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I. CiL METODIKY

Cilem metodiky bylo vytvofit a popsat novy postup pii odbéru vzork(
vzduchu pro analyzu mikroskopickych vldknitych hub (mikromycet(, laicky
plisni) ve vnéjSim a vnitfnim prostfedi se zamérenim na alergenni rod
Alternaria. Soucasti metodiky je i postup vyuZitelny pti pfipravé vzorkl pro
molekuldrni detekci zastupcl rodu Alternaria a alergenu Alt a 1.

Zastupci rodu Alternaria patfi mezi pavodce Cerni obilnin, které se objevuji
v klasech v obdobi dozravani ¢i Znich pfi zvySenych destovych srazkach. Takto
kontaminované osivo je problém zejména u jeCmene, kdy dochazi ke
znehodnoceni sladu. Zaroven jsou zastupci rodu Alternaria vyznamnymi
alergeny a producenty mykotoxinQ. Pfi zpracovani zemédélskych plodin
kontaminovanych houbami rodu Alternariac mohou byt vzemédeélskych
provozech zvysené koncentrace spor, coz mulze u citlivych jedincl vyvolat
alergickou reakci. Proto je dulezité disponovat snadnou a rychlou metodou pro
monitoring mikroskopickych hub v atmosfére i ve vzduchu vnitrnich prostor.

Metodika se opird o vysledky dvouletych pozorovani vzdusné mykoflory
hlavniho mésta Prahy a vybranych vnitfnich prostor. Na zakladé popsanych
postupll je moZné operativné vyhodnotit rizikovost jakéhokoli vnitfniho ¢i
vnéjsiho prostredi pro citlivé i zdravé jedince. Vétsina izolatl rodu Alternaria
z ovzdusi Prahy patfi do skupiny Alternaria alternata, jejiz zastupci mohou
produkovat mykotoxiny a alergeny sriznymi duasledky pro potravinarstvi,
zemédélstvi i zdravotnictvi. Nejvyznamnéjsim alergenem druhu A. alternata je
Alt a 1, ktery je rizikovym faktorem pro rozvoj astmatu. Soucasti metodiky je
také popis molekularni detekce alergenu Alt a 1.



Il. VLASTNI POPIS METODIKY

1. UVOD

Spory mikroskopickych vlaknitych hub patfi spolu s pylovymi zrny ke
vzdusnym alergendm, které mohou pfi vyssich koncentracich vyvolat u citlivych
jedincd alergickou reakci. Drfive byli postizeni predevSim pracovnici
v zemédélstvi, dnes se tato onemocnéni vyskytuji hojné i ve méstech, kde hraje
velkou roli znecisténi vzduchu prachem, mikrocasticemi zautomobilovych
vyfukl a jinymi polutanty. Ukazuje se, Ze se tyto castice mohou spojovat
s klasickymi alergeny (pylova zrna, spory) a silné zvySovat jejich agresivitu. Za
aspirabilni frakci prasného aerosolu jsou povazovany castice mensi nez 10 um,
které jsou vdechovany a ulpivaji na sliznici hornich cest dychacich nebo
pronikaji az do dolnich cest dychacich, kde vyvolavaji drazdéni, alergie Ci
rozsahla respiracni onemocnéni. MnozZstvi spor vatmosfére a druhové
spektrum se méni nejen béhem roku, ale i v pribéhu dne. V nasich podminkach
je obdobi nejvétsiho vyskytu spor i nadslednych alergii mezi dubnem a zarim. Ve
standardnich alergologickych koznich testech jsou obsaZzeny také inhalacni
alergeny: Alternaria, Aspergillus, Cladosporium (prick testy — Alyostal).

Alergie je nepfimérena reakce imunitniho systému, ktera se projevi po
kontaktu organismu s rGznymi latkami v okolnim prostredi, které nejsou pro
organismus nebezpecné, tzv. alergeny. Existuji rizné typy alergii. Velmi ¢asta je
inhalacni alergie, kdy se alergen do téla dostava vdechnutim. Jedna se o pyly,
roztoCe, prach, zviteci alergeny (pefi, srst), bakterie, Iéky, plisné a dalsi Iatky.
V soucasné dobé je vénovana velka pozornost alergii na pyl. Jiz v roce 1873
anglicky lékar Blackley, ktery sam trpél pylovou alergii, zaCal zkoumat vyskyt
pylG ve vzduchu. V rlznych vyskach nad zemi umistil sklicka pokryta lepem, na
ktera se pylova zrna zachycovala. Své vyzkumy zakoncil UspéSnym provedenim
prvnich provokacnich inhalaénich testl s pyly a sporami hub. Prvni pylové
monitorovaci stanice byly zaloZzeny v USA (1936) a Kanadé (1959). Jejich
pristroje pracovaly na gravimetrickém principu a jeSté neumozniovaly presnéjsi
standardizaci v hodnoceni vysledk(l. Ta se vyrazné zlepsila az po vytvoreni
Hirstova volumetrického lapace (1952), vyvoji pfesnéjsich méficich pfistroju a
stanoveni standardnich zasad pro volumetrické analyzy. Od Sedesatych let se
v Evropé velmi rychle rozsifuje sit stanic pylové informacni sluzby. V roce 1988
zahdjila ¢innost Centralni evropska pylovd databanka ve Vidni (European
Aeroallergen Network Server - EANS), do které v soucasné dobé pfispiva pres
250 stanic pylové sluiby z celé Evropy. V CR je celkem 12 stanic Pylové
informacni sluzby (PIS), z toho 11 stanic je v trvalém provozu.
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Ceskd pylovd informaéni sluzba zafazuje do svych pravidelnych
monitorovacich zprav v pylové sezéné nejen mnozstvi pylovych zrn v ovzdusi,
ale také mnoistvi spor nejfrekventovanéjSich rodd mikroskopickych hub
(plisni), kterymi jsou Alternaria, Cladosporium, Epicoccum, Helminthosporium a
Stemphylium. Odbéry vzork( z venkovniho vzduchu jsou provadény pomoci
volumetrického lapace pylu firmy Burkard.

1.1. AEROBIOLOGIE

Aerobiologie se zabyva organickymi ¢asticemi, jako jsou bakterie, spory hub,
pylova zrna, velmi maly hmyz a viry, které jsou pasivné transportovany
vzduchem. PFfi studiu vzdusné mykobioty jsou uZivdny nejrliznéjsi metody a
pristroje. Volba metody je zavisla na tom, zda jsou odebirany vzorky z vnitrniho
¢i vnéjSiho vzduchu, jakd je koncentrace mikroorganismd ve vzduchu,
Zivotaschopnost a typ mikroorganism@ a na mnoha dalSich faktorech (Booth et
al. 1971, Mouilleseaux 1990). Nejjednodussi metoda je sedimentacni
(gravitacni), kterd vyuzivd schopnost mikroorganisml sedimentovat na pevné
povrchy (Kldanova 2002). Petriho miska s agarovym médiem je exponovana na
vzduchu po urcity ¢asovy interval a po kultivaci jsou hodnoceny kolonie
mikroorganismU. Sedimentace je vSak vysoce selektivni a poskytuje vyhody
tézSim sporam, pro monitoring ¢astic mensich nez 30 um v ovzdusi neni vhodna
(Simordova 1978). Tato metoda by méla byt vyuZita pouze pro identifikaci
druhl pfitomnych v ovzdusi a ne pro jejich kvantitativni uréeni (Burge et
Solomon 1987 sec. Juozaitis et al. 1994).

V souCasné dobé jsou pro odbéry ovzdusSi castéji pouzivané metody
aktivniho nasdvani vzduchu (Klanova 2002). Pfistroje nasavajici vzduch, jehoz
proud narazi prfimo na pevny povrch, jako je napf. pfilnavy povrch kryciho
sklicka, agarové médium v Petriho misce nebo na filtr, se nazyvaji impaktory.
Tato metoda je pouZitelnd pouze pro omezeny pocet mikroorganismd ve
vzduchu. Jejich vysoké koncentrace totiz vyrazné ztézuji praci s odebranymi
vzorky (odecitani jednotlivych kolonii apod.), a tim také sniZuji presnost
ziskanych vysledkl. PFi vysokych koncentracich mikroorganism( je vyhodnéjsi
pouzit impingery, které sbiraji vzdusné partikule do kapaliny a vzorek mlze byt
zfedén na potrebnou Uroven (Booth et al. 1971, Juozaitis et al. 1994).

Mezi ostatni metody odbéru vzduchu fadi Booth a kol. (1971) napfiklad
filtraci. Tato metoda je dobre znama, byla pouzivana jiz Pasteurem. Vzduch,
ktery je nasavan specidlnim pfistrojem, prochazi filtrem, na némi jsou
zachycovany mikroorganismy (Flannigan 1992). Po expozici jsou filtry
preneseny na povrch nebo do sterilniho média (Mouilleseaux 1990). Mohou
byt vsak také umistény do sterilni vody a tfepany, aby se zachycené houbové
Castice uvolnily do vody, tato suspenze spor je pak prenesena na agarové
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médium (Miller et al. 1988). Béhem filtrace vSak ¢asto dochazi k dehydrataci
zachycovanych mikroorganism(, a tak je narusSena jejich biologicka aktivita a
jejich detekce je tudiz obtiznad (DeCosemo 1992 sec. Juozaitis et al. 1994).

Mikroorganismy ve vzduchu jsou obvykle kvantifikovany bud pfimym
pocitanim pomoci mikroskopu, nebo kultivaéni metodou (Fisar et al. 1990).
Mikroskopické pocitani vyzaduje barveni mikroorganism(, kultivaéni metoda
spociva v zachycovdni mikroorganismu a neZivych ¢astecek na vhodné médium
a ndsledné kultivaci vzork( aerosolu na agarovych plotnach. Vétsina autord,
ktefi pouzivaji kultivacni metodu, neztotoZriuje pocet vyrostlych kolonii
s poctem spor ve vzduchu, ale pouziva terminu CFU (,,colony forming units“),
coz oznacuje jednotky, které jsou schopné vytvorit kolonii. Tento termin je
presnéjsi, protoze skutecny pocet spor ve vzduchu je vétsi nez pocet narostlych
kolonii.

Stewart a kol. (1995) studovali mikrobidlni stres zplsobeny dopadem
mikroorganismu na agarovou plochu pfi pouZiti impaktoru. S rostouci rychlosti
proudu vzduchu v pfistroji a zaroven s rostouci rychlosti dopadu ¢astic vyrazné
klesa procento Zivotaschopnych mikroorganism(. Kvantitativni vysledky méreni
jsou pak vyrazné zkreslené.

1.2. MIKROSKOPICKE HOUBY V OVZDUSI

Spory hub jsou pfitomny ve venkovnim ovzdusi (outdoor) po cely rok, jejich
pocet a typy se méni s denni dobou, pocasim, sezénou, geografickou polohou a
s pritomnosti lokalnich zdroji spor (Beffa et al. 1995). Vzduch z venkovniho
prostfedi a snim i mikroskopické houby se dostavaji do vnitfnich prostor
(indoor) okny, dvermi, ventilaci, klimatizaci, ale i jako kontaminace stavebnich
materidlli, pfirodnin, potravin atd. Pokud v budové po dostatecnou dobu
existuji podminky se zvySenou vlhkosti, mizZe dojit k rlstu hub a sporulaci
(Shelton et al. 2002). Venkovni vzduch je ¢asto dominantnim zdrojem vnitfnich
mikromycetl, porozuméni venkovnim populacim hub v rlznych rocnich
obdobich a v rlznych oblastech je proto zasadni pro interpretaci vysledk
vnitfniho vzorkovani hub. Pravé mikromycety uvnitf budov jsou ¢astou pricinou
zdravotnich obtizi citlivych pacientll (podrazdéni, infekce, alergie, toxické
ucinky a dalsi).

Zastupci rodu Cladosporium dominuji v prevazné vétsineé studii ve vnéjsi i
vnitfni vzdusné mykoflére nezdvisle na pouzité metodé odbéru (Lazaro et al.
2000, Ollinger et al. 2020, Shelton et al. 2002, S¢evkova et Kova¢ 2019). Ve
veétsi ¢i mensi mire se ve vzduchu vyskytuji zastupci rodt Aspergillus, Alternaria,
Aureobasidium, Botrytis, Epicoccum, Penicillium, Phoma, Stemphylium a
dalSich.



1.3. ZASTUPCI RODU ALTERNARIA

Mezi zastupce rodu Alternaria patfi saprotrofni druhy, které se ucastni
rozkladnych proces(, ale fada druhl je zodpovédna za onemocnéni rostlin
(obilniny, olejniny, ovoce, zelenina, kofeni) a alergie u ¢lovéka. Druhy rodu
Alternaria se nachazeji na rdznych druzich rostlin, rostou vsak i na potravinach,
textilu, pGdé, hnijicim dfevu & v ptacich hnizdech. Casto jsou izolovany
z Cernych skvrn ve vlhkych vnitinich prostorech napf. na okennich rdmech, na
vlhkém zdivu apod. Vyjimecné mohou nékteré druhy parazitovat na clovéku
(dermatomykdzy). Cast&j$im zdravotnim rizikem je inhalace spor, které se
vyskytuji v domacim prachu, a jejichz hlavnim zdrojem je venkovni vegetace.
Ztady mykotoxinl produkovanych zdastupci rodu Alternaria predstavuiji
nejvyznamneéjsi riziko alternariol, alternariol monomethyl ether, kyselina
tenuazonova a tentoxin. Nejvyznamnéjsim druhem je Alternaria alternata,
ktery byl poprvé vroce 1930 spojen s alergickym astmatem (Hopkins et al.
1930).

Seznam alergen( je dostupny v ¢etnych internetovych databazich (napfr.
allergen.org, allergome.org). Alternaria alternata mda 31 popsanych alergen(
(allergome.org), z nichz prvnim popsanym a zaroven nejvyznamnéjSim je
majoritni alergen Alt a 1 (Deards et Montague 1991).

2. PRACOVNI POSTUPY
2.1. ODBER VZORKU VZDUCHU

Odbér vzork(i zovzdusi se provadi pomoci ruénich vysavacl znacky
Black&Decker PV1020L-QW (Obr. 1) s vyménnym filtrem, jehoz parametry jsou:

Vykon: 20 W

Napajeci napéti: 10,8 V

Saci vykon: 373 mm/voda
Pratok vzduchu: 1080 I/min
Objem nadoby na prach: 440 ml|
Doba chodu: 10 min

Prvni nabijeni: < 4 hod
Vystupni filtr: Ano

Cyklénové vireni: Ano



Obr. 1: Pfenosny akumulatorovy vysavac Black&Decker PV1020L-QW, upevnéni
Petriho misky pro odbér mikromycetl (vpravo)

Do vnitfniho prostoru vysavace je pomoci bilé lepici hmoty upevnéna
Petriho miska o pridméru 60 mm s bramboro-mrkvovym agarem (PCA viz
Fassatiovda 1979) s pfidanym antibiotikem pro potlaéeni rlstu bakterii
(chloramfenikol 100 mg/l). Sejme se vrchni ¢ast misky a vysavac se zavre. Je
nutné, aby byla baterie vysavacle pred odbérem maximalné nabita. Vysavac je
umistén na misto odbéru, idealné cca 150 cm od zemé do dechové zény
¢lovéka. Zapnutim vysavace je zahdjeno nasavani vzduchu, pfiéemz na Petriho
misku uvnitf pfistroje dopadaji spory a ulomky houbovych vldken (souhrnné
nazyvané CFU — colony forming units). Cas odbéru venkovniho vzduchu byl
stanoven 1 a 3 min a ve vnitfnich prostorech 8 min. Je-li k dispozici vice
vysavacl, provadi se zaroven vice opakovani, je-li k dispozici pouze 1 vysavac,
provadi se opakované méreni po opétovném dobiti baterie. To vSak trva
nékolik hodin a takova opakovani jsou predevsSim ve vnéjsSim ovzdusi vlivem
ménicich se klimatickych faktorl hlre porovnatelna. Po vypnuti vysavace je
Petriho miska odlepena, zavickovana (vicko po dobu odbéru umistit do
sterilniho igelitového sacku) a inkubovana 7 dni ve tmé pfi 20 °C. Vnitfni
prostor vysavace je po pouziti dezinfikovan ethanolem, filtr je dle potreby
mozné vymeénit. Pfi opakovanych odbérech v jednom prostredi je prostor uvnitr
vysavace a filtr pouze proplachnut ve vodé a vysuSen. Zaroven je pro kontrolu
vystavena alespon jedna Petriho miska nedaleko vysavace a probiha odbér CFU
z ovzdusi sedimentacni metodou.



2.2. KVANTITATIVNI A KVALITATIVNi VYHODNOCENI

Predpoklad kultivacnich metod pouzZivanych pfi odbéru vzduchu at uz
spadovou metodou ¢i metodou aktivniho nasavani vzduchu je, Ze pocet
narostlych kolonii na Petriho miskach je roven poctu houbovych (astic
v ovzdusi (CFU). Jelikoz nékteré spory mohou byt nekli¢ivé a na agaru tudiz
nevytvofi kolonii, je tento odhad vidy nizsi, neZ je skute¢ny pocet spor ve
vzduchu.

Po tydenni kultivaci Petriho misek (20 °C, tma) je pod binokuldrni lupou
zjistén pocet kolonii a zaroven probiha primarni rodova identifikace
mikroskopickych hub na zdkladé makroskopickych a mikroskopickych znak(
(Ellis 1971, 1976, Hoog et Guarro 1995 a dalsi). Sterilni kmeny jsou prfeockovany
na vhodné médium (napr. bramborovy agar — PDA Himedia), vystaveny pod UV-
C zarivku pro podporu sporulace a dale zkoumany. lzolaty, které budou
podrobeny dalsim pokusim a podrobnéjsi identifikaci, lze uchovat ve
zkumavkach na Sikmych agarech pfi 4 °C (PCA).

Pfepocet CFU/m® vzduchu je provadén dle vzorce:

X= 30.n
~ 1,08t

Xewreen. pocet CFU/m? vzduchu

N pocet kolonii na Petriho misce po odbéru a 7denni kultivaci

| S ¢as odbéru v min

30.....konstanta ziskand pomérem objem( nadoby vysavace a Petriho misky
1,08 m>...objem vzduchu nasatého vysavatem za 1 min

2.3. PRIKLAD APLIKACE METODY
2.3.1. Vnéjsi ovzdusi

Dvoulety monitoring (2019-2020) vyskytu ¢astic mikroskopickych hub (CFU)
ve venkovnim ovzdusi v Praze-Ruzyni potvrdil maximum v druhé poloviné
cervence (Obr. 2, 3) a druhy nizsi vrchol koncem zafi. Odbéry prenosnymi
vysavaci byly provadény v Praze-Ruzyni od zacatku dubna do konce fijna,
v chladnych mésicich bylo mnozstvi spor hub ve venkovnim ovzdusi nizké, proto
nebylo toto obdobi sledovano. Vzorky byly odebirany jednou tydné na stejném
misté a ve stejném case (12:00) po dobu 1 a 3 min.



Obr. 2: Odbér 22. 7. 2019 Praha-Ruzyné — maximum
3 min), médium PCA, kultivace 7 dni ve tmé pfi 20 °C

roku 2019 (&as odbéru

Obr. 3: Odbér 28. 7. 2020 Praha-
Ruzyné — maximum roku 2020,
médium PCA, kultivace 7 dni ve tmé
pfi 20 °C (nahote ¢as odbéru 1 min,
dole ¢as odbéru 3 min)

Sezdnni dynamika spor hub v ovzdusi zjisténd pomoci rucnich vysavacl (viz
Graf 1) byla obdobnd jako v literature a mnoiZstvi spor vétSinou radové
odpovidalo vysledkim, které v pylové sezéné pravidelné zverejiiuje Statni
zdravotni ustav. Jeho monitorovaci pristroje odebirajici pravidelné vzduch jsou
vSak umistény fixné ve vyssi vysce, nikoli v dechové zdné clovéka.

Nejhojnéji byli izolovani zastupci rodu Cladosporium, ktefi zaujimali 88 %
vSech zachycenych mikroskopickych hub (viz Graf 2). Dale se vyskytovali
zastupci roda Alternaria, Aureobasidium, Epicoccum, Botrytis, Penicillium, a
Aspergillus. 1zolaty rodu Alternaria zaujimaly 3,5 % ze vSech zjisténych
mikromycet, izolaty rodu Aspergillus pouze 0,01 %.



Graf 1: Dynamika zachycenych CFU ve vnéjSim ovzdusi Praha-Ruzyné (2019-
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Graf 3: Dynamika zachycenych CFU ve venkovnim ovzdusi Praha-Ruzyné (2020)
— porovnani ¢asu odbéru 1 min a 3 min
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V roce 2019 byly testovany rizné ¢asy odbéru vzorkd, Zivnd média i hodina
odbéru. Jako optimalni pro venkovni ovzdusi byl stanoven ¢as odbéru 1 min a
3 min, bramboro-mrkvovy agar a hodina odbéru 12:00. V roce 2020 bylo vSech
30 odbérl vzduchu v Praze-Ruzyni provadéno 1 a 3 min. Z Grafu 3 je patrné, Ze
v nékterych odbérech svyssi koncentraci spor hub v ovzdusi je vyhodnéjsi
nasavat vzduch pouze 1 min, nebot je zachyceno vice CFU v pfepo¢tu na 1 m?
vzduchu. Po 3 min vyroste na Petriho misce pfiliS mnoho kolonii, které nelze
spolehlivé spocitat, mnohé se prekryvaji a vysledna suma je tak zkreslena. Neni
tomu ale tak vzdy, proto je vhodné pouzit oba odbérové casy, aby byly vysledky
relevantni.

2.3.2. Vnitrni ovzdusi

Pozornost byla dale vénovana vyskytu aeromikrob( ve vnitfnich prostorach
Ve vnitfnim prostredi se vyskytovaly obdobné rody hub jako ve venkovnim
ovzdusi, jen podil zastupcl jednotlivych rod( se lisil. V bytech dominovali
zastupci roda Cladosporium a Penicillium, dale pak Alternaria, Aureobasidium,
Arthrinium, Epicoccum, Aspergillus a dalsi (Graf 4).
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Graf 4: Zastoupeni rod(l hub (%) ve vzduchu uvnitt ¢tyr bytl a jednoho
rodinného domu v Praze (2021) — houby jsou fazeny podle procenta zastoupeni
od nejvyznamnéjsiho
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Limity Statniho zdravotniho Ustavu v Praze pro znecisténi pobytovych
mistnosti a domacnosti mikromycety (,,plisnémi“) jsou zndzornény v Tab. 1.

Tab. 1: Limity koncentraci mikromycet CFU/m? vzduchu (Komérek 2001)

Znecisténi Pobytové mistnosti | Domacnosti
velmi nizké <25 <50
nizké <100 <200
stredni <500 <1000
vysoké <2000 < 10000
velmi vysoké > 2000 > 10000

2.4. MOLEKULARNI DETEKCE RODU ALTERNARIA A ALERGENU ALTA 1
2.4.1. Priprava vzorkli DNA

Houby byly pro izolaci DNA napéstovany na Petriho miskach s Zivnym
médiem (PDA) pokrytym vrstvou sterilniho celofanu. Mycelium bylo odebrano
sterilnim skalpelem do treci misky s tekutym dusikem a ddkladné rozdrceno.
Pro naslednou izolaci DNA byl pouzit Qiagen DNeasy Plant Mini kit (Qiagen)
dle instrukci vyrobce. Kvalita a koncentrace vyizolované DNA byla ovérena
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elektroforeticky na 1% agarézovém gelu obarveném ethidium bromidem a
pomoci spektrofotometru. Koncentrace DNA byla upravena redénim sterilni
vodou na koncentraci 100 ng/ul.

2.4.2. PCR detekce rodu Alternaria

Polymerazova retézovad reakce (PCR) se specifickymi primery umozZnuje
detekci rodu Alternaria a jeho rozliSeni od pfribuznych rodl (Stemphylium). Pro
potvrzeni zafazeni ziskanych vzork( do toxinogenniho rodu Alternaria byly
vyuzity specifické primery Dir5cAltal (5-GAGAACAGCTTCATGGACTTCTCTTT-3")
a Inv4Altal (5'-CGCGGCAGTAGTTGGGAA-3") (Pavén et al. 2010). Podminky PCR
reakce vychdzely z postupu uvedeného v ¢lanku Pavén et al. (2010). Byla
zvolena teplota annealingu (nasedani primert) 58°C podle prdce Stocco et al.
(2019) a pro snizeni inhibice PCR bylo do reakéni smési pridano BSA (bovine
serum albumin) (Tab. 2 a 3). Produkty PCR byly rozliSeny na 2% agarézovém
gelu pomoci elektroforézy. K vizualizaci fragmentl bylo vyuZito barveni
ethidium bromidem. Primery Dir5cAltal a Inv4Altal amplifikovaly produkt o
délce 195 bp (Obr. 4).

Tab. 2: Slozeni reakéni smési (15 pl) PCR detekce rodu Alternaria

Slozka (zasobni koncentrace) | Objem (finalni koncentrace)
H,0 10,2 ul
CoralLoad PCR Buffer (10x) 1,5 ul (1x)
MgCl, (25 mM) 1,2 ul (2 mM)
BSA (20 mg/ml) 0,1 ul (0,12 mg/ml)
dNTPs (2,5 mM) 0,4 ul (0,07 mM)
Primery (5 uM) 0,5 ul (0,17 uM)
Taq polymerase (5 U/pl) 0,1 ul (0,03 U/pl)
DNA (100 ng/ul) 1 ul (7 ng)
Tab. 3: Reakéni podminky PCR detekce rodu Alternaria
Pocet cykl Teplota (°C) Cas
1 cyklus 95° 1 min
35 cykld 94° 30s
58° 30s
72° 45
1 cyklus 72° 5 min
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Obr. 4: PCR detekce rodu Alternaria pomoci specifickych primer( Dir5cAltal a
Inv4Altal (1-7 pozitivni vzorky, NK — negativni kontrola, DNA Zebfi¢ek: 100 bp
ladder

2.4.3. PCR detekce skupiny Alternaria alternata

Druhy rodu Alternaria je mozné na zakladé fylogenetickych studii rozdélit do
nékolika skupin. Pavon et al. (2010) popsali dvojice primer(l pro detekci Ctyr
raznych skupin druht. Tyto primery byly popsany pro detekci rodu Alternaria a
jednotlivych skupin druhl v potravindch kziskani informaci o moiné
pfitomnosti mykotoxind. Ve zpracovanych potravindch se totiz mohou
vyskytovat nebezpeclné toxiny, prestoze jejich producenty neni vidy mozné
kultivovat a urcit druh. Jednotlivych druhd toxinG v potravinach je navic velké
mnoiZstvi a jejich stanoveni je proto obtizné. Zejména druhy ze skupiny
A. alternata mohou produkovat mykotoxiny a alergeny s rliznymi dusledky pro
potravindrstvi, zemédélstvi i zdravotnictvi (alternariol, alternariol monometyl
éter, kyselina tenuazonovd). Do skupiny A. alternata patfi druhy jako
A. alternata, A. tenuissima, A. gaisen, A. citri, A. longipes nebo A. arborescens.
Spravné urceni této skupiny je proto zdsadni.

Skupina A. alternata byla detekovana pomoci primer( AaltDAltal (5'-
CGCATCCTGCCCTGTCA-3") a AinflAltal (5-GTTGGTAGCCTTGATGTTGAAGC-3')
pfi teploté annealingu 65 °C (Tab. 4 a 5). Primery AaltDAltal a AinflAltal
amplifikovaly produkt o délce 118 bp (Obr. 5). Do reakce mlze byt pridan
primer Dir3, ktery u zdstupcd rodu Alternaria v kombinaci s primerem
AinflAltral amplifikuje fragment o délce 97 bp.

Primery AsolDAltal (5-CGCATCCTGCCCCGTCT-3") a AsollAltal (5'-
GTTGGTGGCCTTGATGTTGAAG-3") detekuji druhy skupiny A. porri pfi teploté
annealingu 65 °C. Skupinu A. infectoria urcuji primery AinfDAltal (5°-
CGCATCCTGCCCAGTTG-3") a AinflAltal (5 - GTTGGTAGCCTTGATGTTGAAGC-3'),
s teplotou annealingu 63 °C. Druhy patfici do skupiny A. radicina je moiné
detekovat pomoci primerd AraDAltal (5-CCCGCCAGGACAACGCT-3) a
AsollAltal (5-GTTGGTGGCCTTGATGTTGAAG-3") s teplotou annealingu 63 °C.
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Tab. 4: SloZeni reakéni smési (15 ul) PCR detekce skupiny Alternaria alternata

Slozka (zasobni koncentrace)

Objem (finalni koncentrace)

H,0 10,1 pl
CoralLoad PCR Buffer (10x) 1,5 pl (1x)
MgCl, (25 mM) 1,2 ul (2 mM)

BSA (20 mg/ml)

0,1 ul (0,1 mg/ml)

dNTPs (2,5 mM)

0,1 ul (0,02 mM)

Primery (5 uM)

0,9 ul (0,3 uM)

Taq polymerase (5 U/pl)

0,1 ul (0,03 U/ul)

DNA (100 ng/ul)

1 ul (7 ng)

Tab. 5: Reakcni podminky PCR detekce skupiny Alternaria alternata

Pocet cykli Teplota (°C) Cas

1 cyklus 95° 1 min

35 cykl 94° 30s
65° 30s
72° 45

1 cyklus 72° 5 min

Obr. 5: PCR detekce skupiny Alternaria alternata pomoci specifickych primer(
AaltDAltal a AinflAltal. 1 — 7 pozitivni vzorky, NK — negativni kontrola, DNA
Zebric¢ek: 100 bp ladder

2.4.4. Detekce alergenu Alt a 1 pomoci specifickych PCR primert AltalCF a
AltalCR s vyuzitim cDNA

Dalsi systém detekce alergennich hub v ovzdusi je zaloZzen na genu pro
alergen Alt a 1 (Gabriel et al. 2015). Protein Alt a 1 je nejvyznamnéjsi alergen
produkovany houbami vovzdusi. Vyskytuje se specificky u druhd rodu
Alternaria a ptibuznych druhl (Stemphylium botryosum). PUsobi respiracni
alergie, v lékarstvi je pouZivdn k diagnostice citlivosti na zastupce celedi
Pleosporaceae. U infekci rostlin pravdépodobné hraje Alt a 1, jako jeden z
faktord patogenity, roli souvisejici se schopnosti zplisobovat chorobu.
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Na zakladé vysoce konzervovanych sekvenci genu pro alergen Alt a 1 byla
navrzena sada primerd AltalCF a AltalCR (Gabriel et al. 2015) specificky
amplifikujici fragment o délce 180 bp u druhl A. alternata, A. tenuissima,
A. infectoria a S. botryosum (Obr. 6). Systém detekce zahrnuje reverzni
transkripci a ndsledné cDNA PCR (Tab. 6-9). Vyuziti cDNA misto gDNA je
vhodnéjsi pro detekci Zivych spor producentt alergenu Alt a 1 a homologl Alt a
1 pfi odbérech ze vzduchu, kdy podil Zivych spor neni znamy. Citlivost
popsanych detekcnich systéma pro alergen Alt a 1 je 1000 spor/1 ml vzorku.

Izolace RNA ze vzorkl byla provedena komerénim kitem RNeasy Mini Kit
(Qiagen, Némecko) s optimalizovanym protokolem. Pro dvodni krok izolace
RNA byl pouzit TRIzol (ThermoFisher Scientific) a v pribéhu izolace byly vzorky
vycCistény od zbytkové DNA na kolonce pomoci RNase-free DNase (Qiagen).
Stouto RNA byla provedena reverzni transkripce standardni metodou
v termocykleru.

Tab. 6: SloZeni reakéni smési pro reverzni transkripci (40 ul)

Slozka (zasobni koncentrace) Objem

H,0 11,4 ul

RT buffer (10x) 4 pl (1x)

MgCl, (25 mM) 8,8 ul (5,5 mM)
dNTPs (2,5 mM) 8 ul (0,5 mM)
Oligo dT/random hexamer (50 uM) 2 ul (2,5 uMm)
RNAse inhibitor (20 U/ul) 0,8 ul (0,4 U/ul)
MultiScribe reverse transcriptase (20 U/ul) | 1 ul (0,5 U/ul)
RNA 4 pl

Tab. 7: Podminky pro reverzni transkripci

Teplota Cas
65°C 5 min
4°C 2 min
37°C 30 min
95°C 5 min
4°C 5 min
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Tab. 8: SloZeni reakéni smési (15 pl) PCR detekce genu pro alergen Alta 1
z cDNA (15 pl)

Slozka (zasobni koncentrace)

Objem (finalni koncentrace)

H,O

1,3 ul

CoralLoad PCR Buffer (10x)

1,5 pl (1x)

MgCl, (25 mM)

1,2 ul (2 mM)

dNTPs (2,5 mM)

0,4 pl (0,07 mM)

Primery (5 uM)

0,5 ul (0,17uM)

Taq polymerase (5 U/pl)

0,1 ul (0,03 U/ul)

cDNA (100 ng/pl)

10 ul (cca 70 ng)

Tab. 9: Reakéni podminky PCR detekce genu pro alergen Alt a 1 z cDNA

Pocet cyklu Proces Teplota (°C) Cas

1 cyklus Pocatecni 94° 3 min
denaturace

30 cykld Denaturace 94° 30s
Nasedani primer( | 55° 1 min
Syntéza DNA 72° 1min10s

1 cyklus Zavérecna faze 25° 5 min

3 4 5

6 7 8 9 10

Obr. 6: Detekce alergenu Alt a 1 pomoci specifickych PCR primer(i AltalCF a
AltalCR s vyuzitim cDNA. 1 -8 Alternaria alternata, 9 — Pyrenophora tritici-
repentis, 10 — Fusarium graminearum, DNA Zebficek: 100 bp ladder

2.4.5. Detekce genu pro alergen Alt a 1 pomoci specifickych PCR primert
AltalCF a AltalCR s vyuzitim genomové DNA

Nové byla navriena metoda pro stanoveni pfitomnosti hub s genem pro
alergen Alt a 1 ve sledovaném prostredi. Metoda spociva v nasati spor hub
z ovzdusdi pfimo na Petriho misky s médiem (PCA) pokrytym celofanem. Cas
nasavani je vhodné zvolit co nejdelsi (8 min), aby byla vysokda pravdépodobnost
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zachytu sledovaného alergenu. Po kultivaci smési druh(l hub na téchto Petriho
miskach (7 dni ve tmé p¥i 20 °C) je ziskané mycelium odebréano k izolaci DNA
jako celek. Detekce genu pro alergen Alt a 1 se provadi pomoci specifickych PCR
primer0 AltalCF a AltalCR s vyuzZitim genomové DNA (Tab. 10 a 11). Primery
AltalCF a AltalCR amplifikuji fragment o délce 180 bp (Obr. 7). Z Obr. 8 je
patrné, Ze na Petriho miskach €. 3, 5 a 7 se vyskytl alergen Alt a 1. Zaroven byli
pred izolaci DNA na téchto miskach mikroskopicky identifikovani zastupci rodu
Alternaria.

Tab. 10: SloZeni reakéni smési (15 pl) PCR detekce genu pro alergen Alta 1

z gDNA

Slozka (zasobni koncentrace)

Objem (finalni koncentrace)

H,0 10,3 ul
CorallLoad PCR Buffer (10x) 1,5 pl (1x)
MgCl, (25 mM) 1,2 ul (2 mM)

dNTPs (2,5 mM)

0,4 ul (0,07 mM)

Primery (5 uM)

0,5 ul (0,17 uMm)

Taq polymerase (5 U/pl)

0,1 ul (0,03 U/ul)

DNA (100 ng/ul)

1 ul (7 ng)

Tab. 11: Reakéni podminky PCR detekce genu pro alergen Alt a 1 z gDNA

Pocet cykli Teplota (°C) Cas
1 cyklus 94° 3 min
30 cykl 94° 30s
55° 1 min
72° 1min10s
1 cyklus 25° 5 min

Obr. 7: Detekce hub s genem pro
alergen Alt a 1 pomoci
specifickych PCR primer( AltalCF
a AltalCR s vyuzitim genomové
DNA. 1 -5 Alternaria alternata (+),
6 — Pyrenophora tritici-repentis (-),
7 — Fusarium graminearum (-), 8 —
Fusarium verticillioides (-), NK —
negativni kontrola, Zebricek: 100
bp ladder

1 2 3 4 5 6 7 8 NK
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Obr. 8: Detekce genu pro
alergen Alt a 1 pomoci
specifickych PCR primer(
AltalCF a AltalCR s vyuzitim
genomové DNA izolované

z celych Petriho misek nasatych
pomoci ru¢niho vysavace. 1-8
sledované vzorky, PK — pozitivni
kontrola, Zebri¢ek: 100 bp
ladder

2.4.6. Sekvenovani

Primarnimi charakteristikami druhd v rdmci rodu Alternaria jsou morfologie
kolonii a konidii. V nékterych sekcich rodu Alternaria vsak dochazi k prekryvani
znak( morfologie konidii, coz identifikaci na zakladé morfologie ztézuje.

Taxonomie rodu Alternaria zatim neni zcela jednoznacna, protoze jednotlivé
druhy mohou byt rozliSeny pomoci malého mnoZstvi morfologickych znak( a
v nékterych pfipadech neni ani molekularni fylogenetika pro vymezeni druh(
prilis ucinna. Molekularni fylogenetika odhalila v ramci rodu Alternaria ¢etné
polyfyletické taxony (sloZené z riznych vyvojovych linii) a vysledky molekularni
fylogenetiky neodpovidaji vidy morfologickym skupinam druh.

K identifikaci jednotlivych druhl rodu Alternaria je proto v soucasnosti
doporucovano vyuzit sekvenovani, sestaveni dendrogramu na zakladé
kombinace sekvenci vice genl a porovndni ziskanych sekvenci zkoumanych
polozek s dostupnymi sekvencemi jednotlivych druhl v databazi GenBank.
BéZné se pro identifikaci druhl rodu Alternaria pouziva sekvenovani oblasti
GAPDH, kterd v kombinaci s oblastmi ITS, RPB2 a TEF1-a poskytuje uspokojivé
rozliSeni druh(i (Woudenberg et al. 2015).
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Tab. 12: Primery pro ziskani usekd DNA k uréeni druht rodu Alternaria pomoci
sekvenovani podle Woudenberg et al. (2013)

Oblast | Primer Sekvence Zdroj
ITS VoG TTACGTCCCTGCCCTTTGTA De Hoog & Gerrits van
den Ende 1998
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC White et al. 1990
GAPDH | gpdl CAACGGCTTCGGTCGCATTG | Videira et al. 2016
gpd2 GCCAAGCAGTTGGTTGTGC Videira et al. 2016

RPB2 RPB2-5F2 | GGGGWGAYCAGAAGAAGGC | Sung et al. 2007

fRPB2—7cR | CCCATRGCTTGYTTRCCCAT Liu et al. 1999

TEF1l-a | EF1-728F CATCGAGAAGTTCGAGAAGG | Videira et al. 2016

EF2 GGARGTACCAGTSATCATGTT | Videira et al. 2016

I1l. SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Pfedlozend metodika popisuje nové vyvinutou metodu odbéru vzorku
ovzdusi se zamérenim na studium mikroskopickych vldknitych hub. V historii
byly vyuzivany nejrliznéjsi metody a pfristroje k odbéru vzduchu. Tato metoda
odbéru pomoci prenosnych akumulatorovych vysavacl je vSak unikatni v tom,
Ze je operativni a pouzitelnda ve vnéjSim i vnitfnim prostredi. Vysavac znacky
Black&Decker PV1020L-QW nasava konstantni objem vzduchu 1080 |/min,
mnozstvi zjisténych houbovych &astic v ovzdusi je tedy mozné prepoéist na m?
vzduchu. Presnost metody byla ovéfena porovnanim ziskanych dat s daty
Statniho zdravotniho Ustavu, ktery provadi obdobné méreni spor hub v ovzdusi
Prahy a dal3ich 10 mést v CR. K tomuto méfeni slouzi pylové lapace Burkard,
trvale umisténé na stfechach budov, které umoznuji mérit mnozstvi spor hub a
pylovych zrn v ovzdusi.

Nové byla navriena metoda nasavani vzduchu pfenosnym vysavacem pro
primé stanoveni pritomnosti hub s genem pro alergen Alt a 1 ve vzduchu. Neni
tfeba plvodni odebrané Petriho misky s koloniemi hub mikroskopovat a
preockovavat potencialni nositele genu, ale tyto misky jsou pfimo pouzity pro
molekuldrni analyzy. Metoda je pfesnéjsi a umoznuje odhalit i malé mnozZstvi
houbového mycelia.
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IV. POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Metodika je uréena predevsim pro firmy a hygienické stanice zabyvajici se
Cistotou vnitfniho a vnéjsiho ovzdusi, ale také pro mykologické i
mikrobiologické laboratore. Pfi podezieni na kontaminaci pracovniho nebo
domaciho prostredi Ize pomoci metodiky urcit priblizny pocet houbovych ¢astic
ve vzduchu a poté pripadné vyhledat pomoc odbornika pro odstranéni pficiny.
Pomérné casto se setkavame s nadlimitnim poctem spor hub v prasném
prostiedi zemédélskych provoz(, ale i v pekdrndch, jidelndch a restauracnich
zarizenich, kde je vysoka vlhkost v podobé pary. Ve starych cihlovych domech
jsou rizikové zdi s vysokymi rozdily teplot mezi vnitfni a vnéjsi stranou.

Metodika je téZ wvyuzZitelnd v lékarstvi, nebot vyskyt houbovych d¢astic
v ovzdusi jde ruku vruce s alergickou reakci u citlivych jedincl. Pravidelnym
monitoringem spor hub ve venkovnim prostfedi i ve vzduchu obytnych
mistnosti je mozné predejit neprijemnym reakcim v podobé astmatickych
zachvatu ¢&i koznich reakci. U nékterych houbovych alergen( jsou jiz znamy
prahové hodnoty, které mohou vyvolat nezadouci reakce u citlivych jedincu.
U zastupct rodu Alternaria je to 80 spor/m?® vzduchu, u rodu Cladosporium
2800 spor/m?> (Rapiejko et al. 2004).

Metodika muze slouzZit jako pilotni studie pro dalsSi rozvoj metod odbéru
vzdusnych mikromycet pomoci ruénich vysavaca.

V. EKONOMICKE ASPEKTY

Monitoring mikroskopickych hub jako plvodcl alergii je dlleZity pfedevsim
z hlediska zdravi ¢lovéka. Od doby, co jsou znamé nékteré z alergen(, je
snadnéjsi diagnostika a vcasna lécba chorob, které zplsobuji (Zdvihalova 2010).
Proto je vyzkum a hledani téchto hub v ovzdusi tak dllezity ve vSech ¢astech
svéta (Henriquez et al. 2001). Vyznamny vliv na lidské zdravi ma predevsim
vnitini prostredi, nebot ¢lovék travi v interiérech budov podstatnou ¢ast svého
Zivota. Monitoring mikroskopickych hub podle predlozené metodiky mize
zamezit nadlimitnim vyskytim alergenl nejen bytech, ale také v pracovnim
prostiedi. Rizikové jsou predevSim kancelafe bez pravidelného pristupu
Cerstvého vzduchu vlivem klimatizace, provozovny se zvySenou vlhkosti
vzduchu (jidelny, kuchyné, pekarny), zemédélské zavody a dalsi.

Vse, co je spojené se zdravotnim stavem lidstva, ma kromé pfimého dopadu
na Clovéka také ekonomicky aspekt.
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