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Abstrakt

Prace komplexnim zptisobem shrnuje poznatky o mykobiomu traviciho traktu ¢lovéka. Podava tak
prehled o vyskytu, diverzité a cetnosti hub v jednotlivych ¢astech travici trubice, faktorech urcujicich
slozeni jejich spolecenstev, interakcich s imunitnim systémem, ostatnimi mikroby i mezi jednotlivymi
¢leny houbové komunity. Stru¢né naznac¢uje pouzivanou metodologii pfi studiu daného predmétu
spolu s vyhodami jednotlivych postupt. Shrnuje a diskutuje soucasné znalosti o prirozeném
mykobiomu, ktery se podili na efektivnim fungovani organismu a to i v ptipadech, kdy se tento podili
na vzniku a udrZovani stavu disbalance. Pro rod Candida, dominantni gastrointestindlni rod, je shrnuta
ekologie 1 podrobngjsi interakce s okolim. Stievni mykobiota je dle posledniho vyzkumu povazovana
za dalezity faktor ve vyvoji n¢kterych lokalnich onemocnéni, k nimz patii také idiopatické stifevni
zanéty, ulcerdzni kolitida a Crohnova choroba, nebo syndrom drazdivého tra¢niku. Ovsem také riizna
zdanlivé nesouvisejici onemocnéni jsou v poslednich letech spojovana se zménou ve stfevnim
mykobiomu. Navic se stievni komunita svou imunogenni podstatou podili i na vzniku obranych reakci

v jinych ¢astech téla.

Kli¢ova slova: mykobiom, mikrobiota, sekvenovani nové generace, ITS rDNA, diverzita, idiopatické

stievni zanéty, drazdivy tracnik



Abstract

This Bachelor thesis is a complex review of information about mycobiome of human digestive tract. It
summarizes the known incidence, diversity and abundance of fungi in different parts of the
gastrointestinal tract together with factors that determine composition of its communities. It also
describes plentiful interactions with immune system, other microbes and between fungal species
themselves. Then there is a brief remark about methodology that is in use for this subject together with
its pros and cons. Thesis sums up and discusses current knowledge about the healthy mycobiome,
highlighting cases, when it plays role in the formation of disbalance often resulting in an outbreak of a
disease. The paper considers ecology and detailed interactions with the environment for Candida
species, the dominant gastrointestinal fungus. Intestinal mycobiota has been lately purposed as an
important factor in the development of certain local diseases, which include inflammatory bowel
disease, ulcerative colitis and Crohn's disease, or irritable bowel syndrome. Moreover other seemingly
unrelated diseases have been associated with a change in intestinal mycobiome in the recent years.
Finally intestinal community plays with its immunogenic nature important role in defense mechanisms

elsewhere within the body.

Key words: mycobiome, microbiota, next generation sequencing, ITS rDNA, diversity, inflammatory

bowel disease, irritable bowel syndrome
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1. Uvod

PredloZena prace si dava za cil shrnout momentalné dostupné informace o mykobiomu lidského
traviciho traktu. Mykobiom, neboli houbova slozka mikrobiomu sestavajiciho se z archei, bakterii,
virti a mikroeukaryot, byl jako termin ustanoven az na za¢atku 21. stoleti. Kvasinkovité formy hub
vsak byly v lidské stolici detekovany piinejmensim o stoleti diive. Houby v asociaci s lidskou travici
trubici tvofi minoritni, ale vysoce diverzifikovanou slozku, nékdy také oznaCovanou terminem
piejaym z ekologie jako rare biosphere. Po dlouhou dobu tak byl mykobiom ve stinu studii
zabyvajicich se bakterialni komunitou. Tyto ¢lanky je pfinejmensim vhodné brat na védomi, neb nam
nabizi nejen metodologickou inspiraci, ale také zaclenéni mykobiomu do komplexnéjsiho, 1épe
prozkoumaného celku, coz pfinasi unikatni holisticky pohled na gastrointestinalni mikrocbiom. Diky
recentnim pokrokiim v metodologii, molekularnimu pfistupu k problematice a nasledné introdukci
sekvenovani nové generace stojime na pocatku nové objevné epochy. Idealnim postupem by byl
detailni popis zdravého mykobiomu, ktery by pak bylo mozné porovnat s tim zménénym. BohuZzel ne
vzdy je toto srovnani k dispozici, jak pro jednotlivé ¢asti travici trubice, tak pro souhlasnou
metodologii. V literatuie se stale objevuji dozvuky metod jiz davno inovovanych a do doby, kdy
budeme rutinné sekvenovat ribozomalni RNA (rRNA), zfejmé nebude panovat jasny nazor na to, které
druhy opravdu tvori ptirozené komenzalni konsorcium a které jsou pouhou nutriéni ¢i environmentalni
kontaminaci. Navic se v posledni dob¢ dostava stale vice do poptedi nazor, kdy druh jako takovy jiz
neni dostate¢né signifikantni, ale dilezita je jeho takzvana bunééna identita, coz reflektuje kapitola 8.2
na rodu Candida. Jednoduchy ekologicky popis jednotlivych druhi a jejich interakci ovSem nemutize
byt dostacujici, nebot’ kliCovou roli zde sehrava imunitni systém. A to jak jedinecny genotyp hostitele,
tak rozpoznani druhu imunitou, nasledna unikatni reakce a tim efekt, ktery ma dana komunita na
celkovy organismus. Stfevni houbova komunita hraje dilezitou roli nejen pro lokalni i celkovy stav
traviciho traktu, ale také pro imunokompetenci a generalni zdravotni stav hostitele. V obdobich
imunosuprese se stava konsorcium travici soustavy hlavnim moznym zdrojem pro pfemnozent,
translokaci a propuknuti lokalni i systémové nemoci. V nejhor§im scénaii dochazi k hluboké
mykotické infekci ¢i fungémii, které zpisobuji vysokou mortalitu. Takové stavy jsou ve vyspélych
zemich dlouhodobé na vzestupu a mnohdy limituji doznani uzasnych pokrokii chirurgie a mediciny.
Studium mykobiomu je tak klinicky i komeréné velmi atraktivni. Krom moZzné prevence sestavajici se
z celkové zmény Zivotniho stylu, stravy, navyki, hygieny, bydleni, vahy a dalsich, je dnes jiz popsana

a testovana i peroralni vakcinace proti nékterym druhim.



2. Metody studia mykobiomu

Kvasinkovité formy hub v lidské stolici poprvé popsal Anderson (1917). Tehdy byly zakladem
vyzkumu metody zalozené na péstovani kultur na agaru. Z nich byly jednotlivé druhy klasifikovany
rustem na selektivnim médiu, biochemickymi a mikroskopickymi analyzami. Tak byla zkoumana
celkova morfologie kolonie, mikromorfologie struktur, riistové charakteristiky a fyziologické aktivity.
I kdyz mnohé rody jsou vlaknité, vétSinova morfologie je uniformni, nejvice podobna rodu Candida
(Scanlan a Marchesi 2008). Morfologie samotna pak ovliviiuje adhezi, tvorbu biofilmu i virulenci, a to
predevsim pies specifickou expresi adhezintl, ktera je patrna jiz pouhym okem, kdy se kolonie stava
vyrazné vrasnéna (Wang et al. 2012). Mezi pouzivana média patifi Sabouraud-dextr6zovy agar,
maltdézovy agar, agar inhibujici rdst plisni, bramboro-dextrozovy agar, Czapktliv agar, Dixon agar a
Columbia glycine-vancomycin-polymyxin B kultivaéni médium. Do vétSiny z nich je pfidavan koktejl
Sirokospektralnich antibiotik, ktery limituje pfemnozeni bakterii, a poté jsou misky inkubovany ve
25°C nebo pii pokojové teploté (Gouba et al. 2013) , protoze ¢asto pouzivanych 37 °C zplsobuje
¢asteCnou ztratu diverzity podminkami, které upfednostiuji patogenni druhy (Monteiro-da-Silva et al.
2014). Pro nékteré druhy, jako naptiklad Malassezia, je vhodné ptidat do média olivovy olej slouZzici
vSak dokumentovano, Ze kultivacejako takova uptednostiiuje spiSe druhy oportunni (Scanlan a
Marchesi 2008).

Tato metodologie a jeji vysledky vedly az k myslence, Ze mikroeukaryota nejsou Siroce distribuovana
ani Cetna v lidské mikrobioté (Rajili¢-Stojanovi¢ et al. 2007), coz je skutecné pravdivé tvrzeni pro
kultivovatelnou slozku komunity. Nekultivovatelné druhy totiz tvofi vétSinu lidského mykobiomu

(Ghannoum et al. 2010).

ITS1F/ITS2 LROR/LR5-F
18S_0067a_deg/NSR_399 3271-ITS2F/3271-ITS2R
NL1/NL4 E
188 ITS1 [6.88 | ITS2 288
ITS1F/ITS4

Obrazek 1: Schéma houbového ribozomalniho genového klastru s lokalizacemi pro navazovani

primeri polymerazové fetézové reakce (PCR). Pievzato a upraveno z Cui et al. (2013).

S prichodem molekularnich technik se moznosti poznani lidské houbové komunity vyrazné rozrostly.
U hub je vétSinou sekvenovano ribosomalni DNA (rDNA), Obrazek 1, s primarnimi cili vnitiniho
prepisovaného mezerniku (ITS), nebo 18S malé podjednotky. Usek 18S viak neni dostate¢ng

polymorfni a zaroven primery bézné pouzivané pro jeho amplifikaci vykazuji vyssi afinitu



k askomycetim. Diky soucasné detekci jednobunéénych stievnich parazitd v§ak poskytuje komplexni
nahled na hostiteldv zdravotni stav (Dollive et al. 2012).

Jednotlivé metody pro porovnavani houbové diverzity mezi skupinami a jejich pfednosti zobrazuje
Tabulka 1. Diky pfimému sekvenovani houbovych geni tak byla objevena vyrazna diverzita.
Sekvenovani nové generace (NGS) tento proces zlevnilo a zefektivnilo.

Tabulka 1: Pfehled metod studia mykobiomu. Pievzato a upraveno z Cui et al. (2013)

Metoda Vyhody Nevyhody

1. vetsi ¢ast lidského mykobiomu jsou

ekonomicky vyhodna metoda, moznost |nekultivovatelné druhy, 2. pfes vyuziti

vyuziti izolovanych kment mnoha selektivnich médii s pridatkem

k naslednym experimentalnim antibiotik tvofi tato metoda specificky
Kultivace manipulacim selekéni tlak favorizujici urcité druhy
RFLP 1. vyznamna intraspecificka variabilita, 2.
OFRG dovoluje porovnani ¢etnosti mezi nedostateéné specifické k odliSeni druht,

skupinami 3. neschopnost kvantifikovat proporci

DGGE

— kazdého ¢l kobi
In situ hybridizace azceho tieha myxoblomu

Piimé sekvenovani

zaklonovanych
PCR produktt ) finan¢né nakladné
dostatecna specifita pro rozeznani _ i i
. 1. limity metody pfi rozliSovani
druht
homopolymernich useki sekvenci, 2.
neschopnost odlisit environmentalni
Pyrosekvenovani kontaminace

Vyuziti kapilarni elektroforézy pro sekvenovani je jednou z metod, které umoznuje piesnéjsi
identifikaci, ale je ovlivnéno amplifikaénim zkreslenim. Oproti tomu pyrosekvenovani pokryje vice
sekvenci bez zkresleni, ale produkuje kratsi sekvence (Turnbaugh et al. 2006). Metoda s vysokou
efektivitou je kvantitativni PCR (q-PCR), ktera je vyrazn¢ citlivéjsi nez klasickd PCR nebo izola¢ni a
kultivacni metody. Nekteré na kultivaci pozitivni vzorky se analyzou g-PCR jevi negativni. Ziejme
protoze urcité kultivaéni podminky obohacuji druhy, které se ve vzorku vyskytuji v tak nizké
koncentraci, Ze jsou pod rozliSovacim limitem pfistroji (Guo et al. 2010). Jako idealni se tedy jevi
kombinovany pfistup k analyze vyuzivajici jak kultivacnich, tak molekularnich metod (Gouba et al.
2013).

Samotny odbér vzorkt je samoziejmé dalsi dilezitou ¢asti metodologie. Napiiklad vyplachové vzorky
ustni dutiny (Ghannoum et al. 2010) se po prvotnich pokusech se stéry plaku dasni (Aas et al. 2007)

jevi jako vyrazn¢ efektivnéj$i metodologie. Také neni jisté, jak moc je vhodné uzivat fekalnich vzorku,
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jako reprezentativniho materialu pro sttevni mykobiom. Je dokumentované, Ze oproti endoskopicky
odebiranym vzorkiim vykazuji vyssi podil kvasinek a plisni (Ott et al. 2008). Na druhou stranu béhem
bioptického odbéru a nasledné fixace tkané¢ mize dojit k nechténému odstranéni povrchového mycelia
i dal§ich houbovych forem dileZitych pro detekci (Kodsi et al. 1976). A roli samoziejmé hraji i
specifika urcitych rodd. Naptiklad dikladné tfepani spolu s keramickymi kulickami je nezbytné k
rozbiti tlusté bunécné stényumoziujici detekci deoxyribonukleové kyseliny (DNA) kvasinek rodu
Malassezia (Dupuy et al. 2014).

Protoze DNA pfeziva prichod travicim traktem, nelze zcela odlisit, které sekvence jsou druhti
transientnich a ktefi zastupci jsou trvalymi kolonizatory traviciho traktu. K odliSeni nutri¢ni
kontaminace by mohlo slouzit pouziti rRNA, kdy by byla detekovana jen aktivné metabolizujici cast
spolecenstva (Rajala et al. 2011).

Nejcastéji pouzivanym modelem ke studiu stievni mikroflory, jeji interakce s imunitnim systémem,
vlivem na rozvoj nemoci a metabolismus 1éCiv je mysi model (Scanlan a Marchesi 2008). Obvykle je
také vyuzivano gnotobiotickych mysi, které poskytuji nahled na celkovy efekt mykobiomu (Mason et
al. 2012a). Houbové organismy byly pomoci fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) detekovany za
pritomnosti fekalii v terminalnim tiseku tenkého stfeva, ve slepém stireveé a piedni ¢asti tlustého stieva,
kde tvotily v priméru pouze 2 % (0-10% vyskyt) celkové biomasy biofilmu. Tato metoda je
neocenitelna pro morfologické urceni struktur, ale vzhledem k jejim technickym limitim (Kempf et al.

2000) mtze byt toto ¢islo nadale podhodnocené az o 50-70 % (Scupham et al. 2006).
3. Travici trakt

Sténa travici trubice ma od dolni tietiny jicnu prakticky jednotnou stavbu. Vnitini povrch vystyla
sliznice, pod niZ je rychle regenerujici vrstva epitelu, ktery je v Zaludku a ve stfeveé cylindricky,

v ostatnich ¢astech plochy s ¢etnymi hlenovymi a sekreénimi buiikami. Dal$i vrstvou je vmezeiené
vazivo s hojnymi krevnimi a miznimi cévami spolu se shluky mizni tkané. To je uzaviené do tenké
vrstvy hladké svaloviny, ktera ptispiva k faseni sliznic zaludku a tenkého stieva.

Ustni dutina tvofi malymi i velkymi slinnymi Zlazami vodnaté hlenovity sekret, sliny, které obsahuji
antibakterialné ptisobici lysozym, slinné imunoglobuliny A, lactoferin, peroxidazy, histaminy
rozpus$téné ionty, alfa-amylazu a nékteré odpadni latky. Nasleduje nalevkovity hltan a trubicovity
jicen, ustici do vakovitého zaludku. Jednotlivé bunky sliznice Zaludku jsou spojeny tésnymi spoji a
obsahuji hojné zlazky, které produkuji zalude¢ni §tavu. Shluky mizni tkan€ jsou soucasti
protiinfekénich mechanismt stejné jako Stava slozena z kyseliny chlorovodikové, hlenu a
hydrogenuhli¢itanu. K rozvinuti a udrZeni bariéry je tieba dokonalé prokrveni stén travici trubice,
které zajist'uje produkci mistnich tkanovych hormont a prostaglandind. Dale zminme piidatné travici
zlazy, slinivku bfisni a jatra. Jatra zneSkodiuji mikroorganismy piedev$im pomoci fagocytujicich

Kupfferovych bungk, které jsou prichycené ke sténdm sinust a jsou soucasti jaterniho makrofagového



systému. Nasleduje tenké stievo dlouhé 3-4m , skladajici se z dvanactniku, la¢niku a kycelniku.
Vystelku tenkého stfeva tvori cylindrické bunky nékolika typu a funkei, pro nase potteby zmiiime
tvorbu hlenu, produkci stfevni §t'avy, antimikrobialnich latek a fagocytozu. Sliznice vybiha v klky
bunikami s kartacovym lemem a spolu se slizni¢ni vrstvou jsou faseny v kruhové fasy. Posledni ¢asti
trubice je tlusté stfevo, které je priblizné 1,5 m dlouhé a tvofi ho slepé stfevo, tracnik vzestupny,
priény a sestupny, esovita kli¢ka a kone¢nik. Stava tlustého stieva obsahuje hlen se slab& zasaditou
reakci vhodnou pro saprofytické bakterie (Merkunova a Orel, 2008).

Hlavni funkci travici trubice je zajisténi lidského metabolismu, na ktery je v§ak vhodné pohliZet
jako na supraorganismalni. Bylo prokazano, Ze mikrobidlni kolonizace traviciho traktu mize byt
povazovéana za dalsi z metabolickych organd. Stépi pro nas nestravitelné rostlinné polysacharidy, coz
ma za dusledek zvySeny piijem monosacharidi z lumenu a jaterni lipogenezi (Backhed et al. 2004),
ale role hub je zatim nejasna. Udrzovani obranné bariéry v travici trubici je absolutnim zakladem pro
zdravi a preziti jedince (Spencer et al. 2014). Travici obtize se tykali naptiklad 69 % americké
populace a jsou tak skute¢né soucasti nasich kazdodennich Zivoti (Drossman et al. 1993).

Na specifické prostiedi traviciho traktu se adaptovala pouze mala ¢ast houbové diverzity. Toto
prostiedi je unikatni stabilni vysokou teplotou, vlhkosti, nizkou hladinou kysliku a vysokou izivnosti.
Jednotlivé druhy musi mit geny kodujici toleranci k pH, Zlu¢i, nizkym az Zadnym koncentracim
kysliku, jsou tak anaerobni ¢ mikroareofilni a vzdaleni svym volng Zijicim piibuznym. Usp&sné tak
Casto osidluji Sirokou skalu hostiteltl. Gastrointestinalni podminky plisobi inhibi¢né viici sexualnimu

rozmnozovani hub (Wang et al. 2012).

4. Mikrobiom traviciho traktu se zamérenim na
mykobiom

Termin mykobiom byl etablovan v roce 2010 k odliSeni houbové bioty od bakterialni (Ghannoum et
al. 2010), ktera je v literatute ¢asto ozna¢ovana terminem mikrobiota, béZné oznacujicim také
celkovou komunitu mikroeukaryotnich organismi, bakterii, viri a archei. Mikromycety tvoii méné
zastoupenou (Qin et al. 2010) ale velmi diverzifikovanou komponentu lidského mikrobiomu (Gouba et
al. 2014), kdy stabilni slozka mykobiomu je charakterizovana jako organismy, které se vyskytuji u
vice nez 20 % subjekti (Mukherjee et al. 2014).

Travici soustava je obyvana komplexni mikrobialni komunitou, jejiz ¢lenové spolu interaguji pomoci
predace, kompetice a mutualismu. Také jsou ovliviiovany a sami ovliviiuji imunitni systémem
hostitele. Tato kiehka a soucasné dynamicka rovnovaha se ziejme vyvinula béhem tisict let vzajemné
koevoluce. Bakterialni slozka je tak pro pojednani o mykobiomu neopomenutelna, nebot’ vzajemna
interakce téchto slozek ma dramaticky efekt na jejich diverzitu, Cetnost, reakci imunitniho systému,
pripadnou patogenezi i citlivost k 1é€b¢ (Cui et al. 2013). Diverzita houbové a bakterialni slozky

traviciho traktu ma inverzni povahu (Kiihbacher et al. 2006). Je velmi interindividualné variabilni a



intraindividualné stabilni (Monteiro-da-Silva et al., 2014, Ott et al., 2007, Kiihbacher et al., 2006).
Mikroorganismy v téle ¢lovéka tvoii kombinované biofilmy, které znazornuje Obrazek 2, kde vidime
kolonie hub vmezetené mezi vyrazné pocetnéjsi bakterialni slozku. Morfotypy se riizni od vlaknitych,
malych i velkych vejcovitych pies viretenovité az po silné tyCovité (Scupham et al. 2006). Komunita
mikroorganismi je pfichycena k epitelu a uzaviena v extracelularni polymerické hmoté, ktera je chrani
pred nepfiznivym prostfedim i imunitnim systémem (Schulze a Sonnenborn 2009). Stabilita
mikrobiomu je na schopnosti adherovat siln¢ zavisla. Pokud by bunky neadherovaly, byly by pouhou

soucasti neustale se pohybujici masy traveniny, hlenu a §tav.

5. Imunitni
odpovéd’
vuci
houbam
Prvotni interakce mezi
mykobiomem a receptory
pfirozené imunity rozhoduje
o tom, jestli dany organismus
indukuje protektivni imunitni
odpovéd’ anebo bude
tolerovan. Obrazek 3.

Nékteré houby umi vyuzit

této interakce tak, ze

Obrazek 2: FISH analyza mukozy. Malé sekce lumenu myssiho

slepého stfeva byly hybridizovany proby pro houbovou malou

téchto receptorii indukuji podjednotku rRNA a fluorescenéné oznageny pomoci DAPI.
----- Pievzato a upraveno z Scupham et al. (2006).

spusténim unikatni reakce

hostitele, které jim umozni kolonizaci. Podobn¢ jako v pfipadu ostatnich mikrobtl jsou i v pfipadé
mikromycet pro tuto interakci nezbytné receptory rozpoznavajici molekularni vzory (PRRs), které
rozpoznavaji konzervované molekularni struktury, jako jsou chitin, manan, -glukany, zymosany, 3-
oligomanosidy, DNA a RNA, které jsou také oznacovany jako molekularni vzory asociované s
mikroby (MAMPs). Detekei zajist'uji lektinové receptory C-typu (CLRs), receptory podobné Toll
(TLRs), receptor typu NOD, NLRs, (Chen 2014), rodina galektinovych proteind, receptory podobné
genu indukovanému kyselinou retinovou, RLRs, a dalsi. VSechny tyto receptory spousti intercelularni
signalni kaskadu, ktera fidi pfirozenou a adaptivni imunitu (Romani 2011). Typ odpovédi zavisi na
tom, jaka burika a v jakém prostiedi se dostala do kontaktu s MAMP. PRRs se totiz objevuji na fadé
hostitelskych bunék vcéetné endotelnich, epitelnich, dendritickych (DC) a prostiedi kde se tyto bunky
nachazi, urcuje jejich reaktivitu (Lebeer et al. 2010). TLRs a CLRs aktivuji pocetné intracelularni

mechanismy, které vedou k produkci defensinti, chemokini, cytosint, kyslikovych radikalt a jinych



obrannych latek. CLRs jsou centralni pro rozpoznani hub a indukci pfirozené imunitni odpovédi, ktera
vede predevsim k piimému zneskodnéni patogenti fagocytdzou, na které se podili zejména makrofagy

a neutofily. Dectin 1 je hlavni receptor rozpoznavajici -glukany, coz je nasledovano ligaci, ktera

Glukany Bunéina sténa Zymosan  indukuje produkei pro
I
: i domans o e
Fusfupeptldulimnnn Fosfopeptidomanan a | ® ..% a proti zanétlivych
° ®
I:,."",,::Dl e e @ ® 0% 0 int i
o X s 285 ...:. = 3 ® % chemokind. Dectin 2
o e 68g o | - L
.g e 6 g *© / - rozeznava struktury
@
I \ bohaté na mandzu a

s vy$$i afinitou tak
vaze hyfalni formy.
Vazbou s dal§im
receptorem indukuje
uvolnéni
prozanétlivych
cytosind a leukotrient.

CLRs jsou také

zasadnimi receptory,

PRO : Prozanstliva odpovéd’ ® [- glulcany
ANTI : Protizanétliva odpovéd’ ® [-manany které vedou
«» : VZajemma spoluprace g-manany L, ,
- k vyzravani DC a tim
m ¢astl Lipidi
Obrazek 3: Interakce mezi mykobiomem a imunitnim systémem. Hlavni k prezentaci antigenti

MAMPs interagujici s PRRs. Pfevzato a upraveno z Jouault et al. (2009). hub T-buiikim. které se

nasledné diferencuji v pomocné lymfocyty. Nasledna adaptivni imunitni odpovéd’ pak umoziuje
specificky odstranit dany organismus a ptipadné proti dalsi infekci chranit (Romani 2011). Vzhledem
k vyznamu této interakce, mys, kterd nema funkéni dectin-1, je nachylnéjs$i k chemicky vyvolané
kolitid¢€, protoze neni schopna efektivni imunitni odpovédi proti mikrobtim, které pii poskozeni
pronikaji do stievni stény. Tato translokace vede dale k zesileni zanétu plisobici dalsi poskozeni bariér

stieva a translokaci dalSich antigend (Iliev et al. 2012).
6. Faktory ovliviiujici diverzitu a Cetnost mykobiomu

VétSina mykotickych onemocnéni je ovlivnéna mimo jiné, viz Tabulka 2, také faktory jako je
virulence daného kmenu, lokalni obranné mechanismy mukézy, nachylnost hostitele (Mathieson a
Dutta 1983) a resistence kmenu vii¢i u¢innym latkam léciv (Wu et al. 2014). Zvysené riziko infekce
bylo dokumentovano pro krevni skupinu 0 1 jedince s nedostate¢nou sekreci antigend krevni skupiny
(Burford-Mason et al. 1993).

Prodluzovani véku doziti je v soucasnosti jasnym trendem. Ve stari eli jedinec fyziologickym

zménam, kuptikladu nartstu kiehkosti mukozy, snizeni nestimulovaného pritoku slin, nizsi produkcei



zalude¢nich §t'av a mens§i vykonnosti imunity. Zaroven je tieba brat v potaz polymedikaci, soub¢h
nékolika nemoci ve stejném cCase, neziidka nekvalitni nahrady typu zubni protézy a ¢astou malnutrici.
Je potieba si také polozit otazku, od kdy je ¢loveék star. Pro nase potfeby muzeme pouzit prelom 59. a

60. roku zivota, kdy prevalence kvasinek v dutiné ustni €ini rozdil 5,3% (Wu et al. 2014).

Tabulka 2: Faktory ovlivijici diverzitu a cetnost celkové mikrobiomu.

(Burford-Mason et al. 1993), (Secondulfo et al. 2001), (Iliev et al.

genotyp 2012)

vék (Koenig et al. 2011), (Wu et al. 2014)
rasa (Ghannoum et al. 2010)

pohlavi (Angebault Cécilie et al., 2013)

imunitni systém (Wu et al. 2014) , (Mukherjee et al., 2014)
soubéZna

onemocnéni/koinfekce

(Spencer et al. 2014), (Chen et al. 2011)

zavislosti

(Vermeersch et al. 1989), (Peters et al. 1980)

(Vermeersch et al. 1989), (Mason et al. 2012a), (Noverr et al. 2004),

medikace (Kim et al. 2014)
BMI (Ley et al. 2006), (Turnbaugh et al. 2006), (Gouba et al. 2013)
geograficka poloha (Wu et al. 2014)
(Angebault Cécilie, Djossou Félix, Abélanet Sophie, Permal
Emmanuelle, Soltana MB, Diancourt Laure, Bouchier Christiane,
Woerther PL, Catzeflis Francois, Andremont Antoine, d " Enfert
bydleni Christophe 2013)
hygiena (Xu a Mitchell 2003)

sloZeni stravy

( Hoffmann et al., 2013), (Koenig et al. 2011)

expozice mikrobiim

(Angebault et al., 2013)

Oralni prevalence Candida dosahuje u seniort az 80% (Li et al. 2012a). S narGstem podilu Candida se

snizuje diverzita bakterialniho mikrobiomu a dominuji mu Bacilli (Streptococcus a Lactobacillus) a

Rothia (Kraneveld et al. 2012), ktefi jsou schopni ziskat vyhodu v kyselejsim prostiedi (Klinke et al.

2009). Opacny efekt, tedy snizeni Cetnosti rodl Streptococcus a Rothia, byl asociovan s prekarcinomy

a vznikem rakoviny Ustni dutiny (Schmidt et al. 2014). Otazkou zlstava, co nastava jako prvni. Zda

premnoZeni Candida a nasledna acidifikace, anebo je acidifikace primarnim faktorem plynoucim z

vysychani ustni dutiny a vysokého podilu karbohydratt v dieté (Hoffmann et al. 2013), které starsi

osoby huife metabolizuji (Kraneveld et al. 2012). Rod Lactobacillus je spiSe znam jako probioticky, to

se v8ak vaze k jeho pusobeni v zaludku. Lactobacillus casei stimuluje klieni Candida ve forme

blastospory, ¢imz vyrazné zvySuje jeji virulenci (Nair et al. 2001). Seniofi s pfirozenym chrupem se

vyznacuji vyssi bakterialni diverzitou ve vzorku, coz ptsobi protektivné vii¢i pfemnozeni hub

(Kraneveld et al. 2012). Li et al. (2012a) prokazal, Ze jedinci s vice nez 10° jednotek tvoricich kolonie

(CFU), coz je hodnota obecné povazovana za patologicky vyznamnou (Zwolinska-Wcisto et al.

2001), maji vétsi riziko prodélani zvysené télesné teploty (nad 37,5° C) na vice nez 7 dni za rok. Této

hodnoty dosahlo 12 % seniorti. Nejéastéji identifikované non-albicans druhy korelujici se stavem

zvySené teploty byly C. glabrata a C. tropicalis. Tento vztah byl podminén celkovym rozristanim

populaci mimo C. albicans. Krom¢ jiz diive zminénych rizikovych faktorti ke vzniku oportunni




houbové infekce zde byly prokazany dalsi korelujici s vyskytem hore¢natého stavu a to: uroven
fyzické aktivity, stadium demence a problémy s polykanim. S vékem narusta i pravdépodobnost

kolonizace zalude¢niho viedu mikromycety (Wu et al. 1995).

6.1 Vliv diety na stievni spolecenstvi

Strava bohat4 na aminokyseliny (AK),

zivocisné tuky a cholin korelovala
Castednsd

s abundanci rodu Bacterioides (Wu et al. stravené

) karbohvdrity
2011). Tento rod byl negativné korelovan cukry
jak s rodem Methanobrevibacter, tak

s rodem Candida. Zatimco vysoka Cetnost Prevotella

Candida byla vazana predev$im na

nedavnou konzumaci karbohydratt, pro ucc.:na -
: : N
Methanobrevibacter byl vyznamny Acetdt -/ H+ -
Ruminococcus
dlouhodoby i kratkodoby pohled na dietu. i

Acetat -/ H+ .

Rod Aspergillus byl negativné korelovan — Acetit -/ H+
., Lo, , Methanobrevibacter _ 7

s mnozstvim kratkych MK v recentni et

stravé. Vyznamna syntropicka gilda je \\

tvofena rody Candida, Prevotella, CO2 /CH4

Ruminococcus a Methanobrevibacter, Obrazek 4: Mozné entropie ve stieveé. Pievzato a

jimiZz zprostiedkovany cyklus Zivin ve upraveno z Hoffmann et al. (2013).

stteveé vidime na Obrazku 4. Vzorky v nichZ nebyla detekovana zadna Archea, nebo se tam
vyskytovala Nitrosphaera byly vétSinou obohaceny o polynenasycené MK a tuky obsazené v zelening.
Nitrosphaera byla detekovana v 16 % vzorkd, ale v pomérné nizkych koncentracich. Jeji role v§ak
mize byt nedocenéna, nebot’ diky oxidaci amoniaku a degradaci mo¢oviny zprostiedkuje dusik
mikrobialni komunit¢ stfeva (Hoffmann et al. 2013). Methanobrevibacter produkuje metan
zpracovanim volného H, vznikajiciho jako vedlejsi produkt katabolismu bakterialni fermentace.
Methanobrevibacter, Prevotella (Wu et al. 2011) a Candida byly positivné korelovany s dietou
bohatou na karbohydraty a negativné s dietou bohatou na AK, proteiny a MK (Hoffmann et al. 2013).
Slozeni stravy je dynamickym faktorem, ktery utvafi imunitni odpovéd mukdzy. Jeden z mechanismi
jsou chemokininové receptory makrofagli pohlcujici rozpusténé antigeny z potravy ve sttevnim lumen,
které rychle ptedavaji dendritickym bunkam, jenz je dale prezentuji a zplisobuji tim diferenciaci T
regulacnich bungk, které indukuji oralni toleranci (Mazzini et al. 2014). Ta umoznuje, abychom byli
opakovang vystaveni plisobeni antigenti z potravy, aniz by vznikla nepfiméfend imunitni reakce

(Mowat 2003).



6.2 Zavislost mykobiomu na pohlavi, rase a geografickém ¢lenéni

UniFrac analyzou, ktera propocitava fylogenetickou vzdalenost komunit, bylo zjisténo, ze se
kavkazoidni a mongoloidni muzi seskupuji oddélen€, zatimco Zeny vSech rasovych typi jsou slouceny
v jedné skuping. Detaily jsou zachyceny na Obrazku 5. To naznacéuje trend jisté rozdilnosti oralniho
mykobiomu v zavislosti na pohlavi a rase i pies Zivot ve stejném regionu a podobnost stravovani
(Ghannoum et al. 2010). Kavkazoidni jedinci také oproti jinym rasam méné Casto trpi na dyspepsii a
zacpu. Rozdily byly pozorovany i napfi¢ regiony. Jizni ¢ast Spojenych Statt byla vice postizena
pyrozou a aerofagii, Severozapad byl mén¢ ¢asto postizen bolesti abdomenu a Stiedozapad prijmem.
Zeny Gastéji trpi na tlak v krku, bolest na hrudi, dysfagii, drazdivy traénik (IBS), zacpu, bolesti
zluéniku a dyschazii. Muzi pak na aerofagii a nadymani (Drossman et al. 1993).

V ¢inské studii bylo dokonce prokazano, zZe se tfi rizné geografické populace vyrazné lisily

v distribuci druhd rodu Candida, kdy jedna z nich méla zvySenou kolonizaci druhem Candida
glabrata (43,7 %) (Wu et al. 2014). Jina analyza poukazala na vys$i kolonizaci Gstni dutiny spolu

s vys$i druhovou diverzitou u ¢inské populace oproti severoamerické. Dal§im rozdilem byl markantné
niz8i podil druhu C. albicans, ktera se prevalenci umistila az na patém mist¢ a tvorila tak pouhych 9,4

% z celkového

048 o
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v | == — — 3 ;é%:::ﬂ,ﬁf';;:: nejcast&jsi druhy pak
010 [T — @ byly C. parapsilosis,
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038 v Severni Americe
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Obrazek 5: Anaolyza hlavnich komponent ukazgjic‘i dlostrlbum a lisili se od Cifantl Zijicich ve vlasti.
houbovych rodt v oralnich vzorcich zdravych jedinct

ruznych ras. Pfevzato a upraveno z Ghannoum et al. (2010).
hygiena. Ci§téni zubti neni b&Zné ve dvou z péti testovanych komunit v Cing. V nich byla také nejvyssi

0.19

0.20

Dulezitym faktorem je také oralni
celkova kolonizace. Ve fekalnich vzorcich komunity Wayampi Amerindian zijici ve Francouzské
Guyang byly nejéastéji, ve vice nez 30 %, detekovany druhy Saccharomyces cerevisiae a Candida
krusei. Tyto jsou zfejme environmentalniho ptivodu. Candida albicans byla izolovana jen v 3 % a to
Castéji u Zen a jedinct Zijicich v pfeplnénych domacnostech (Angebault et al., 2013). Vysledky, které
mame od izolovanych komunit Zzijicich tradi¢nim zptisobem, mohou odrazet prapiivodni asociace a
naznacovat tak, ze C. albicans mozna neni komenzalem, ktery se s ¢lovékem vyvijel béhem veéka, ale

vesmeés nedavno introdukovany druhem, ktery byl v§eobecnym pfijetim zapadniho zivotniho stylu

vyselektovan v dominantni organismus (Xu a Mitchell 2003).
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7. Mykobiom a mikrobiom ve zdravi

7.1 Horni aerodigestivni trakt

Ghannoum et al. (2010) byl prvni kdo charakterizoval zdravy oralni mykobiom. Ve vysledku
identifikoval 85 rodti a 101 druhd, kdy rod Aspergillus byl zastoupen dokonce Sesti druhy, Candida
péti, Cladosporium &tyimi, Fusarium i Penicillium po tfech. Ugastnik byl kolonizovan 9 - 23
kultivovatelnymi druhy. U 70 % bylo detekovano vice nez 10 rodt. 39 rodi bylo izolovano pouze

z jednoho jedince. Druhy rodu Candida byly zastoupeny nejcastéji, a to u 75 % testovanych,
nasledovalo Cladosporium s 65 %, Aureobasidium a Sacharomycetales s 50 %, Aspergillus 35 %,
Fusarium 30 %, Cryptococcus20 %. Cladosporium cladosporioides mélo nejéastéjsi vyskyt, 50 %, u
40 % byla urcena Candida albicans a u 30 % Saccharomyces cerevisiae. Non-albicans druhy rodu
Candida m¢ly taktéz vysokou prevalenci, 15 % pro C. parapsisolis a C. tropicalis, 5 % pro C.

khmerensis a C. metapsilosis.

Tabulka 3: (Dupuy et al. 2014) | (Ghannoum et al. 2010) | (Monteiro-da-Silva et al. 2014)
Porovrnanl . Candida/Pichia
}zliiizsi';lhosmdn Cladosporium/Davidiella
1, Alternaria/Lewia

oralniho - - -
mykobiomu. Aspergillus/Emericella/Eurotium
Druhy stabilni Fusarium/Gibberella Rhodotorula
slozky. Cryptococcus/Filobasidiella Trichoderma
Pfevzato a Aureobasidium Scedosporium
upraveno z Malassezia Saccharomyces Rhizopus
Dupuy et al. Epicoccum Saccharomycetales Penicillium
(2014). Irpex Dothioraceae

Cytospora/Valsa Teratosphaeria
Dupuy et al. Phoma Glomus
(2014) tento | Lenzites

Sporobolomyces
vycet druht

rozsitila o rody Malassezia, Epicoccum, Irpex, Cytospora/Valsa, Phoma, Lenzites a
Sporobolomyces/Sporidiobolus. Rod Alternaria/ Lewia zde byl izolovan ze 100 % vzorkt, zatimco v
praci Ghannoum et al. (2010) byl detekovan jen u 15 %. Malassezia zde byla detekovana poprvé ve
zdravém oralnim mykobiomu a dokonce, jako nejhojné;jsi rod nasledovan Epicoccum, coz bylo
piekvapivé vzhledem k dosavadni definici rodu jako dominantniho a vysoce adaptovaného komenzala
a oportunniho patogena kiize. Dfive byl identifikovan ze stolice z tropického pasma (Hamad et al.
2012), z oralniho mykobiomu institucionalizovanych seniorti s 20% prevalenci (Li et al. 2012a) a

z oralni dutiny pst (Yoshikawa 2008) odkud pienesena na novorozence zpisobuje zavazné infekce
(Chang et al. 1998). U seniortl Ize jeji pfitomnost vysvétlit pfesuSovanim mukdzy ustni dutiny, ale
pravdépodobngjsi je souvislost této lipolytické houby s lipidovymi emulzemi, které dostavaji seniofi i

nedonesené déti jako soucast diety. Monteiro-da-Silva et al. (2014) nejcastéji izolovali druhy, které se
11



castecn¢ shoduji s dfive publikovanymi vysledky. Za zminku stoji 4. fumigatus , ktery byl izolovan
ze 40 % ucastnik(l, zatimco ostatni druhy A. flavus a A. glaucus sporadicky, Rhodotorula, rod ktery
m¢él prevalenci 75 %, Trichoderma s 10 %, Scedosporium s 7,5 %, Rhizopus 2,5 %. Celkova
koncentrace hub byla v priméru 40,4 CFU/ml. Souhrnna Tabulka 3 srovnava vSechny tfi studie
zdravého oralniho mykobiomu.

Zdravy mykobiom je lokalizovan pouze na povrchu mukoézy. Prevenci vii¢i pfemnozeni mtize byt
snizeni pfisunu karbohydratl a nahrazeni dietou s dostatkem na arginin bohatych proteinti. Které
mohou podpotit mikrobiotu posilujici alkalicitu prostfedi (Hoffmann et al. 2013). Dale uzivani
prebiotik, které zabranuji acidifikaci.

Mykobiom nosni dutiny ma diky propojeni s tstni dutinou podobny vzor distribuce, a je tak zfejmé
vzajemné pusobeni. U zdravych jedinci byla identifikovana houbova mikrofléra ve 41,5 %.
Ptevazoval u ni prasvitny mycelialni morfotyp. Pofadi nejhojnéjSich druhti pro zdravé i alergiky bylo:
Cladosporium, Penicillium, Aspergillus a Alternaria. U zdravych jedinct byl nejcastéji urCenym
rodem Cladosporium herbarum. Vyluény vyskyt pro zdravou mykofloru byl zjistén pro rody Candida
a Aureobasidium (Sellart-Altisent et al. 2007). Studie z Blizkého Vychodu detekovala houby u 31 % i
s rody Streptomyces, Nocardia a Mucor (Mianroodi et al. 2011). Dalsi abundantni rod je Malassezia.
Ve vzorcich zdravych i alergickych jedincii se vyskytovala nejhojnéji M. restricta, ale i M. globosa a
M. pachydermatis (Jung et al. 2015).

Kultiva¢nimi metodami bylo zjisténo, Ze 37 % jedincid bylo pozitivnich na pfitomnost hub, i kdyz se
jicen jevi endoskopicky normalni (Vermeersch et al. 1989).

Ptes nevlidné prosttedi zaludku, i on ma svoji komunitu mikroorganismil. Nizké pH selektuje
mikroorganismy tolerantni ke kyselému prostfedi. Riist mikromycet byl detekovan i pti pH 1,4. C.
albicans a tropicalis, nejCastéji detekované druhy, vykazuji rust pii pH 2, ale C. lusitanie az od pH 3.
Tyto vysledky mohou odrazet individualni naroky organismu na podminky potiebné pro ptfichyceni

k mukéze. Ditkaz, ze hodnoty krevnich protilatek vii¢i houbam nekoreluji s mnozstvim detekovanych
hub ani pfitomnosti houbovych antigentl, ukazuje na sekundarni a pouze povrchovou povahu houbové
kolonizace zaludku (Zwolinska-Wcisto et al. 2001). Dale byly detekovany Helicobacter,
Streptococcus, Prevotella (Bik et al. 2000), Lactobacillus, Candida spp. a Phialemonium. Analyzou
zaludec¢ni tekutiny bylo ziskano rozmezi 19 - 81 houbovych opera¢né taxonomickych jednotek

(OTUs) na urovni rodu (von Rosenvinge et al. 2013).

7.2 Spodni ¢ast travici trubice

Existuje mnoho paralel mezi bakterialnimi a houbovymi komunitami osidlujicimi sttevo. Houby tvori
10° g exkrementu stievni mikrobioty zatimco bakterie 10'* g, a tak je houbova diverzita asto
vysvétlovana jako konsekvence nevyvazenosti bakteridlni mikroflory (Li et al. 2014). Houby jsou

spolu s Blastocystis dominantnimi eukaryoty stfevniho mikrobiomu zdravych jedinci. Blastocystis
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je detekovan s velkou genetickou diverzitou u 82 % testovanych vzorkt (Scanlan a Marchesi 2008).
Tento obligatni anaerob je potencialné patogenni v zavislosti na subtypu (Tan et al. 2006). Celkove
bylo dokumentovano 66 rodi hub, které obecné vykazovaly vzajemnou exkluzivitu mezi oddélenimi
Ascomycota a Basidiomycota. V 89 % vzorki byl detekovan rod Saccharomyces, 57 % Candida, 42
% Cladosporium. Opakované vysledky sekvenace hub odhalily také druhy Gloeotinia

tremulenta/ Paecilomyces fumosoroseus, Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans a rod
Galactomyces (Hoffmann et al. 2013). Identifikovani byli i pfechodni kolonizatoti: Psathyrella
candolleana, Aspergillus versicolor, Ceratobasidium spp., Cephalosporium spp (Scanlan a Marchesi
2008).

Nekteré mikroskopické houby jsou ozna¢ovany jako probiotika, tedy benefitni pro lidsky organismus.
Mezi né patii Saccharomyces cerevisiae var. boulardii, ktery byl ptivodné izolovan pro boj s Cholerou
a jiz od roku 1950 je pouzivan jako 1€k proti prijmu. Ma podpirny vliv na bakterialni mikrofloru
stfev, coz je nasledovano poklesem diverzity mykobiomu (McFarland a Bernasconi 1993). I jeho
podavani vSak mize predstavovat urcita rizika v prostfedi jednotek intenzivni péce (Cassone et al.
2003). Ze skupiny Archea byl nejcastéji, ve 30 % vzorkd, detekovan rod Methanobrevibacter smithii,
jenz je pozitivné asociovan k obéma nejhojnéji zastoupenym houbovym rodiim. Tento druh byl

v pievazné vétsiné vzorkd vzajemné vyluény s rodem Nitrosphaera, ktery je naopak negativné

asociovan s rody Candia a Saccharomyces (Hoffmann et al. 2013)

8. Zménény mikrobiom se zamérenim na mykobiom

Nejcastéjsi patogenni rody, jako Candida, Aspergillus, Fusarium a Cryptococcus se vyskytuji i

v mykobiomu zcela zdravych jedincti (Dupuy et al. 2014, Ghannoum et al. 2010). Je v§ak
pravdépodobné, Ze tato kolonizace predisponuje doposud zdravého jedince k oportunni infekci, ktera
propukne v obdobi disbalance jinak kiehce udrzovanych vzajemnych vztahti znazornénych na
Obrazku 6.

Sukcese mykobiomu je pozorovatelna po alogenni transplantaci stieva. Po zakroku byla diverzita
mykobiomu stfeva i stolice kratkodob¢ zvysena, kdy se vyvijel novy ekosystém jako disledek
dekontaminace po zakroku a transplantace mikrobiomu darce. V ¢asném stadiu tak byly detekovany
druhy Candida spp., Cryptococcus neoformans, Fusarium oxysporum, Aspergillus clavatus,
Trichophyton verrucosum. Béhem rekonvalescence se pak diverzita snizovala, az byli pacienti
kolonizovani dominantnimi druhy Saccharomyces cerevisiae a Lachancea waltii. V raném stadiu byly

detekované piredevsim formy kvasinkovité a spory, pozdé&ji 1 vlaknité (Li et al. 2012b).
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8.1 Vzdaleny vliv
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. ) zpusobit nemoc. Pfevzato a upraveno z Huffnagle a Noverr (2013).
jsou rody Cladosporium,

Aspergillus a Penicillium dominujici Gstni 1 nosni dutinu. Velmi pozoruhodny je nejéastéjsi vyskyt
druhu Cladosporium cladosporioides ve zdravé ustni duting a zaroven v nosni dutin¢ alergikti
(Ghannoum et al., 2010, Sellart-Altisent et al. 2007).

Nemoci jako ateroskleroza (Koren et al., 2011, Ott et al., 2007), obezita (Gouba et al. 2013), virova
hepatitida B (HBV) (Chen et al. 2011), lupénka (Waldman et al. 2001), atopicky ekzém (Yamaguchi et
al. 2006), Rettliv syndrom (Strati et al. 2014) a dalsi jsou spojovany se zménou mikrobialniho a
zaroven houbového spolecenstva.

Hlavnim uzlem tohoto ptisobeni jsou dendritické buniky Peyerovych platt, utvart obsahujicich
nahromadénou lymfatickou tkan ve sliznici stieva, které mohou modulovat odpovéd’ lymfocytti na
jinych lokalitach. Nejlépe je zatim probadana interakce gastrointestinalni-respiracni.

Je prokazano, ze mys po antibiotické 1éCb¢ je vice nachylna na alergickou reakci dychacich cest.
Pti¢inou je zména fenotypu alveolarnich makrofagh na M2, k ¢emuz dochazi kvuli riznému stupni
premnoZeni hub ve stfeve, jehoz nasledkem se zvysi hladina sérového prostaglandinu E,. Na mySim
modelu byla testovana reakce na inokulaci izolatem Candida parapsisolis z trusu jedince 1é¢eného
antibiotiky do mysi, ktera tento druh viibec neméla. Inokulace zvysila jeji nachylnost vii¢i alergennimu
zanétu dychacich cest (Kim et al. 2014). Téméf shodnym piipadem je naruseni stfevniho mykobiomu
premnozenim C. albicans, které ma vliv na A. fumigatus indukované alergické plicni onemocnéni
(Noverr et al. 2004).

Role mikrobiomu stfeva v imunitni odpovédi je také nezastupitelna pii kritickych, zivot ohrozujicich

udalostech. Jednim z ptikladii jsou rozsahlé popaleniny. Zatimco zvysujici se prevalence patogennich
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rodi Pseudomonas a Candida se u prezivSich na urcité urovni zastavila a opét klesla, u pacienttl, kteri
i pires 1ékaiskou pé¢i nasledkiim podlehli, se pfemnozeni stale zvySovalo. Bifidobacterium proslo
opa¢nym trendem. Kratké mastné kyseliny propionova a maselna se v pribéhu hospitalizace nejprve
snizily pod normalni hodnoty, ale pozdéji se u prezivsich zase navysily (Shimizu et al. 2014).
Zménéné podminky stfeva jako je hypoperfuze, zvySena permeabilita a apoptoza epithelii 1 zranéni
samotné, zpusobuji vyliti mediatord zanétu do télni cirkulace ptfes mezenterialni lymfatické uzliny
(Ramzy et al. 2000), coz mize vést az k systémovému zanétu. Ten v takovychto situacich bézné
nastava a muze vyustit aZ ve vicecetné selhani organti (Shimizu et al. 2014).

Aterosklerdza je degenerativni onemocnéni cév, kdy se cholesterol akumuluje ke sténam tepen.
Dusledkem miiZze byt cévni mozkova ptihoda nebo infarkt myokardu, které ¢asto konc¢i smrti, a je tak
jednou z nevyznamné&jSich nemoci ve vyspélém svété. Zvyseny C-reaktivni protein (CRP) je
markerem progrese choroby. Jde o kombinované zanétlivé a metabolické onemocnéni. Komplexni
podstata a individualni mechanismy mikrobidlni kolonizace plaku bez obecného vzoru a shoda

s taxony kolonizujicimi travici trakt naznacuji obecné oslabeni bariér, translokaci a transienti fungémii
bez manifestace. Kolonizace aterosklerotickych 1ézi miize také byt sekundarni pro lokalni zanét, coz
podporuji lokalni makrofagy a systémové monocyty (Dérffel et al. 1999) , které mohou zaroven samy
slouzit jako prostfedek pro transport mikroorganismt pomoci fagocytozy (Ott et al. 2007). Sekvenaci
vzorki z aterosklerotickych plakli nebo pomoci FISH byla houbova DNA detekovana u 92,11 %
pacientil s ischemickou chorobou srde¢ni. Celkovou diverzitu tvorilo 19 fylotypti. Vétsina sekvenci
byla unikatnich a jen mensi ¢ast byla pocetna. VétSina OTU byla representovana rody Yarrowia spp.
(57,2 %), Candida (15,6 %), Cryptococcus (4,1 %), Gibberella (4,4 %) a Rhodosporium (4 % ) (Ott et
al. 2007). Bakterialni DNA byla ptfitomna ve vSech vzorcich plaki a jeji mnozstvi korelovalo s tamnim
mnozstvim leukocytdl. Ve v§ech vzorcich byla identifikovana Pseudomonas luteola, jejiz pritomnost
nebyla detekovana ani v ustnich ani ve stfevnich vzorcich, a ve vétSin€ i Veillonella a Streptococcus,
jejichz kombinovana abundace v plaku korelovala s jejich ¢etnosti v Gistni dutin€. Oralni abundance
Streptokokii prokazatelné pozitivné koreluje s hladinou nizkodenzitniho lipoproteinu a apolipoproteinu
A-1, coz jsou dva markery pro kardiovaskularni onemocnéni. To naznacuje, Ze patobiologie
aterosklerotického plaku by mohla byt shodna s dentalnim plakem. Ackoliv hlavni faktory vzniku jsou
v§eobecné znamg, tak v nékterych studiich je na ateroskler6zu pohlizeno jako na polymikrobialni
infekci charakteristickou nékolika klicovymi ¢leny potiebnymi pro jeji iniciaci (Koren et al. 2011).
Jedinci postizeni lupénkou jsou vyrazné ¢astéji kolonizovani rodem Candida. Rozdil ¢ini 28 % pro
vzorky slin a 26 % pro stolici. Dany rod se také vyskytuje ve vyssich koncentracich, a to

s predominanci druhti C. albicans a C. rugosa. Tyto vysledky podporuji hypotézu, ze C. albicans
miize byt jednim ze spoustéci a udrzovacich faktorti nemoci (Waldman et al. 2001). Ve vzorcich
stolice byly kvasinky detekovany u 70 % atopikd, 68 % psoriatikli a 54 % kontrol. Vyznamny byl
rozdil pro druh Geotrichum candidum, ktery byl detekovan u 10; 22 a 3 % postupné dle kategorii vyse.
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Rozdilna byla i detekce klicnich hyf, ktera Cinila 28; 38 a 22 % (Buslau et al. 1990).Také byla
zkoumana souvislost mezi zménou ve stfevnim mykobiomu a neurodegenerativnim onemocnénim.
Rettliv syndrom je spojovan s vyznamn¢ mensi prevalenci C. albicans a vy$§im vyskytem S.
cerevisiae spolu s Trichosporon spp. Hypotéza je takova, Ze pfemnozeni urcitého rodu mize vést

k redukei kynureninu, ktery funguje neuroprotektivné (Strati et al. 2014).

Stupen disbalance mykobiomu detekovaného z fekalnich vzorkt do uré¢ité miry koreloval s rozsahem
HBV. Prevalence houbovych druhti stabilni mykoflory byla ve fekalnich vzorcich téchto pacienti
mnohem vyssi. ZvySena byla Cetnost C. glabrata, C. tropicalis, C. albicans, C. parapsilosis, C. krusei
a S. cerevisiae. Jedinci s poruchou jater maji mensi schopnost regulovat usporadani jejich intestinalni

mikrobioty (Guo et al. 2010).

8.2 Candida spp.

Ve studii sledujici vyskyt rodu Candida byla polovina testované skupiny kolonizovana na vice nez
jednom mist¢ téla. VEétSinou jsou tyto izolaty zcela neptibuzné, ale nékdy jde o podobné kmeny, které

se zirejm¢ vyvinuly genetickou divergenci ze spoleéného ptredka. To naznacuje adaptaci na jednotlivé

lokace (Soll et al. 1991). Pti o Adheze Dimorfismus
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dokumentovany (Kama Xu  Oprazek 7: Mechanismy virulence C. albicans. Exprese adhezint,

2002). adheze, tigmotropismus, exprese invasind a hydrolazy, ktteré indukuji
) ) endocytozu hyfy. Fenotypova plasticita ovliviluje antigenicitu a
Pokud podminky dovoli formaci biofirmu. Mezi faktory virulence patii i heat shock proteiny

(Hsps), které jsou produkovany v reakci na stres, exkrece amoniaku a
nasledna extracelularni alkalizace, pfijem Zzivin a esencialnich kovu.
Ptevzato a upraveno z Mayer et al. (2013).

premnozeni, pak Candida
bud’ ziistava na povrchu
sliznice, nebo invaduje hloubéji, a pak se jedna o hlubokou mykozu jinych tkani. Také se maze Sifit
krevni cestou, a to vede ke kandidémii (Maganti et al. 2011), ktera mize kon¢it smrti. Mechanismy
virulence jsou shrnuty na Obrazku 7. PfemnoZeni vétsinou probiha symptomaticky. Clenové adhezini

sekvenén¢ podobnych aglutininu zprostiedkuji agregaci kandidy s bakteriemi a dal§imi kvasinkami
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(Klotz et al. 2007). Candida albicans a Cryptococcus neoformans tvori imunomodulatorni latky
prostaglandiny. Mohou je tvofit de novo, ale vétsi ¢ast vznika konverzi exogennich arachidonovych
kyselin a dalSich mastnych kyselin. Vy$e zminéné vede k domnénce, Ze tyto druhy jsou schopné
manipulovat imunitni odpovéd’ hostitele ve sviij prospech (Noverr et al. 2001). Dalsi latkou
produkovanou timto rodem je farnesol, molekula rozpoznavajici pocetné komunity. Ten je nezbytny
pro virulenci §itici se infekce. Potlacuje morfogenezi, rist hyf a vznik biofilmu (Ramage et al. 2002).
Glycerol, metabolit produkovany butikami C. albicans tvoricimi biofilm, je zasadni pro expresi genil
slouzicich k adhezi béhem formace biofilmu (Desai et al. 2013). Synergisticky vztah panuje mezi
Candida albicans a mnohymi zastupci rodu Streptococcus, tvoricimi kratké fetézce nebo mustky mezi
kvasinkami a druhy s fibrilami také autoagreguji. Koagregace je zakladem vzniku smiSeného biofilmu.
Je-li Candida vystavena nedostatku glukozy je tato synergie jesté vyznamnéjsi (Jenkinson et al. 1990).
Tyto druhy zachytavaji na prolin bohaté proteiny z lidskych slin, které podnécuji adhezi kvasinek rodu
Candida (O’Sullivan et al. 2000). Naopak P. aeruginosa tvorbou pyocyaninu a phenazinti inhibuje
morfogenezi, adherenci a respiraci C. albicans, ktera pak tvori zvrasnéné kolonie. Tato struktura
biofilmu usnadiuje ptistup ke kysliku a ma vyssi respiraci (Morales et al. 2013). Tento vztah je
prikladem obecnégjsiho pravidla vyznamnosti morfologie. Pokud je Candida v hyfalni formé,
Pseudomonas okolo ni vytvori biofilm, ktery je pro hyfy letalni. Kvasinkova forma Candida vsak
zustava neovlivnéna (Hogan a Kolter 2002). Jeji morfogenezi ovliviiuje pH, teplota, kultivaéni
médium, dostupnost zivin (Nair et al. 2001) a metabolity mastnych kyselin (Noverr a Huffnagle 2004).
Kolonizace tstni dutiny kandidou je samozi'ejmé rizikovym faktorem pro invazivni kandidézu.

(53,6 %) (Wu et al. 2014). Pseudomembrandzni kandidoza je nejéastéjsi forma oralni kandidozy, ktera
se vyznacuje typickymi bélavymi povrchy na zarudl€ sliznici. Je jednim z onemocnéni, kdy je
pozorovan narlst houbové diverzity spole¢né se zvySenim hustoty. Hlavni nar@ist u nemocnych oproti
zdravym zaznamenaly druhy C. dublinensis (o 11,5 %). Po antimykotické 1é€b¢ byl viditelny nartst C.
albicans (0 12 % na 61 %), zatimco C. dublinensis klesla na 3 %. C. albicans dokaze proteolyticky
degradovat mnohé z antimikrobialnich substanci lidskych slin (Wu a Samaranayake 1999). U jedinct,
kteti nebyli nosi¢i rodu C. albicans plsobi sliny o 20 % vice inhibi¢né vici jejimu blastokonidialnimu
rastu. Cim vy$si je pratok slin, tim vice je potla¢ena formace kli¢ni hyfy (Hibino et al. 2009).
Prevotella intermedia a Porphyromonas gingivalis, dva rody ¢erné pigmentovanych anaerobt jsou
dominantni v asociaci s paradentézou. Variace v ramci ¢asu a mikrolokality mize vysvétlit
nevyvazenou progresi nemoci (Isoshima et al. 1995). Prevotella byla také asociovana se vznikem
oralnich 1ézi a karcinomut (Schmidt et al. 2014). Tyto dva druhy zvySuji virulenci C. albicans tak, ze
podporuji kli¢eni blastospory v hyfu. Jedinou statistickou vyznamnou supresi kli¢eni projevila
interakce s Escherichia coli (Nair et al. 2001). Produkce kli¢ni hyfy je také determina¢nim znakem,

nebot’ se vyskytuje jen u druhl Candida albicans a dublinensis (Peltroche-Llacsahuanga et al. 1999).
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Candida albicans je schopna nabyt riznych specifickych stavt v lidském sttevé. Gastrointestinalné
indukovana pfeména (GUT), jinak také tmavy vyvojovy program, je fenotyp, ktery podporuje adaptaci
na dlouhodobé setrvani v tlustém stieveé v komenzalnim stavu pomoci sniZzené regulace genti
asociovanych s virulenci a zvySené regulace gent pro ziskavani zivin z prosttedi. GUT jsou odli§né
morfologicky i funkéné a diky dané adaptaci maji zvysené fitness pro prostiedi savéiho stfeva a
kompeti¢né prevysuji takzvany divoky typ. Béhem naruseni imunity mohou zahajit patogenezi, kdy se
opét aktivuji geny pro formovani hyf a fenotypovou pfeménu (piepinani bily - bézovy). Tento fenotyp
je charakteristicky znaky znazornénymi na Obrazku 8 a pro roli komenzala nema vhodné piedpoklady.
Timto je jasné prokazané, Ze kromé imunitniho systému ma velkou roli v patogenezi také komplexni

preména bunééné identity daného organismu (Pande et al. 2013).

8.3 Imunosuprese
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Obrazek 8: Rozdilnost bunééné identity druhu C. albicans. a) vénnovymi
Hlavnimi faktory diagrami znazornény piekryv a odli$nosti transkripéni exprese pro GUT a
bézovy typ, b) rozdilna morfologie kolonii bilého a GUT typu C) bézovy typ
reaguje na vylu¢ovany feromon formaci rozmnozovacich filament, d) typicka
roz§ifene virové bradavicnatost bézového typu. Pfevzato a upraveno z Pande et al. (2013).
Zkratky: MK — mastné kyseliny, NAS — N-acetylglukosamin.

tohoto narustu jsou

epidemie typu viru
lidské imunitni nedostate¢nosti (HIV), civiliza¢ni choroby jako je diabetes, pokroky v mediciné a
farmacii, stale pretrvavajici podvyziva v zemich ttetiho svéta, ale i v diisledku poruch pfijmu potravy
ve vyspélém svéte, prodluzovani véku doziti, ktery je ¢asto doprovazen malnutrici, a tim narust podilu
imunosuprimovanych.

Studie Aas et al. (2007) detekovala v oralnim mykobiomu HIV pozitivnich pouze Saccharomyces
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cerevisiae a Candida albicans. Kolonizace Fusariem byla u zdravych tiikrat nizsi nez u infikovanych.
Jediny rod bakterii pfitomny vyhradné u nemocnych byl Caprocytophaga. 1zolaty Candida albicans

z Ustni dutiny nakazenych HIV byly v in vivo experimentech podstatné schopnéj$i vytvorit kli¢ni hyfu.
Oproti kontrolam tak byly vyrazné virulentnéj$i. Obecné tento fenotyp reagoval odlisné na podminky
prostfedi (Nair et al. 2001). Naptiklad produkoval vy$§i mnoZstvi aspartyl proteinazy a pisobil vice
acidogenné (Wu a Samaranayake 1999). C. dublinensis je druh ¢asto izolovany z Gstni dutiny HIV
pozitivnich, zatimco se vyskytuje pouze u 3,5 % zdravych (Ieda et al. 2014). C. dublinensis, C. krusei,
C. glabrata (Wu et al. 2014) a Aspergillus fumigatus (Chowdhary et al. 2013) jsou Casto rezistentni

k 1écbé. Historie kandidozy jicnu nebo uzivani zubnich protéz zvysovala riziko kolonizace témito
odolnymi druhy. Antiretroviralni terapie u pacientti snizovala riziko vzniku orofaryngealni kandidozy,
ktera zasahuje 1 hrtan. Jako u vétSiny druhti tohoto onemocnéni je hlavnim piivodcem C. albicans. Ta
se také z 27% podilela na vzniku rezistence (Patel et al. 2012). Mukherjee et al. (2014) definoval
hlavni rozdil v predominanci rodu Candida, ktera ¢inila 98 % oproti 58 % u zdravych. Zvysujici se
prevalence rodu Candida byla pozorovana se souc¢asnym poklesem rodu Pichia, ktery u zdravych
jedinct tvoril 33 % celkové oralni mykobioty. Antagonisticky vztah byl potvrzen schopnosti inhibovat
rust patogennich hub rodt Candida, Fusarium a Aspergillus sniZzenim jejich schopnosti adherovat,
kli¢it a tvorit biofilmy in vitro. Jiz vytvoreny biofilm po vystaveni metabolickému plisobeni Pichia
kompletné lyzoval. Tento efekt byl ovéfen i na mySim modelu. Zvifata 1é¢ena suspenzi Pichia,
vykazovala pouze povrchovou kolonizaci hyfami, zatimco tkan samotna byla nedotcena, coz
znazornuje Obrazek 9.

Zatimco u zdravych jedinci nejsou vysledky dostatecné prukazné, U pacientl se syndromem
ziskaného selhani imunity (AIDS) bylo prokazano, Ze koufeni vyrazn€ zvysSuje pravdépodobnost
vzniku orofaryngealni kandidozy. Plsobivé je, ze se nejednalo pouze o kuidky, ale i o pacienty, ktefi
koutili v minulosti (Patel et al. 2012). Ze studie Monteiro-da-Silva et al. (2013) vyplyva domnénka, Ze
tento navyk podporuje patogenni plisné typu Penicillium a Aspergillus. Kandidoza jicnu byla
nejcastéjsim endoskopickym nalezem. Vyskytovala se u vice nez 50 % HIV pozitivnich a byla casto
doprovazena afty, které by mohly byt vyuzivany jako prediagnosticky marker (AliMohamed et al.
2002). Pti endoskopickém odbéru a nasledné histologické examinaci pacientl s lokalni patologii byla
kandidoza diagnostikovana alespon na jedné lokalité horniho traviciho traktu u 4 % testovanych, coz
naznacuje, Ze tato infekce je obvykle sekundarni po prvotnim naruseni mukdzy (Scott a Jenkins 1982).
U imunosuprimovanych byl pozorovan nardst abundance pro Lactobacillus na neuvéfitelnych 3844%
(von Rosenvinge et al. 2013). Vzajemna interference rodi Lactobacillus a Candida byla
dokumentovana na my$im modelu jiz v 70. letech minulého stoleti. Dokonce byl popsan i vliv
antibiotické 1é¢by a nasledna rekolonizace i s podplirnym efektem piijmu exogennich laktobacilti
(Savage 1969). Vliv antibiotické 1é¢by je detekovatelny jesté minimalné 3 tydny po ukonceni 1écby
(Mason et al. 2012a).
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Obrazek 9: a) graf znazoriuje vztahy mezi Jednothvyml Cleny mykoblomu u nemocnych AIDS. Modra
barva znac¢i negativni korelaci, ¢ervena pozitivni a prumér kruhu absolutni hodnotu korelace; b) myssi
model oralni kandidézy bez 1éCby; ¢) po medikaci médiem vycerpanym ristem rodu Pichia. Prevzato
a upraveno z Mukherjee et al. (2014).

Sliznice Zaludku je nej¢ast&j$i vstupni branou pro invazi a rozeseti houbové infekce (Zwolinska-
Weisto et al. 2001). Dokonce byl dokumentovan i pfipad pseudomembrandzni gastritidy, kdy byl cely
povrch Zzaludeéni sliznice pokryt 1,5 cm tlustou rozptylenou drobivou zanétlivou pseudomembranou,
ktera obsahovala pocetnou hyfalni komunitu druhu Aspergillus fumigatus, fibrin, hlen a neutrofily
(Yong et al. 2000). Hyfalni penetrace a translokace u druhti C. albicans a C. tropicalis probihala

z mnoha kolonizovanych lokalit téla pouze ve sliznici zaludku (De Repentigny et al. 1992)

V ur¢itych vyjimeénych ptipadech mize kolonizace mikromycety vyustit v infekci konéici
zneprichodnénim, celkovym rozruSenim, odumiranim a az protrzenim stény nekteré z casti
gastrointestinalniho traktu. Lze zminit fatalni aspergilozu kycelniku (Ouaissi et al. 2003),
mukormykoézu Zaludku spojenou s produkci plynem vyplnénych kavit, jenz zpasobil nekrozu stény a
multiorganové selhani (Jung et al. 2007) nebo smrtelnou perforaci jicnu zavinénou infekci Candida
prochazejici sténou trubice (Gock et al. 2005). Makroskopické projevy hluboké mykotické stievni
infekce tenkého i tlustého stieva jsou viedy, fleky na mukoze, odloupnuté mukdzni membrany, polypy
a léze. Morfologicky byly ve vSech pfipadech uréeny za viniky Candida spp. nebo Aspergillus spp.
Nekteré ptipady byly kombinované, kdy Candida povétSinou zlstavala na mukdze a Aspergillus byl
definovan transmuralni radialni invazivitou. Doprovodné gastrointestinalni symptomy byly od
zadnych az po vyrazné. U nékterych doslo k poruseni stfev nasledkem nedostate¢ného piivodu krve
nebo stievni obstrukce. VSichni zemi‘eli na sepsi, vétSina nebyla houbového pivodu, ale byl vyrazny
podil fungémie. V 86 % piipadi byla infekce zptisobena témito organismy také jinde v téle (Prescott et
al. 1992). Pacienti kolonizovani rodem Candida rozvinou signifikantné vaznéjsi formu
gastrointestinalni reakce $tépu proti hostiteli (GI-GVHD). Antifungalni terapie tak zlepSuje symptomy
a prub¢h této nemoci (Van der Velden et al. 2013) Mukormykoéza gastrointestinalniho traktu je
vyjimecna infekce, ktera se vétSinou vyskytuje u imunokompromitovanych jedincti a vyznacuje se
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vysokou mortalitou (Lalwani et al. 2012). Vyskyt infekce je zvySen u pacientl po transplantaci jater
viibec nejvyssi oproti jinym rizikiim typu akutniho odmitnuti organu, virové infekce ¢i selhani ledvin.
Nejcastéj$im rodem zpusobujici potransplantacni infekci je Candida (98 %) nasledovana Aspergillus
fumigatus (11 %) a Cryptococcus neoformans (3%) (Rabkin et al. 2000). Non-albicans druhy rodu
Candida mohou tvotit i 55 % vsech infekci, kdy rezistentni C. parapsilosis tvori 50 % (Raghuram et

al. 2012).

8.4 Nemoci asociované s pisobenim mykobiomu a jeho zménami

Dualni vztah panuje mezi diverzitou mykobiomu a progresi nemoci. Casto panuje domnénka, Ze
diverzita by méla pozitivné korelovat s vyvojem nemoci. To plati napiiklad pro zanétliva onemocnéni
sttev (Li et al. 2014) a hepatitidu B (Chen et al. 2011). Veskrze se jedna o infekéni a chronicka
onemocnéni, pti nichZ se houbova infekce pfidava jako sekundarni a zhorSuje dany stav. Jindy, tfeba
pro nasalni mykobiom pfi alergiich, je tomu naopak (Sellart-Altisent et al. 2007), coz vSak miiZe byt
pouze artefakt v disledku hypersekrece a nasledného procistovani nosni dutiny. Obecné se da rozlisit,
zda dané onemocnéni méni prostiedi ve prospéch ¢i neprospech ristu hub. Otazkou vsak zistava, zda
jde o spoustéci ¢i pruvodni efekt onemocnéni, nebo nasledek zvolené terapie. Ovéieni se zda snadné.
Vyuzijeme-li skupinové cilenou antifungalni 1é¢bu a nemoc se zlep$i nebo zhorsi, je dany mykobiom
jednim z Cinitelti. Pokud pfi podavani medikamentd proti onemocnéni dojde soucasné ke zméné
mykobiomu, pak by mél byt mykobiom pouze pfidruzenym jevem dané nemoci (Iliev et al. 2012).
Nakonec je tieba zminit i pfipady, kdy neni priukazna vibec Zadna korelace mezi stavem onemocnéni a

druhovym bohatstvim mykobiomu, které je spiSe individualni pro kazdého jednotlivce.

8.4.1 Horni aerodigestivni trakt

Hlavnimi viniky vzniku zubnich kazd jsou dlouhodobé ozna¢ovany bakterie Streptococcus mutans a
Lactobacillus, ale role Candida albicans byla dlouhodob¢ podcenovana. Mezi jeji vyjimecné
kazotvorné vlastnosti patii schopnost adherovat k zakladnim sloZkam dentinu (Cannonet al. 1995,
Makihira et al., 2002), produkce mnoha kyselin, mezi néz patii i pyruvat, jenz je u¢innéjsi nez laktat,
ktery produkuji ¢lenové rodu Lactobacillus, pii snizovani pH jiz kyselého prostiedi (Klinke et al.
2009), produkce H' iontt a acidifikace pomoci produkce oxidu uhli¢itého, ktery se ve vodnim
prostiedi rozpousti na kyselinu uhli¢itou. Vyzkum kazi prokazal Actinomyces izraeli, Veillonella,
Streptoccocus mutant, Lactobacillus a C. albicans s proporci v potadi 18,2 %, 9,4 %, 6%, 1,3 % a 0,2
%, z totalni kultivovatelné flory. Frekvence byla velmi vysoka u v§ech mimo Actinomyces, ktery byl
izolovan jen z 57 % kazti (Marchant et al. 2001). Opomijeny je vSak pfepocet na realnou biomasu,
ktera se u jednotlivych mikrobt vyrazng lisi diky velikosti a tvaru bungk, jehoz vysledkem je vyssi
zastoupeni Candida nez Streptoccocus (Klinke et al. 2009). Nékteré prace uzivaji jesté vyraznéjsi

piepocet naptiklad 20 : 1, Candida : Streptoccocus (Jenkinson et al. 1990). Laktobacily jsou pak
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povazovany spise za vné€j$i oportunni kolonizatory zubnich kazi podilejici se na jejich progresi
(Caufield et al. 2007).

Oproti kontrolam byl u alergikd pro druhy Cladosporium a Alternaria mirné zvySeny vyskyt v nosni
dutiné. Nejcastéji izolovanym druhem byl Cladosporium cladosporioides. Vylucny vyskyt pro
mykofloru alergikii byl zjistén pro rody Chrysonilis, Stemphylium a Alternaria alternata (Sellart-
Altisent et al. 2007). Pti alergii byla vyssi individualni variabilita (Jung et al. 2015).

Typickymi projevem houbového zanétu jicnu jsou lokalni bilé plaky mukoézy, viz Obrazek 10. Prinik
do sliznice byl dokumentovan jen pro 38,5 % piipada stupné III a IV, kdy jiz dochazi ke snizené
pohyblivosti (Kodsi et al. 1976) a asto také ztloustnuti stén trubice. Ve vyjimeénych piipadech jsou
zvySeny metabolismus a ztloustnuti natolik vyrazné, Ze se kandidaza jevi jako malignance (Kuyumcu

et al. 2015). Pacienti medikovani blokatory protonovych pump vykazovali signifikantné vy$si

incidenci pozitivnich kultur a tkanovych
rozbort jicnu. Dal$imi rizikovymi faktory je
stari se zmeénénou pohyblivosti trubice,
achalazie a viedy. Tyto zplisobuji zpomaleni

prichodu potravy v daném misté. Celkove byla

jakakoliv forma kolonizace houbami
detekovana u 41 % vySetfenych. Mezi druhy
dominovala Candida albicans, kterd byla o 31,5
% castgji detekovana u pacientti

s onemocnénim jicnu oproti kontrolam
(Bonavina et al. 2003), nasledovana C. :
. [

glabrata, C. lipolytica, rody Cryptococcus a Obrazek 10: Candidou zplsobeny zanét jicnu.
Endoskopicky zdokumentované bilé plaky na
mukoéze od nejmirngj§iho (stupen 1) po
Kolonizace Zaludku Candida vétSinou probihd  nejinvaznéjsi (stupei 1V) stddium. Pievzato a
upraveno z Kodsi et al. (1976).

Trichosporon (Vermeersch et al. 1989).

asymptomaticky, ale spole¢n¢ s antibiotickou
1é¢bou muize odstartovat zanét sliznice (Mason et al. 2012a). Mikromycety jsou vSeobecné
povaZovany pouze za sekundarni kolonizatory viredii bez vyrazného efektu na jejich hojeni (Wu et al.
1995). Nejcastgji se vyskytuji v exsudatech na jejich bazi s vyjime¢nou infiltraci do mukézy v okoli
viedu (Wu et al. 1995), viz Obrazek 11.

Viedy infiltrované houbami se vizualné jevi vétsi, a Castéji tak vykazuji falesné pozitivni malignanci
(Lofteld et al. 1988). Nejcastéji izolovanym druhem ze Zaludecnich viredl je stale C. albicans, ato s
poklesem o 5 % oproti incidenci u zdravych kontrol. Zaroven byl detekovan nardst diverzity, neb vice

nez jeden druh hub byl izolovan o 12,2 % castg&ji (Zwolinska-Wcisto et al. 2001).
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Obrazek 11: Histologické a endoskopické zobrazeni viedu. a) a ¢) pané hfélni kolonizace
bioptického odbéru z viedu kolonizovaného C. tropicalis. b) endoskopicka fotografie viedu v dolni
¢asti zaludku. Prevzato a upraveno z Sasaki (2012) .

U mysiho modelu bylo prokazano, Ze kolonizace zminénym rodem muize pomoci zmény vlastnosti
mukdzy zpusobit alergickou reakci vici antigeniim z jidla. Na myS$im modelu bylo také objeveno, Ze
precitlivélost vznikala minimalné z ¢asti zvySenou permeabilitou mukézy zprostiedkovanou Zirnymi
bunikami (Yamaguchi et al. 2006). Spolecny vyskyt C. albicans a Helicobater pylori mize znadit
synergii pfi vzniku Zaludecnich viredll. Takovato kolonizace zaludecni sliznice se vyskytuje u 11 %
pacientt s Zalude¢nimi obtizemi (Karczewska et al. 2009). Studie objevily intracelularni vyskyt H.
pylori ve vakuolach Candida. Taktéz bylo prokazano, ze i v téchto podminkach H. pylori ziistava
zivotaschopny a exprimuje n¢kolik pro tento druh specifickych proteint, jako je vakuoliza¢ni
cytotoxin A, ureazu a peroxiredoxin. Dokonce by toto prostiedi mohlo H. pylori poskytovat pottebné
ziviny pro preziti i multiplikaci a chranit ho pied vlivy zalude¢nich kyselin (Saniee et al. 2013). Tato
bakterie je povazovana za rizikovy faktor pro vznik minimalné nékterych typl zalude¢nich malignanci
(Wotherspoon 1998). 10,3 % pacientti s chronickou gastritidou vykazovalo infiltraci mukézy

mikromycety se shodnym potadim druhti jako ve zdravi (Zwolinska-Wcisto et al. 2001).

r wr

8.4.2 Spodni ¢ast travici trubice

Zanétlivé onemocnéni sttev (IBD) je soubor onemocnéni charakteristicky vyraznou zanétlivou
odpovédi poskozujici tkang traviciho traktu (Duchmann et al. 1995). Byva disledkem tii zakladnich
kofaktori: vliv prostfedi, mezi néjZ patii i sttevni mikrofléra, multigenova predispozice a autoimunni
poranéni tkani (Li et al. 2014). Dva hlavni typy diagnéz jsou Crohnova choroba (CD) a ulcerézni
kolitida (UC), které se vyznacuji pritomnosti specifickych protilatek, jichz Ize vyuzit jako markeru pro
budouci onemocnéni u doposud asymptomatickych jedinca (Israeli et al. 2005). Porovnani je uvedené
v Tabulce 4. Pro nemocné UC jsou specifickym markerem protilatky proti perinuklearni cytoplazmé
neutrofilit (p)ANCA). pANCA byly detekovany u 25 % pacientl s UC jiz pied objevenim piiznakt a
stanovenim diagndzy (Israeli et al. 2005). U Crohnovy choroby jde o protilatky proti Saccharomyces
cerevisiae (ASCA) (Main et al. 1988).
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Strevni zanét byl spojen se
zvySenou expresi cytokininti faktor
nadorové nekrozy o (TNF-a) a
interferon- y (IFN-y) podporujicich
zanét a snizenou produkci
interleukinu (IL)-10, ktery ptisobi
imunosupresivné. Exprese TNF-a i

IFN-y pozitivné a IL-10 negativné

; ‘.\. 4§ » 3 e .
korelovala s druhovym bohatstvim.  Oprazek 12: Cadida albicans na bioptickém odbéru mukézy
lidského tenkého stieva. Kulovité kli¢ici buiiky a okolo nich

vlaknité agresivni hyfy. Pfevzato a upraveno z Schulze a
byly v oblastech zanétu vyssi. Sonnenborn (2009).

Zanicena sliznice se vyznacuje rozsifenim krypt, vyCerpanim poharkovych bunék, ztratou stievniho

Také pocty pomocnych lymfocytt

epitelu, infiltraci jednojadernymi buiikami a lymfocyty vici sliznicnimu vazivu a naslednou tvorbou
viedu. Zatimco nezanicena sliznice se vyznacuje jistou variabilitou druhového sloZeni, veskera
zanicena si je typove velice podobna (Li et al. 2014). Potlac¢eni produkce IL-17A secukinumabem neni
které je umoznéné ztratou kontroly nad IL-17 (Colombel et al. 2013), coz vytvari zacarovany kruh.
Bezprostiedni dotyk blastokonidii a klki usti v 1yzi kartackovych lemt a dalsi invazi mikromycet (De
Repentigny et al. 1992). Ac¢koliv chronicky zanét stteva indukuje zvySenou expresi antimikrobialné
pusobicich lyzosomil a o i § defensind v buiikach stfevniho epitelu (Fahlgren et al. 2003), tak je
diverzita stfevniho mykobiomu pti IBD zvétSena (Ott et al. 2008). Vyznamnou roli hraje i snizeni
bakterialni diverzity. Kolonizace C. albicans, Geotrichum candidum a Penicillium commune je
nespecificka pro zdravotni stav. Druhy, které se ¢ast&ji vyskytovaly u IBD byly Rhodutorula
mucilaginosa, Exidiopsis calcea, C. ootensis, C. parapsilosis, Trametes vesicolor, a S. cerevisiae.
Neni v8ak jasné, zda jsou jednémi ze spoustécich faktorti nebo pouhou sekundarni zménou (Ott et al.
2008). Srovnani diverzity u CD, UC, zanétlivych vzorkt mukozy a zdravé tkané je zfejmé z Tabulky
5. Candida Castéji kolonizuje pacienty s historii UC del§i nez pét let. Takova infekce zplsobuje
signifikantné prodlouzené hojeni, snizeni krevniho pritoku a nartst produkce IL-1 B a TNF-a. 91%
tvoii C. albicans. Antifungalni i acidofilni terapie piisobi viditelné zlepSeni vii¢i znovunastoleni
homeostaze (Zwolinska-Wcislo et al. 2009).

U CD pacientt je detekovana zvySena prevalence rodi Metschnikowia, Thanatesporus a sniZzena pro
Debaryomyces, Saccharomyces a Nakaseomyces (Jianzhong et al. 2014). Na druhové Grovni se
vyznacovala expanzi Candida albicans, C. tropicalis, Gibberella moniliformis, Alternaria brassicicola
, Cryptococcus neoformans. (Li et al. 2014), Trametes vesicolor, C. dubliensis, Filobasidium
globisporum a vyhradnim vyskytem druhl Aureobasidium pullulans, Chaetomium globosum a
Sirococcus conigenus (Ott et al. 2008). Snizena abundance byla detekovana pro Saccharomyces
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cerevisiae a S.castellii (Li et al. 2014).

Nezaniceni mukéza Zanicena Stolice kontrol CD
Tnda e e l! !
B Saccharomycotina I:l Mtdmym B Saccharomycotina O Basidicmycots
W Pezizomycotina B Pezizomycotina [ athers

Druh \

B Saccharompcer ceravizioe O Phacsphaeria nodorum B Szccharomyces cerevisine 0 Cryplococcus neoformans
B Saccharomyces castellii [ [ S —— B Saccharomyces caste llii O Neotyphodium gansuense
O Candida abi o @ Candida albicans O Neurospora letrasperma
ac m:f: d::l ca.ml‘ a f“ ia bi M:Jm"'w O Candida dubliniensis B Malassczia restricla

- " M . ® Gibberella moniliformis O Menilicphthora perniciosa
W Gibberellamoniliformis B Malasezia restricta @ Sclorotinia solerotiorum 8 others
B Scleroiiniasclerdiorum O other: —

) D Al o brassicicola b) 0 Aspergillus clavatus

Obrazek 13: a) kolacovy graf pro porovnani biodiverzity populaci ze vzorkli zanicené a nezanicené
sliznice, b) porovnani vzorku stolice zdravych kontrol s vzorky pacientl s CD. Pfevzato a upraveno z
Q. Liet al. (2014).

Ackoliv C. albicans disseminuje vyrazné rychleji a ve vy$si koncentraci, tak mysi infikované C.
tropicalis umiraji o 16 % castéji nez ty infikované C. albicans (De Repentigny et al. 1992).

Fekalni mykobiom byl narusSeny zvySenim prevalence C. albicans, Aspergillus clavatus, C.
neoformans a Cetnost S. cerevisiae klesla 1 zde (Herbert et al. 2006), viz Obrazek 13. Jeho diverzita
pozitivné korelovala s CRP a indexem aktivity nemoci, CDAI (Li et al. 2014).

ASCA jsou ve skute¢nosti protilatky namifeni proti mannanu, ktery se kromé S. cerevisiae nachazi
také u C. albicans. Epitopy jsou specificky exprimovany na nékolika molekulach bunééné stény
be&hem aktivni infekce, tedy patogenniho stavu C. albicans. ASCA jsou detekovany az u 73 % pacient
s CD (Standaert-Vitse et al. 2006). C. albicans je sice Casté&ji a ve vyssSich koncentracich izolovana

z fekalnich vzorkt CD rodin a jeji kolonizace souvisi s vyssi pravdépodobnosti detekce ASCA, ale
vzajemny vztah zustava nejasny (Standaert-Vitse et al. 2009). ASCA byly detekovany v 31,3 %
ptipadi jestd pred diagnézou. Cést jedincti pozitivnich na ASCA i koncentrace protilatek se v ¢ase
blizicim se k momentu diagnozy proporéné zvétSovala. Primérny interval od detekce ASCA

k diagnéze byl 38 mésich. U vétSiny vSak byly pozitivni jiz prvni odbéry séra, coz znaci stalé
podhodnoceni primérné doby. ZvySena permeabilita tenkého stfeva by mohla vést ke zvysené
expozici antigenti kvasinek vii¢i reaktivnim imunitnim bunkam. Tento jev, ktery nastava brzy

v patogenezi CD, by mohl vysvétlit brzkou detekci ASCA (Israeli et al. 2005). OvSem pfi celobiozo-

manitolovém testu byla tato asociace prokazana jen pro 37,5% pacientl a 11,5 % jejich ptibuznych
Jejiech p Yy
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prvniho fadu, coz naznacuje genetickou zménu slizni¢ni bariéry (Secondulfo et al. 2001). Dlouhodobé
vyzkumy zatim nebyly publikovany, a tak nepanuje jistota ohledné jejich nynéjsiho ¢i budouciho
zdravotniho statutu (Israeli et al. 2005). Detekce ASCA, predevsim pak ASCA IgA, byly také
asociovany se zvySenou nutnosti operativniho zasahu do tfi let od diagnézy, kdy nejcastéjsim
zakrokem byla ileocekalni resekce. Proto by mohly byt vyuzity jako voditko k vyrazné agresivnéjsimu
pristupu k 1é¢b¢é (Forcione et al. 2004). pANCA pozitivni pacienti s CD jsou asociovany

s dokumentovanou levostrannou kolitidou a vykazuji rysy UC (Vasiliauskas et al. 1996). Dalsimi
latkami, které mohou byt napomocné v rozliSeni mezi CD a UC jsou imunoglobulin A protilatky proti
polysacharidim bunécné stény, jako je laminarin (anti-L) a chitin (anti-C). Pfidani anti-L a anti-C

k ASCA a pANCA tvoti komplexni testovaci metodu. Anti-L byl asociovan s onemocnénim, které
postihuje kycelnik a tlusté stfevo a anti-C s penetrujicim a perianalnim onemocnénim, oboje jsou tak
asociovany s agresivnéj$im fenotypem onemocnéni (Seow et al. 2009).

Primérny vek nastupu symptomi je 24 let. Z environmentalnich faktord byla prokazana souvislost

s vyskytem koufeni a zanétd slepého stfeva, konzumace podstatné vét§iho mnozstvi nepasterizovanych
syrit 1 méné obilovin a piti vody ze studni namisto z vodovodu. Diagnostikovani s CD také Cast&ji trpi
na ekzematicka kozni onemocnéni (Herbert et al. 2006).

IBS je jednou z ¢astych funkénich poruch traviciho traktu, ktera ovliviuje asi 12 % americké populace
(Drossman et al. 1993). Neni jista pric¢ina tohoto komplexniho onemocnéni, ale mize vzniknout de
novo po akutni gastroenteritide. Takovato postinfekéni IBS vznika az v 36,2 % pripad (Marshall et al.
2006). Projevy jsou pietrvavajici zanét, zménéna pohyblivost a zvySena permeabilita stfeva. Hlavni
symptomy jsou shodné s kandidou zptiisobenym infekénim prijmem a takzvanym ,,Candida
syndromem*®. Také bylo naznaceno, Ze intolerance potravin mize byt nasledkem narusené bakterialni
mikrobioty, pfemnozeni C. albicans a vzniku IBS (Nahas 2011). A¢koliv nékteré vyzkumy toto
spojeni vyvraci (Middleton, SJ, Coley A 1992). Jiné studie podporuji patogenni roli Blastocystis
hominis u tohoto onemocnéni (Jimenez-Gonzalez et al. 2012), jiné vSak asociaci nepotvrdili
(Tungtrongchitr et al. 2004). Vyznamnou roli u téchto studii bude hrat metodologie.

Byl-li riist mykobiomu doprovazejici kolitidu potlacen 1éky, veskeré doprovodné projevy a priznaky
probihaly v mirn&js$i formé. To je diikazem, Ze neschopnost kontrolovat strevni mykobiom vede

k hor§imu pribéhu kolitidy (Iliev et al. 2012).

I prijem muize byt nasledkem piremnozeni hub ve stfeve. Takovato rozsahla infekce mize mit projevy:
bolest v abdomenu, anorexie, vodnata stolice, viedovitost, krvaceni, perforace a letalni nekroza stiev
(Tie a Stephens 2000). Bylo ptedpokladano, ze virulentni faktory mikromycet typu fosfolipaz a
produkce aspartylovych proteaz se mohou podilet na priijmu zpisobeném antibiotickou 1é¢bou, ale
jejich produkce nebyla oproti kontrolam navysena. Nakonec byla kolonizace houbami oznacena za
nasledek 1é¢by a prijmu samotného, ne jeho pri¢inu (Krause et al., 2001, Krause et al., 2002).

Z fekalnich vzorki pacientl s chronickym prijmem byla kultivaci prokazana infek¢ni davka ve 27 %
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vzorkl. V 97 % byl vinikem jeden druh. Nejcastéjsi byla Candida tropicalis (43 %), C. krusei s C.
albicans (16 %), dale C. famata, C. parapsilosis, C. lustaniane, C. guilliermonfii, C. ciferri a
Trichosporon ascii. Coz ukazuje, Ze non-albicans druhy jsou vinikem jiz v 78 % ptipadi a ziejme jsou

nadale na vzestupu (Banerjee et al. 2013).
9. Zavér

Prace méla objasnit komplexni problematiku gastrointestinalni houbové kolonizace. Pro lepsi uvedeni
do problematiky jsem postupné vysvétlila pojmy, zminila metodologii vyzkumu, shrnula zdravy
mykobiom traviciho traktu, faktory ovliviiujici jeho zménu, roli imunity a jednotlivé stavy disbalance.
Zaverecna ¢ast prace shrnuje zménény stievni mykobiom, ktery bude predmétem mého dalsiho studia.
Cim vice toho vime, tim jasn&jsi se zdé, Ze tolik nezbytna rovnovaha v mikrobiomu traviciho traktu je
velice kiehka a ustfedni roli hraje imunitni systém, ktery svym plsobenim, rozpoznava, reaguje a bud’
toleruje, nebo limituje danou houbovou zatéz.

Literarni reSerSe potvrdila vyznam mykobiomu pro spravnou funkénost lidského organismu. Zaroven
upozornila na faktory, které mohou dany stav zménit. Mezi né mimo véci dané jako je genotyp,
pohlavi, rasa a vék patii i konzumované potraviny, navyky preristajici v zavislost, hygiena, zptisob
bydleni i expozice sporam a jinym formam hub z okolniho prostfedi. V piipadech imunosuprese nebo
bakterialni disbalance ¢asto faktory limitujici nartist houbové zatéze selhavaji a nastava idealni ¢as pro
rozvoj oportunni infekce naptiklad pomoci pfemény bunééné identity rodu Candida, jeho pifemnozeni,
pripadné az invazi do tkani, hluboké mykotické infekci nékdy koncici nekrézou organu ¢i sepsi.
Mykobiom se podili na vzniku, pfetrvavani ¢i zhorSeni nemoci jako je vznik zubniho kazu, alergicka
ryma, zanét jicnu, Zaludku, IBD, IBS a prujem. Dal$i onemocnéni jako ateroskler6za, obezita, mnohé
malignance, HBV, lupénka, atopicky ekzém a jiné se jevi jako asociované se zménou v lidském
mikobiomu.

Nakonec bych si dovolila zminit, ze neucelena metodologie v mnoha ptipadech nevyuzivajici vsech
pokrokovych metod, velice Casto se vyskytujici mala testovana populace zpusobujici, ze vysledky
nedosahujici signifikance, nejednotné zptisoby vzorkovani a kultivace ¢ini podani uceleného piehledu
pongkud obtiznym. Definice jednotlivych zdravych mykobiomu travici trubice stale chybi a tim, ze
nepanuje obecné uznavany nazor, ktery by jasn¢ definoval transientni kolonizatory, kontaminanty a
druhy trvale rezidentni, byvaji vysledky ¢asto pouhym faktickym popisem a diskuse vychazi
naprazdno. Osobné za velmi vyznamnou metodiku povazuji vyuziti gnotobiotickych mysi ve vyzkumu

role, kterou v nasich Zivotech hraje mikrobialni komunita jako celek.

10.  Vyhled na DP

Bakalaftska prace je metodickou pripravou na praci diplomovou. Soucasti diplomové prace bude

pomoci high-throughput sekvena¢nich metod analyzovat klinicky material s cilem blize popsat rozdily
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v mykobiomu zdravych a nemocnych jedinct. Vybrané druhy mikromycet prikazné asociované s
mykobiomem nemocnych jedincti budou kultivovany a charakterizovany na trovni metabolismu,
produkce enzymu jakoz i dalsich fyziologickych vlastnosti. Jejich vliv na imunitni odpovéd’ bude

studovan in vitro na bunéénych kulturach.
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12.

P¥ilohy

pANCA Anti-12 Anti-flagellin
(%) ASCA (%) | PAB (%) | Anti-OmpC (%) | (%) (%)

CD 45-82 48-69 27-39 55 50 50

uC 2-28 5-15 3-23 2 10

Kontroly |2,5 5 0 1,3 10 8

Tabulka 4: Prevalence protilatek u IBD: OmpC—outer membrane porin C, PAB—pancreatic
antibodies. Pfevzato a upraveno z Vernier, Sendid, Poulain, & Colombel (2004).
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Candida albicans
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Tabulka 5: OUT na tirovni druhu z jednotlivych sekvenovanych klonti. Zkratky: a = Ascomycetes, b =
Basidiomycetes, C- = nezanétliva, C+ = zanétliva kontrola. Pfevzato a upraveno z Ott et al. (2008).



