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Anotace

Ve své praci SOC jsem se zabyvala vldknitymi mikroskopickymi houbami (plisnémi).
Teoreticka ¢ast se zamétuje na rody a druhy plisni, rozebira podminky pro zivot plisni a jejich
rozmnozovani. Zminuji také lokace plisni na lidském organismu, potize zpGsoben¢ plisnémi
ale také vyuziti. V praktické Casti se zabyvam pievazné rodem Aspergillus, laboratornimi
postupy, metodami a kazuistikou.

1/1



STREDOSKOLSKA ODBORNA CINNOST

Obor ¢. 4: Biologie, geografie a geologie

Mikroskopické vlaknité houby se zamérenim na
diagnostiku rodu Aspergillus

Eliska Cermakova
Kraj Vysoc€ina Havlickiav Brod 2024



STREDOSKOLSKA ODBORNA CINNOST

Obor ¢. 4: Biologie, geografie a geologie

Mikroskopické vlaknité houby se zamérenim na
diagnostiku rodu Aspergillus

Microscopic filamentous fungi with a focus on the
diagnosis of the genus Aspergillus

Autor: Eliska Cermakova

Skola: Stiedni zdravotnicka $kola a Vy$§i odborna gkola
zdravotnicka, Masarykova 2033, 580 02 Havlicktv Brod
Kraj: Kraj Vysocina

Konzultant: Mgr. Antonin Melichar

Havlickiv Brod 2024



Prohlaseni

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

Prohlasuji, Ze tiSt€nad verze a elektronicka verze soutézni prace SOC jsou shodné.

Nemam zavazny divod proti zpiistupiovani této prace v souladu se zdkonem ¢. 121/2000 Sb.,
o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a o zméné nekterych zdkont
(autorsky zdkon) ve znéni pozdéjsich predpist.

V Havlickoveé Brodé dne 19. 2. 2024 . . ..o e Eliska Cermakova



Podékovani

Touto cestou bych chtéla podékovat vedoucimu mé prace panu Mgr. Antoninu Melicharovi,
za umoznéni prace v laboratofi, poskytnuti materiald, odborny dohled a cenné informace,
trpelivost a straveny cCas pii konzultacich nad praci. Déle nesmim zapomenout podékovat pani
ucitelce Mgr. Jané Krupickové za Cestinarskou korekci prace.



Anotace

Ve své praci SOC jsem se zabyvala vlaknitymi mikroskopickymi houbami (plisnémi).
Teoreticka ¢ast se zamétuje na rody a druhy plisni, rozebird podminky pro Zivot plisni a jejich
rozmnozovani. Zminuji také lokace plisni na lidském organismu, potize zptisobené plisnémi
ale také vyuziti. V praktické casti se zabyvam ptevazné rodem Aspergillus, laboratornimi
postupy, metodami a kazuistikou.

Cile prace:
- prfi sepsani literarni reSerSe na téma plisné (teorie) se seznamit s morfologii, fyziologii
a taxonomii plisni

- seznamit se sprovozem mikrobiologické laboratofe, konkrétn¢ s praci na useku
klinické mykologie

- naucit se a vyzkousSet si praktické metody v mykologické laboratofi — mikroskopie,
kultivace, mikrokultura a identifikace vlaknitych hub

- naucit se metodiku identifikace rodu Aspergillus

- zmapovat vyskyt plisni rodu Aspergillus v Nemocnici Havlickiiv Brod v letech
2018 — 2023

- na prikladu kazuistiky se seznamit s 1é€bou plisni u redln¢ho pacienta
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Annotation

In my SOC paper, I deal with filamentous microscopic fungi (molds). The theoretical part
focuses on genera and species of fungi, and discusses the conditions for the life of fungi
and their reproduction. I also mention the locations of fungi on the human body, the problems
caused by fungi, but also the uses of them. In the practical part, | mainly deal with the genus
Aspergillus, laboratory procedures, methods and case studies.

Work objectives:

to become familiar with the morphology, physiology and taxonomy of fungi when
writing a literature review on the topic of fungi (theory)

to become familiar with the operation of the microbiology laboratory, specifically
with the work in the clinical mycology section

learn and try practical methods in the mycology laboratory - microscopy, cultivation,
microculture and identification of filamentous fungi

to learn the methodology fot the identification of the genus Aspergillus
map the occurrence of fungi of the Aspergillus genus in Havlickiv Brod Hospital
in 2018 - 2023

using the example of a case study, learn about the treatment of fungus of a real patient
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Obsah

1 L8 o T PSP U PP TP TUPPTUPRPURTP 8
2 TEOTEHCKA CASE ...t 9
2.1 PIESTIE ..o 9
2.1.1 Mykotoxiny neboli houboveé jedy ..o 9
2.1.2 TEkaveé organicke 1atKY .......oovuiiiiiii i 9
2.2 TYPY PISI 1ttt 10
2.2.1 ROA AHOINATIA ... 10
2.2.2 RO ASPEFGIIIUS ..ot 10
223 Rod Cladosporium...............ccccooiiiiiiiiiiii e 13
224 ROA PRICIIITUIM ...t s 14
2.3 Stavba DUNKY PLISTT .vveiiiiiiiiiieiiii et 15
2.4 VYZIVA PLSI i 15
24.1 ZPUSOD VYZIVY .ttt 15
2.5 PodmInKy Pro ZIVOT ....vviiiiiiiiiie et 16
2.5.1 VIRKOSE it 16
252 TEPLOTA .. 16
253 PH 16
2.6 ROZMNOZOVANT ...t 16
2.6.1 Pohlavni T0ZMNOZOVANT .......c.eeiuiiiiiiiiiieiie e 17
2.6.2 Nepohlavni TOZMNOZOVANT .......uvveiiiiiiiii i 18
2.7 VTSt 19
2.8 PTEINOS ..ttt 19
2.9  Lokace plisni na [idSK€m OTZaniSIMU .........ceiviriiieiieiiiie e 20
2.10  PotiZe zpUSObENE PLISNEMI .....veiveiiiiieiiiiiieeiee e e 20
2,101 MYKOZY .ot 21
2.10.2  Plisn€ a chronickd onemoCneni ..........ccueiviiiiiiiiiiiiie e 21
2.11  Druhy vzorkl pro mykologické vySetrent .........cccocveiviiiiiiiciicieee e 21
2.12  Prokézani plisni v lidském organismu...........c.cccovviiiiiiiiiiiiiiiicese e 21
213 VYUZIE PHST ..t 22
2.14  Lécba mykotickych IfEeKCT .......coviiiiiiiiic 22
2.15  Morfologie ASPergillus NIGEr ...........cccouviiiiiiiiiiiiiieei e 22



3

N N »w B

2.16  PoOpPis MIKTOSKOPU ....ooviiiiiiiiiiiici e 25

PraktiCKa CASE.....ueiiiiiiii i 26

3.1 ODbsah PraktiCKE CASTI.......uiiviiiiiiiiieiiciee e e 26
3.2 Seznameni s Oddélenim spole¢nych 1aboratori...........cccovveriiiiiiiiiinicicee 26
3.3 Prlzkum aspergilii v Nemocnici Havlickliv Brod ... 27
34 TYPY VZOTKTL...eeeeeiiie ettt ettt e e bn e nes 29
3.5  Vyzkou$ené metody — POSTUP ...vovviivieiviiiiiieiiii et 29
3.5.1 Primarni Preparat ........ccoocveiiiiiiiiiiieiic e 29
3.5.2 KUIIVACE ... 32
353 Ptiprava mikrokultury (sklickové Kultury) ........coccovveiiiiiniiiiee 40
354 Identifikace Narostle KUTUIY ........coeiiiiiiiiiiie e 43
3.5.5 Meteni mikroskopickych objektll........ovvviiiiiiiiiiiiii 48
3.6 KAZUISHKA ..veiviieciie s 51
ZLAVET 1.ttt r e e e 52
ZUATOJ ettt b b e e e nnr e nnes 54
SeZNAM ODTAZKIL......ccuviiiiiiiieie e 56
Seznam Grafil .........cooiiiiiiii s 57



1 Uvop

Kazdy den vychdzime znaSich domovii spocitem dobfe uklizené doméacnosti,
a ackoliv se to nezda, v domé ziji vSude okolo nés mikroorganismy, které nemusime spatfit
svyma o¢ima. Mezi né€ patfi i plisné. Kdyz se fekne slovo plisn¢, vétSina lidi si predstavi plisen
tfeba na citronu nebo na zdi. Ale malokoho napadne, Ze pliseit mize riist i na nas.

Jednoho dne po ptichodu ze skoly jsem zjistila, Ze v mé konvici se zbytkem starého ovocného
Caje se objevily na povrchu hladiny podivné utvary, které mi pifipominaly plisné.
Pti pohybu s konvici jsem zpozorovala nevsSedni koule, pfipominajici gelové dekorativni
kulicky, do kterych se aranzuji kvétiny. Zacala jsem tedy blize patrat a svlij pokus s ¢ajem
jsem nékolikrat zopakovala. Plisné mé diky tomu zacaly velmi zajimat a staly se prvni volbou
tématu pro sepsani této prace.

Mym cilem je dostat plisné¢ do vétsiho podvédomi vefejnosti a sezndmit ji 1 s moZnym
nebezpecim, které plisn€ dokazi zapficinit vzhledem k lidskému organismu.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Plisné

Termin plisn€ je nevédecké oznaceni pro skupinu mikroskopickych vldknitych eukaryotnich
mikroorganismul, které se fadi mezi houby (Fungi). Od roku 1835 jsou ve véd¢ znamy houby,
které zpusobuji nemoci, jsou tedy znamy déle nez viry a bakterie. Plisné jsou vSude objevujici
se mikroorganismy. Pokryvaji povrch substritu malym bilym nebo barevnym myceliem
(mycelium = podhoubi, vzijemné propletend vldkna, zejména u hub) nebo substritem
prorustaji.- 3-°

Déli se na jednobunécné kvasinky a vlaknité houby (mikromycety). Mikrobiologové rozdéluji
choroboplodné plisné na tii rozdilné skupiny: kvasinky, plisné a dermatofyty.®

Plisn¢ vyrab&ji mykotoxiny (mykotoxiny = Skodlivé latky) a tékavé organické latky,
které jim pomahaji v boji s Zivymi organismy. Jsou hlavnim zdrojem inhalac¢nich alergent.
Alergeny plisni se objevuji v prostiedich vnitinich (kuchyné, koupelny, sklady, atd.) a zevnich
(zeméd¢lskd puada, zahrady, atd.). Plisné se dokazou svymi neviditelnymi pletivy dostat
az do bunék lidského t&la.?>3-?

2.1.1 Mykotoxiny neboli houbové jedy

»Mykotoxiny jsou jedovaté produkty latkové vymény hub, vznikajici béhem jejich rlstu.
Dokonce i pro jejich piivodce jsou tak nebezpecné, Ze je houby museji rychle vyloucit,
aby jim mykotoxiny neublizily“ (Langeovd, Guzekova, 2013, 24). Plisné¢ produkuji
mykotoxiny pouze maji-li dostatek zivin a vhodnou teplotu. Plisné potiebuji hodné energie
k ristu. Nejznaméjsim mykotoxinem je aflatoxin. Ten mulze i v nepatrném mnozstvi vyvolat
zhoubna onemocnéni jater. Produkuje ho pliset rodu Aspergillus.* 1°

Vétsinou vSechny mykotoxiny béhem delSiho plisobeni na organismus poskozuji jatra, ledviny,
krevni obéh a negativné pusobi na imunitni systém. Neékdy napadaji v malém mnozstvi kizi.
Produkce mykotoxinli potraviny znehodnocuje a ohrozuje na lidském zdravi. Neexistuje zZadna
efektivni metoda, kterd by dokazala mykotoxiny v potravinach znigit.4 1°

2.1.2 Tékavé organické latky

Tekavé organické latky jsou rtizné chemické slouceniny, které produkuji plisné do ovzdusi
pii svém riastu, napf. plisné produkuji alkoholy jako vedlejsi produkt do vzduchu béhem
svého riistu v rdmci metabolickych procesi. Tento jev se zejména vyskytuje v piipade,
kdy plisné rostou na organickém materidlu, jako jsou napft. potraviny nebo dievo. Pti produkei
tekavych organickych latek zavisi hlavné na obsahu vody v materidlu, na kterém plisné rostou.
V lidském téle piisobi hluboko v respiratnim traktu mnoho tékavych organickych latek,



ale vétSinou zplsobuji jen podrazdéni. Ale jednoznacné vyplyva, Ze t€kavé organické latky

maji negativni vliv na lidsky organismus.’
2.2 Typy plisni

Plisné rodu Aspergillus, Alternaria, Cladosporium, Penicillium, Fusarium a Trichoderma
jsou priklady Siroké Skaly vlaknitych mikroskopickych hub. Rod Aspergillus, Fusarium,
Penicillium patif mezi nejvyznamnéjsi toxinogenni plisné v souvislosti s potravinami.’

2.2.1 Rod Alternaria

Plisn¢ rodu Alternaria jsou celosvétové rozsifeny na nejriznéjSich substratech. Tuto plisen
bychom od jara do podzimu nasli ve vnéjSim prostiedi. Pro svlij vyvoj upfednostiuji teplotu
20-25 °C, ale vyvinou se i pfi teplot¢ 0 °C.  Alternaria alternata  maji ~ velikost  spor
23-56 x 7-8 um (Obr. 1). Nejcastéji se vyskytuji na zdech v bytech, kde jiz plisenn byla,
a na fasadach domu. Druh plisn¢ Alternaria alternata se poklada za hlavniho ptivodce astmatu
a alergii u malych déti. Je zodpovédna i za alergicky zanét nosni sliznice, hypersenzitivni
pneumonitidy (zanétlivé postizeni plic) a bronchiolitidy. Plisné rodu Alternaria vyprodukuji
n¢kolik riznych mykotoxinli. Nejvice toxicky je alternariol (alternariol = mykotoxin,
ktery kontaminuje nejvice ovoce a obiloviny).?> 1

Obr. 1: Spory Alternaria alternata

2.2.2 Rod Aspergillus

Plisn¢ rodu Aspergillus se tadi mezi plisné, které nejcastéji poSkozuji zdravi clovéka.
Maji malé spory do velikosti 5 um. Vytvafeji mykotoxiny, alergeny a t€kavé organické latky.
Vyskyt spor v ovzdusi je sezonni, v nejvétSim poctu se vyskytuje na podzim. Spory plisni rodu
Aspergillus se nejsnadnéji uvolituji do ovzdusi s porovnanim s ostatnimi rody plisni. V ovzdusi
se mohou vyskytovat v blizkosti zdi a bytd, kdese plisen uz vyskytla. Existuje vice,
jak 100 druhtt plisni rodu Aspergillus. V roce 1856 byl poprvé popsan rod Aspergillus
jako pfi¢ina onemocnéni plic. Zanétlivé postizeni plicnich sklipkit bylo poprvé popsano
Bamadinem  Ramazzimem Vv roce 1713.  Tato plisen  nejcastéji zpusobuje
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napi. bronchopulmonalni aspergilozu, zénét dutin a usni infekce. Bronchopulmondlni
aspergiloza je nebezpecna forma alergického onemocnéni, kterou zpisobuje praveé rod plisné
Aspergillus.  Bronchopulmondlni aspergiloza je typickd pro zahradniky a pracovniky
v potravinaiskych provozech (napi. pekarny, syrarny, pivovary, atd.).%> 10

a) Aspergillus flavus (Obr. 2) napadd Sirokou S$kdlu potravin a ridzné plody,
na kterych vytvafi mykotoxiny. Napadena potravina po snézeni zpusobuje v lidském
organismu problémy. Patii mezi nejvyznamnéjsi lidsky patogen stejné jako Aspergillus
Sfumigatus. Tento druh roste v rozmezi teplot 10-48 °C, nejcastéji v teplotach 33 °C.
Spory dosahuji 3,5 um. Casto zpisobuje infekce v ranach a v popaleninach pacienti.
Je pii¢inou zanétu usi a koznich zangti.” 10

Obr. 2: Aspergillus flavus

b) Aspergillus fumigatus (Obr. 3) se vyskytuje v ovzdusi ve vnitinim, i vnéj$im prostiedi.
Nejcastéji roste v teplotdch mezi 40-42 °C (optimalni). Aspergillus fumigatus zptisobuje
alergickd onemocnéni (rymu, astma, zanéty dutin). Spory Aspergillus fumigatus
jsou velmi malé, velikost 2-3 um. Jsou nebezpecné predevsim pro lidsky organismus,
protoze mohou vniknout do pradusek a pradusnic. Produkuje také mykotoxiny.
Tento druh je nejvice odpovédny za vznik lidské aspergilové infekce a nejvice
poskozuje lidsky organismus. KdyZz se Aspergillus fumigatus nediagnostikuje vcas,
mize tato infekce vést k systtmové aspergiloze, kterd milze zapfiCinit 1 smrt
napf. u zaintubovanych pacientd.? 10
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Obr. 3: Mikroskopicky snimek Aspergillus fumigatus
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©)

d)

Aspergillus niger (Obr. 4) se velmi Casto vyskytuje v teplych mésicich. Roste nejcastéji
v teplotnich rozpétich 35-37 °C, pii minimu 6-8 °C a maximu 45-47 °C. Roste
na vlhkych fasddach domii nebo na zdech v koupelnach, na kterych zanechavé Cerné
skvrny, proto je nazyvana tzv. Cernou plisni. Tento druh produkuje nejméné toxint
ze vSech plisni rodu Aspergillus, proto je to nejméné nebezpecny druh. Ma schopnost
vyvolavat plicni a kozni infekce, uSni zanéty a astma. V laboratofich se Aspergillus
niger pouziva pii testovani napf. k produkci enzymti. Tyto enzymy jsou pak vyuzivany
pfi studiu enzymatickych reakci nebo k primyslové vyrobé enzymi. Pouzivaji
se také k fermentaci, protoze Aspergillus niger ma schopnost fermentovat rtzné
substraty, ¢ehoz se vyuziva v primyslovém méfitku pro vyrobu napf. kyseliny
citronové. SlouZi ke studiu fermentacnich procesti. Dalsi moznosti aplikace této plisné
je u testovani antimykotik. MnoZi se velkym poctem vytrusa. °- 19

100 pm

Obr. 4: Aspergillus niger

Aspergillus versicolor (Obr. 5) se vyskytuje hojné ve vnéj$im i vnitinim prostiedi, ¢asto
je soucasti prachu domacnosti. Roste v rozmezi teplot 9-39 °C, ale idedlni je teplota
27°C. Spory dosahuji velikosti 2-3 um. Je to typickd alergenni plisen.
Produkuje mykotoxiny a je pfi¢inou mykotoxickych onemocnéni u lidi (napt. poskozeni
a onemocnéni ledvin, podili se na vzniku astmatu a rakoviny, atd.).!°

Obr. 5: Aspergillus versicolor
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2.2.3 Rod Cladosporium

Plisn¢ rodu Cladosporium (Obr. 7) se vyskytuji v rizné vysokém mnozstvi v zavislosti
na sezong. Jejich sezona je na celém svéte¢ od jara do podzimu. Nejvice rostou v teplotich
18-28 °C, ale 1 v extrémnich teplotach. Spory rodu Cladosporium dosahuji 5,5-13 x 3,8-6 um
(druh Cladosporium herbarum). Vyskytuji se na vlhkych substratech (napf. matrace, koberce,
tapety). Spory tohoto rodu zptsobuji plisiiové alergie u déti do 4 let. Neprodukuji zadné
vyznamné mykotoxiny. Rod Cladosporium zplsobuje i zanét ocni rohovky, plicni infekce
a byl nalezen i v podpaznich cystach. Zptsobuje hnilobu ovoce a zeleniny (Obr. 6).%- 10

Obr. 6: Plisen vyskytujici se na citrusech

Obr. 7: Rod Cladosporium
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2.2.4 Rod Penicillium

Plisn¢ rodu Penicillium (Obr. 8) maji vice jak 200 druhti. Tato plisen ma velmi malé spory,
které pronikaji do dychacich cest a produkuji nepfili§ vyznamné alergeny. Rostou pfi teploté
18-25 °C, ale 1 v teplot¢ od 3 °C. Vyskytuji se po cely rok. Spory plisni rodu Penicillium
se velmi snadno uvolnuji do ovzdusi stejné jako rod Aspergillus. Lidské zdravi poSkozuji
nejcastéji druhy Penicillium chrysogenum a Penicillium citrinum. Plisné rodu Penicillium
vytvari mykotoxiny (kyselina penicilova). Nékteré druhy této plisné produkuji tékavé organické
latky. Tento rod plisné objevil skotsky lékar a védec Alexander Fleming, ktery zkoumal
delsi dobu vlastnosti stafylokokii.

Alexander Fleming jednou pfed odjezdem na dovolenou s rodinou naockoval stafylokoky
na kultiva¢ni misky a zanechal je v nekrytych Petriho miskadch vedle otevieného okna v rohu
své laboratofe. KdyZ se z dovolené 3. zaii 1928 vratil povsiml si, Ze na kultiva¢nich miskach
je jedna kultura kontaminovand sporami plisni. Zjistil, ze kolonie stafylokokii ptimo obklopené
sporami plisni byly znieny, zatimco ostatni kolonie stafylokokit ve vétsi vzdalenosti
byly normalni. Fleming tuto plisen nejdiive nazyval plisiovou st'avou. Tuto pliseni identifikoval
jako plisen rodu Penicillium. Az 7.biezna 1929 pojmenoval U¢innou latku z plisné
rodu Penicillium jako penicilin. Penicilin se nakonec proslavil pod ndzvem zazra¢ny 1¢k. Latka,
ktera je produkovana plisnémi, ma v sobé pfitomnou antibakteridlni latku. Pozd&ji zjistil,
ze tento 1€k je ucinny proti vS§em grampozitivnim patogeniim, které jsou zodpoveédné za nemoci,

jako napt. zéapal plic, kapavka, atd.!-7-% 10

Obr. 8: Rod Penicillium sp.
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23 Stavba bunky plisni

,Plisné maji pravé bunétné jadro ohrani¢ené membranou i dalsi buné¢né organy. Vegetaéni
forma plisni se sklada z vice ¢i méné vétvenych vlaken. Bunécnou sténu maji obvykle tvofenou
chitinem a glukanem* (Kldnova, 2013, 12). Na pfitomnosti téchto latek je zaloZena diagnostika
plisni v klinickém materidlu. Ani jedna z téchto latek se nevyskytuje v bunécné stén¢ bakterii,
tudiz je pro plisné specificka.’

24 Vyziva plisni

,Plisné jsou heterotrofni organismy, které energii a latky pro stavbu svych t¢l ziskavaji z latek
organického puvodu* (Klanova, 2013, 12). Ziviny z ovzdusi piijimaji pfes bunéénou sténu.
Nekteré latky jsou piiliS velké a bunécnou st€nou neprojdou, a proto vytvati plisné enzymy.
Enzymy jsou latky bilkovinné povahy, které rozkladaji katalytickou reakci latky na latky
jednodussi.’

24.1 Zpisob vyzivy
Zpusob vyzivy se déli na:

a) ,Saprofyticky —Ziviny jsou piijimdny z odumfelych tél jinych organismi (plisné,
které kazi potraviny).

b) Paraziticky — ziviny jsou piijimany z jinych zivych organismi (plisné, zptisobujici
choroby).

c) Komensalismus — zpusob  zivota, pii  kterém  plisné  ziji v partnerstvi
s jinym organismem, partner neni poSkozovan, neni to pro néj ale nijak vyhodné.

d) Symbioza — zplisob Zzivota, pii kterém plisné Ziji v partnerstvi s jinym organismem,
partner neni poSkozovan, ale je to pro néj vyhodné* (Klanova, 2013, 12).
Ptikladem symbidzy mtize byt fasa a houba. V tomto piipad¢ zije v symbidze plisent
(houba) atasa - liSejnik. Plisent poskytuje fase mineralni latky a vodu, naopak fasa
poskytuje plisni organické latky, napt. cukr, ktery vznikd pfi pribéhu fotosyntézy.
Pribéh fotosyntézy se déli na dvé faze. Primarni neboli svételnd faze probiha
jen na svétle, v membranach tylakoidt. Funguje na principu pfemény svételné energie
na energii chemickou. Cil této faze je vyroba energie a redukéniho ¢inidla. Sekundarni
neboli temnostni faze - Calviniv cyklus, probihd nezéavisle na svétle ve stromatu
chloroplastu. Cilem této faze je vznik cukru z COa. Tento cukr potom poskytuje fasa
plisni - houbg.
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2.5 Podminky pro Zivot

Plisné€ se velmi dobfe piizpisobuji k extrémnim podminkach prosttedi. Snéaseji nizké i vysoké
teploty, nizké pH, niz§i obsah vody na vyuziti.’

Produkuji spory (reproduk¢ni jednotky) ve velkém mnozstvi. Spory plisni jsou velmi malg,
vétSina alergologicky dulezitych spor méa rozméry 3-10 ym. Potiebuji teplotu mezi 25-30 °C,
vlhkost nad 65 %, dostatek organického substratu, aby mohly rast.’

2.5.1 Vlhkost

Vlhkost je nejdulezitéjsi faktor pro rist plisni. Pro rist potfebuji danou vlhkost substratu i okoli,
kde se vyskytuji. Pro rozmnozovani je potieba jina vlhkost nez pro kli¢eni a riist. Nikdy nelze
pfedpovidat, kde se jakéd pliseit vyskytne, protoze kazdy rod, kazdy druh a kazdy jedinec
potiebuje néco jiného. Piesné dand je jen vlhkost substratu, ktera se stanovi dvéma zplsoby.
Prvni se muze urcit podle obsahu vody, ktery se uvadi ve hmotnostnich procentech (hmotnostni
vlhkost). Druhy podle obsahu vody v substratu, tj. soucinitel hydroskopické rovnovahy
ata se zna¢i znaCkou aw (vodni aktivita). ,,Tato veli€¢ina udava pomér tlaku vodni pary
v hydroskopickém materidlu k tlaku vodni pary nad cistou vodou za stejnych podminek.

Vv

wevr

je plisefi rodu Alternaria a to hodnoty vlhkosti aw= 0,9 a vice.’
2.5.2 Teplota

Idedlni teplota pro rust plisni je 18-28 °C. Nékteré druhy plisni mohou piezit i pii teplotich
pod bodem mrazu (napt. nékteré¢ druhy rodu Aspergillus a Penicillium). Teploty vétsi nez 70 °C
plisné hubi. VétSina plisni preferuje teplotu kolem 37 °C, coZ je teplota lidského téla.
Tuto teplotu preferuji druhy plisni, ktery zptsobuji lidskd onemocnéni.’

253 pH

Nejlepsi podminky pro rust plisni je pH prostiedi mirné€ kyselé az neutralni. Z tohoto divodu
plisn€ ziji 1 na ovocnych vyrobcich (napft. jogurt, dzem, atd. — vSude kde se ve sloZeni vyrobku
vyskytuje ovoce).’

2.6 Rozmnozovani

Plisn€ maji schopnost stiidat pohlavni a nepohlavni zplisob rozmnozovani.

Existuji dvé zakladni morfologické jednotky plisni. A tou jsou blastokonidie a hyfy.
Blastokonidie jsou ovalné nebo kulaté¢ bunky. Hyfy jsou vldkna, ktera jsou rizné vétvena
s ptepazkami, nebo bez ptepazek. Soubor hyf je nazyvan mycelium. Mycelium je dvojiho
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typu: vegetativni (ukotvuje plisné v substratu) a vzduSné neboli generativni (miize nést

rozmnozovaci strukturu plisni). Vzdus$né mycelium se déli na pohlavni a nepohlavni.!*

Pro pohlavni neboli sexudlni rozmnozovani plisni by mél byt pouzivan pouze termin spora.
Naopak pro vegetativni rozmnozovani (typ nepohlavniho rozmnozovani) by mé¢l byt vyhrazen
pouze termin konidie.'#

2.6.1 Pohlavni rozmnozZovani
Mezi pohlavni rozmnoZovaci elementy patii askospory, oospory a zygospory.

Askospora vypada jako vafek obsahujici vzdy sudy pocet pohlavnich bunék,
ktery ma kompletni sadu chromosomti. ,,Oospora vznika splynutim velké nepohyblivé buiiky
samici a s malou pohyblivou buiikou sam¢i. Vznik zygospory dava spojeni dvou stejné velkych
bunék opac¢ného pohlavi“ (Votava, 2003, 212). Obé reprodukce zprostiedkovavaji 1 vyménu
genetické informace mezi dvéma odliSnymi jedinci zptisobem meiozy a jejich potomstvo poté
nese znaky obou rodi¢a. !4

,ZvIastnim typem pohlavniho rozmnozovani je potom tzv. spajeni hyf, kdy se k sob¢ pfilozi
samc¢i a samici vlakno a vytvofenym mustkem (ktery miize mit velmi pestré az bizarni podoby)
op¢t dojde k vymeéné gent* (Votava, 2003, 212).

vvvvv

a hmyzu. Pro rlst potfebuji ziviny ze substratu. Pro kli¢eni (Obr. 9), rist a vytvareni spor
je dilezita spravna vlhkost, teplota a dostatek Zivin.’

Obr. 9: Klic¢ici spory plisni
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Plisné vytvafi i utvary, kterym se fikd kolonie. Kolonie mohou mit rzné barvy: bilou, Zlutou,
rizovou, zelenou, hnédou a Eernou (Obr. 10). Z jedné spory vyrtsta pravé jedna cela kolonie.”

Obr. 10: Kolonie plisni

2.6.2 Nepohlavni rozmnoZovani

Nepohlavni rozmnozovani je velmi ¢asté a tento zplisob mnozeni u plisni prevlada. ,,Lze je délit
do né¢kolika skupin podle toho, zda jsou volné ulozena na vldknech, nebo zda jsou opatieny
ochrannymi obaly* (Votava, 2003, 212).

Nepohlavni rozmnozovaci elementy se vyskytuji volné na hyfach. RozliSujeme nékolik typi
konidii (Obr 11): arthrokonidie, chlamydokonidie a mikrokonidie. Arthrokonidie vznikaji
napiiklad postupnou fragmentaci (celek se d€li na mens$i ¢asti) koncovych ¢asti vlaken.
Maji obvykle hranaty obdélnikovy tvar. Blastokonidie vznikaji z nepravych hyf sestavenych
z velmi protdhlych bunék oddé€lenych zaskrcenim. Na jejich koncich se vytvareji ovalné
nebo kulaté buiiky, podobné bunice matetské. Chlamydokonidie jsou silnosténné kulaté utvary,
které vznikaji kdekoli v prib¢hu hyf, nebo na jejich koncich. U plisni se také hojné vyskytuji
mikrokonidie. To jsou kulovitd, ovalnd nebo hruSkovita tcliska rozmisténa jednotlivé
nebo ve svazeécich kdekoli v pribéhu hyf. Retizkovité uspofadané konidie jsou typické
pro rody plisni Aspergillus a Penicillium. '*
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Obr. 11: Konidie

2.7 Vyskyt

Plisné napadaji nejriznéjsi organické materidly. Hlavni vyskyt plisni je v puade,
ze které se dostdvaji do vzduchu, ale také na organickém materidlu ptevdzné rostlinného
puvodu, na vykalech zvifat a primyslovych pfedmétech ulozenych ve vlhku. Napadaji
napiiklad povrchy otevienych zavatenin, chléb nebo navlhlé suroviny (napt. mouku, ofechy,
mak, atd.). Vyskytuji se na zdech vlhkych byti (vytvaii typické Cerné nebo zelenomodré
povlaky rodu Aspergillus), v hlin¢ kvétinacl, na piad€é, na odumfelych cCastech rostlin,
v lednicich, na potravinach a ovoci (Penicillium). Casto ve zvlh¢ovaéich nebo v klimatizacich,
ve sklepech a oknech. Plisné (plisnové vytrusy) poletuji ve vzduchu, vyskytuji se ve vodé,
v ptirod¢, v pudé, na potravinach, v bytech, ve sklepich, v popelnicich na biologickych
odpadech, na kompostu, nékdy i v zivych organismech (napf. doméaci zvitata, 1idé).’

2.8 Prenos

Plisn¢ a ptedevsim jejich spory se Sifi zejména vzduchem. Moznym ptenase¢em plisni je hmyz,
a to napt. mouchy, mravenci. Tak mohou plisn€ cestovat z mista na misto a mohou se prenéset
imezi lidmi. Je dokonce mozné, Ze se plisenn prenese z jednoho ¢lovéka na druhého pouhym
polibkem, kdy se plisen dostava pies usta az do celého zazivaciho traktu. Kromé toho mohou
byt plisné pfenaseny i domacimi mazli¢ky (napf. morcaty, psy, atd.).!?

Existuje druh mykotické infekce s ndzvem Dermatitits mycotica (mykoticka dermatitida),
ktera napadda mnoho druhii domécich i volné Zzijicich zvitat. Tuto infekci zplsobuji plisné
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(napt. rod Trichophyton). Napada zejména hovézi dobytek, kozy, kocky, psy, ovce, kon¢, atd.
Infekce je prenosna 1 na clovéka. Nejvice ohroZeni touto nemoci jsou lidé pracujici
v zemédé&lstvi a majitelé domacich mazlicka.!?

2.9 Lokace plisni na lidském organismu

Odbornici si mysli, ze Skodlivych plisni je v lidském organismu kolem 100 druhi. Plisné dokazi
dlouhodobé prezit v lidském organismu a Cerpat z n¢ho ziviny. V tomto piipadé se jedna
o parazity. Lékaii choroboplodné plisné nazyvaji patogennimi. Nékteré plisné umi svymi
chemickymi latkami rozpustit kozni buniky a prorist nimi. Plisn€ vétSinou v organismu hledaji
potravu, kterou by se mohly zivit, a tak pronikaji stievni sténou az do cév. V cévach se zivi
cukrem obsazeném v krvi. V lidském organismu se plisnim dobfe pieziva, maji totiz v téle
piiznivé Zivotni podminky, které jim zajistuji Ziviny a dostatek cukru.'®

Lidské télo je rajem pro plisn€, pfindsi jim teplo, vlhko a pravidelny pfisun zivin. Na lidském
tele se nejcastéji vyskytuji ve vlasech, v moCovych cestach, v usich, ocich, na pohlavnich
organech, ve stievé, na kiiZi, na nehtech a v dychacich cestach.!'?

a) Kuze, vlasy, nehty - Na téchto mistech se plisn¢ vyskytuji za piiznivych podminek nejcastéji
u seniorti. Vyzivu hledaji v hornich vrstvach kiize a rohoviny.!'?

b) Mocové cesty - Fungujici imunitni systém zahubi plisiiové buiiky diiv, nez mohou napachat
Skody v lidském organismu. Kdyz imunitni systém spravné nefunguje, mohou se plisnové
buiikky usadit ivjinych orgédnech, Tak tomu mize byt v moCovém méchyii
nebo v ledvinach. Poté jsou prokazatelné v mo¢i.!?

c) Dpychaci cesty - Pokud se ve vzduchu vznasi hodné spor, které¢ se dostanou pii dychani
do plic. Takové infekce muize zpusobit t€Zzkd onemocnéni. Dychaci cesty jsou nejvice
vyhleddvané misto vyskytu plisni v organismu. Plisné totiz potiebuji k zivotu i1 kyslik.
Napadaji pridusky a vyvolavaji problémy pfirovnatelné k astmatickym. Plisen, kterd roste
v priduskach, drazdi povrch pradusek tak intenzivn€é, Ze nuti nakazen¢ho cloveka
k silnému kasli. A timto zptisobem se uvolni spory do ovzdusi.'?

2.10 Potize zpiisobené plisnémi

Nechténé vdechnuti plisni je nejcastéjSi pii€inou alergické reakce. Typické pftiznaky
jsou alergicka ryma, praduskové astma, zanétlivé postizeni plicnich sklipkd, chronicky zanét
pridusek, apod. Spoustéfem astmatu (chronické onemocnéni pradusek) jsou plisné rodu
Alternaria a Cladosporium. Pacienti, ktefi maji alergie na venkovni plisn€, maji skoro stejné
potize jako pacienti, ktefi jsou alergicti na pyl. Pro clovéka mohou byt nékteré plisné
patogenni.?- 10
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2.10.1 Mykézy

Mykotickd onemocnéni jsou napf. otomykdzy, onychomykdzy, keratitida, apod. Otomykoza
je zénét zevniho zvukovodu, ktery zpiisobuji plisné rodu Aspergillus. Onychomykdza je nemoc,
ktera napadé nehty a je zplisobena plisni napt. Alternaria alternata. A keratitida je zanét ocni
rohovky, ktery zptisobuji napt. plisné rodu Cladosporium. Dermatomykdzy jsou nejbeznéjsi
mykotické infekce, které postihuji vlasy, kiizi a nehty.!?

2.10.2 Plisné a chronicka onemocnéni

Lidé, kteti trpi chronickym onemocnénim, maji oslabeny imunitni systém. Jsou nachylné;jsi
k vyskytu mykotickych onemocnéni nez ostatni zdravi lidé. Mezi chronickd onemocnéni Casto
spojend s vyskytem t&chto onemocnéni patii napf. diabetes mellitus, lupenka, lupy, atd.'°

a) Diabetes mellitus — cukrovka
U nemocnych s cukrovkou nefunguje dostatecn€ imunitni systém, ktery je potiebny
k obrané proti plisnim. V t¢le diabetika maji plisn¢ neustaly pfisun zivin. Energii k rtistu
jim dodava cukr z krve. Diabetici maji plisn¢ pfedev§im v ustech. Odtud putuji plisné
do stiev a pak se mohou presunout i do ostatnich organt. Klasické ptiznaky diabetu
se zlepsi po vyléceni z plisnového onemocnéni.'?

b) Lupenka
Nejcastéjsim priznakem lupénky je Casto svédiva, loupajici se kiize zbarvena Cervené
az rudé. Pficina této choroby neni dodnes znama.!?

c¢) Lupy

Plisné mohou za silnou tvorbu lupi. K tvorb& lupti miize ale vést i fénovani vlasa. '°

2.11 Druhy vzorki pro mykologické vysetieni

Ke zjisténi plisni v organismu staci vzorek z kiize (svédiva, mokvava a Cervend mista na kizi),
vlasi a voust, stolice, uSntho mazu, nehtli, sputa (samovoln¢ vykaslany hlen z plic,
ktery m¢l minimalni kontakt se slinami), z moci, bronchialniho sekretu (tekutina vyluCovana
priduskami), z st (zejména u kojenct, bily povlak na jazyku a dasnich). Z téchto vzorki
Ize v laboratofich zjistit plisné v organismu nebo na nékterych ¢astech téla.!?

2.12 Prokazani plisni v lidském organismu

Vysetfovaci metody se déli na ptimy prikaz, coz je napt. mikroskopie kultivace, atd.(zmifluji
v praktické casti) a nepiimy prukaz, ktery zahrnuje sérologii.

Sérologie je obor, ktery je zalozeny na reakci mezi antigenem a protilatkou. Vzdy je zndma
jedna slozka reakce, druhou vySettujeme.® Sérologické metody se provadi tak, Ze se pacientovi
odebere krev, z krve se pomoci centrifugace ziskd sérum, které lze pouzit v diagnostice,
v nasem piipad¢ k prokdzani antigenu aspergilli. Tim je polysacharid bunééné stény zvany
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galaktomannan, dalSim pouzivanym antigenem je glukan, ktery se nachédzi v bunétné sténé
vSech hub (tzv. panfungélni antigen). Z lidského séra 1ze prokazat i protilatky kvasinek zvané
antimannany.

Pacientovi jsou vzdy odebrany dva vzorky séra s ¢asovym rozestupem. Z divodu prokazani
zacCatku nebo konce infekce. Nevi se totiz jestli mnozstvi protilatek v krvi klesa nebo stoupa.

2.13  Vyuziti plisni

Kromé skodlivych druhti plisni existuji i plisné neskodlivé, mezi které patii uslechtilé plisné
napf. vsyru. Plisn€ se vyuZivaji v potravindiském primyslu k vyrobé salamu, uherakd,
hermelint idalSich druhi syr, kyseliny citronové, atd. Ve farmaceutickém primyslu k piipraveé
antibiotik, 1é¢iv, piipravku biologické ochrany rostlin, atd.!?

Pro zajimavost, Egypt'ané ve stftedovéku pouzivali plisn€, které by se daly v této dobé pfirovnat
k biologickym zbranim. Pfikladem je napf. takzvand kletba faradénd. Pii objeveni hrobky
faradna Tutanchamona zemielo okolo 25 lidi na otravu mykotoxiny. Pozdé&ji bylo zjisténo,
7e Egyptané péstovali nebezpecné plisné v nddobach, které schovavali do hrobek jako nastrahu
proti lupi¢tim faraonskych hrobek.!?

2.14 Lécba mykotickych infekci

Nejacinnéjsi 1écba plisni je v€asné stanoveni diagnoézy a nasledné podani vhodnych 1€ki
od lékate. Druhti I€ki proti plisnim je vice. Existuji rezistence proti nékterym 1ékim. Neékteré
léky maji i nezddouci ucinky, a mohou dokonce i vést k poskozeni jater. Proti koZznim plisnim
pomahaji specidlni Sampony, 1éky, tinktury, krémy, masti, 14zn€ a roztoky (protiplisnové ucinné
latky). Tyto preparaty témét vSechny zabiraji proti plisnim na téle.'°

2.15 Morfologie Aspergillus niger

Aspergillus niger je vyjimecny svoji kulatou hlavickou oproti Aspergillus fumigatus,
coz je vidét na prvni pohled. Kresleny obrazek zachycuje ¢asti této plisn¢ (Obr. 12).

Dfive neexistovala moderni technika, kterd by mohla zachytit zkoumanou plisen, jak realné¢
vypadala. A proto se zkoumany objekt ruén€ nakreslil. Spravné zpracovana kresba zachyti
mnohem vice detailii nez samotné fotografie. To Ize vidét v ptiloZzenych obrazcich.
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Obr. 12: Aspergillus niger, popis ¢asti konidioforu — vlastni kresba

Metuly jsou casti konidioforu, vyrustaji z nich fialidy. Fialidy jsou utvary, které nesou konidie.
Konidie  jsou  nepohlavni  rozmnozovaci  vytrusy.  Konidiofor  je  vlakno,
které mize byt i vétvené.

Obr. 13: Aspergillus niger - detail - viastni kresba
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Na levém obrazku lze vidét ptiblizené fialidy Aspergillus niger. Fialidy jsou bud’ jednovrstvé
nebo dvouvrstvé. Na obrdzku jsou vidét fialidy dvouvrstvé. Rozvrstveni fialid je zakladni
urCujici znak pro rozliSeni plisni rodu Aspergillus do druhli. Na pravém obrazku lze naopak
vidét Aspergillus niger pti mensim zvétSeni (Obr. 13). Uz u mladého jedince Aspergillus niger
je hlavicka kulata, podle ¢ehoz lze Aspergillus niger poznat. Naopak u mladého jedince
Aspergillus fumigatus je hlavicka doutnikovitého tvaru s fetizky (Obr. 14).

Obr. 14: Mladé hlavicky Aspergillus fumigatus, pod mikroskopem, zvétseni 10%20
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2.16 Popis mikroskopu

Pfi praci v laboratofi je dilezitd prace s mikroskopem. Je soucasti diagnostickych procesi.
Na obrazku (Obr. 15) jsou popsany jednotlivé ¢asti mikroskopu.

okular tubus okularu

revolverova hlavice
kfiZovy

objektivy ——— / posun preparatu

makrometricky
sroub

stolek
kondenzor _
lampa T mikrometricky

sroub

stativ

Obr. 15: Popis mikroskopu
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3 PRAKTICKA CAST

3.1 Obsah praktické ¢asti

Cilem praktické casti bylo seznamit se s Oddélenim spolecnych laboratofi v Nemocnici
Havli¢ktiv Brod, které jsem nékolikrat navstivila. Prakticka ¢ast se zamétuje na rod Aspergillus.
Soucasti praktické casti je také zmapovani vyskytu plisni rodu Aspergillus od 1.1.2018
do9.11.2023 v laboratofi  havlickobrodské  nemocnice. Popisuji  typy  vzorkd,
které byly v uvedené laboratofi zkoumdny. Dale uvadim laboratorni postupy a metody
pouzivané pii vySetiovani plisni. Tato ¢ast je zakoncena kazuistikou.

3.2 Seznameni s Oddélenim spolecnych laboratori

Béhem zpracovani této prace jsem nékolikrat navstivila Oddéleni spolecnych laboratofi
(Obr. 16) v havlickobrodské nemocnici. 8. 12.2023 jsem byla sezndmena s laboratofemi
klinické mikrobiologie (usek mykologie). V tento den jsem méla poprvé moznost vyzkouset
nekteré laboratorni postupy a metody, jako je naptiklad piiprava mikrokultury, mikroskopie,
méfeni mikroskopickych objektl, atd.

Obr. 16: Oddéleni spolecnych laboratori
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3.3 Prizkum aspergilii v Nemocnici Havlickuv Brod
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Graf 1: Zmapovani vyskytu plisni rodu Aspergillusod 1. 1. 2018

Tento graf znazoriiuje zastoupeni plisné rodu Aspergillus a jeho druhii od 1.1.2018
do 9. 11. 2023 ze vzorkil v havlickobrodské nemocnici. Z 1690 vzorka bylo 223 vzork
pozitivnich na plisn€, z toho 155 vzorkd pozitivni na rod Aspergillus. NejcetnéjSim druhem

byl Aspergillus fumigatus, a to v poctu 84. Druhy nejvice pocetny druh byl Aspergillus niger,

a to v poctu 48. Naopak ojedinéle se vyskytl rod Aspergillus clavatus, pouze 1 (Graf 1).

Data pro zpracovani grafa (Graf 1-3) poskytl Mgr. Antonin Melichar.
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Druhy vzorkd
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Graf 2: Druhy vzorkii

Tento graf znazoriiuje druhy vzorkl z havlickobrodské nemocnice od 1. 1. 2018 do 9. 11. 2023.
Tento graf vychéazi ze 155 vzorki, ve kterych byl nalezen rod Aspergillus. V laboratofi
byly nejvice zkoumany kmeny na identifikaci, coz jsou pitevzaty vzorky z jinych usekl
laboratote (napf. vzorek z dychacich cest), té&ch bylo 68. Druhym nejcastéjSim zkoumanym
vzorkem byl usni maz, v poc¢tu 50. Naopak méné Casté byly vzorky v podobé klize a stéru
(Graf 2).

Pohlavi
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Graf 3: Pohlavi
Z tohoto grafu lze vycist kolik Zen a kolik muzi melo nejéastéji problém s plisnémi. Z grafu
vyplyva, ze nejvice problému s plisnémi méli muzi. Tyto vysledky vychazi z pozitivnich vzorka
na rod Aspergillus z havlickobrodské nemocnice od 1. 1. 2018 do 9. 11. 2023 (Graf 3).
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3.4 Typy vzorki

Toto jsou typy vzorkd, které se zkoumaji v laboratofi havlickobrodské nemocnice.

,,Druh vzorku:

nater na podloznim skle — zaschly, nefixovany natér (zvukovod, HCD)

usni maz — materidl dodany ve zkumavce z lokalizace ucho nebo zvukovod,
ktery umoznuje mikroskopické i kultivacni mykologické vySetteni

nehty — Supiny nehtli, materidl z podnehtovych hyperkeratoz

vytér — odbérovy tampon (v transportnim médiu) — vytéry znosu, krku, laryngu,
nosohltanu, tonzil, dutiny Ustni, ucha, zvukovodu, rekta

kmen na identifikaci — kmen hyfomycet event. kvasinek zachyceny z materiali
vySetfenych na ostatnich laboratofich tuseku klinickych laboratofti na pevnych
kultivacnich ptidach

sputum — spontdnné vykaslané, indukované, odséaté¢ sputum z bronchoskopie

aspirat — odebrany do sterilniho kontejneru (jako sputum)

ster — stéry z povrchu téla riizné lokalizace* (Melichar, 2022, 3).

3.5 VyzkouSené metody — postup

V3e, co jsem méla moznost si vyzkouSet v laboratoii v Havlickové Brod¢, je postup metod,

ktery se pouzivd pfi zkoumani kazdého vzorku, ktery pfijde do mykologické laboratote.

Materidlem pro dva vzorky z laboratofe v Havlickové Brodg, ¢. 263 a 271 (tyto dva vzorky

jsou pouzity k nasledujicim metoddm), byl usni maz.

3.5.1 Primarni preparat

U kazdého vzorku se nejprve zjiStuje, zda vzorek obsahuje mykotické elementy

(hyfy vlaknitych hub nebo blastokonidie kvasinek). V piipadé, ze je vzorek pozitivni, vydava
se predbézny vysledek (Obr. 17-19).

Ptima mikroskopie:

1.

Natér na podloznim skle — képne se 1-2 kapky Lugolova roztoku na natér, mikroskopuje
se ve fazovém kontrastu (zvyrazni Spatné viditelné vldkna a kontury), okular 10%, objektiv
10%, 20x, 40x.

Pevné materidly (napi. nehty, klize, uSni maz) — ¢ast pevného vzorku se prenese do kapky
10% roztoku KOH na podloznim skle, piiklopi se krycim sklem. Necha se pii pokojové
teplot¢ po dobu nékolika minut az nékolika hodin na vodorovné podlozce (dobu nelze
presné urcit — do rozvolnéni materidlu). Proces lze urychlit vloZzenim takto pfipraveného
preparatu do termostatu na 37 °C. Opatrnym tlakem na kryci sklo se poté rozvolni material.
Mikroskopuje se (fazovy kontrast), okular 10x, objektiv 40x.
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3. Tekuty materidl napt. sputum, aspirat — 1 kapka o objemu cca 25 pl se pienese na podlozni
sklo, pfiklopi se krycim sklickem. Nebo se miiZze ke kapce materidlu piikdpnout kapka
Lugolova roztoku, piiklopi se kryci sklicko. Mikroskopuje se mikroskopem
(fazovy kontrast), okular 10x, objektiv 401

VYSLEDKY: Napfilozenych obrazcich jsem vidéla mykotické elementy — hyfy vlaknitych hub
(Obr. 17-19). V tomto piipadé jsem nalezla mykotické elementy ve vzorku, a proto byl vzorek
pozitivni. Na Obr. 18 jsou zfeteln¢ viditelné metuly rodu Aspergillus. Jiz prvni den jsem vidé€la
konidiofory typického vzhledu urcujictho rod Aspergillus. Nestava se Casto, abychom urc€ili
plisen rovnou do rodu hned prvni den.

Obr. 17: Primarni preparat, zvétseni 10%40, usni maz
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Obr. 18: Primarni preparat, zvétSeni 10%40, usni maz

Obr. 19: Primarni preparat, zvetSeni 10%40, usni maz
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3.5.2 Kultivace

Kultivace se provadi v havlickobrodské nemocnici pouze jako primokultivace (neprovadi
se vyockovani z tekutych medii), kterd se kultivuje standardné 20 dni na pevnych mediich.
Kultivace se zaklada v den pfijeti vzorkll, v ten samy den se také provadi piima mikroskopie.
Pouziva se zakladni pada, a tou je Sabouraudiv agar s piimési chloramfenikolu a gentamicinu
(pfimes — antibiotika, z diivodu potlaceni ristu bakterii) - zkratka SCG agar.

Kultivuji se dvé misky, jedna pfi teploté 22 °C (pii této teploté rostou rychleji saprofytické
plisn¢), druhé pfi teploté¢ 37 °C (coz odpovida teplot¢ lidského téla pii které se ocekava rist
patogennich plisni). Doba kultivace je rlizna, zavisi na tom, co se kultivuje, napt. 10 dni probiha
kultivace dvou misek v jiz zminénych teplotich pro kultivaci aspergili ajinych rychle
rostoucich plisni, atd. Patogenni plisn¢ rostou obvykle pomaleji nez ostatni.

Kultivace se provadi v termostatu, ktery udrzuje urcenou teplotu. Pti vhodnych podminkach
pro plisné, tedy za dostatku vody, vzduchu (kysliku), vlhkosti (zalepenim misky parafilmem,
se zamezi vysychani vzorku pfi dlouhodobé kultivaci). Misky se mohou také kultivovat
v napf. igelitovych pytlicich nebo v uzavienych plastovych krabicich. Riist na plotnach
se sleduje po tiech dnech, dale pak vzdy po péti dnech.!!

VYSLEDKY: Na vlozenych obrazcich kultivace lze vidét postupny rast plisni ve dvou
teplotach v prabéhu 8 dni. Na Petriho misce, ktera se kultivovala pfi teploté 37 °C, zacala plisent
rast znatelné rychleji nez na misce, kterd se kultivovala pii teploté 22 °C. Po 72 hodinach zacala
pliseii na Petriho misce, ktera se kultivovala pfi teplot¢ 37 °C, produkovat rozmnozovaci
elementy (konidie). Pokud méla plisent ke svému riistu na misce dostatek mista, byla jeji kolonie
kulatd. Pokud neméla dostatek mista ke svému ristu, jeji tvar se zacal ménit do ,,slzovitého
utvaru“. Zmeéna tvaru nastala pii teplot¢ 37 °C mezi 48 az 72 hodinami. Plisenn na misce,
ktera se kultivovala pfi teplot¢ 22 °C, m¢la i do 192 hodin dostatek mista ke svému ristu,
a proto méla stale kulaty tvar (Obr. 20-33).
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Obr. 20: Kultivace 48 h pri teplote 37 °C Kultivace 48 h pri teploteé 22 °C

Obr. 21: Kultivace 48 h pri teploté 37 °C pohled z druhé strany
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Obr. 22: Kultivace 72 h pri teploté 37 °C Kultivace 72 h pri teplote 22 °C

Obr. 23: Kultivace 72 h pri teploté 37 °C pohled z druhé strany
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Obr. 24: Kultivace 96 h pri teplote 37 °C Kultivace 96 h pri teplote 22 °C

Obr. 25: Kultivace 96 h pri teploté 37 °C pohled z druhé strany

35



Obr. 26: Kultivace 120 h pri teploté 37 °C Kultivace 120 h pri teploté 22 °C

Obr. 27: Kultivace 120 h pri teploté 37 °C pohled z druhé strany
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Obr. 28: Kultivace 144 h pri teplote 37 °C Kultivace 144 h pri teploté 22 °C

Obr. 29: Kultivace 144 h pri teploté 37 °C pohled z druhé strany
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Obr. 30: Kultivace 168 h pri teploté 37 °C Kultivace 168 h pri teploté 22 °C

Obr. 31: Kultivace 168 h pri teploté 37 °C pohled z druhé strany
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Obr. 32: Kultivace 192 h pri teplote 37 °C Kultivace 192 h pri teplote 22 °C

Obr. 33: Kultivace 192 h pri teploté 37 °C pohled z druhé strany
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3.5.3 Priprava mikrokultury (sklickové kultury)
Mikrokultura se provadi z narostlé kultury po 5 dnech kultivace.
Material: Petriho miska s kulturou

Pomiicky: preparacni jehla, Petriho miska s kultivatnim mediem (Zivnou ptdou), pinzeta,
kahan, sterilni destilovana voda, kryci sklicko, podlozni sklicko, parafilm M, buni¢ina, agar,
zkumavka, sterilni sklenéna Petriho miska

Predméty se sterilizuji tim, Ze se vloZi do plamene kahanu. V3e, co jde do sklenéné Petriho
misky, musi byt sterilni z divodu minimalizace kontaminace (kryci sklicko se do plamene
kahanu nevklada - je moc tenké, prasklo by).

Postup: Do sterilni sklenéné Petriho misky se vlozi sterilni pinzetou vlhka bunicina. Ke zvlh¢eni
buniCiny se pouzila destilovana voda. Dale se do sklenéné Petriho misky vlozi sterilni podlozni
sklicko. V (SCG) agaru se vykroji pomoci trochu teplé zkumavky kolecko, které se pinzetou
polozi na podlozni skli¢ko v Petriho misce. Z kultivacniho media se odebere sterilni jehlou cast
kultury. Jehla s nabranou kulturou se naockuje do kolecka agaru a zanecha tam cast kultury.
Jehla se zabodne celkem trikrat do kolecka agaru smérem k okraji. Kultura musi byt na hranici
agaru a vzduchu. Na pravé vytvofeny agar se vzorkem v Petriho misce se polozi kryci sklicko
a pomoci pinzety se mirn¢ zatla¢i. Miska se uzavie, popise datem a ¢islem vzorku a oblepi
parafilmem M (Obr. 34).

Kultivuje se 5-7 dni (Obr. 35, 37) pfi teploté¢ 30 °C (doba kultivace se miize i zkratit u rychle
rostoucich plisni).

VYSLEDKY: Po né&kolika dnech jsem vidéla pouhym okem narostlé plisné (Obr. 36).
V mikroskopu se plisn¢ pozoruji na rozhrani vzduchu a agaru. Ocekavame, ze na vzduchu
budou produkovat vice rozmnozovacich utvart, které jsou dilezité pii identifikaci. Vyhodou
mikrokultury je, ze jiz v pribéhu kultivace ji 1ze pozorovat pii zvétSeni 400x, a tim padem
jsou viditelné vétsi detaily.
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Obr. 34: Mikrokultura praveé vytvorena

Obr. 35: Mikrokultura 3 dny
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Obr. 36: Pod mikroskopem, zvétseni 10 %20

Obr. 37: Mikrokultura 4 dny
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3.5.4 Identifikace narostlé kultury
,Mikroskopie z narostlé kultury

Kolonie plisnového charakteru — do kapky fyziologického nebo Lugolova roztoku
na podloznim skle. Bakteriologickou klickou se ptenese ¢ast typické kolonie vyrostlé na pevné
pud¢ (s rozmnoZovacimi organy), materidl je mnohdy nutno rozcupovat sterilnimi jehlami
(pro lepsi ptehlednost), piiklopi se krycim sklickem. Mikroskopuje se mikroskopem (fazovy
kontrast), okular 10x, objektiv 40x* (Melichar, 2018, 5).

Vice pohledi:
1. Makroskopicky vzhled

Pozoruje se rozmér, barva, vrasnéni a struktura kolonii (Obr. 38), reverz [oto¢enim misky dnem
vzhlru a pohled pies kultivacni medium pohled pies dno ptes kultivacni medium, (Obr. 39)],
atd.

VYSLEDKY: Na Petriho misce Ize vidét tfi narostlé plisné kulatého tvaru o praméru 3 cm.
Narostlé plisn¢ maji svétlé a sametové okraje a vyrazné narostlé konidie. Pokud misku oto¢ime
z druh¢ strany (reverz) je vidét vyrazné vrasnéni.

Obr. 38: ldentifikace hub
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Obr. 39: Identifikace hub - reverz

2. Mikroskopicky vzhled
Pozoruje se struktura vlaken, vétveni, tvorba spor, konidii, barva, uspofadani, atd. (Obr. 42-44).
Cela Petriho miska nebo mikrokultura se vsune pod mikroskop (Obr. 40, 41).

VYSLEDKY: Na Petriho misce pod mikroskopem lze vidét kulaté &erné konidiofory
(hlavicky). Velikost objekti je 81,25 um. Sitka stopek je 3,125 pm. Konidie jsou &erné barvy.

Obr. 40: ldentifikace hub — mikroskopicky vzhled Obr. 41: Identifikace hub — mikroskopicky vzhled
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Obr. 42: Aspergillus niger pod mikroskopem, zvétseni 10x20

Obr. 43: Aspergillus niger pod mikroskopem , zvétSeni 10x20
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Obr. 44: Aspergillus niger pod mikroskopem, zvétseni 10 %20

3. Hmotnostni spektrofotometriec — MALDI

MALDI TOF je zkratka pro Matrix Assisted Laser Desorption lonization /Time Of Flight.
Tato metoda se provadi hlavné u bakteridlnich kultur, ale i u plisni. Metoda je rychla
oproti klasickym biochemickym metoddm. Vyjimecna je tim, ze na zédklad¢ analyzy hmotového
spektra na trovni bilkovin dokdze identifikovat pfesny organismus. Diky metodé MALDI
je mozné zkratit dobu od odbéru vzorku k ur¢eni mikroorganismu na necelych 24 hodin.’

VYSLEDKY: Podle metody MALDI byl vzorek vyhodnocen jako vysoce diivéryhodna
identifikace plisné druhu Aspergillus niger (Obr. 45).
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Sample 2

Sample Identifier: B R

Sample Name: -

Sample Description: -

Target Position: A7

Sample Creation Date/Time: 21.12.2023 7:03

Sample Type / Prep. Protocol: Filamentous Fungi / -

AutoXecute / ACQ Method: MBT_AutoX_FilFungi_2 / D:\Methods\flexControlMethods\MBT_FC.par

Preprocessing Method: Bruker Standard Pre-Processing Method 01.10.2020 16:17

Identification Method: Bruker Filamentous Fungi Identification Method 25.01.2023 10:54

Applied MSP Library(ies): Filamentous Fungi/ 5/ 779

Consistency category (based on two A

best matches):

Rank Matched Pattem log(score) | g ientifier
(Conf.)

1 Aspergillus niger M10 RLH 5061
2 Aspergillus niger M14 RLH 5061
3 Asperqillus niger Asp Nr 2 UGB 5061
= Aspergillus niger DSM 11167 DSM 5081
5 Aspergillus niger DSM 22593 DSM 5061
6 Asperqillus niger M16 RLH 5061
7 Aspergillus niger DSM 12634 DSM 5061
8 Aspergillus niger DSM 737 DSM 5061
9 Asperqillus niger D 16 256 7 3 LLH 5061
10 Aspergilius niger 7158 LLH 5061

Obr. 45: Vypis - MALDI
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4. Molekularng biologické metody — PCR

PCR je polymerazova fetézova reakce, ktera dokaze detekovat pfitomnost cilové (druhoveé
specifické) DNA, tudiZ ji Ize zacilit na konkrétni hledany organismus. Principem této metody
je namnozeni cilového useku DNA. Pro analyzu produkti reakce metoda vyuziva
fluorescencnich sond, které jiz v prabéhu, v piipad¢ pozitivni reakce, umoznuji sledovat nartist
fluorescence (realtime PCR).8

VYSLEDKY: V tomto piipadé nebylo PCR provedeno z diivodu spolehlivé identifikace
po provedeni klasickych metod (mikroskopie, kultivace, atd.). Metoda zde je zminéna
jen jako dalSi moznost, kterou lze vyuzit pii identifikaci.

CELKOVE VYSLEDKY: Vsechny zjisténé vysledky z pouzitych metod jsem porovnala
s odbornym atlasem. Nasledné¢ jsem vyhodnotila, ze ve vzorku 271 MYK se nachazi

Aspergillus niger. Ve vzorku 263 MYK se nachdzi Aspergillus fumigatus.

V laboratofi jsem pracovala a pozorovala dva vzorky (263 a 271 MYK). Pro zdokumentovani
metod jsem vybrala vzdy ze dvou obrazkii jen ten ndzorngjSi a kvalitnéj$i obrazek,
kde bylo vice zietelné to, co jsme v dané metod¢ pozorovali.

3.5.5 Méreni mikroskopickych objekti
Meéieni délky a Sitky objektu (Obr. 46):

Meéficim okularem se zméti délka a Sitka objektu (v dilcich) a podle ptilozené tabulky (Tab. 1)
se pfepocita na pm (Obr. 47).12

Meéfeni objektd na mikroskopu OLYMPUS BH —2

objektiv | 1 dilek =X pm
100 1,25

40 3,125

20 6,25

16 7,813

10 12,5

Tab. 1: Méreni objektit OLYMPUS BH-2
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Obr. 46: Vzorek Aspergillus niger k méreni

Obr. 47: Kresleny obrazek Aspergillus niger a jeho méreni pri zvetSeni 200x. Vyrez na obrdzku
je méren pri zvetseni 400x.
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Obr. 48: Mikroskop OLYMPUS BH — 2

Soucasti vybaveni Oddéleni spoleCnych laboratoii je mimo jiné 1 mikroskop
OLYMPUSBH -2 (Obr. 48), ktery jsem méla moznost si vyzkouSet. Pomoci
tohoto mikroskopu jsem odecitala primarni prepardt. Pozorovala jsem mikrokulturu
a mikroskopicky vzhled narostlé kultury. Poté jsem si vyzkousela pomoci mikroskopu i méfeni
mikroskopickych objektii. Na tomto laboratornim mikroskopu se provadi pozorovani vSech
preparati z useku mykologie a parazitologie (Obr. 15).
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3.6 Kazuistika

Zena 55.let, zubni laborantka

Pacientka dne 15.9.2023 navstivila kozni ambulanci v havlickobrodské nemocnici
po ptl ro¢nich problémech na prstech a nehtech levé ruky. Do ordinace pfisla s potizi: zarudnuta
leva dlan, loupani kiize na levé ruce, okraji nehtti subungalni onycholyza a zména barvy.
Pacientka byla vySetiena Iékatem, ktery stanovil pfedbéznou diagnézu Onychomycosis,
Onychodystrophia manuum, eczema manuum contactum. Poté byla pacientce odebrana cast
nehtl na mykologii. Vzorek byl odeslan do laboratoii ke stanoveni ptesnéjsi diagnozy.
Pacientce byla pfedepsand docasna lécba: roztok Exoderil (antimykotikum, tuc¢inna latka
Naftifin) 2x denn€ na nehty a na ruce 3% bor-salicyl. Pacientka byla objednana na kontrolu
za 3 mésice. V mezidobi (9. 10. 2023) prob¢hla telefonicka konzultace s Iékafem. V laboratofi
s odebranym vzorkem provedli mykologické vySetieni, aerobni kultivaci, mikrokulturu, ptimou
mikroskopii, identifikaci hyfomycet. Po analyze vzorku byl zjistén Aspergillus clavatus
a vzorek byl dale kontaminovan saprofytickymi plisnémi. Pacientka byla seznamena se svoji
kone¢nou diagndzou a byla ji ptedepsana dalsi 1éCba. Pti navsteve 19. 12. 2023 byla pacientka
beze zmény a byl ji predepsadn Polinail (specialni lak na nehty s G¢innou latkou ciklopirox).
Pti dalsi navstéve 10. 1. 2024 byly nehty na levé ruce bez vyraznych zmén. Byly predepsany
novée léky k lécbé tj. Prokanazol (antimykotikum, G¢innd latka intrakonazol) 200mg 2x denné.
Pacientka byla objednédna na dalsi kontroly tj. 26. 2. 2024 a v bieznu 2024.

Konec¢na diagndza: tinea nehtd, onychomycosis, onychodystrophia manuum.
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4 ZAVER

Prace je rozdé€lena na dvé Casti, teoretickou a praktickou. Teoretickd Cast se zabyva terminem
pliseni, jeji stavbou a moznymi podminkami pro jeji vznik. Popisuji vybrané rody plisni
a jejich ptisobeni, projevy ¢i Skodlivost na lidsky organismus. V praci ale také zmiiuji naopak
vyuziti uSlechtilych plisni v potravinaiském a farmaceutickém pramyslu. Rozebirdm i mozné
lokace plisni na lidském t¢le.

Z moznych typl plisni jako jsou napt. rody Aspergillus, Alternaria, Cladosporium,

a Penicillium jsem se zaméfila na rod plisn¢ Aspergillus, ktery patii k nejrozsitenéjSim druhtim.

Zaujalo mé, Ze plisné mize pfenaSet 1 hmyz. Méla jsem nékolik hypotéz,
jak k tomu mtze dochazet. Moje hypotézy znély bud’, Ze hmyz pomoci svych koncetin pfenese
spory plisni na jiné¢ misto, nebo Ze hmyz spory plisni sni a na jiném misté je vylouci. Z ditvodu
nedostatku literatury se mi tyto hypotézy nepodafilo potvrdit, ani vyvratit.

V praktické Casti se zabyvam riznymi metodami, které se pouzivaji pfi analyze vzorkl
v laboratofich. K této ¢asti  bylo jiz zapotiebi ~ navstévovat  odborné  pracovisté
Odd¢leni spolecnych laboratoii v havlickobrodské nemocnici. Zde jsem se dozvédéla
mnoho cennych rad a informaci ktématu mé prace. M¢ela jsem moznost vyzkouset
si mikroskopii, zhotoveni mikrokultury, kultivaci, identifikaci z narostlé kultury, atd. Nejvice
mé napliovala prace s mikroskopem a vytvoreni mikrokultury.

Z obrazku kultivace, které jsem piilozila k popsané metodé, je patrné jak probihd proces ristu
vzorkl v kultivaci ve dvou miskdch a pfi dvou teplotdich. Muzeme tak vidét, jak rychle
pfi riznych teplotdich plisné rostou. Lze vycist, Ze plisné zacaly po 48 hodinach rhst
neuveétitelné rychle na misce, ktera se kultivovala pii teplote¢ 37 °C. Poté uz tato miska mnoho
zmén nevykazuje, vypadd stejné, pouze trochu ztmavla a rlst plisné podle mé konci
po 96 hodindch. Naopak na misce, kterd se kultivovala pfiteplot¢ 22 °C, se toho moc
nezménilo. Tady byly plisn¢ pfitomné v agaru teprve po 96 hodinach. Znateln¢ jsou zde vidét
az za 144 hodin. Po 168 hodinach vidime, ze plisenn zasahuje do okolniho agaru v misce.
Nejvice patrné je to po 192 hodinach.

Grafy, kterymi otvirdm praktickou cast, jsem zpracovavala podle zdroji laboratote
v Havlickové Brodé€. Na zéklad¢ analyzy ziskanych dat jsem zjistila, Ze nejvice byl zastoupen
druh plisni  Aspergillus  fumigatus (Graf. 1). V nékolika zkoumanych vzorcich,
které jsem méla moznost spatfit vlastnim okem v mikroskopu, se ale nejcastéji objevoval
Aspergillus niger. M) predpoklad o nejCastéjSim vyskytu plisné rodu Aspergillus niger
byl mylny. Z druhii vzorkt, kde byl zjistén rod Aspergillus, bylo nejvice kmenti na identifikaci
(Graf. 2). Protoze slychavam, ze hodné lidi ma problémy s plisnémi na nehtech, ocekavala
jsem vzorek nehtll. Problémy nastdvaji hlavné v 1été, kdyz je velké teplo a vSem se poti
a zapatuji nohy. Ze zdroji také vyplyva, Ze se s plisnémi 1é¢ilo nebo 1&¢i spiSe muzi (Graf. 3).
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Své ,,badani* jsem peclivé zapisovala, fotografovala a riznymi zplisoby dokumentovala.

Podle nélezu v mikroskopu jsem se pokusila Aspergillus niger namalovat a poukézat
na morfologii tohoto druhu (Obr. 12), ktery se vyznacuje kulatou hlavickou. Na dal§im obrazku
lze vidét, jak se v mikroskopu méfi nalezeny objekt (Obr. 47).

Dale jsem méla moznost napsat si kazuistiku na jednu pacientku, kterd se s plisnémi 1&¢i
uz nékolik mésicli. Seznameni a navstéva laboratofe v nemocnici, byl pro mne také zazitek,
ktery by mohl ovlivnit mé dalsi studium.

V kazuistice mé piekvapilo, Ze pacientka se 1é¢i nékolik mésict s plisnémi na nehtech levé ruky
a jeji lécba je stale bez patrnych zmén. Pii psani této prace jsem se dozvédéla, Ze je mnoho
preparati na 1é€bu plisni jako jsou napf. masti, léky, specidlni laky na nehty s u¢innou latkou,
atd. Ale ne kazdy preparat zabira.

Vse, co jsem zjistila v praktické ¢asti napt. v mikroskopii, kultivaci, mikrokultufe jsem slozila
jako puzzle a porovnala s odbornym atlasem. VSechny mé zjisténé vysledky se mi shodovaly
a zjistila jsem, Ze mnou hledany druh je Aspergillus niger. Identifikace hub je slozitd. Velmi
Casto nelze pliseni urcit az do druhu, ale zavérem je pouze jen rodova identifikace nebo dokonce
nelze plisen identifikovat viibec (napt. z divodu neplodiciho mycelia).

Pfi psani této prace jsem se naucila morfologii, fyziologii a taxonomii plisni, zékladni
identifikaci plisni rodu Aspergillus a orientuji se trochu v makroskopickém a mikroskopickém
vzhledu narostlé kultury.

Touto praci jsem chtéla pfispét k rozsiteni podvédomi o plisnich a motivovat k véasnému
zahdjeni 1é¢by. Cile, které jsem si vytycila, se mi podafilo splnit. Myslim si, Ze napsani
této prace bylo velmi obtizné¢ z divodu nedostatku ceské literatury, ktera by se zabyvala
mykologii, konkrétné pfimo plisnémi. Rada bych na téma této prace navazala v budoucnu
napf. pii studiu na vysoké Skole.
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