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Abstrakt:

Tato bakalaiska prace fesi problematiku bioaerosolu, vlastnosti spor hub rozptylenych ve
vzduchu, popisuje jejich vyznam, koncentraci, zpiisoby Sifeni a vliv na zdravi ¢lovéka. Dana
prace poskytuje informace o metodach odbéru a detekce bioaerosolu. Byla prokdzana vhodnost
vyuziti prvniho stupné vysokoobjemového kaskadniho impaktoru (Hi-Vol) BGI-900 k odbéru
biaerosolu pro naslednou analyzu pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM).
Pomoci optimalizované metody vzorky bioaerosolu byly izolovany z polyuretanové pény, coz je
impak¢ni substrat impaktora.

Vzorky bioaerosolu byly odebrany ze 3 lokalit v CR: Praha, Bfezno, Laz. Béhem SEM analyzy
pro 15 vzorkl bioaerosolu bylo vytvoteno 605 SEM snimki, na 340 z nich byly identifikovany
spor hub. Nejméné spor hub bylo nalezeno v Praze. Na lokalitdich Biezno a Laz bylo objeveno
ptiblizné stejné mnozstvi spor. Spory hub se podatilo identifikovat do 9 roda, 1 ¢eledi a 1 druha.
Procento deformovanych spor v Praze ¢inil 48%, v Bfeznu 23 %, v Lazu 25%. Nejvétsi variabilita
spor hub byla na lokalitich Bfezno a Laz. Nejcastéji se vyskytujicim rodem hub byl rod
Cladosporium. Nebyla pozorovana ani positivni, ani negativni korelace mezi po¢tem spor hub a
navazkou bioaerosolu. Ve vzorcich zimniho odbéru z Prahy byl nalezen bioaerosol, kdy zevrubna

mikroskopicka analyza dal$ich stupiii nepotvrdila existenci bioaerosolu.

Klic¢ova slova: spory hub, bioaerosol, kaskadni impaktor, SEM.

Abstract:

This bachelor thesis deals with the issue of bioaerosol, properties of airborne fungal spores,
describes their significance, concentration, methods of spreading and influence on human health.
This work provides information about sampling and detection methods of bioaeerosol. Was
proved the suitability of using of the first step of the high volume cascade impactor (Hi-Vol)
BGI-900 to collect biaerosol samples for subsequent scanning electron microscope (SEM)
analysis. Using the optimized method, bioaerosol samples were isolated from the polyurethane
foam, which is the impact substrate of the impactor.

Bioaerosol samples were taken from 3 locations in the Czech Republic: Prague, Biezno, Laz.
During the SEM analysis of 15 bioaerosol samples, 605 SEM images were taken, on 340 of them
were identified fungal spores. The smallest number of spores were found in Prague.

Approximately the same amount of fungal spores was found in Bfezno and Laz. Fungal spores



were identified into 9 genus, 1 family, and 1 species. The percentage of deformed spores in
Prague was 48%, in Bfezno 23%, in L4z 25%. The greatest variability of spores was at the Bfezno
and L4z localities. The most common fungal genus was the Cladosporium genus. No positive or
negative correlation was observed between the number of fungi and the bioaerosol mass. In
winter samples from Prague, bioaerosol was found, when a detailed microscopic analysis of the

other stages did not confirm the existence of bioaerosol.

Key words: fungal spores, bioaerosol, cascade impactor, SEM.
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1. Uvod

Atmosféricky aerosol je obecné definovan jako soubor tuhych, kapalnych nebo smésnych castic
o velikosti v rozsahu 1nm-100 pm, suspendovanych v atmosféte minimalné po dobu umoziujici
jejich detekci. Atmosféricky aerosol je vSudyptitomnou slozkou atmosféry Zemé. Zvlastni
kategorii aerosolu je bioaerosol, zahrnujici Zivotaschopné organismy, jako jsou viry, bakterie,
houby a piipadné jejich Casti a zivoc¢isné a rostlinné produkty jako spory a pyl (Brani$ a kol,
2009). Velikost ¢astic aerosolu se obvykle uvadi jako aerodynamicky pramér (d,.). D, je pramér
kulové Castice o hustoté 1000 kg/m?, kterd ma stejnou ustalenou rychlost sedimentace v klidném
ovzdusi, jako sledovana ¢astice (Hollerova, 2007).

Bioaerosoly hraji klicovou roli pfi rozsifeni reprodukénich jednotek rostlin a mikroorganismu
(pyla, vytrusi apod.), pro které¢ atmosféra umoziuje transport pies geografické bariéry a na
dlouhé vzdalenosti (Brown, 2002). Proto jsou bioaerosoly velmi dulezité pro Sifeni organismil,
umoziuji vyménu genetické informace mezi stanovisti a geografické posuny biomu. Jsou
centrdlnimi prvky vyvoje, evoluce a dynamiky ekosystémti. Bakterie, spory hub, pyl a dalsi
bioc¢astecky transportované vzduchem jsou nezbytné pro reprodukci a Sifeni organismi napiic
ekosystémy a mohou zptisobovat nebo posilovat lidské, zivoc¢isné a rostlinné onemocnéni. Navic
mohou slouzit jako jadra pro oblacné kapky, ledové krystaly a tim ovliviiuji hydrologicky cyklus
a klima (Frohlich-Nowoisky a kol, 2016).

Spory hub mohou tvofit velky podil aerosolovych ¢astic a mohou potencidln€¢ ovlivnit
hydrologicky cyklus a klima jako jadro pro vodni kapky a ledové krystaly v oblacich, mlze a
srazeni. Navic n€které houby jsou hlavni patogeny a alergeny (Frohlich-Nowoisky a kol, 2009).
Dand prace ma za ukol poskytnout informace o metodach odbéru a detekce bioaerosolu,
piehledné charakterizovat spory hub, jejich chovani v atmosféte, vlastnosti a vliv na zdravi
cloveka. Praktickou naplni prace je osvojit si techniku skenovaci elektronové mikroskopii
(scanning electron microscope - SEM), naucit se odliSovat spory hub od jinych objekti a
rozpoznavat zékladni typy bézn¢ se vyskytujicich spor hub.

Cilem této prace je ovéfit, zda pro odbér a analyzu spor hub nebo jejich ¢asti jako slozek
bioaerosolu volné atmosféry lze vyuzit prvni stupeit vysokoobjemového kaskaddniho impaktoru
BGI-900 (Hi-Vol). Kaskadni impaktor byl konstruovan pro potfeby toxikologickych testi
velikostné rozliSenych cCastic aerosolu. Pro tvarovou SEM analyzu bylo nutné vypracovat
metodiku separace bioaerosolu od impakéniho substratu PUF (Polyurethane Foam- PUF). Byla
popsana homogenita pfipravenych vzorkl na filtru a vyhodnocena souvislost mezi pocetni a
druhovou variabilitou bioaerosolu a hmotnosti aerosolu odebraného na tiech lokalitich v Ceské

republice.



2. ReSersni ¢ast

2.1. Bioaerosol

Bioaerosoly jsou velmi mal¢ ¢astice (0.01 - 100 um) biologického ptivodu rozptylené ve vzduchu,
pochazejici z rostlin, zvifat a mohou obsahovat 1 zivé organismy (Georgakopoulos a kol, 2009).
Patogenni a/nebo nepatogenni, mrtvé nebo zivé mikroorganismy (napt. viry, bakterie a houby)
mohou byt soucasti bioaerosold (Brandl a Mandal, 2011). Kviili malé velikosti a nizké hmotnosti
mohou byt bioaerosoly lehce transportovany z jednoho prostiedi do jiného (Van Leuken a kol,
2016).

Teoreticky vSechny biologické materidly mohou byt uvolnény do ovzdusi bud’ piimo, nebo
resuspendovany do ovzdusi z pudy, oceand, zvifat, lesd, lidi atd. Jakmile se ¢asteCky bioaerosolu
dostanou do ovzdusi mohou podstoupit lidské inhalaci, suché/mokré depozici, transportu,
krystalizaénimi a kondenzaénimi procesy, atmosférické transformaci atd. Proto maji vyznam pro
Sifeni infek¢nich, alergickych onemocnéni, biologickou bezpecnost, atmosférickou chemii i
klima (Despres a kol, 2012; Nazarof, 2016).

Priblizné¢ 5-10% celé hmotnosti rozptylenych castic pripadd na bioerosoly. Primarni
biologické aerosolové Castice (primary biological aerosol particles — PBAP) v atmosféte hraje
dilezitou roli ve vzdu$né hygiené jak vnitiniho, tak 1 vnéjSiho prostfedi (Matthias-Maser a

Jaenicke, 1995).

2.1.1. Krystalizaéni jadra

Castecky atmosférického aerosolu piisobi jako jadra pro oblaka. Vé&tsina z nich viak potiebuji
teplotu pod -10 °C. Zvlastnost n€kterych PBAP spoc¢iva v tom, Ze maji mrazici schopnost i pii
teplotach kolem -4 °C. To znamend, Ze 1 kdyZ okoli je stidle podchlazené, procesy vytvareni
oblaki mohou byt indukovany PBAP pusobici jako krystaliza¢ni jadra (Matthias-Maser and
Jaenicke, 1995). Schnell a Vali (1973) uvadégji, Ze ¢ast atmosférickych krystaliza¢nich jader ma
biogenni pivod. Laboratorni studie ukézaly, Ze nékteré druhy bakterii, spor hub a pyl jsou vysoce
efektivni krystalizacni jadra (ice nuclei - IN) (Morris a kol, 2013) a biopartikuly byly detekovany
v oblacich, mlze, desti a sn¢hu (Pratt a kol, 2009). Bylo zjisténo, Ze n€které z bakterii (zejména
Pseudomonas syringae) a spory hub patii k nejic¢innéjsim INs, iniciujici zmrazeni pfi teplotach

az -2 °C (Yankofsky a kol, 1981).



Co se ty¢e IN schopnosti hub, Pouleur a kol, (1992) zkoumal IN schopnost suspenze 20 druhti
hub v teplotach az -10,0 °C. Nicméné¢, IN schopnost spor hub nebyla specificky stanovena.

V posledni dobé roste zajem o IN vlastnosti druhti hub a IN aktivita nad -20 ° C byla nalezena u
nekolika druht hub, jako je Boletus zelleri (Haga a kol,2014), Endocronartium harknessii (Haga
a kol,2013), Hemileia vastatrix (Morris a kol,2013), Isaria farinosa (Huffman a kol,2013),
Mortierella alpina (Frohlich-Nowoisky a kol,2015), Puccinia spp.(Morris a kol,2013),
Sarocladium (diive Acremonium) implicatum (Huffman a kol,2013) a Ustilago nigra (Haga a
kol,2014).

V nékolika studiich (Von Blohn a kol, 2005) byla studovana IN schopnost pylt, coz jsou relativné
velké castice bioaerosolu o dae 10-100 um. Krystaliza¢ni teploty pro 4 typy pylovych ¢astic v
imerznim zmrazovacim rezimu se pohybovaly od -13, 5 °C do -21, 5 °C.

V globalnim méftitku bioaerosoly mohou byt jen nepatrnou ¢asti celkové populace IN (Sesartic a

kol, 2013).

2.1.2. Kondenza¢ni jadra

Castice aerosolu tvoii jadra pro kondenzaci kapiéek v oblacich; jejich pocet a vlastnosti ovliviiuji
mikrofyzické vlastnosti oblaku. Jak moc mohou byt aktivni ¢astice jako jadra kondenzace v
oblacich (cloud condensation nuclei — CCN), zavisi na jejich velikosti a hygroskopicité (Petters
a Kreidenweis, 2007). Primarni biologické aerosoloveé ¢astice jsou obecné povazovany za ucinné
CCN za ptedpokladu, Ze jejich povrchy jsou smacitelné (Ariya a kol, 2009). Bylo navrzeno, ze
nejvetsi PBAP (napf. pylové zrno) miiZze piisobit jako takzvany «obrovsky CCNy», tzn. Ze mohou
vytvéaret kapicky v oblaku pii niZSich urovnich piesyceni nez vétsina jinych aerosolovych castic
a rychle rostou do velkych kapicek, coz usnadiiuje tvorbu destti (Pope, 2010). V regionalnim
métitku by bioaerosoly mohly hrat dtlezitou roli ve vyvoji oblak a srazek (Prenni a kol, 2009;
Poschl a kol, 2010), a to zejména v ptivodnich oblastech jako je Amazonsky destny prales (Prenni

a kol, 2009; Poschl a kol, 2010).

2.2. Spory hub

Houby tvoii dalezitou soucast PBAP. Houbové spory se produkuji béhem zivotniho cyklu hub a
Casto predstavuji dominantni biologickou slozku okolnich aerosold v rozmezi velikosti 2 az 10

um (Zhang a kol, 2010).
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Spora (vytrus) je struktura slouzici k nepohlavnimu rozmnozovani, adaptovana k rozsifovani a
preziti i v nepiiznivych podminkach i na dlouhou dobu. Mnohé taxonomické skupiny jsou
pojmenovany podle typu spor. Tak naptiklad, askospory jsou charakteristické pro vieckovytrusné
houby, sporangiospory pro spajivé houby. Aeciospory (slouzici k primarni infekci primarniho
hostitele), urediospory (letni spory), teliospory (zimni spory) jsou charakteristické pro parazitické
rody snéti (Ustilaginomycetes) a rzi (Uredinales, Pucciniales). Z teliospor se po piezimovani
vykli¢i v basidie, na kterych vznikaji basidiospory.

Spory a fragmenty hub jsou chapany jako jedna z nejcastéjSich tiid PBAP v tad¢ prostiedi
(Crawford a kol, 2009). Houby jsou slozeny z vegetativnich mycelia, které se skladaji z velkého
mnozstvi rozvétvenych hyfii a rostou prakticky ve vSech ekosystémech na Zemi a jsou také
schopné uc¢inné aerosolizace (Adhikari a kol, 2009). Spory se ¢asto uvolituji pomoci aktivnich
procest, zaloZenych na osmotickém tlaku a povrchovém napéti (Ingold, 1971).

Spory mohou byt uvoliiovany jak béhem sexudlni, tak i1 asexualni morfy (faze) Zivotniho cyklu
houby a mnoho druhti jsou schopné produkovat spory béhem obou fazi. Houby, které aktivné
uvolnuji spory béhem sexualniho stadia (teleomorfa), mohou typicky produkovat jeden ze tii
riznych typu spor. Ascospory jsou uvolilovany z asc (dlouha trubice, kterd obvykle obsahuje osm
spor), basidiospores z basidia (maly podstavec na plodu téla) nebo teliospory. Béhem asexudlniho
stadia, anamorfy, nékteré houby produkuji konidie, také zndmé jako konidiospory, které jsou

produkovany ¢astmi hyf nazyvanymi konidiospory (Després a kol, 2012).

2.2.1. Vlastnosti

Houbové aerosoly jsou €asti houbovych tél, které jsou dost malé, aby byly transportovany
vzduchem. To, jak dlouho zlstanou castice ve vzduchu, zadlezi na jejich aerodynamickém
pruméru, pohybu vzduchu a povaze okoli (Burge, 2011). V zavislosti na biologickych druzich,
veku a okolnich podminkéch se miize priimér spor hub ménit (< 1-50 um); nej€astéji je v rozmezi
2-10 pm (Huffman a kol, 2010). Navic se Casto pozoruje, ze houbové spory se agreguji do
dlouhych fetézcth spor, které vyrazné ovliviiuji jejich aerodynamicky primér a maji disledky jak
pro atmosférickou zivotnost, tak pro proniknuti do lidskych tkani (Reponen a kol, 2001). Nekteré
houby jsou hlavni patogeny nebo alergeny pro clovéka, zvitata a rostliny a vzduch je primarni
médium pro jejich rozptyleni (Frohlich-Nowoisky a kol, 2009).

Spory s primérnym aerodynamickym diametrem mezi 2 a 10 pm se mohou dostat do dychaciho
systému Clovéka a vyvolat alergie, zhorSit astma a zpusobit akutni respiracni onemocnéni
(Pringle, 2013). Je zndmo, ze kliceni spor hub na riznych substratech vede k degradaci potravy

a organického materidlu; kromé toho, spory hub mohou zplisobit negativni zdravotni problémy
11



pro Clovéka a rostliny. Vyzkumy ukazuji, ze 1 v pfitomnosti koufe z automobila a znecisténé¢ho

vzduchu se zvysuje ucinnost spor hub jako bioalergent (Chehregani a kol, 2004).

2.2.2. Tvar a povrchova struktura spor

Pro identifikaci hub je diilezita povrchova struktura jejich spor, ktera je charakteristicka pro rizné
rody. Mnoho hub vypadd velmi podobn¢ makroskopicky, ale mikroskopické znaky mohou
odhalit velké rozdily. Spory nejsou pouze kruhové propagule, které postradaji odliSnou strukturu.
Kazdy druh houby ma unikdtni spory s mnoha charakteristikami, které je tfeba rozpoznat a
popsat. Houby maji extrémné Sirokou Skalu spornych barev, tvari, velikosti a stén. Houby, které¢
maji nadzemni plodnice, obvykle maji spory, které jsou bilaterdln¢ asymetrické (nerovnomérné).
Tyto spory jsou znamé jako balistospory, protoze jsou pod vlivem sily vypoustény z bazidia pro
rozptyleni v proudech vzduchu. Gasteromycety obvykle maji spory, které jsou bilateralné
symetrické (rovnostranné), takze pti pohledu zeptedu a z boku nebo z konce, spory vypadaji jako
zrcadlové obrazy. Tyto symetrické spory se nazyvaji statismospory, protoze obvykle jsou pasivné
vypoustény z plodnice. Tvar a velikost hilarniho appendixu (bod pfipojeni k bazidiu pred
separaci) mohou byt zaoblené, zrnaté, rozbité nebo celé. Také apex spor (protilehly konec
hilarniho appendixu) mize byt zaobleny nebo Spicaty. Sporova sténa je dulezitym diagnostickym
znakem pro rozliSeni ektomykorhiznich hub, protoze se 1i8i od tenkych a hladkych az po sloZité
a majici ornamentace. Naptiklad nékteré rody, jako jsou Amanitaceae, maji zcela hladké spory,

zatimco druhy jinych rodli mohou mit unikatni ornamentace spor.

symetrickad asymetricka

Obr. 1 Struktura a tvar spor. Vpravo je symmetrickd spora, vlevo assymetricka spora.

(Brundrett a kol,1996).
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Obr. 2 Ornamentace spor (nékteré typické druhy ornamentaci houbovych spor).

(Brundrett a kol, 1996).

Q kulovity O elipsovity Q vejcovity

citriniformni obdélnikouvy / fusoidni
cylindricky
O amigdaliformni G hranaty D fazoliformni

Obr .3 Tvar spor (kulovity. elipsovity, vejcovity, citriniformni, obdélnikovy / cylindricky,

fusoidni, amigdaliformni, hranaty, fazoliformni).

(Brundrett a kol, 1996).
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2.2.3. Koncentrace

Vyskyt spor hub zavisi na ¢ase, klimatu a zemépisné poloze (Flores a kol, 2013). DalSimi
dilezitymi faktory je hustota obyvatelstva, aktivita a cirkulace vzduchu. V ovzdusi se vyskytuje
zna¢ny pocet spor hub, jejich hustota se pohybuje mezi 10° az 10* spory m-* (Frohlich-Nowoisky
a kol, 2009). Koncentrace spor v atmosféie je vysledkem slozitych interakci mezi biologickymi
a environmentalnimi faktory (Grinn-Gofron a kol, 2011). Spory, které jsou reprodukénimi
jednotkami hub, se uvolnuji do ovzdusi a jsou rozptyleny vzdusnymi proudy do atmosféry.
Mnozstvi houbovych spor v atmosféfe zalezi na dennim obdobi a meteorologickych faktorech
(Gilbert a Reynolds, 2005; Stennett a Beggs, 2004).

Spory hub, zejména askomycety a bazidiomycety, tvoii velky podil venkovniho hrubého aerosolu
(1-10 um) (Burge, 2011). Nedavné studie ukazaly, ze spory hub a jiné biologické ¢astice mohou
predstavovat velké podily hmoty aerosolovych ¢astic ve vzduchu destného pralesa, jakoz i ve
venkovskych a méstskych prostfedich. Naptiklad spory hub obsahovaly v tropickém destném
pralese az 45% hmotnosti hrubozrnnych ¢astic (>1um) a az 4 - 11% hmoty jemnych castic (< 2,
5 um) v méstském a venkovském vzduchu (Frohlich-Nowoisky a kol, 2009). Vyskyt spor ve
vzduchu se obecné zvySuje, kdyz se vyrazné zvysuje teplota vzduchu (Langenberg a kol, 1977),
relativni vlhkost (Webster a kol, 1989) nebo pocet srazek (Velez-Pereira a kol, 2016). Vysoké
teploty vzduchu pozitivné koreluji s vysokou hustotou spor ve vzduchu rodt Alfernaria,
Cladosporium, Epicoccum (Aira a kol, 2013). ZvySeni relativni vlhkosti mize vyvolat
uvolilovani spor, coz zvySuje mnozstvi spor ve vzduchu (Leyronas a Nicot, 2013). Dést’ také
vyvolava uvoliiovani spor (Aylor a Sutton, 1992) a vlhka ptda a listy, které pretrvavaji po desti,
pfispivaji ke zvySeni hustoty spor hub ve vzduchu (Ganthaler a Mayr, 2015). Rody jako
Cladosporium, Alternaria, Epicoccum nebo Drechslera maji nejvyS$si koncentrace béhem teplych
suchych dni, zatimco askospory a basidiospory jsou nejhojnéjs$i naopak ve vlhkych podminkach
v noci nebo k ranu (Burch a kol, 2002).

Zda se, ze cirkulace spor rodu Alternaria je podminéna predevsim teplotou vzduchu, zatimco
cirkulace spor rodu Cladosporium je ovlivnéna sluneénim zatfenim (Stennett a Beggs, 2004).
Mahieu a kol. (2000) zdokumentovali, Ze koncentrace spor rodu Aspergillus vzrostla béhem
sanace a ze pouziti Cisti¢e vzduchu vyznamné snizovalo jejich koncentrace.

Ukazalo se, Ze vzduch, ktery byl odebran z kravinu obsahoval az 16 000 000 spor na m?; pfevazna
vétSina téchto spor patiila do skupiny Aspergillus / Penicillium, které se uvadi jako jedna skupina,

protoze je obtizné odlisit pomoci optické mikroskopie (Baruah, 1961).
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2.2.4. Venkovni versus vnitini prostredi

Geograficka poloha, sezéna a zvlast€¢ venkovni klima ovliviiuji druhy spor hub uvniti budov
(Sterling a Lewis, 1998).V soudasné dob& lidé stravi spoustu ¢asu uvnité budov. Uroven
znec€isténi ovzdusi ve vnitfnim prostoru, které predstavuje pouze 1/3 vnéjSiho znecisténi,
ovlivituje zdravi pracovniki stejné jako venkovni ( Shalaboda a kol,2015 ). Koncentrace spor
hub uvniti budov, ktera vyvolava piiznaky alergie, je 1000 ¢astic na 1 m* vzduchu (1/3 vnéjsi
trovng), pro pyl - 15 &astic na 1 m® vzduchu (1/3 vngj§i trovné) (Shalaboda a kol,2015). Spatna
kvalita vzduchu uvnitf budov je z velké ¢asti podporovana modernimi domy, kde je poskytovéana

nizké spotieba energie. Tyto domy jsou postaveny tak, aby udrzovaly vzduch v prostorach a

nepodléhaji nahlym teplotnim vykyvam.

Ve vétsing pripadii je koncetrace spor hub uvniti budovy kontrolovana koncentraci spor hub
venku. Dvé neddvné studie z Houstonu potvrzuji skute¢nost, ze vétSina vnitinich houbovych
aerosolu (hyfy, spory, Ulomky a ¢astecky hub) pochdzi z venkovniho vzduchu. V jedné studii
venkovni koncetrace vysvétlovali vysokou koncentraci spor hub uvnit. Levy a kolektiv (1999)
sebrali pfes 100 vzorkd béhem jediného dne intenzivniho odbéru vzorki v pekarn€. Koncentrace
a druhy spor ve vzduchu souvisely s ¢innostmi v pekarng, ale faktory toto ovlivnujici byly rtizné
v riiznych dnech a koncentrace ve venkovnim vzduchu byly proménlivé a vyrazné ovliviiovaly

vnitini koncentrace.

2.2.5. Houby jako patogeny

Bylo pozorovano, Ze t€zké plicni onemocnéni a alergie mohou nastat v diisledku expozice
organickému prachu, bakteriim, aktinomycetim a houbam z mist kompostovani komunalniho
odpadu (Huang a kol,2002). Respirabilni velikostni frakce < 10 pum se snadno rozptyluji a
pronikaji do dychaciho systému (Cox a Wathes, 1995). Aerodynamické velikosti castic urcuji
hloubku jejich proniknuti a usazovani v lidském respiraénim systému, coZ zase urcuje mozné
ucinky na zdravi (Golofit-Szymczak a kol, 2010).
Témét 10% lidi po celém svété trpi alergii na houby (Burge, 2001). Cetné studie ukazaly, Ze
expozice houbam muze byt spojena s akutnimi toxickymi i¢inky, alergiemi a astmatem (Bush a
kol, 2001). Vice nez 100 druht hub jsou spojeny s vaznymi infekcemi lidi a zvifat, zatimco
mnoho dalSich druhti zpiisobuje vazné choroby rostlin (Cvetni¢ a kol, 1997).
Spory hub ur€itych roda jsou ¢asto implikované do respiracnich ptiznakt alergii (Mari a kol,
2003).

15



Velikost houbovych castic rozptylenych ve vzduchu ovlivituje jak proniknuti do lidského
respiracniho traktu tak efektivitu jejich sbéru riznymi odbérovymi zatizenimi. Obvykla velikost
houbovych spor je v rozmezi 2 az 10 pm, z tohoto divodu jsou ucinné sbirany nejcastéji
pouzivanymi piistroji pro odbér vzorkti vzduchu a lehce pronikaji do dolnich dychacich cest.
Bylo zjisténo, Ze citlivost na Alternaria je rizikovym faktorem zavaznych astmatickych zachvati
a epidemie astmatu. V jedné studii bylo umrti na astma v Chicagu vice nez dvakrat vyssi ve
dnech, kdy koncentrace spor rodu Alternaria ve vzduchu byla 1000 spér/m?® (Baxi a kol, 2016).
Mykotoxiny jsou sekundarni metabolity produkované houbami. Mohou zptisobovat kontaminace
mnoha zemédélskych produktii. Aflatoxiny jsou nejvice toxické, karcinogenni a teratogenni
sloueniny mezi znamymi mykotoxiny a jsou produkovany hlavné Aspergillus flavus a
Aspergillus parasiticus (Ellis a kol, 1991).

Dle Riina Rautemaa-Richardson a Malcolm D. Richardson (2017) rozliSujeme nésledujici

houbové infekce:

Candidoza

Kvasinky pattici do rodu Candida mohou zptsobit akutni nebo chronickou hlubokou infekci. Jde
o nadmérné pomnozeni kvasinek (Candida allbicans) ve sttevech, krvi a organech. Candida
albicans je parazitickd kvasinka, kterd osidluje stfeva (10-15% sttevni mikroflory), pohlavni
ustroji, Usta, jicen a krk. Tato kvasinka zije za normélnich podminek v rovnovaze s ostatnimi
bakteriemi (napf. acidophilus a bifidobakterie) a kvasinkami v lidském organismu. Za urcitych
podminek se v§ak mnoZi, oslabuje imunitni systém a zplsobuje infekci zndmou jako kandidoza.

Mikroorganismus muze cestovat krevnim obéhem do mnoha télnich organt.

Aspergiloza

Termin «aspergiloza» oznacuje infekce zplisobené houbami rodu Aspergillus, které se vyskytuji
po celém svété. Vstupni bariérou pro spory houby (konidie) jsou nej€astéji dychaci cesty ¢i kiize
zbavend ochrannych bariér. VétSina lidi vdechuje spory této houby kazdy den. Charakter a
zavaznost onemocnéni zavisi zejména na stavu imunity. Proto se toto onemocnéni nejcastéji
objevuje u lidi s oslabenou imunitou (imunosuprimované). Nejbéznéjsi infekéni agens je

Aspergillus fumigatus. Onemocnéni miize také vyplynout z alergické reakce na inhalované spory.

Cryptococcosis
Infekéni choroba zplisobend kvasinkovymi houbami Cryptococcus neoformans se vyznacuje
napadenim centralniho nervového systému, plic, kiize a sliznic. Onemocnéni je vétSinou

zaznamenano u muzi. Pivodce onemocnéni se mize nachazet v pidé kontaminované pta¢im
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trusem a puda také mtize byt infikovana pii oplodnéni timto trusem. Pfedpoklada se, ze infekce

nasleduje po inhalaci vysusenych spor.

Mucormykoza

Mucormykoza je infekce zplisobend houbami z fadu Mucorales. Obvykle jsou nejcastéji zahrnuty
druhy rodu Mucor, Rhizopus, Absidia. Jedna se zejména o plicni, gastrointestindlni, kozni, CNS
houbovou infekci. Onemocnéni je Casto charakterizovano hyfy, které rostou uvnitf a kolem
krevnich c¢év a mohou potencidlné ohrozovat zivot u diabetickych nebo tézce

imunokompromitovanych jedinct.

Pneumocystis jirovecii pneumonie

Pojmenovan po znamém ¢eském parazitologu Otto Jirovci. Infekce Prneumocystis jirovecii (diive
Pneumocystis carinii) se obvykle projevuje po vdechnuti spor z prostiedi ve form¢ pneumonitidy.
Tento parazit je specificky pro ¢lovéka, jini zivocichové nebyly infikovéni timto druhem. Jiné
typy pneumocytil naopak neinfikuji lidi. Preumocystis se objevuje v plicich zdravého ¢loveka,

ale zplisobuje zanét u lidi s imunodeficienci.

2.3. Transport spor hub

Po celém povrchu Zemé se neustéle §ifi mnozstvi vytrusi (pfip. tlomkid mycelii), které¢ miZzeme
nalézt 1 v extrémnich podminkach.

Nejbeznéjsi zpusoby Sifeni hub jsou prostiednictvim vzduchu, vody, rostlin anebo Zivocichtl.
Zvlastni postaveni ma antropochorie, Sifeni zasluhou ¢loveéka — zejména s dopravou, ale tieba i s
odpadem (Kftizkova, 2017).

Rozsiteni a transport vzdusnych spor hub jsou ovlivnéné nékolika meteorologickymi faktory,
jako jsou vitr, destové srazky, teploty vzduchu, atmosféricky tlak, slune¢ni zafeni a relativni

vlhkost (Giner a kol, 2001).

2.3.1. Anemochorie

Houby, u nichZz probihd rozptyl pomoci vétru (anemochorie), maji malé lehké spory.
Aerodynanicky primér diaspor hub (struktury primarné urcené k rozsifovani jedince) (2-200
um) umoznuje jejich dalkovy ptenos, u urediospor Puccinia graminis byl zjistén dolet az 10 000

km. Diaspory semennych rostlin se na takové vzdalenosti nesiii (Ekologie a vyznam hub (misty
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se zvlastnim zietelem k makromycetiim); Modularizace vyuky evolu¢ni a ekologické biologie
CZ.1.07/2.2.00/15.0204). Ovzdusi samo o sobé neni pro houby a jejich spory moc «ptatelské»
prostfedi, maji zde nizkou vlhkost a jsou vystaveny zareni. Vyhodu v tomto maji spory majici ve
stén¢ melanin (tmavy pigment), jimz jsou piimo na povrchu chranény proti UV zafeni. Spory
rozsSifované vétrem jsou v fad¢ ptipada aktivné uvoliiovany z plodnic. K aktivnimu uvoliiovani
vytrustt z plodnice dochazi jen pii vyssi vlhkosti vzduchu. Na Sifeni spor se mohou
spoluuplatnovat destové srazky: dopad vodni kapky vede k vymrs$téni spor (bud’ z plodnice nebo
spor jiz uvolnénych, lezicich na n¢jakém podkladu) do vzduchu, dale jiz Siteni zajistuji vzdusné
proudy (jde o kombinaci hydrochorie a anemochorie, uplatitujici se hlavné na kratké vzdalenosti)
(Ekologie a vyznam hub (misty se zvlaStnim zfetelem k makromycetim); Modularizace vyuky

evolucni a ekologické biologie CZ.1.07/2.2.00/15.0204).

2.3.2. Hydrochorie

U sifeni vodou (hydrochorie) maji spory co mozna nejveétsi povrch s vybézky, coz jim umoznuje
snadnéjsi pfenos vodnim proudem, ale i pfichyceni na povrchové blance vody.

V ptipad¢ hydrochorie jde zejména o Sifeni zoospor, a to nejen piimo ve vodé u vodnich zastupct,
ale téZ naptiklad v pidni vodé (jde o zastupce oddéleni Oomycota a zejména Chytridiomycota,
ktefi mohou byt té€z ptenaseci virdz). Pohyb zoospor je bud’ pasivni v encystovaném stavu nebo
aktivni — naptiklad u parazitickych druhti z oddéleni Oomycota se uplatiiuje pozitivni chemotaxe
vyvoland kofenovymi exudaty. V piipad¢ aktivniho Sifeni pohyblivych bunék se jedna téz o
formu autochorie. V piipad¢ suchozemskych hub se jedna spiSe o pasivni odnos spor tekouci
vodou (napadaji-li do vody) nebo prostifednictvim srazek (rostiik kapek piti desti) (Ekologie a
vyznam hub (misty se zvlastnim zietelem k makromycetiim); Modularizace vyuky evolu¢ni a

ekologické biologie CZ.1.07/2.2.00/15.0204).

2.3.3. Zoochorie

Zoochorie je zptlisob Sifeni spor pomoci Zivocichil. Existuji dva typy zoochorie: epizoochorie (na
povrchu tél), endozoochorie (uvnitt tel).

Endozoochorie: vylozené skrz travici trakt se §ifi houby podzemni. Obvykle uvoliiuji aromatické
latky, které ptsobi jako atraktanty — alkoholy, ketony a estery (dimetyl sulfid), zfejmé se nejedna
o analogy pohlavnich hormonii. Viné je citit i z pidy ven a pfilaka savce. Endozoochorii jako
«vedlejsi produkt své Cinnosti» zajistuje 1 fada mykofagnich Zivoc€ichi — naptiklad drobni
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hlodavci (u nékterych mohou tvofit plodnice az 100 % stravy v pribchu urcitého obdobi), ale i
medvédi (nejvice ,,houbafi“na podzim kolem zafi a houby ¢ini 1-7 % jejich potravy).

Na stejné urovni jako endozoochorie «podzemek» je epizoochorie v piipadé plodnic padli s
veétvenymi priveésky, jimiz se zachytavaji na télech lesnich Zivocichii; nejedna se o tak bytostné
spjaty vztah jako v ptipadé ambroziovych hub, ale piece jen jde o nezanedbatelny ptinos k Sifeni
spor. Zatimco padli vyuzivaji «mechanické pomicky» k zachyceni spor, jiné¢ houby $itici své
spory na povrchu tél zivo¢ichtl (nejcasteji hmyzu nebo slimakit) vylucuji sliz obalujici spory nebo
latky, které lakaji hmyz svym pachem — znadmymi pifipady jsou chlamydospory druhii rodu
Asterophora  (mouchy  lakd  pach  rozkladajicich se ryzci a  holubinek).
(Ekologie a vyznam hub (misty se zvlaStnim zfetelem k makromycetim); Modularizace vyuky

evoluéni a ekologické biologie CZ.1.07/2.2.00/15.0204).

3. Metody odbéru vzorki bioaerosoli

Dle C.W. Haig a kol,2016 pokud jde o detekci bioaerosolu, 1ze rozlisit pét riznych metod, (I)
techniky rtstu (kultivovatelného ¢isla), (II) mikroskopie (celkovy pocet a tvar), (III) pomérné
rychlé biochemické techniky, (IV) imunologické techniky a (V) techniky molekularni biologie
(Griffiths a kol,1994). Vzorky bioaerosolu mohou byt sebrané za pouziti bud’ aktivniho nebo
pasivniho sbérace (C.W. Haig a kol, 2016).

3.1. Impingery

Impingery jsou béZnymi nastroji pro odbér vzorkll bioaerosolu. Impingery pracuji tak, Ze
piivadéji proud vzduchu spolu s €asticemi pres trysky, které vystupuji do oddilu obsahujici
kapalinu. Jakmile ¢astice rozptylené ve vzduchu piejdou pies trysky, vstupuji do sbérného oddilu.
Vzdélenost od vystupu z trysky k povrchu kapaliny spolu s pritokem vzduchu ovliviiuje pramér
castic, které budou sbirany. Sbirdni na kapalinu zabrafiuje vysouseni shromazdénych castic,
avSak tfeni v trysce ve spojeni s turbulenci zplisobenou vzduchem hnanym do komory mohou
mit za nasledek ztratu Zivotaschopnosti. Siroce pouzivané bioaerosolové impingery zahrnuji All-
Glass Impinger (Ace Glass Inc., Vineland, NJ, USA), BioSampler (SKC Inc., Covington, GA,
USA) a Multistage Liquid Impinger (Burkard Manufacturing Co. Ltd, Rickmansworth, UK),
kromé jinych (Haig a kol,2016).
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3.2. Cyklony

V cyklonovym vzorkovaci je vzduch s Casticemi dostava do tvaru spiraly diky tvaru sbérného
oddilu, vitivy proud.

V tomto proudu vzduchu jsou ¢astice vystavené odstredivé sile, ktera je umérna jejich praméru,
hustot¢ a rychlosti. Tato odstiediva sila nese castice s dostatecnou setrvacnosti k cyklonové sténe,
kde castice jsou odd€leny od proudu vzduchu do kapaliny. To znamena, ze vétsi Castice maji veétsi
pravdépodobnost, ze budou zachycené, nez mensi Castice, a stejné jako u vSech vzorkovaci, je
pro udrzeni spravné efektivity odbéru nutné kalibrovat proud vzduchu. Po dosaZeni dna cyklonu
proud vzduchu zméni sviij smér a nese mensi, nezachycené Castice ven z cyklonu.

Cyklony, které jsou Siroce pouZzivané, zahrnuji Coriolis m (Bertin Technologies, Saint Quentin
en Yvelines, France), SASS 2300 (Research International, Inc., Monroe, WA, USA), Burkard
Cyclone sampler (Burkard Manufacturing Co. Ltd, UK) spolu s ostatnimi cyklony, které byly

navrzeny specialn¢ k odbéru vzorkt z bioaerosolu (Haig a kol, 2016).

3.3. Impaktory

Stejné jako cyklony, impaktory pro separaci ¢astic vyuzivaji jejich setrvacnost.

Vzorek vzduchu prochazi souborem trysek, které ptivadéji vzduch obsahujici ¢astice pies otvor
smérem k agarové kultivaéni desce, kterd lezi kolmo k vystupu trysky. Proud vzduchu projde
ptes trysky, dale nasleduje do sady zdhybii znamych jako proudnicové linie skrz vzorkovac; tyto
zahyby leZi tangencidlné k vektorim rychlosti toku. Deska vychyli proudy o 90 °, pficemz vzduch
proudi pfes desku a priichod mezi deskou a sténami zafizeni. Castice s dostateéné nizkou
setrvacnosti budou nesené pomoci proudnicovych linii a takovym zplisobem zachycovani
uniknou. Nicméné¢, Castice s vyssi setrvacnosti nebudou schopné sledovat 90 stupiiovou kiivku
proudnicovych linii a pod vlivem odstfedivé sily budou mit vliv na agarovou desku. Uginnost
odbéru impaktoru proto zavisi primarné na primeéru a hustoté ¢astice a na praméru trysky, spolu
s rychlosti vzduchu pftes trysky (tudiz je nutné kalibrovat prutok vzduchu pres zatfizeni) (Haig a

kol, 2016).

3.3.1. Kaskadni impaktor

Kaskadni impaktory mohou byt pouzity pro ziskani informaci o distribuci ¢astic podle velikosti

v aerosolu, pficemz tok vzduchu s ¢asticemi prochazi ptes nekolik po sob€ nasledujicich pater
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trysek a impaktnich desek. Kazda vrstva, zndma jako patro, sbira Castice urcité velikosti. Mensi
Castice zustavaji ve vzduchu a jsou pievedeny do dalSiho patra. V kazdém dalSim patru se bude
pramér trysky postupné zmensSovat, a proto se rychlost prichodu vzduchu ptes trysky zvétsuje a
velikost fezu ¢astic se zmensi. Konecné priitok vzduchu projde filtrem, aby se dovolilo zachyceni
zbyvajicich malych ¢astic. Odvazenim impaktnich desek z kazdého patra a filtru pied a po odbéru

vzorki lze stanovit hmotnostni zlomek ¢astic v uréitém rozmezi velikosti (Haig a kol, 2016).

3.3.2. Virtualni impaktor

Virtualni impaktory také pouzivaji setrvacnost k oddélovani ¢astic v zavislosti na jejich priméru.
Nicméné, virtualni impaktory nesbiraji na agarovou desku, ale misto toho maji sbérnou sondu
pracujici s malym pritokem. T, funguje tak, ze Castice vstupuji do impaktoru a jsou neseny
hlavnim proudénim kolem pasky. Mensi ¢astice jsou schopny sledovat proudnicové linie kolem
zahybu, zatimco Castice vEtsi nez prurezovy prumeér zafizeni maji dostateCnou setrvacnost, aby
mohly byt pfeneseny do sbérné sondy. Mensi tok ve sbérné sond€ nese tyto vétsi ¢astice na sbérny
filtr. Podobné jsou mensi ¢astice shromazd’ovany na filtr v samostatné ¢asti zafizeni. Virtualni
impaktory maji obvykle pouze jedno nebo dv¢ patra, protoze kazdé separacni patro vyzaduje
kontrolu jak velkych, tak mensich prutokd. Pouziti sbérné sondy misto agarové desticky vylucuje
problémy s odrazem c¢astic a narlistem usazovani; virtualni impaktory v8ak vykazuji ztraty sbéru
v blizkosti velikosti prifezu priméru na vstupu sondy. UZitnym rysem téchto zafizeni je
skute¢nost, Ze proudéni vzduchu koncentruje ¢astice vétsi nez prifezovy primeér na mensi objem

vzduchu a d¢la virtudlni impaktory uzite¢né jako koncentratory castic (Haig a kol, 2016).

3.4. Filtry

Osobni vzorkovace jsou mald pienosnd zatizeni, kterd jsou pfipojena k odévu pracovnikii, aby
poskytla reprezentativni ukdzku expozice jednotlivce nebezpeénému aerosolu. Stejné jako vétsi
vzorkovace, osobni vzorkovace vyzaduji pumpu, kterd pohani vzduch ptes zatizeni, pticemz jako
piedbézna selekce velikosti ¢astic byla pouzita vzorkovaci hlava, péna nebo cyklon. Stejné jako
u vétSich zafizeni, osobni vzorkovace vyzaduji, aby pumpy prohanély vzduch pfes zafizeni,
pfi¢emz jako predbézna selekce velikosti ¢astic se pouziva vzorkovaci hlava obsahujici impaktor
nebo cyklon. Bioaerosolové Castice se pak sbiraji na filtry, odkud mohou byt pfeneseny na
desticky nebo rozpustény do kapalného roztoku pro kultivaci nebo mikroskopické zkoumani

(naptiklad imunofluorescenci). Odbér vzorkl filtrovanim je bézny zpiisob pro odbér vzorkl
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aerosolt, ale mén¢ popularni pro sbér bioaerosolovych castic kvile ztrat¢ bioefektivity
prostfednictvim vysouseni patogenu, avSak byly zaznamendny vyznamné Uspéchy pii sbéru
bioaerosold.

Mezi osobni vzorkovace s riiznymi filtry patii Inhalable GSP samplers (CIS; BGI, Inc., Waltham,
MA, USA), ve kterych se pouzivaji teflonové a polykarbonatové filtry, PAS-6 vzorkovaci hlavy
obsahujici polytetrafluorethylen (PTFE) filtry (Millipore, Merck, France) a Button Aerosol
Sampler obsahujici zelatinové filtry (SKC, Inc.) (Haig a kol, 2016).

4. Identifikace bioaerosolu

Typicky rizné metody poskytuji velmi odlisné informace, z nichz kazda poskytuje jiny pohled
na extrémné slozitou smés atmosférickych aerosolti. Optické a elektronové mikroskopie mohou
dodat velikost ¢astic a tvar ptimo, zatimco elasticky rozptyl odhaluje informace o morfologii, a
to 1 od ojedinéle pohybujicich se ¢astic. Spektrometrie laserem buzené¢ho plazmatu (Laser-
Induced Breakdown Spectroscopy - LIB) a rentgenova fluorescence mohou urcit techniky
charakterizace aerosolu. Infracervena (IR) absorpce a Ramanova spektroskopie poskytuji rota¢ni
a vibraéni informace na molekularni trovni castic a laserovd indukovana fluorescencni
spektroskopie (Laser-induced fluorescence - LIF) se zaméiuje na elektronické, ro (rotacni)-

vibra¢ni struktury molekul v ¢asticich (PAN, 2015).

5. Identifikace spor hub

5.1. Molekularni metody

Vyvoj DNA analyzy je pfislibem umoziujicim identifikaci specifickych houbovych taxonti ve
vzorcich. Mnoho analyz bylo vyvinuto pro identifikaci specifickych hub a skupin hub. Pro
detekci jakékoli houby uvnitt budovy byl vyvinut test polymerazové fetézové reakce (Polymerase
Chain Reaction- PCR) za pouziti pouze jedné sady primert, ktery je specificky pro houby. Zvlasté
dilezité vyuziti PCR metod je porovnavnani vzorka hub z rtiznych zdroji (Burge, 2002).

Celé spektrum atmosférické mikrobidlni rozmanitosti, tj.atmosféricky mikrobiom, se nyni stava
piistupnym diky nedavnym vyvojlim a aplikacim metod zaloZzenych na DNA a RNA analyze
(Maron a kol, 2005). Identita bioaerosolti mtize byt urc¢ena DNA sekvenovanim. Mnoho studii
pouziva tradi¢ni sekvenacni pfistup Sanger, protoze poskytuje sekvence, které jsou dostatecné
dlouhé pro identifikace jednotlivych rodd nebo druhi pomoci srovnani se sekvencemi
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dostupnymi v online databéazich, jako je Narodni centrum biotechnologickych informaci
(National Center for Biotechnology Information) (Despres a kol,2007; Frohlich-Nowoisky a
kol,2009). Bioaerosolova analyza zalozend na sekvencovani Sanger se pomalu nahrazuje
modernimi technologiemi nasledné generace (Next Generation Sequencing - NGS). V minulosti
byla délka sekvenci ¢asto omezujicim faktorem pro identifikaci do druhu nebo rodu, protoze ¢teni
byla mnohem krats$i nez sekvence ziskané sekvencovanim Sanger. NGS se neustale zlepSuji a
jsou schopny poskytovat sekvence delsi nez 400 bp - komplementarni par bazi - (Schmidt a kol,

2015).

5.2. Imunodetekce

Imunodetekce je dilezitou metodikou pro detekci specifickych alergent. Pro houby je metoda
pouze CasteCné UspéSnd kvili obrovskému poctu potencialnich alergend, které mohou byt ve
vzorku, a také variabilit¢ produkce alergenti v zavislosti na kmenu, v€ku, substratu a dalSich
faktorech. Protilatky jsou komeréné dostupné pro fadu houbovych alergeni, ale metoda se jesté
musi rozsifit. Razmovski a kol, 2000 pouzivaly protilatky Lolium perenne pro vizualizaci ¢astic
obsahujicich alergeny na podloznich sklickach Burkard spora-past (spore-trap). Tato metoda

umoziuje lokalizovat typy ¢astic, na kterych urcité alergeny vznikly.

5.3. Metody houbové biomasy

Ergosterol v ekologickych vzorcich je jasnym znakem ptitomnosti hub a testy pro tyto houbové
slozky byly po mnoho let pouZivany k detekci ristu hub v potravinaiskych produktech. Nicméné
je tieba poznamenat, Ze obsah ergosterolu v kultivovanych houbach zavisi na typu Zivného média,
na kterém rostou (Szponar a kol, 2000). To by mohlo omezit porovnani mezi méfenimi biomasy
hub u riznych druht stavebnich materiala.

Pro identifikaci houbovych aerosoltl, coz jsou spory hub nebo jejich ¢asti rozptylené ve vzduchu,
byla neddvno vyvinuta molekuldrni stopova metoda (Lee a kol, 2004). Napftiklad polysacharidy
(Douwes a kol, 1999), fosfolipidy (Womiloju a kol, 2003), cukerné alkoholy (Liu a kol, 2016) a
ergosterol (Di Filippo a kol,2013) - bylo zjiSténo, Ze jsou stopami pro houbové aerosoly.
Ergosterol v houbach a houbovych sporech je navdzan na bunéénou membranu ve volné forme a

esterifikovan.
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5.4. Kultiva¢ni metoda

Tradi¢ni kvantitativni metoda houbovych sport byla zalozena piedevsim na pocitani kolonii
(Colony Forming Units - CFU) (Després a kol, 2012). Tato metoda by mohla vypocitat celkovou
koncentraci spor hub a identifikovat morfologii (Gongalves a kol, 2010). AvSak CFU metoda
zéavisi na kultufe mikroorganismd.

Metody kultivace se jiz dlouho pouzivaji k detekci Zivych mikroorganismil. Pouze maléd ¢ast
vSech druhii zivych organismil, které existuji v pfirod¢, mize byt péstovana v laboratofi se
soucasnymi kultivacnimi technikami. Kultivacni metody jsou schopné shromazd’ovat a zjistovat
pouze urcité zivotaschopné bakterie, houby a fasy, zatimco nejsou schopné detekovat vSechny
ostatni biologické aerosolové ¢astice z téchto a jinych skupin organismi (napt. mrtvé bakterie a
houby, fragmenty tkani, jako jsou bunécné stény nebo cytoplazmaticky material). Ac¢koli nejsou
schopny pfimo infikovat hostitele, nezivotaschopné tfidy PBAP jsou stale velmi dilezité, protoze
mohou vyvolat S§kodlivé u€inky na zdravi (Green a kol, 2006) a mohou byt stale vyznamné pro
tvorbu oblakll. Studie zkoumajici Zivotaschopnost bun¢k vSak naznacuji, Ze pfevazna vétSina
mikrobidlnich organisml v Zivotnim prostfedi je nekultivovatelna, i kdyz je zivotaschopna
(Wainwright a kol, 2004b). Pouze 17% znadmych druhti hub mize byt kultivovano (Bridge a
Spooner, 2001) a u bakterii je frakce typicky mensi nez 10% s pozorovanym rozmezim 0, 01%

az 75% a primérnymi hodnotami odhadovanymi na 1% (Chi a Li, 2007).

5.5. SEM analyza

Skenovaci elektronovy mikroskop (scanning electron microscope - SEM) miize poskytnout
vynikajici obrazy az do 40000 zvétSeni a nékdy v zavislosti na vzorku, nastroji a ptipraveé vzorku.
Umoznuje detailni zkouméani morfologie a povrchu ¢astic (Karlsson a Malmberg, 1989).
Prekvapivé je mozné zhotovit snimky nékterych vzorki v podminkach vysokého vakua bez
predbézného osetieni, 1 kdyz se houbové a rostlinné buiiky zhrouti po dehydrataci. U hub se SEM
bézn¢ pouziva k dokumentaci morfologie a prostorovych vztahi. Znacné odolnéjsi vici
vysokému vakuu a ozéfeni jsou spory houby Sordaria (Read a Lord, 1991), které mohou byt

zobrazeny ve vysokém vakuu az pti 34000 zvétSeni.
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5.6. Opticka mikroskopie

V tad¢ studii k charakterizaci vzorkti PBAP byla pouzita svételnd mikroskopie (Spurny, 1994).
Musi se vSak brat v tivahu, ze Castice < 2 pum jsou viditelné pouze jako tecky pod optickym
mikroskopem, a proto nemohou byt podrobn¢ analyzovany podle jejich velikosti a tvaru. Vzorky
aerosolu sebrany sedimenta¢nim a impak¢nim zafizenim Ize pfimo pozorovat a pocitat pomoci
svételné mikroskopie. Pro analyzu rozmanitosti a slozeni bakterii a hub nejsou mikroskopickeé
analyzy zpravidla spolehlivé, nebot’ malé nevyrazné spory a hyfy hub nebo fragmenty houbovych
tkani nelze klasifikovat (Pitt a Hocking, 1987). Nékteré houby nebo bakterie mohou zistat
morfologicky  nerozliSitelné  nebo  mohou byt identifikovatelné  pouze na

urovni tfidy nebo rodu.

5.7. On-line detekce na zakladé laserem / svétlem indukované fluorescenci
(LIF)

Detekce a identifikace bioaerosolii v redlném cCase (on-line) jsou nezbytné v Iékatfskych a
zemédéElskych oblastech, stejné jako ve vysoce rizikovych situacich. Oproti béznym metoddm,
méteni v redlném ¢ase ma mnoho vyhod , mezi které patii rychlé detekce vzorkt (v fadu sekund),
zkraceni pracovni doby a vétsi analytickd frekvence v dusledku moznosti nepfetrzitého
monitorovani (Kanaani a kol,2008 ). Byla vyrobena cel4 fada "on-line" néstroji zéloZenych na
laserem / svétlem indukované fluorescenci (LIF- laser/light induced fluorescence ) (Healy a
kol,2012). Zakladnim principem téchto on-line detektori je méfeni fluorescence specifickych
organickych molekul biologického pivodu (Healy a kol,2012). VInové délky excitace a emise
byly pivodné zvoleny pro detekci biologickych fluorofort, které jsou piitomné ve vzdusnych
mikroorganismech (napf. proteiny obsahujici tryptofan, koenzymy NAD(P)H nebo riboflavin)
(Savage a kol,2017). Dva nejcCastéji pouzivané nastroje jsou: Ultrafialovy aerodynamicky tiidic
astic podle velikosti (UV-APS -UltraViolet-Aerodynamic Particle Sizer); Sirokopasmovy
integrovany bioaerosolovy senzor (WIBS - Wideband Integrated Bioaerosol Sensor Droplet

measurement Technologies) (Fernandez—Rodriguez a kol, 2018).

UVAPS slouzi k velikostni distribuci ¢astic s aerodynamickym primérem 0,5 — 15 pm v redlném
case. Detekce fluorescence se provadi pomoci excitujicich ¢astic pomoci UV laserového paprsku

pii vinové délce 355 nm a detekované emisi pii 420-575 nm (Kanaani a kol, 2008).
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Wideband Integrated Bioaerosol Sensor model ¢. 4 (WIBS-4), je nejnovéjsi verzi série nedavno
vyvinutych néstrojii pro méfeni biologickych Castic v redlném case (Stanley a kol,2011). Pfistroj
byl ptivodné navrzen k detekci bioaerosolll v redlném case za vyuziti on-line detekce jejich auto
fluorescence a soucasného poskytovani informace o koncentraci, velikosti a tvaru castic
(asymetrie) zaloZzeného na prostorovém rozptylu svétla (Kaye a kol,2008). Tento pfistroj vyuziva
xenonové UV zdoje pro excitaci fluorescenci jednotlivych ¢astic. Na rozdil od UV lazért,
xenonové UV lazéry umoziiuji presnou selekci konkretnich UV vinovych pasem. Dana vinova

pasma byly urceny pro optimizaci detekci béznych bioaerosolu (tryptofanu a NADH).

6. Prakticka Cast

6.1. Lokality

6.1.1. Praha

Odbér vzorkti vzduchu probihal v Botanické zahradé Katedry botaniky a Ustavu pro Zivotni
prostiedi Pfirodovédecké fakulty UK. Vysokoobjemovy kaskadni impaktor byl umistén na stieSe
ve vySce 25 m nad terénem. V dané lokalité se nachazeji vzacnéjsi druhy rostlin. Misto odbéru je
v centru mésta, a proto vzorky z této lokality reprezentuji méstky aerosol. Na této lokalité nebyly

objeveny zadné vzacné druhy spor hub.

6.1.2. Brezno

Obec Btezno lezi v Podkrusnohofi a nachazi se v okrese Chomutov v Usteckém kraji. Pocet
obyvatel podle statistickych udajii je pfiblizné 1 300 osob. Jihozdpadné od obce se nachézi
ptirodni rezervace B&sicky a Cachovicky vrch. Vysokoobjemovy impaktor byl situovan nedaleko
Skoly ve vySce 4 m. Z tohoto divodu predpokladame, ze zdroje spor hub maji méstsky ptivod. V
dasledku resuspenzi silni¢niho prachu a pidy ve vzorcich bylo identifikovano hodné polétavého

prachu.
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6.1.3. Laz

Vodni nadrz Laz se nachazi ve vzdalenosti cca 1 km zapadné od obce Laz v lesnatém udoli v
Brdech. Je to velmi vlhké udoli, nad nadrzi se vyskytuji rozsahlé mokiady a raselinisté. Povodi
nadrze je zalesnéno, coz vede k tomu, Ze voda je kyseld, hnéda s ptimesi huminovych latek, mélo
uzivna, témet bez ryb (http://www.pvl.cz/files/download/vodohospodarske-informace/vodni-
dila-a-nadrze/laz.pdf).

Uzemi je ostrovem chladného a vlhkého klimatu horského charakteru, do jehoz niz§ich
okrajovych poloh zasahuji vybézky klimatu teplejsSitho a su$siho. V Brdech existuje fada
fenoménl vztahujici se pouze na horské oblasti. Pro Brdy typické miseni vegetacnich druht
mezofytika (stfednich) a oreofytika (horskych). V Brdech jsou charakteristickymi skupinami
druhti alpské migranty (Soldanella montana, Chrysosplenium oppositifolium).
(http://brdy.ochranaprirody.cz/charakteristika-oblasti/vegetace-brd-vyznacne-biotopy-a-druhy/).
Impaktor byl umistén ve vySce 4 m na stfeSe stanice na hrazi vodni nadrze Laz, ktera slouzi jako
zasobarna pitné vody.

Diky velkym a rozsahlym lesnim porostim v této lokalité by se dal ocekavat nejvyssi vyskyt spor
hub. Dalsim dulezitym faktorem, ktery zptsobil vysokou pocetnost spor hub, je obdobi odbéru
vzorkll (24.08 — 1.09). V tomto obdobi se s velkou pravdépodobnosti mohou vyskytovat pylova

zrna zejména bylin a plevelt.

6.2. Vysokoobjemovy kaskadni impaktor (Hi-Vol)

K odbéru vzorki bioaerosolu byl pouzit vysokoobjemovy kaskadni impaktor o péti stupnich Hi-
Vol BGI 900 USA, s objemovym priitokem 900 LPM. Diky podtlaku na pumpé€ vzduch proudi
impaktorem ptes kaskadu trysek, které se postupné zmensuji a zuzuji. Na jednotlivé velikostni
stupné se aerosolové Castice zachytavaji v polyuretanové péné (Polyurethane Foam- PUF) dle
aerodynamického praméru - d,. na frakce A (d,.> 10 um), B (1 <d,.< 10 um), C (0,5 <d, <1
um), D (0,17 <d,. < 0,5um), E (d,. < 0,17 um). PUF substrat je chemicky inertni a jeho struktura
obsahuje pory. Céstice aerosolu se na PUF ué¢inné zachytavaji mechanismem impakce a filtrace
(Kavouras a kol, 2000). Pted zac¢atkem odbéru vzorkl se PUF ¢istil tfistupiiovou extrakci. Dale
byl susen po dobu né¢kolika dni v Cistém boxu a nasledné zabalen a uchovan v mraznicce pii
teploté¢ -22 °C. Rozméry trysek 1. stupné jsou 10,99 x 0,759 cm. Pfi celkovém pritoku
impaktorem 900 1/min je rychlost priitoku vzduchu tryskami 1. stupn& 600 cms™ a pokles tlaku
0.25 kPa (Demokritou a kol, 2002). V porovnani s jinymi impaktory pouzivanymi pro odbér
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vzorkl bioaerosolu je rychlost pratoku vzduchu nizsi. Z tohoto divodu miizeme ptedpokladat

malou miru poskozeni ¢astic bioaerosolu zpiisobenou piistrojem.

V nasem piipadé byla doba odbéru vzorka zejména 2 dny a celkovy objem prosatého vzduchu

byl kolem 2500 m?* (TAB.1). V této praci jsou analyzovany vzorky frakce A a jeden frakce B.

Tabulka. 1 GPS lokalit; ¢as zacatku odbéru; ¢as ukonéeni odbéru; doba odbéru; objem prosatého

vzduchu: navazka aerosolu.

Dob Objem Navisk
y oba avazka
Lokalita Cislo | Zacatek odbéru | Konec odbéru y prosatého
s B . odbéru aerosolu
GPS vzorkd | (datum a ¢as) | (datum a Cas) i vzduchu
(min.) s (mg)
(m?)
18A 9.3.15 18:50 |10.3.15 14:33 1183 1065 *
20.2.15 17:10 | 23.2.15 11:11 5861
19A+
B + + 6512 (3565 + *
25.2.15 15:15 | 27.2.15 9:46 2296 )

Praha 20A | 27.2.15 17:34 | 9.3.15 18:08 14 434 12 991 *
S0°4°16.638"N, 29A 5.6.09 12:16 7.6.09 10:23 | 2767,0 | 2490,3 11,3
14°25°15.305”E o ' o ' ’ ’ ’

31A 9.6.09 11:10 11.6.09 10:55 | 2865,0 | 2578,5 10,7
32A 11.6.09 11:35 | 13.6.09 10:30 | 2815,0 [ 2533,5 7.4
33A 13.6.09 11:07 | 15.6.09 11:30 | 2903,0 | 2612,7 12,6
38A 7.8.09 13:25 9.8.09 10:58 | 2733,0 | 2459,7 32,8

Biezno
50°24°0.545"N. | 39A 9.8.09 11:45 11.8.09 10:12 | 2787,0 | 2508,3 37,1
13°25°19.9097E 40A 11.8.09 10:58 13.8.099:40 | 2802,0 | 2521,8 16,1

42A 15.8.09 10:03 17.8.099:30 | 2847,0 | 2562,3 31,0
45A | 24.8.0911:55 | 26.8.09 10:55 | 2820,0 | 2598,0 n.a.

Laz
49°39°35.206”N, 46A | 26.8.0911:25 | 28.8.09 10:40 | 2835,0 | 2551,5 <0
13°53743.7437E | 474 | 28.8.09 11:06 | 30.8.09 10:00 | 28140 | 2532.6 <0
48A | 30.8.09 10:30 1.9.09 10:32 | 2882,0 | 2593,8 9,7
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*Navazka aerosolu (mg) : substraty nebyly vaZeny po expozici z divodu piipadné ztraty t€kavych

latek pti ekvilibraci na 50% vlhkost pied vazenim — vzorky byly dany rovnou do mrazaku.

6.3. Priprava vzorku bioaerosolu pro analyzu

Vzorky z impakéniho substratu PUF byly extrahované do deionizované vody s ethanolem v
ultrazvukové lazni. Vznikla suspenze pomoci filtracniho zatizeni byla pievedena na filtr, ktery
dal byl vysousen a aplikovan na hlinikovy podlozni ter¢ik. Pak nasledovala analyza pomoci

skenovaciho elektronového mikroskopu.

6.3.1. Separace aerosolu od PUF

Pro sterilni praci se vzorky, byl vyuzit ¢isty box s laminarnim proudénim Holten LaminAir
HB2436. Aby se nedostaly rizné necistoty do pracovniho prostoru, bylo nezbytné pracovat v
jednorazovych rukavicich. Jeden vzorek byl obsazen ve tiech paskach substratu PUF. U vzorka
byly extrahované tfi PUF pasky na jeden filtr dohromady.

Pro manipulaci se vzorky byla pouZita pinzeta. KaZzdou pasku jsme roziizli do menSich ¢astic cca
1 cm? pro usnadnéni izolace a zmensSeni celkového objemu PUF substratu. Dale byly tyto ¢éstice
pfevedeny do 150 ml kadinky. Pro zlepSeni extrakce na PUF jsme ptidali n€kolik kapek ethanolu.
Ethanol nema Zadny Skodlivy ucinek pro bioaerosol. Pak do kadinky byla pfidana deionizovana
voda na objem cca 100ml, aby se PUF pasky nachazely pod hladinou. V dal$im kroku jsme
kadinku umistili do ultrazvukové 1azné Micro Ultrasonic Cleaner CT-400 po dobu tff minut pii
maximalnim vykonu 60 W. Nasledné suspenzi vylily do filtratniho zafizeni Thermo
ScientificTM NalgeneTM. Separace byla provedena jesté jednou. V poslednim kroku PUF byl

odstranén z kadinky pomoci pinzety a kopistky.

6.3.2. Filtrace

K filtraci byla pouzita aparatura NALGENE. Nejdfive byla nadobka filtracniho zatizeni (stény
a podlozka) smocena deionizovanou vodou. Nasledné byl vloZen filtr, ktery byl stejné smocen.

Nédobka filtra¢niho zafizeni se zafixovala a na spodni cast nadobky, ktera kumuluje
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prefiltrovanou vodu, byla nasazena ucpavka. Déle byl roztok se vzorkem prelit do filtracni
nadobky Heto SUE 300Q.

Prvni vzorek €. 29A byl piefiltrovan na papirovy filtr Whatman (d=42, 5 mm). Ale béhem SEM
analyzy bylo zji§téno, Ze tento druh filtru neni vhodny pro analyzu bioaerosolu, protoze doslo k

ptekryvu €astic bioaerosolu samotnym filtrem. To bylo zplsobeno strukturou papirového filtru.

Dalsi vzorky se filtrovaly ptes nylonovy filtr Cronus Membrane Filter Nylon (d=47 mm, rozmér
portt 0,45 pm). Po ukonceni procesu filtrace, filtr byl peclivé premistén pinzetou na vicko
ptenosné plastové Petriho misky s primérem 47 mm, kterd byla pfedem popsana piisluSnym
¢islem vzorku. Filtry se susily v ¢istém boxu po dobu minimaln¢ jedné hodiny. Po vysuseni se

vzorky uschovavali do Petriho misek, dale do ZIP sackl a byly nasledné zabaleny do alobalové

folie a popsany.

Obr. 4 SEM snimek: papirovy filtr Watman s obsahem mineralnich a organickych &astic, pyl (1).

Vzorek 33A, lokalita Praha. doba odbéru 13.06.09 - 15.06.09.
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6.3.3. Testovani homogenity depozitu na filtru

K vyhodnoceni homogenity depozice na nylonovych filtrech bylo provedeno méfeni odrazivosti
na 10 riznych mistech pro kazdy filtr a byla vypoctena primérna odrazivost a ptislusna relativni
smérodatnd odchylka - rstdev. Zatimco primérnd odrazivost se snizovala s hmotnosti aerosolu,
jak se da ocekdvat, relativni smérodatnd odchylka se mirn¢ pohybovala kolem 5% pro hodnoty
odrazivosti >15, kdy se skokem zvySuje na 25%. Nezadouci néarist nehomogenity lze predejit

pouzitim dvou nylonovych filtri pro jeden vzorek, coz snizuje zatizeni filtru (Kolpakova a kol,
2017).
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Obr. 5 Hmotnost aerosolu a relativni standardni odchylky méfeni odrazivosti versus odrazivost

depozitu na nylonovém filtru po separaci aerosolu od PUF substratu prvniho stupné HiVol

impaktoru.
(Kolpakova a kol, 2017).

6.3.4. Analyza vzorkii pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM)

Nejprve byl piipraven hlinikovy podlozni teréik. Aby se zabranilo pfenosu mastnoty byla prace
provadéna v rukavicich bez prasku. PodloZni tercik slouzi pro odstranéni naboje a tepla. Z predem
pfipraveného filtru se vystiihla reprezentativni ¢ast (1x2 cm). S filtrem bylo nutné manipulovat
opatrné, aby nedoslo k rozpraSovani bioaerosolu. Vystiihnutd ¢ast byla pfenesena na prouzky

oboustranné uhlikové lepici pasky, které byly nalepené na podlozni ter¢ik. Dale byl hlinikovy
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ter¢ik pokovovan vrstvou zlata 1 nm ve vakuovém naprasovacim zatizeni BAL-TEC SCD 050
pti teploté¢ 23 °C po dobu 5 min. Pozlaceny vzorek byl pinzetou vlozen do skenovaciho
elektronového mikroskopu JEOL JSM-6380LV. Praci s pocitacovym programem SEM Control
User Interface byla provedena néktera vylepsSeni jako napf.regulace kontrastu a jasu, zrnitosti
obrazku nebo zména tzv. spot size. Po kazdé pulhodiné pouzivani mikroskopu nebo po vyméné

vzorku bylo nutné doostfit obraz na nejsiln€j$im zvétseni x 300000.

7. Vysledky a diskuze

7.1. Homogenita rozloZeni depozitu na filtru

Filtra¢ni zafizeni Thermo ScientificTM NalgeneTM poskytuje homogenni rozloZeni depozitu na
filtru. Nedochazi k piekryti Castic bioaerosolu, coz usnadiiuje identifikace a kvantifikace spor
hub. Béhem SEM analyzy pti zvétSeni do x 1000 nebylo mozné identifikovat ¢astice bioaerosolu,
ale 1ze pozorovat velké ¢asti vegetace a hruby neorganicky aerosol. ZvétSeni x 2000 se pouziva
pro identifikaci vétSiny pylu (Gretchen, 2012), ale pro identifikace spor hub je vhodnéjsi x 3000
— 6000 zvétSeni (Heikkild a kol, 1988).

Obr.6 SEM snimek: spora rodu Cladosporium (1), pyl rodu Tilia (2) a neidentifikovany

bioaerosol (3). Vzorek 33 A lokalita Praha, doba odbéru 13.06.09 - 15.06.09.
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7.2. Kvalitativni a kvantitativni analyza spor hub

Pro kvantitativni analyzu spor hub bylo spocitdno mnozstvi spor hub na 10 snimcich se stejnou
plochou pro kazdy vzorek. Pocet spor se piepocital na celkovou plochu filtru a koncentrace spor
hub byla vypocitana z celkového objemu vzduchu prosatého impaktorem. Vypocet koncentrace
spor hub byl proveden podle nasledujicich vzorci:

1. Plocha filtru (um?):

P=mn*d?* 0,25

Kde d (prumér filtraéni plochy po odecteni 5 mm, které zaujima filtraéni zafizeni k fixaci) =
37mm

P =3,14 * 37000 * 37000 * 0,25 = 1074665000 pm?

2. Celkovy pocet spor hub v celém vzorku :

1074665000 / plocha snimku * pocet spor hub na snimcich

3. Koncentrace spor hub (pocet spor *m™):

Celkovy pocet spor hub v celém vzorku / objem prosatého vzduchu (m?)

V tabulkéch €.2,3,4 jsou uvedeny jen ptiblizné odhady koncentrace spor hub, protoze to neni
pfesna kvantifikace. PUF neni vhodny pro kvantitativni odbér nanocastic rozptylenych ve
vzduchu kvili jeho relativné velkym porim (Kavouras a kol, 2001), ale ma minimalni ztraty pii
odrazu castic a mé vysokou uc¢innost sbéru (Sharma a kol, 2015). Vysledky koncentrace spor se

shoduji s uvedenymi hodnotami koncentrace v jinych pracich.

Kvalitativni analyza vzorkl spor a pylu se obvykle provadi s odkazem na jiz pfipravené podloZni
sklicko obsahujici znamé druhy nebo z fotografii stejného druhu (Cox a kol, 1995). Spory hub
byly identifikovany na zdklad€ nésledujicich kli¢h: “An atlas of airborne pollen grains and
common spores of Canada”, Bassett, [.John, 1978; “Atlas zur Bestimmung rezenter und fossiler
Pollen und Sporen”, F.Jonas, 1952; “Atlas of Airborne Fungal Spores in Europe”, S.T.Nilsson, A
Kaarik, 1983; “Die Myxomyceten: Deutschlands und des angrenzenden Alpenraumes unter
besonderer Beriicksichtigung Osterreichs. Band 1 (Ceratiomyxales Echinosteliales Liceales
Trichiales, 1993), Band 2 (Physarales, 1995), Band 3 (Stemonitales, 2000), Hermann Neubert,
Wolfgang Nowotny, Karlheinz Baumann .

Pro 15 vzorkii bylo celkem vytvofeno 605 snimku filtri obsahujicich bioaerosol. Na 340

snimcich byly identifikovany spory hub. Na dalsich snimcich byly pozorovany pyl, brochosomy.
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Mimo jiné vzorky obsahovaly zbytky rostlin a anorganické aerosolové ¢astice (Obr.7), které byly

Casto navazany na spory hub a tim komplikovaly proces jejich ur€ovani.

g

Obr.7 SEM snimek: spora houby s navazanymi anorganickymi ¢asticemi (1) a neidentifikovana

spora (2). Vzorek 40A., lokalita Bfezno, doba odbéru 11.8.09 — 13.8.09.

7.2.1. Praha

Tabulka 2. Pocet a koncentrace spor hub na lokalité Praha.

Celkova Celkovy | Koncentrace Objem

Cislo Pocet spor hub plocha pocet spor spor hub prosatého

vzorku snimkl hub v (pocet spor vzduchu
Ident. | Neident. (um?) celém *m3) (m?)
vzorku

20A 20 99 52940 2456261 986 2490,3

31A 15 105 52940 2435961 948 2578.5

32A 22 107 52940 2598359 1025 2533,5
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33A 14 110 52940 2517160 | 967 2612,7

V Praze vzorky byly odebrany od 5.6.09 do 15.6.09. V tomto obdobi podle NCDC (National
Centers for Environmental Information) v Praze skoro neprSelo a primérné denni teploty se
pohybovaly od 14,7 °C v noci az do 24,4 °C beéhem dne. Vlhkost vzduchu byla od 64% do 89%.
Kviili dosti nizkym teplotam a dalSim klimatickym podminkam bylo pozorovano malé mnozstvi
spor hub a jejich ¢asti. Tento fakt je také pravdépodobné spojen se suchem. Dalsim faktorem,
ktery mohl zpiisobit nizkou koncentraci spor hub, je vyska umisténi impaktoru (25 m). Tak podle
Khattab a kol, 2008 né¢které spory hub pusobici jako aeroalergeny meély vyssi koncentraci v
pfizemni urovni nez ostatni spory hub, coz naznacuje, ze vzorkovaci vyska je jednou z mnoha

proménnych, které ovliviiuji hladiny bioaerosolu.

V této lokalité byly identifikovany spory hub rodt Calvatia, coz jsou saprogenni houby, které
podle mushroomexpert.com obvykle rostou v parcich a vyskytuji se v 1ét¢ a na podzim. DalSim
identifikovanym rodem parazitickych hub byl rod Cladosporium. Také byly nalezeny spory rodt

Puccinia a Ustilago. Spory hub téchto dvou roda bylo tézce uréit do druhu z divodu velké

podobnosti jejich tvaru a ornamentaci.

Obr.8 SEM snimek: spora rodu Calvatia (1) a neidentifikovana spora (2). Vzorek 32A, lokalita
Praha, doba odbéru 11.6.09 — 13.6.09.
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Obr.9 SEM snimek: spora rodu Cladosporium (1) a neidentifikovana spora (2). Vzorek 32A.,

lokalita Praha, doba odbéru 11.6.09 — 13.6.09.

7.2.1.1. Srovnavaci kvalitativni analyza vzorki 18A, 20A a analyza vzorku
19A+B

V ¢lanku S.Marvanové a kol, 2018 byla detailn¢ popsana SEM analyza niz§ich pater B, C, D, E
vzorkt 18 a 20, pro které ptfiprava pro nasledujici SEM analyzu byla provedena stejnym
zpusobem, ktery byl popsan v kapitole €.6.3. V zavéruuvadi, Ze frakce B byla ptevazné
tvofena skalnatymi minerdly mezi néZz patfily kfemen, kalcit a biotit, zatimco frakce C
vétSinou obsahovala krystaly  siranu vapenatthoa K -  aluminosilikat. Ve frakci D
byly nalezeny uhlikaté cCastice se stopovym mnozstvim N a S. Frakce E byla tvofena
anorganickymi solemi Ca a K. Provedli jsme srovnavaci analyzu A-patra vzorki 18 a 20. Vzorky
18 a 20 byly odebrany od konce Unora do zacatku bfezna v Praze. V téchto vzorcich bylo
pozorovano velké mnozstvi aerosolovych ¢astic, které podle tvaru a struktury byly identifikovany
jako bioaerosol. Nékteré bioaerosolové Castice jsou s nejveétsi pravdépodobnosti pyly, protoZe na
sobé maji specifické struktury charakteristické pro pyl napf. pdrya ostny.
Skulptura exiny (vnéj$iho obalu) ma také velky vyznam pro identifikaci pylu. Ale kvili velké
zrnitosti SEM snimk se je nepodafilo piesnéji klasifikovat. Mimo jiné proces identifikace byl
ztizen deformacemi, které podle Iwanamia kol. 1988 mohou byt diisledkem dehydratace

anebo mohly vzniknout v pribéhu manipulace se vzorky.
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Obr.11 SEM snimek: neidentifikovany bioaerosol. Vzorek 18A., lokalita Praha, doba odbéru
9.3.15—-10.3.15.




Obr.12 SEM snimek: neidentifikovany pyl (1) a neidentifikovany bioaerosol (2). Vzorek 18A.,
lokalita Praha. doba odbéru 9.3.15 — 10.3.15.

Obr.13 SEM snimek: neidentifikovana spora houby (1) a neidentifikovany bioaerosol (2).

Vzorek 18A, lokalita Praha, doba odbéru 9.3.15 — 10.3.15.
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Ve vzorku 20A se podaftilo identifikovat pyl rodu Corylus, ktery je ¢asto pti¢inou alergii v pozdni

zim¢ nebo brzy na jafe (Hubert, 1974). Lze jej identifikovat pti zvétSeni (x 600) diky

charakteristickym exinam, které nesou ti'i ndpadné pory.

Obr.14 SEM
snimek: pyl rodu

Corylus (1) a

neidentifikovany
bioaerosol (2).
Vzorek 20A
lokalita Praha
doba odbéru
27.2.15-9.3.15.

Z vyse uvedeného plyne, Ze A frakce vSech vzorkl a B frakce vzorku 19 bioaerosol obsahovaly.
Ale v B frakce bylo pozorovano srovnatelné¢ menSi mnozstvi bioaerosolovych castic. Coz
naznaCuje fakt, Ze vétSina bioaerosolovych ¢astic se zachycuje jiz v prvnim patie
vysokoobjemového impaktoru, i kdyZ nékteré ¢astice o d ae < 10 um (napfi. spory hub), by mély
postupovat do nizSich pater. Za prvé, to mize byt podminéno chemickymi a fyzikalnimi
vlastnostmi impak¢niho substratu PUF. Za druhé, pfedpokladame, Zze zachyt Castic na prvnim
patie mohl byt zptisoben vznikem elektrostatickych sil mezi negativné nabitymi bioaerosolovymi

casticemi (Delort a kol, 2017) a nabitym PUF- substratem.

Béhem nasi analyzy obou frakci (A+B) vzorku 19 byly pozorovany ¢éstice bioaerosolu. Ve frakci
A byl, stejn¢ jako u vzorku 20A, pozorovan pyl rodu Corylus. Ve frakci B neocekdvanym
nalezem byly spory hub rodu Cladosporium, protoze nejvyssi koncentraci ve vzduchu maji od
cervna do zafi (Grinn-Gofron a kol, 2013). Podle MBL (Mold & Bacteria Consulting

Laboratories) v zimnim obdobi je jejich koncentrace mnohem nizsi.
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Obr.15 SEM
snimek: pyl rodu

Corylus (1) a

neidentifikovany
bioaerosol (2).
Vzorek 19A
lokalita Praha
doba odbéru
20.2.15-23.2.15
+25.2.15-

Obr.16 SEM snimek: spora rodu Cladosporium (1) a neidentifikovany bioaerosol (2). Vzorek

19B, lokalita Praha, doba odbéru 20.2.15 —23.2.15 +25.2.15-27.2.15.
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7.2.2. Brezno

Tabulka 3. Pocet a koncentrace spor hub na lokalit€ Bfezno.

Celkova Celkovy | Koncentrace Objem
Cislo Pocct spor hub plocha pocet spor spor hub prosatého
vzorku snimku hub v (pocet spor vzduchu
Ident. | Neident. (um? celém *m-3) (m?)
vzorku
38A 21 155 52940 3572743 1452 2459,7
39A 10 153 52940 3308848 1320 2508,3
40A 8 187 52940 3958437 1569 2521,8
42A 15 181 52940 3978737 1552 25623

V Bieznu byly vzorky odebrany od 7.8.09 do 17.8.09. Podle NCDC v tomto obdobi bylo hodné
srazek a denni teploty se pohybovaly mezi 26°C a 30°C. Tyto klimatické podminky nejvice

vyhovuji ristu hub a naslednému uvolnovani jejich spor do ovzdusi. Z toho divodu byla

pozorovana vysokd koncentrace spor hub. Mimo jiné vyska umisténi impaktoru (4 m od

zemského povrchu) také pozitivné ovlivnila koncentraci spor hub. Lze pozorovat postupné

zvétSeni koncentrace.

Celkem se podafilo identifikovat spory hub do 9 rodti. Nejvétsi variabilita byla pozorovana u spor

hub rodu Puccinia. To mize byt podminéno jejich nejmensi deformaci. Pravé na této lokalité

byly nalezeny spory hub rodu Alfernaria, které podle Bullerman, 2003 vyZaduji vysokou vlhkost

a parazituji na obilovinédch a ovoci. Spory rodu Boletaceae jsou nachylné na znecisténi ovzdusi,

a proto jsme neocekavali jejich nalez v této lokalité. Dal§imi identifikovanymi rody spor hub byly

Conoplea, Melampsora, Tilletiaceae.
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Obr.17 SEM snimek: spora rodu Alternaria (1) a neidentifikovana spora (2). Vzorek 38A,
lokalita Bfezno, doba odbéru 7.8.09 — 9.8.09.

Obr.18 SEM snimek: spora rodu Conoplea (1) a spora rodu rod Ustilago (2). Vzorek 39A,

lokalita Bfezno, doba odbéru 9.8.09 — 11.8.09.
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7.2.3. Laz

Tabulka 4. Pocet a koncentrace spor hub na lokalité Laz.

Celkova Celkovy | Koncentrace Objem
Cislo Pocet spor hub plocha pocet spor spor hub prosatého
vzorku snimka hub v (pocet spor vzduchu
Ident. | Neident. (um?) celém *m ) (m3)
vzorku
45A 16 191 52940 4202034 1617 2598
46A 13 190 52940 4120835 1613 2551,5
47A 12 205 52940 4405030 1738 2532,6
48A 20 186 52940 4181734 1610 2593.8

V Lazu byly vzorky odebrany od 24.8.09 do 1.9.09. Béhem odbéru vzorkl neprselo a stiedni
denni teploty byly kolem 29°C. V tomto obdobi se jesté vice zlepSily podminky pro uvoliiovani
spor hub do ovzdusi. Proto tady byla objevena nejvyssi koncentrace spor hub ze vSech tfech
lokalit. Pravdépodobné je tento jev také spojen s umisténim impaktoru blizko zemského povrchu.
Mezi faktory, které zptsobily vEét§i mnozstvi spor patii zalesnéné okoli, rozsahlé moktady a

raSeliniSté na misté odbéru vzorkl. Koncentrace postupem casu byla skoro konstantni.

Ve vzorcich z této lokality bylo identifikovano velké mnozZstvi spor ¢eledi Tilletiaceae, coz jsou
parazitické houby rostlin z celedi Lipnicovité (Poaceae). Pouze na této lokalit¢ byly
identifikovany spory rodt Aspergillus a Fusarium a druhu Lactarius Trivialis, ktery roste
piredev§sim v horskych a podhorskych lesich. Byly nalezeny spory hub rodi Boletaceae,

Cladosporium, Puccinia, Ustilago, Conoplea.
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Obr.20 SEM snimek: spora druhu Lactarius Trivialis. Vzorek 45A, lokalita L4z, doba odbéru
24.8.09 — 26.8.09.




Obr.22 SEM snimek:spora rodu Puccinia. Vzorek 45A., lokalita Laz, doba odbéru 24.8.09 —
26.8.09.
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Obr.24 SEM snimek : spora rodu Aspergillus. Vzorek 48A. lokalita Laz, doba odbéru 24.8.09 —




Obr.25 SEM snimek : spora rodu Boletaceae. Vzorek 45A, lokalita Laz, doba odbéru 24.8.09 —

26.8.09.

Spole¢né pro vSechny lokality byl nejéastéji se vyskytujicim rodem Cladosporium, ktery byl
pfitomen ve vSech vzorcich. Tento vysledek se shoduje s vysledky v pracich, kde byla zkoumana
koncentrace spor hub. O néco méné bylo objeveno houbovych spor rodl Puccinia a Ustilago.
Spory hub rodu Melampsora, které parazituji hlavné na listech rostlin rodu Populus, byly

objeveny jenom v lokalitach L4z a Bfezno, kde pravé roste hodné topolti.

Zajimavym ndlezem byly brochosomy, coZ jsou bilkovinné sekre¢ni ¢astice (0,2 - 20 pm) hmyzu
celedi Cicadellidae (Rakitov a kol, 2013). Brochosomy jsou produkovany malpigickymi
trubicemi ve velkém mnoZstvi na povrchu integumentu a vytvareji film slouZici k odpuzovani
vody a lepkavych latek (Rakitov, 2002). Dal§i moznou funkci brochosomovych filmi je pfima
nebo nepiima ochrana proti pfipojeni a kli¢eni spor hub (Rakitov, 2002).

V sérii kampani bylo zjisténo, ze v méstském teplém vzduchu (b€hem léta a na zacatku zafi) jsou
brochosomy nejrozsifenéjSimi bioaerosolovymi c¢asticemi (Wittmaack, 2005). Pravé timto
faktem mtizeme vysvétlit ndlez brochosomt ve vzorkach A32 a A31 z Prahy. Zatimco v Lazu
byl objev brochosomii podminén malou pocetnosti velkych ¢astic bioaerosolu (napft. pyl). Podle
Wittmaacku, 2002 diky tomu nedochazi k zakryti malych brochosomt a navic usnadnuji jejich

detekci. V Bfeznu brochosomy pozorovany nebyly.
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Obr.26 SEM snimek : sekreéni ¢astice brochosomy. Vzorek 48A. lokalita L4z, doba odbéru
30.8.09 — 1.9.09.

7.3. Korelace mezi koncentraci spor hub a navazkou aerosolu

U vzorkl z Prahy, Bieznu a Lazu nebyla pozorovana ani pozitivni, ani negativni korelace mezi
navazkou aerosolu a koncentraci spor hub ve vzduchu. Koncentrace spor se postupné zvysovala.

Predpokladame, Ze to bylo zpiisobeno stoupajici teplotou vzduchu.

7.4. Vypocet procenta deformovanych spor hub

Deformace spor hub mohou ztéZovat identifikaci béhem analyzy pomoci mikroskopu (Vijai
Kumar Gupta a kol, 2013). Deformovana morfologicka struktura spor hub mtize byt zptisobena
dehydrataci (Vijai Kumar Gupta a kol, 2013). Sime a kol, uvadi Ze Lacto-Cotton Blue je schopen
rehydratovat vysusené a deformované spory, aby ziskaly plivodni tvar. Proces mtize trvat nékolik
hodin nebo celou noc. Houby jsou také citlivé na svétlo, ale mnohé z nich jsou chranény
pigmenty absorbujicimi svétlo (Roy G. Driesche a kol, 1996). Podle Harriet Burge a kol, 2011

ani zvétSeni rychlosti pratoku vzduchu pfes impaktor nemutze zptisobit deformity spor hub.

48



Zvyseni prutokové rychlosti by mélo zlepsSit shromazd’ovéani jednotlivych spor a agregath
inercidlnim impaktovanim. AvSak zvySujici se impak¢ni rychlost mize byt dostacujici k

rozdé€leni agregatii béhem impakce (Trunov a kol, 2001).

Pro analyzu deformovnych spor hub byly analyzovany v§echny snimky. Na snimcich byly spory
jak deformované, tak i neposkozené, které byly nasledné spocitdny. Vzorec pro zjisténi procenta

deformit :

mnozstvi spor deformovanych

celkové mnoistvl spor * 100 = procento deformovanych spor hub

V Praze procento deformovanych spor hub bylo 48% z celkového mnoZzstvi spor. V Bfeznu a
Lazu procento deformit bylo 23% a 25% resp. Lze pozorovat zmenSeni procenta deformovanych
spor hub. Z nejvétsi pravdépodobnosti je to dano zlepSenim podminek (vétsi vihkost vzduchu) a

uvolnovanim “novych” spor, u kterych jest¢ nedoslo k dehydrataci.

Obr.27 SEM snimek spor hub rodu Tilletia. Nedeformavana spora (1) vs deformavana spora (2),

Neidentifikovana spora (3), neidentifikovany bioaerosol (4). lokalita Laz ., doba odbéru 24.8.09 -
26.8.09.
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8. Zavér

Za prve, dokazali jsme, ze 1. frakci vysokoobjemového kaskadniho impaktoru HiVol BGI-900
je vhodna pro odbér vzorki bioaerosolu a jejich dalsi analyzu. Tento druh impaktoru prokézal
nizkou miru poSkozeni bioaerosolu béhem vzorkovani, a to diky tomu, ze ma malou tlakovou
ztratu na trysce a pritom je schopen zachytit velky reprezentativni objem aerosolu, ktery je nutny
pro dalsi analyzu.

Za druhé, dokazali jsme, ze impak¢ni substrat PUF lze vyuzit pro pfipravu homogenné
rozlozeného vzorku pro tvarovou analyzu bioaerosolu pomoci SEM za pouziti vhodné metody
extrakce atmosférického aerosolu.

Za tfeti, béhem SEM analyzy jsme ve vzorcich aerosolu objevili velké mnozstvi astic
biologického ptivodu. Byly identifikovany Castice a spory hub, rostlinny pyl, sekrecni produkty
hmyzu (tzv. brochozomy) a organické lomky. Nejméné€ spor hub bylo nalezeno v Praze. Na
lokalitach Biezno a L4z bylo objeveno pfiblizné stejné mnoZstvi spor. Spory hub se podatilo
identifikovat do 9 rodi, 1 celedi a 1 druha. Nejcastéji se vyskytujici spory hub pattily do rodu
Cladosporium. Ve vzorcich zimniho odbéru z Prahy také byl nalezen bioaerosol, kdy zevrubna
mikroskopickd analyza dalSich stupiiti nepotvrdila existenci bioaerosolu. VétSina toho
bioaerosolu byla klasifikovéana jako pyl a spory hub. SEM analyza prvniho stupné kaskéddniho
impaktoru miZe byt pouZita pro analyzu bioaerosolu.

Za ¢tvrté, nebyl nalezen velky rozdil v kvalité spor hub mezi vzorky. Kvantita vyskytu houbovych
spor zavisela na obdobi odbéru vzorkt aerosol, klimatickych podminkach a vySce umisténi

impaktoru.
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