nedosta-
tecném roztazeni dostaneme neprisvitny chumac, pri prilis ,,dikladném® naopak dojde k
rozbiti konidiofort a dalSich struktur, které jsou pro urceni zasadni. K vytvoreni dobrych
preparati se patrné nelze dopracovat jinak, nez urcitou praxi. Rovnéz vybér mista, odkud
vzorek z kolonie na mikroskopovani vezmeme, je dtlezity, protoze v centru kolonie mo-
hou byt germinativni organy prestarlé a ponicené autolyzou, na samém okraji nemusi byt
vyvinuté.

Kapku s kulturou prekryjeme krycim sklickem. Nékdy pomtize pro odstranéni bublin v
preparatu jeho povareni nad kahanem, protoze unikajici para s sebou strhne i vzduch.

Preparaty pozorujeme pfi zvétsenich do objektivu 60x zvétsujiciho, tedy bez imerze
(vzacné se vyskytuji i objektivy 100x zvétSujici bez imerze). Pokud preparat obsahuje
struktury, které povazujeme za reprezentativni a nosné pro urceni, provedeme jednak fo-
todokumentaci, jednak miizeme preparat zaramovat. Pro ramovani existuji riizné postupy,
nam se osvédcilo bézné akrylatové lepidlo, prodavané pod riznymi obchodnimi nazvy.
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Timto materidlem obkrouzime kryci sklicko na podloznim, dbame o zateceni pod okraje
kryciho sklicka i o prekryti jeho okraje shora. Nechame nékolik hodin zaschnout.

Zaramované preparaty muzeme lépe skladovat, je mozné jejich prohlizeni i s pouzitim
imerzniho oleje. Bohuzel, trvanlivost téchto preparatt je omezena na nékolik tydnt, poté
prostoupi médium stény hyf a jejich kontrast se ztrati. Na preparatu zistanou jen nezietelné
stiny, nebo ani to ne. Tento problém obecné dosud nebyl vyresen. Miize ho obejit dobra a
bohaté fotodokumentace (viz str. 13 a nasl.).

5.2.2 Mikroskopické kultury

Existuje vetsi pocet postupt vytvoreni mikroskopickych kultur. Doporucujeme nasledujici
postup:

Podlozni a kryci sklicka vysterilizujeme v horkovzdusném sterilizatoru ve sklenénych
Petriho miskach. Kryci sklicka doporucujeme v misce podlozit mirné pomackanou
hlinikovou félii, ktera umozni jejich lepsi uchopeni pinzetou.

Uvarime vhodnou piidu, nejlépe Czapek Doxiv agar v ipravée dle Pitta a Hockingové
a vylejeme velice tence (do 1 mm) na Petriho misky. Orientujeme se podle toho, zZe
mezi okrajem vicka Petriho misky a hladinou agaru musi byt mezera vétsi nez soucet
tlousték podlozniho sklicka, dna Petriho misky a rezervy, aby se kryci sklicko na
kultutfe nedotykalo vicka Petriho misky.

Do Petriho misky o priméru 9,5 cm umistime (semisterilné) vicko Petriho misky o
priaméru 5 cm, okraji vzhiru (tj. orientované opa¢né nez kdyz je na misce).

Na vicko umistime sterilné vysterilizované podlozni sklicko.

Takovéto ,,polotovary®“ je mozné si pripravit do zasoby.

Z vylité pidy vyrizneme obdélnicek mensi nez kryci sklicko a umistime na horni
stranu podlozniho sklicka v misce.

Na ptdu, nejlépe na jeji okraj, naockujeme studovany kmen.
Sterilné prikryjeme krycim sklickem

Okolo vicka, na némz je preparat umistén, nalejeme nékolik ml destilované nebo demi
vody (nemusi byt striktné sterilni, byt je to lepsi)

Déame kultivovat v teploté vhodné pro studované kmeny.

V malém zvétSeni mtzeme zpravidla mikrokultury pozorovat v Petriho misce, aniz
bychom je otevfteli, coz je vyhodné pro kontrolu riistu a soucasné eliminaci nezadouci
kontaminace.

Pro vétsi zvétseni je nutné sklicka s mikrokulturami vyjmout z Petriho misky na pod-
lozni stolek mikroskopu. Zpravidla neni mozné tyto kultury pozorovat pod imerzi.
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Vyhodou uvedenych kultur je pomérné rychlé vytvoreni germinativnich organi, dile-
zitych pro urceni a jejich neposkozeni vytvafenim preparatu v tekutém médiu.
Nevyhody mikrokultur jsou nasledujici:

e Je-li okolo struktur mikroskopické houby vzduch misto silné svétlolomného média
typu laktofenolu, nejsou rozpoznatelné nékteré detaily.

e Nékteré kmeny nemusi pii ,,nabidce“ tak malého mnozstvi média k ristu germinativni
organy vytvorit.

e Zejména druhy z roda Penicillium a Aspergillus mohou vytvaret aberantni germina-
tivni organy, podle nichz nejsou urcitelné.

Technika digitalni fotografie umoznuje levné vytvotreni a ulozeni velkého mnozstvi fo-
tografii (a vybéru téch nejlepsich) a rovnéz jejich zasilani elektronickou poStou v pfipadé
konzultaci.
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6 Fotodokumentace

6.1 Materialni vybaveni

Vyhodou dnesni doby je, Ze pro fotodokumentaci neni potieba zadné specifické vybaveni.
Fotoaparaty v mobilnich telefonech od 5 Mpx nahoru véetné davaji postacujici kvalitu pro
béZnou dokumentaci, pouze pro mimoradné narocné tkoly (typu mikrofotografii nejvyssi
kvality pfi nejvétsim zvétSeni) je nutné speciélni vybaveni.

6.2 Predmét dokumentce

Dokumentovat je mozné:
e samotné prostredi, které je sledovano
e primarni zachyty na Petriho miskach, Hygicultech, stripech z aeroskopu apod.
e cCisté kultury na diagnostickych ptdach

e mikroskopické preparaty

6.3 Mikropreparaty

Dokumentace prostiedi i jednotlivych médii s nartisty nevyzaduje zvlastnich dovednosti.
Zde je nutno postupovat podle béznych navodi a postupi, které pro digitalni fotografii
interiéri a drobnéjsich predmétii existuji.

Fotografie mikroskopickych preparat umoznuji nejen sledovat morfologii zachycenych
hub, ale i pfiblizné (s chybou do cca péti procent) rozméry tvart na preparétech.

Fotografovat 1ze bez jakéhokoli specialniho vybaveni, pouze pfilozenim objektivu fo-
toaparatu k okuldru mikroskopu a jeho nepatrnym oddalenim (dle kontroly na displeji).
Automaticky zaostii dle nasich zkusenosti ,nesmart“ nebo ,malo smart® pristroje, takze
do jisté miry plati, ze ¢im levnéjsi aparat, tim snadnéjsi potizeni snimku a lepsi vysledky.

Snimek se zpravidla nepovede na poprvé, ale zachyceni zorného pole s preparatem
zvladne témeér kazdy.

Problémy mohou nastat u tmavsich preparatt pti vétsim zvétseni, kdy nedostatek svétla
spusti blesk (u pfistroji, kde nelze automaticky blesk vypnout).

Vzhledem k tomu, Zze dokumentaci touto technikou provadéji nasi studenti rutinné
v ramci praktickych cviceni z potravinarské mikrobiologie, je to zobecnéni nad nékolika
desitkami typt mobilnich zafizeni, telefonti, pripadné tabletti s vestavénym fotoaparatem.

Rozméry sledovanych objekti lze odhadnout pomoci vlozené mrizky.

Miizku definujeme vyfotografovanim dna Biirgerovy komtrky, u niz strana mensiho
¢tverce méa 0,05 mm. Poté pro kazdy objektiv zvlast vypocéteme pocet pixeli na 0,1 mm,
pfipadné (pro velkd zvétseni) 0,01 mm. Protoze délka strany ¢tverecku zpravidla nebude
celoc¢iselné prevoditelnd na pixely, je miizka, kterda musi mit z podstaty véci rozméry v
celych pixelech, zatiZzena drobnou chybou, ktera byla vyse zminéna.
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6.3.1 Vytvoreni mrizky

Mrizku s jeden pixel silnymi ¢arami na sebe kolmymi o definované vzdalenosti n-pixelil
lze vytvorit mnoha riznymi zptsoby, od vygenerovani obrazku néjakymi programovymi
prosttedky po ,otrocké“ rucni vykresleni v néjakém editoru. Lze vykreslit i malou cast
mrizky a nastroji jako ,razitko“ ji posléze prekopirovat po celé potiebné plose obrazku.

Postup pomoci Perlu a ImageMagicku

#!/usr/bin/perl

print ’’verze 1\n’’;

open (VYS, ’’>>Mr10.sh’’) or die ’’Nelze otevrit vystupni soubor’’;
print VYS ’’convert -size 2592x1944 xc:white ’’;
print VYS ’’-fill black ’’;

print VYS ’’-draw ’line 0, 0 2592,0° ’’;

print VYS ’’-draw ’line O, O 0,1944° ’7;

print VYS ’’-draw ’line 0, 1 2592,1° ’’;

print VYS ’’-draw ’line 1, 0 1,1944° ’’;

print VYS ’’-draw ’line 0, 27 2592,27’ ’7;

print VYS ’’-draw ’line 27, 0 27,1944’ °’’;

print VYS ’’-draw ’line O, 54 2592,54° ’7;

print VYS ’’-draw ’line 54, 0 54,1944’ °’’;

print VYS ’’-draw ’line 0, 81 2592,81’ ’7;

print VYS ’’-draw ’line 81, 0 81,1944’ °’’;

print VYS ’’-draw ’line 2565, 0 2565,1944’ ’’;
print VYS ’’-draw ’line 2591, 0 2591,1944° ’’;
print VYS ’’-draw ’line 2592, 0 2592,1944’° ’’;
print VYS ’’ mrizkax10.png’’;

print ’’\n’’;

print ’’Program dobehl do konce\n’’;

Uvedeny skript v jazyce Perl vyprodukuje velmi dlouhy ptikaz pro program convert z
baliku Image Magick, ktery by se ruc¢né psal neobycejné Spatné, protoze se jedna o jeden
jediny velmi dlouhy radek. Ptikaz je ulozen jako skript linuxového shellu, proto je ulozen
v souboru s priponou sh.

Program nejprve nadefinuje prazdnou bilou plochu 2592 x 1944 pixeli a poté na ni
kresli od kraje ke kraji ¢erné jeden pixel silné ¢ary s tim, Ze okraj snimku lemuje c¢ara
dvojita. Dal by se nadefinovat i cyklus, ktery by koncové body vygeneroval, ale takto je to
jednodussi a s mensim rizikem chyby. Mrizka je vygenerovana jako soubor mrizkax10.png.

Velikost plochy byla dana velikosti konkrétniho fotoaparatu (pro kazdou dvojici fotoa-
parat — mikroskop je nutné sestrojit podobnou, avsak v detailech se ligici, m¥izku). Uvedend
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mrizka je pro 10x zvétsujici objektiv nami pouzivaného mikroskopu a nami pouzivany fo-
toaparat.

Vkresleni miizky je mozné v jakémkoli grafickém editoru, ktery umi spojit dva obrazky
do sebe (nejc¢astéji pomoci vrstev).

V Image Magicku je mozné pouzit program composite, ktery ma syntaxi:

>z

composite obréazek Cerna-plocha mriZka obrazek-s-mriZkou

Za ,obrazek®, ,Cerna-plocha“ a ,mfizka“ vklidime jména soubori, v nichz mime pfis-
lisné obrézky uloZeny, ,obrazek-s-miizkou“ je nazev vysledného obrazku (ktery si miizeme
pojmenovat libovolné s omezenimi obecné platnymi pro nazvy soubort).

Cernou plochu vygenerujeme analogicky prvnimu (a poslednimu) vygenerovanému pii-
kazu z vyse uvedeného programu

convert -size 2592x1944 xc:white cerna_plocha.png

jen barvu white nahradime black.

Miizka pii kombinaci obrazkid timto programem, pochopitelné, nemusi byt ¢isté cerna,
ale miize se do obrézku misto jednolité ¢erné plochy (zde soubor ¢erna-plocha) promitnout
jeho zatmavena verze, pripadné jeho negativ, coz umoznuje vidét struktury i na plose
miizky. V grafickych editorech typu GIMPu jde néco podobného vytvorit také, ale daleko
slozitéji.

Pokud je obrazek vytezem z fotografie, tj. neméa rozméry miizky a ¢erné plochy, nic se
nedéje. Mrizka i ¢erna plocha za¢nou na levém hornim rohu obrazku a co z nich presahuje
vpravo a dole za jeho okraje, to se do vysledného obrazku nedostane. Na rozdil od vétsiny
grafickych editori tedy neni nutné fesit stejnou velikost dil¢ich obrazkt v rimci kombinace,
jen musi byt druhy a tieti stejné nebo vétsi nez prvni.

6.4 Dokumentace primozachytu

Misky s nartsty je mozné vyfotografovat ze strany nartstu i skrze dno misky (napf¥. pro
zachyt tvorby pigmentu pod kolonii). Fotografie mohou slouzit i pro pojmenovéni izolati,
pokud je provadime, i pro pocitani kolonii.
Pro pojmenovani izolatt je vhodné oznacit na fotografii misky s néartistem jednotlivé
kolonie pismeny a toto znaceni respektovat pri oznaceni kmeni, jejichz izolace se zdafrila.
Pro fotografovani misek je idealni denni svétlo nékde v blizkosti okna, ale nikoli pfimy
slunecni osvit.

6.5 Dokumentace Cistych kultur

Stejné jako misky s primozachyty 1ze dokumentovat i ¢isté kultury pro potfeby konzultace
a archivace makroskopického obrazu.

Je to zadouci i z toho divodu, ze pii opakovaném pfeockovani zachyceného kmene se
mohou jeho makroskopické vlastnosti meénit.
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7 Roztoci

Roztoci jsou skupina clenovci, ktefi se zivi mj. mikroskopickymi houbami. Jsou schopni
prelézat z misky na misku a vzajemné kontaminovat kultury, coz predstavuje nejvétsi
problém z hlediska ziskani a udrzeni ¢istych kultur.

7.1 Zdroje roztoci

Roztoci se mohou vyskytovat v materialu, obsahujicim mikroskopické houby, zejména, je-li
zde pritomnost organického prachu.

Druhym zdrojem roztoci pro laboratore je bézna vzduchotechnika bez filtrovani priva-
déného vzduchu, pfipadné s filtry neschopnymi tyto organismy eliminovat.

7.1.1 Rizikové vzorky

Rizikovy je jakykoli surovy material, doneseny z mista, kde se roztoci potencialné vyskytuji,
tedy i knihovny nebo knihovniho depozitate, pokud nebylo pired odbéry provedeno jeho
osetfeni vhodnymi prostiedky k niceni podobnych sktdcii.

Rizikové jsou otisky (pokud z nich izolujeme kmeny mikroskopickych hub, z dobfe
uzaviené nadobky roztoc¢i ven neproniknou), misky se spady a stripy z aeroskopu. Rizikové
jsou i stéry, nandsené piimo na povrch pudy (je to jeden z divodi, pro¢ tuto metodiku
nedoporucujeme jako metodiku prvni volby).

Minimalni riziko je u stéri, kde je tampon vytfepan do fyziologického roztoku a vy-
tfepek nasledné zalit na Petriho misce kultivaénim médiem na bézi agaru. Cast roztoét
zahyne béhem této procedury, zbytek prezivsich je zalit agarem a po jeho ztuhnuti se udusi.

7.2 Preventivni opatieni

Pokud pracujeme se vzorky, které by mohly obsahovat roztoce, zatadime do bézného perio-
dického tklidu laboratofe i osetfeni insekticidy a akaricidy.

Laboratof témito prostfedky osetiime po ukonceni praci (vyzkumnych tkola apod.) se
vzorky, které by mohly roztoce obsahovat.

7.3 Znamky pritomnosti roztoca v laboratofi
Podezreni by mély vyvolat nasledné jevy:

e Napadné casta kontaminace misek béhem preockovani

e Casty vyskyt kontaminujicich kolonii na okrajich ptid v miskach

e carova“ kontaminace, dana tim, jak rozto¢ leze po povrchu pidy a z jeho trusu
vyristaji organismy, prezivsi cestu skrze jeho travici tstroji, véetné konidii mikro-
skopickych hub
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e Jamky o priméru néco pres jeden mm na povrchu nartistu mikroskopické houby v
misce (velice ¢asto se takto projevi rozto¢, ktery je na jednom misté a vyzird hyfy
okolo sebe)

Jistota je ddna objevenim roztoc¢ti pod mikroskopem. Pti zvétseni 10x jsou viditelni
Spatné, pii zvétseni 40 — 50x (objektiv 4 nebo 5 x zvétsujici, okular 10X zvétsujici —
tato sestava zpravidla umoziuje prohlizet povrch pid mikroskopem bez otevieni misky).
Dale jsou dobie pozorovatelni v mikrokulturach, pii masivni kontaminaci se dostanou i do
béznych preparati.

7.4 Opatieni proti roztoc¢um

Roztoc¢e hubi bézné insekticidy a akaricidy (pouZivané napi. na klistata, nebo pfi vyskytu
rozto¢i v domacnostech alergiki), sehnatelné v bézné obchodni siti. Mély by byt stifidany
preparaty s riznymi uc¢innymi latkami, aby se predeslo vzniku rezistence.

Lze nastiikat vicka Petriho misek (prostfedky vétSinou nejsou sterilni, ale neobsahuji
mikroskopické houby). Lze misky balit do papirt témito prostfedky postiikanymi. Misky
1ze uchovavat na podlozkach oSetfenych preparatem proti roztoctim. Lze témito preparaty
zevné oSetfit zatky kultur ve zkumavkach.

Dtive se pouzival chlorid rtufnaty (sublimat), pokud by byl pouzit, mély by se jim
oSetfené prostiedky (misky, zatky, papiry, podlozky apod. likvidovat jako chemicky rizikovy
material. Pouziti tohoto prostfedku pada v tvahu pfi zachytu linie roztocti rezistentni na
dostupné insekticidy a akaricidy.

Roztoce do jisté miry ni¢ii UV zafeni z germicidnich lamp (na ni¢im nekrytych povrsich,
nikoli v Petriho miskach), ale tento ti¢inek rozhodné nelze pouzit jako hlavni nebo dokonce
jediné opatfeni proti roztocim.
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8 Vysledky, pouzité pro vyvoj metodiky

cich jednotlivé metody z hlediska kvantitativnich vysledk zachyt.

8.1 VIhké stéry s vytfepem, 20 cm?

Tabulka 1: Pocet zachytti vlaknitych hub na pidach, stéry vlhkym tamponem s vytfepanim

Pocty kolonii na miskach dané piidy u stejného vzorku
Pida| O | 1 | 2 |3[4|5|6|7|8[9]10]11 |12 13|25
Dg 304 137 7 |3]2|5]2]|1]|1

Asp |[187 15| 2 |1 1

Sab | 286 |41 |14 |6 (24|11 113 ] 1] 2
Malt | 104 | 24 | 10 | 6 2

Asp Aspergillus diferencia¢ni médium, ptipravené dle navodu vyrobce (HiMedia), nésle-
dujici viz oddil 10

Dg DG agar
Malt Malt Extract Agar

Sab Sabouraudiv agar

Tabulka 2: Pocet zarodkt kvasinek a bakterii na ptdach, stéry vlhkym tamponem s vy-
tfepanim

Pocty kolonii na miskach dané pidy u stejného vzorku

Pada | O 1 213 |45 |7|8(9]10]11 (12|13 | 14| 19| 33| 41 | 108 | 170 | nescetné

DgK (357 | 1 | 3 1
Asp 207
Sab 254 |12 |3 |18 |13 |11 (3|1|1] 3 |1 1111 1111 1 1 2

Malt | 113 |29 (14 | 9 5 2 13(2|1]1 1

Zkraty nazvi pad viz predchozi tabulka.

18



8.2 VIhké stéry s vytiepem, 10 cm?

V této varienté metody byly pocty kolonii cca polovicéni a bylo i vyrazné vyssi procento

misek zcela bez zachytu mikroskopickych vladknitych hub i kvasinek a bakterii.

8.3 Stéry s aplikaci prfimo na misku

Nasledujici tabulka shrnuje porovnani vysledkti metod s aplikaci stéru suchym ¢i vlhkym
tampomem pfimo na misku s metodou vytrepani vlhkého tamponu a aplikaci vytfepku.

VSechny tyto metody byly provedeny po 30 vzorcich ze sektoru T.

Tabulka 3: Porovnani zachytnosti tfemi riznymi postupy

Vzorky
Ptda | Zptisob zachytu bez nartistu | s nartstem
Dg Suchy tampon 100 cm? 26 4
Dg Vlhky tampon celd stranka 22 8
Dg | Vlhky tampon vytiepek odpov. 20 cm? 22 8
Sab | Suchy tampon 100 cm? 28 2
Sab | Vlhky tampon cela stranka 15 15
Sab | Vlhky tampon vytiepek odpov. 20 cm? 24 6

Zkratky nazvi ptd viz tabulka 1 na strané 18

V pripadé DG agaru je pocet pozitivnich a negativnich vzorkt pro rtizné tpravy zpraco-
vani vlhkého tamponu stejny. V ptipadé Sabouraudova agaru je pii vytiepani pocet vzorkt
s nartistem niz$i nez pii setfeni celé stranky, ale rozdil neni statisticky vyznamny (x? test

p = 0,2546).

8.4 Otisky na Hygicult

Tabulka 4: Zachyty na Hygicultu

Krizky
Strana testu 0 11213
Méné porostla | 264 | 76 | 19 | 3
Vice porostla | 171 | 87 | 70 | 34

0 = zadny nartst, 1 az 3 nartist na jeden, dva nebo tii kiizky podle sablony dodavané

vyrobcem (strany odbérové lopaticky nejsou vyrobcem nijak oznaceny)
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8.5 Analyza vysledku

8.5.1 Analyza narusta z vytiepka

Tabulka 5: Tabulka zachyti na piidach u srovnatelnych odbért

Primérny zachyt

Statist. vyznamnost (p)

Pida | KTJ na vzorek | Dg | Asp Sab Malt

Dg 0,3315 - 1 0,02974 | 0,06816 0,000002
Asp | 0,2512 - 0,0003414 | 0,00000001
Sab | 0,5580 - 0,003083
Malt | 0,9161 -

Zkratky nazvi ptud viz tabulka 1 na strané 18

Poznamka: Na Aspergillus diferenciacnim médiu nebyla zachycena za celou dobu jeho
pouzivani ani jedna kolonie Aspergillus flavus nebo Aspergillus parasiticus, na néz je puda
urcena, a téz ani jeden pozitivni kmen Aspergillus niger (u tohoto druhu dava cca 5 — 10

% kment falesné pozitivni reakei).

Shrnuti: Nejvyssi zachyt byl na Malt Extract Agaru, témér polovi¢ni na Sabouraudoveé
agaru, nasleduje DG agar a nejnizsi byl na Aspergillus diferencia¢nim médiu, kde ale zi-
stal nevyuzit jeho chromogenni potencial pro selektivni stanoveni Aspergillus flavus nebo

Aspergillus parasiticus.
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8.5.2 Porovnani vysledku otiskovych ploch Hygicultu

Tabulka 6: Tabulka korelace stran u Hygicultu

Maximalni
Miniméalni | 0 11213
0 171 | 48 | 35 | 10
1 0 [39|23|14
2 0 0112 7
3 0 0|0/ 3

Vytahy z tabulky

Soucet totoznych vysledkd (0,0) + (1,1) + (2,2) + (3, 3) 225

Soucet totoznych nenulovych vysledkt 54

Procento totoznych vysledki se zapoc¢tenim nulovych 62,15 %

Procento totoznych vysledkii bez oboustranné nulovych 28,27 %

Procento totoznych vysledkii, kde byl na obou otiscich né&jaky nartst 44,90 %
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9 Diskuse

9.1 Vysetfeni kontaminace ploch

Pro rutinni praci se osvédéilo pouziti stéru 100 cm? na vlhko a nasledné vytiepani, protoze:
1. VSechny misky od jednoho vzorku si vzajemné odpovidaji
2. Zéachyt je vyssi nez suchym tampomem

3. Je moZno vynechat v knize mista, které by stér potencialné poskodil (nap¥. kolorované
rytiny, vpisky apod.)

Na zakladé dosazenych vysledkt doporucujeme pouziti ptid Dg jako zastupce ptd pro
osmofilni organismy, které lze na suchém materialu, jako je knizni papir, ocekavat, dale
Sab jako standardni semisyntetickou ptidu a Malt jako piidu s prirozenou komponentou.

9.1.1 Vybér pud

Ptdy byly vybrany z dvou hledisek, aby na nich byl co nejvyssi zachyt a aby pokryvaly co

vvvvv

9.1.2 Vybér metodiky stéru

Nejvice se v nami sledovanjch podminkach osvédéily vlhké stéry ze 100 cm?. Uvedena
plocha se muze liSit u jinou intenzitou kontaminovanych materidli. Vlhké stéry nejsou
pouzitelné na nékteré druhy tisk a rukopisy, zde je nutno pouzit stéry suchym tamponem
z plochy priblizné ¢tyinasobné.

Je rovnéz nutno pocitat s tim, ze vysledky stérti suchym a vlhkym tamponem budou mit
i ponékud odlisnou kvalitu ve smyslu zastoupeni druhti, protoze kolonie tvorici jednotky
riznych druhti se budou na suchém a vlhkém tamponu zachacovat s rtiznou pravdépodob-
nosti, pripadné ze suchého tamponu pri dalsi manipulaci odpadnou. Pti zvlhéeni tamponu
je do zna¢né miry eliminovan i vliv elektrostatického naboje, ktery pti otirani papiru mize
vzniknout a ovlivnit mnozstvi a spektrum zachycenych spor.

Vytiepani tamponu do vhodného média (ndm se plné osvédcil fyziologicky roztok) je
vyhodnéjsi, protoze misky s riznym druhem piid odpovidaji téze setiené plose a soucasné
je i snizeno riziko zavleceni roztoc¢t do laboratore.

9.1.3 Vybér typu inokulace

V konkrétnich podminkach material z knihovny benediktynského klastera v Rajhradé se
nam osvédcila aplikace vzorku na povrch pudy v Petriho misce. V piipadé vzorkt vice kon-
taminovanych bakteriemi a kvasinkovitymi organismy, majicimi tendenci tvorit na piudé
povlaky (s jakymi se lze béZné setkat napf. v potravinach nebo potravinfskych provozov-
nach ¢i provozovnach verejného stravovani, je vyhodnéjsi zaliti vzorku ptidou na Petriho
misce. Nartst nezadoucich bakterii Ize omezit pfidavkem vhodného antibiotika do pidy.
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Aplikace na povrch pudy v Petriho misce méa jesté tu vyhodu, Ze pro potfeby vytvoreni
akreditované metody lze hotové misky nakupovat od akreditovaného pracovisté a usetrit
néklady na akreditaci piipravy piid svépomoci. ! Inokulaci aplikaci na povrch ptidy na
Petriho misce doporuc¢uji i normy CSN ISO pro vzorkovani povrchii [4] a pro pocitani
kolonii pro vyrobky s a, mensi nebo rovnou 0,95 [5].

Nejsou-li k dispozici pudy s obsahem antibiotika, je mozna jejich alespon nouzova
nahrada dodate¢nou aplikaci 3 — 4 vhodnych komerénich antibiotickych diski (se Siro-
kospektrym antibiotikem) na povrch ztuhlé pudy. Tuto metodu jsme také vyzkouseli, ale
bez souvislosti se vzorky z Rajhradu.

9.2 Hygiculty

Nepodarilo se ndm v dostupné literature dohledat pouziti Hygicultu, urc¢eného ptvodné
pro ucely potravinarské mikrobiologie, k vySetfovani knih a podobnych materiali, ovéreni
pouzitelnosti hygicultd pro tento typ materidlu povazujeme za novy prvek v metodice.

Hygiculty jsou o néco Setrnéjsi nez vlhky tampon, protoze se odbérova ptida na testo-
vany material pouze pritiskne, nedochézi k otéru.

Nejvetsi zachyt pro knihy postavené standardnim zpiisobem v polickach byl na horni
orizce.

K porovnani otiskovych ploch z jednoho vzorku se domnivame, ze v pripadé nulového
nartstu na obou otiscich 1ze predpokladat, ze testované plochy obsahovaly Hygicultem
nezachytitelnou kontaminaci (= prakticky nulovou, z pohledu této metody).
byl né&jaky nartst (= je zde zaruka nenulové kontaminace sledované plochy). V tomto
pripadé se ukazuje vysokd mira nehomogenity testovanych ploch.

9.3 Sledovani kontaminace ovzdusi
9.3.1 Sedimentac¢ni metoda

Tato metoda se pouziva vice nez sto let a kromé vybéru pid a ¢asti na ni nelze mnoho
modifikovat. Navrhujeme takové spektrum ptd, které by mélo zachytit vSechny vyznamné
vlédknité houby v prostiedi (nejen mikroskopické).

9.3.2 Aeroskopie

V piipadé pouziti pfistroje (aeroskop, airsampler apod.) na zachyt vzorkd vzduchu je nutné
pracovat striktné podle pokynt vyrobce konkrétniho zafizeni.

'Na naSem pracovisti probiha vyuka pre- i postgradudlnich student®, coz je zasadni piekazkou pro
akreditaci pracovisté.
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9.4 Metodické problémy
9.4.1 Vysetfeni ploch

Hygiculty lépe, ale i stéry ukazuji velmi vysokou heterogenitu sledovaného materialu.

Dalsim problémem je skutecnost, Ze jednou setfenad plocha je ovlivnéna a neni mozné,
aby na ni byl podruhé dosazen identicky vysledek. Z tohoto diivodu bylo nutné pocitat
s faktem, Ze jsou stirany rtzné plochy a jejich reprezentativnost je dana pouze velkym
poctem zpracovanych vzorki.

9.4.2 Vysetieni kontaminace ovzdusi

Je nutno si uvédomit, ze pii sedimentacni metodé jsou zachyceny kolonie tvorici jednotky
spontanné klesajici na povrch ptdy, zatimco pristroje na odbér vzorkl zpravidla Zenou
proud vzduchu na povrch kultivacniho média, kdy k zachytu kolonietvoticich jednotek
dochézi v misté zmény sméru tohoto proudu odstiedivou silou.

Pro rizné tvarované a rizné hmotné zarodky bude procento zachytu pri téchto meto-
déach riazné, proto doporucujeme i pri rutinnim pouziti pristrojové metody pouzit metodu
sedimentacni, zejména pii snaze o kvalitativni zhodnoceni kontaminace vzduchu (tj. na-
sledném urcovani zachycenych druht vlaknitych hub).

9.5 Preparaty

Laktofenol je bezproblémové a Siroce pouzivané médium pro pripravu mikroskopickych
preparati hub.

Melzerovo ¢inidlo dava o néco lepsi vysledky u nékterych druht vlaknitych hub, pro-
toze jod v ném obsazeny barevné reaguje s nékterymi polysacharidy ve sténach houbovych
hyf. Je mimo byvalou CSR prakticky neznamé (a uz viibec ne na pracovistich se zaméie-
nim na mikroskopické vlaknité houby), protoze jeho autor byl ¢esky amatérsky mykolog,
specializujici se na holubinky a ptisobici na poc¢atku minulého stoleti.

Technicky problém s uvedenym c¢inidlem spociva v tom, ze zatimco laktofenol bézné
namicha nemocni¢ni lékarna, chloraloza, ktera je zakladem Melzerova cinidla, byla pred
Casem vyfazena z materia medica (tudiz neni v 1ékdrnach bézné k dispozici) a mykologické
pracovisté si bud musi namichat toto ¢inidlo kompletné samo, nebo se dohodnout s néjakou
lékarnou, kterd ho pripravi ze zvlast zakoupené a do ni dodané chloralézy.

9.6 Fotodokumentace

Uvedenou kapitolu a postupy v ni uvedené jsme zatfadili z toho divodu, ze fada terénnich,
ale i akademickych pracovnikii se domniva, Ze tyto aktivity nesou mozné bez velmi rozsah-
lého a patfi¢né nakladného vybaveni. Plati vS8ak Mooretv zékon, ktery velmi nekompro-
misné zpusobuje, ze elektronika dnesnich levnych zafizeni ma vyssi vykon nez velmi draha
zalizeni, jakéa existovala na konci minulého stoleti a pro vétsinu terénnich i akademickych
pracovist byla finanéné nedostupna.
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U fotoaparatti jsme vysli i ze zkuSenosti, které mame z praktickych cviceni, v nichz si
studenti dokumentuji podobnymi prostfedky jak nartisty na Petriho miskach, tak i mikro-
skopické preparaty.

Méné ,smart“ zafizeni zpravidla dava lepsi vysledky z toho diivodu, ze miska ¢i pohled
do okularu mikroskopu nejsou objekty a situace, na jehichz dokumentaci najde ,smart®
zalizeni vhodny program, zatimco ,nikoli smart“ zafizeni zaostii na nejvyssi ostrost ve
stfedu zorného pole a dale nad snimkem nefesi zadné tkoly.

V ptipadé mikroskopickych snimki by bylo mozné poridit sérii téhoz preparatu s ne-
patrné odliSnymi rovinami ostfeni a pokusit se je spojit do jednoho snimku. Existuji na to
komer¢ni programy, pouzivané profesionalnimi fotografy, ale je to mozné provést i manu-
alné spojenim ostrych c¢asti vice snimkii do jednoho.

V pripadé sowtwarovych prostfedkil jsme se zamérili na ty, které jsou open source, tedy
zdarma a bez omezeni pouzitelné.

9.7 Roztodi

Preventivni opatieni proti témto sktidcim akcentujeme zejména proto, ze néktera praco-
viSté se s nimi nemaji prilezitost setkat a vySetieni kniznich fond, papirovych dokumentt a
podobnych materialtt mtze byt jejich prvnim zdrojem potencialné takto kontaminovanych
vzorki.
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10 Doporucené pudy a cinidla

10.1 Zajisténi pripravy pud

Pro pfipravu pud autoklavovanim (coZ se tyka naprosté vétsiny) je podle soucasnych bez-
pecnostnich predpisti nutnd samostatnd mistnost (resp. mtuze byt sdruzena s jinymi pii-
stroji, nevyzadujicimi trvalou pritomnost obsluhy, napi. automatickou myckou laborator-
niho skla). Personal, provadéjici tuto préaci, musi byt periodicky proskolovan pro praci s
tlakovymi nadobami.

10.2 Komerc¢ni pudy

1. DG agar, vyrobce Bang. Co, silné osmolarni ptida pro zachyt xerofilnich druht, nebo

e piipadné ekvivalent od jiného vyrobce (pro spady jsme vyzkouseli DRBC agar
od stejného vyrobce nebo od firmy HiMedia)

e nebo agar G25N dle Pitta a Hockingové (viz déle)
2. Sabouraudtv agar, jako zastupce semisyntetickych pid, vyrabi a dodava rada firem

3. Malt extract agar, jako zastupce pud s pfirodni komponentou, vyrabi fada firem,
pfipadné obohaceny jako pida MEA dle Pitta a Hockingové (viz déle)

10.3 Pudy dle Pitta a Hockingové a jejich ekvivalenty

Czapek-Dox agar: Roztok stopovych prvkua: 2
CUSO4.5HQO 0,5 g
7ZnS0,. 7H,0 10g
Destilovana voda | 100,0 ml

Koncentrovany Czapkiiv roztok: 3

NaNO; 30,0 g
KCl 50 g
FeSO,.7H,0O 0,1g

Destilovana voda | 100,0 ml

2Lze uchovavat neomezené beze sterilizace.
3Lze uchovavat neomezené beze sterilizace. Pied pouzitim suspendovat precipitat Fe(OH)s.
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Samotna puda:

MEA:

G25N:

KyHPO, 1,0 g
Koncentrovany Czapktv roztok | 10 ml
Roztok stopovych prvki 1 ml
Yeast extract praskovy 5,0 g
Sacharodza 30 g
Agar 15 g
Destilovana voda 1000,0 ml

.....

nut. pH nastavit na 6,7.

e Puvodni receptura

Malt extract 200 g
Pepton 10g
Glukoza 20,0 g
Agar 200 g
Destilovana voda | 1000,0 ml

Nahrazka s vyuzitim komerc¢ni pidy
Vzit 2/3 navazky Malt extract agar HiMedia (= 33,33 g na litr), doplnit (mnoz-
stvi na litr) 20 g glukoza a 10 g Agar

e Originalni receptura

KHQPO4 0,75 g
Koncentrat pro Czapek-Doxtuv agar | 7,5 ml
Yeast Extract 3,7¢g
Glycerol 250g
Agar 120 g
Destilovana voda 750,0 ml

Néhrada s pouzitim komercéni pady

Vzit 3/4 navazky Czapek-Dox HiMedia (= 36,75 g na litr) a doplnit (mnozstvi
na litr) 0,75g NaNOs, 0,75g agaru a 3,75 g yeast extraktu; navazka na 11 se
rozpusti ve smési 250 g glycerolu a 750 ml vody.

10.3.1 Poznamky

e Pidy s Malt Extractem, i ptidy pfipravené piimo z pivovarské sladinky, nesnasi za-
htev po sterilizaci. Musi se vylit kompletné vsechny navarena na misky, nelze je scho-
véavat a po rozvafeni znovu vylévat (jak bézné lze provést s vétsinou agarovych pud),
hrozi, ze pak neztuhnou. Je-li tfeba pripravit sikmé agary, pak tyto ptidy rozvaiime
pri 90 — 100 °C, rozplnime do zkumavek a poté preautoklavujeme a nasikmime. .
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e Pro pidy s gylcerolem je kriticka jeho cistota. Pouziti starsiho glycerolu, ktery do
sebe pojal vodu, miiZze vést k tomu, Ze piida nebude tuhnout.*

10.4 Cinidla na p¥ipravu preparati
10.4.1 Laktofenol

Slozeni: fenol 20g, kyselina mlééna 20 g, glycerol 40 g, voda destilovana 20g. Je mozny
pridavek cotton-blue.

10.4.2 Melzerovo ¢inidlo

Jedna se o Lugoliv roztok, téméf nasyceny chloralhydratem: (slozeni: 1,5 g KJ, 0,5 g J, 22
g chloralhydratu, 20 ml destilované vody), uchovavat v temnu

4Byt je to k nevife vzhledem k podilu vody v receptufe ptdy.
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CSN ISO 18593
CSN ISO 21527-2

Nejsou zde uvadény navody vyrobct k jednotlivym ptidam, pomiickam a piistrojtm.
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