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Mikrobiém ludskej koze

Publikované 12. februara 2019

Uvod

Nasa koza je domovom miliénov baktérii, hib a virusov, ktoré tvoria mikrobiém nasej koze. Podobne
ako v nasom c¢revnom systéme, hraju kozné mikroorganizmy podstatnu Glohu pri ochrane voci
napadnutiu patogénmi, pri zlepsovani ndsho imunitného systému a rozpadu prirodnych
produktov. Koza je povazovand za najvacsi organ ludského tela, je kolonizovand prospesnymi
mikroorganizmami a slUzi ako fyzickd bariéra voci invazii patogénov. V pripadoch, ked je bariéra
porusend alebo ked je narusend rovnovédha medzi komenzadlmi a patogénmi, mbéze doéjst k
ochoreniam koZe alebo dokonca k systémovym ochoreniam. Lokality ludskej koZze mozno

kategorizovat podla ich fyziologickych vlastnosti na:

e Mazové (mastné)
e VIhké
e Suché

Stadium zloZenia mikrocendzy na réznych miestach ma nesmiernu cenu pri objasfovani etioldgie
beznych koznych ochoreni, ktoré casto prednostne postihuju Specifické miesta pokozky, ako je
ekzém lakta alebo psoridza na vonkajsej strane lakta.

Rozdiely v detekcii mikroorgnizmov

Tradi¢ne sa skimali kozné mikrobialne komunity pomocou metéd zalozenych na Zivych kultdrach.
Tento pristup selektuje mikroorganizmy, ktorym sa dari rast v umelych podmienkach inkubatorov.
Podceniila sa tak celkova rozmanitost mikrobidlnej komunity, pretoZe nie vSetky mikroorganizmy su
kultivovatelné. Napriklad, kozné baktérie z rodu Staphylococcus sa kultivujd l'ahsie ako
Propionibacterium spp. alebo Corynebacterium spp. Preto je potrebné obist tento zastaraly postup a
zachytit Uplnd rozmanitost kozného mikrobiému. Preto vyskumnici zacali pouzivat sekvencné
metddy zaloZzené iba na genetike. P6vodné sekvencné pristupy vyuzivali varidcie sekvencii v
konzervovanych taxonomickych markeroch ako molekularne odtlacky prstov pri identifikacii
jednotlivych ¢lenov mikrobidlnych spololenstiev. Pre baktérie sa pouziva 16S ribozomdalna RNA
(rRNA), zatial' ¢o pre huby je vyhodnéa vnutornd transkribovana spacer 1 (ITS1) oblast eukaryotického
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Genetické sekvenovanie

Vzhladom na to, Ze sekvencné technoldgie pokrocili od sekvencovania Sanger po 454 pyrosekvenciu
a potom sekvenovanie lllumina, bol tento povodny pristup pravidelne prispésobovany tak, aby
vyhovoval zvy$ujicej sa hibke &itania a kratdim dizkam ¢&itania. To sa dosiahlo s novymi primérmi pre
kratSie amplikény (zmozZené genetické Useky), clusterovymi metdédami na prekonanie sekvencnej
chyby a metédami zostavovania, aby sa spojili sparované data. Pri kratsich dizkach amplikénu (~300
bp v porovnani s > 1000 bp pri sekvenovani Sanger), moze byt analyzovany len subregién génu 16S
rRNA. Tento postup si vyzaduje optimalizované priméry, ktoré sa viazu na Specifické oblasti 16S
rRNA génu na zachytenie genetickej diverzity bakteridlnej populécie. Primérové péry, ktoré sa
pouzivaju pri koznych mikrobidlnych stadiach, by mali byt optimalizované tak, aby zosilnili a rozlisili
previddajice kozné mikrobidlne taxény. Obidve metédy vyuzivajd pristup zalozeny na ¢citani
sekvencie, v ktorom sU sekvencie porovndvané s referenénymi databdzami na klasifikaciu
mikroorganizmov na Urovni rodu a ak je to mozné tak aj na druhovej Urovni.

Vacdsina vyskumov mikrobidlnej komunity pokozky vyuzila sekvenovanie amplikénov. V priebehu
niekolkych poslednych rokov vSak vyznamné technické a analytické objavy umoznili stddium
metagenomiky. Obrdzok 1 ukazuje technické a proceduralne rozdiely medzi metédov amplikénov a
metagenomikou.
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Nature Reviews | Microbiology

Obrazok 1 Rozdiely medzi amplikénovou a metagenomickou analyzou (Byrd et al., 2018 - Nature
Reviews/Microbiology)

Metagenomicka analyza

Metagenomika analyza nezachytdva sekvencie Specifickych cielovych oblasti ako amplikénova ale
sucasne zachytdva vsetok geneticky materidl vo vzorke, vratane ludskej, bakteridlnej, hubovej,
archeélnej a virusovej DNA. DalSou vyhodou metagenomického sekvenovania je to, ze tieto datové
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subory poskytuju dostatocné rozliSenie na odliSenie druhov a dokonca aj kmenov v ramci jedného
druhu. Presne to je kltcové pri identifikacii ¢lenov rodu Staphylococcus, ktoré sa tazko klasifikuju na
druhovd Uroven pri vacsine pristupov sekvenovania amplikénov. Schopnost diferencovat
mikroorganizmy az na Uroven kmena je dblezitd, pretoze takéto Studie dokdzu viac odhalit funkéné
rozdiely medzi skimanymi druhmi.

Kozny mikrobiém a zdravie

Pred tym, nez zacneme robit zadvery pred vysSetrenim zmien v mikrocendze, ktoré s spojené s
chorobnymi stavmi, musia vedci najprv stanovit zakladnu liniu a normalnu zmenu v mikrocenéze
zdravych jedincov.

Zlozenie zdravej mikroflory koze

So sekvencnych prieskumov zdravych dospelych jedincov bolo zistené, ze zlozenie mikrobidlnych
spolocenstiev je primdarne zavislé od fyziolégie miesta na kozi. Mazové miesta na kozi obyva viac
lipofilnych druhov rodu Propionibacterium, zatial ¢o baktérie, ktorym sa dari vo vihkom prostredi,
ako je napriklad Staphylococcus a Corynebacterium, sa prednostne vyskytujd na vihkych miestach,
vratane ohybu kolien a n6h.
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Nature Reviews | Microbiology

Obrazok 2 Rozdiely v zastUpeni mikroorganizmov v zavislosti na mieste vyskytu na kozi (Byrd et al., 2018 - Nature
Reviews/Microbiology)

Na rozdiel od bakteridlnych spolocenstiev, zlozenie komunity hib bolo podobné naprie¢ vSetkymi
miestami na tele bez ohladu na fyziolégiu. Huby rodu Malassezia prevlddaju na hlavnych miestach
tela a pazi, zatial' <o miesta na nohach boli kolonizované réznorodejsou kombindciou Malassezia
spp., Aspergillus spp., Cryptococcus spp., Rhodotorula spp., Epicoccum spp. a dalSich (obrdzok 2).
Baktérie boli najpoCetnejSou skupinou naprie¢ miestami na kozi a huby naopak v najmensom
zastUpeni (obrazok 2). Je treba podotknut, Zze existuje vSak ovela viac baktérii ako hub, ktoré
CiastoCne prispeli k tomuto pozorovanému rozdielu. Zaujimavostou je, Ze celkovd hojnost hiab bola
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nizka, dokonca aj na nohdach, kde bola naopak diverzita hdb vysoka.

Na rozdiel od baktérii a hab, kolonizacia DNA eukaryotickymi virusmi bola Specificka individudlne nez
pre anatomické miesto (obrdzok 2). Okrem bakteriofdgov (virusy baktérii) mézu zohravat
eukaryotické virusy tiez Ulohu pri koznych ochoreniach, ako to zdéraznuje objavenie polyomavirusu
buniek Merkel, onkovirus, ktory sp6sobuje vzacnu, ale agresivnu formu rakoviny koze.

Stabilita mikrobiomu

Pouzitim pozdiZneho odberu vzoriek sa zistilo, Ze kozné mikrobidlne komunity boli po¢as dvojro¢ne;j
Stldie prevazne stabilné napriek neustdlim zmenam zivotného prostredia. Na zdklade analyz na
Urovni kmenov a nukleotidov bola tato stabilita ur¢end udrziavanim kmenov v priebehu ¢asu, a nie
reakciou beznych druhov z prostredia. Podobne v longitudindlnom prieskume ¢revného traktu sa
zistilo, ze Specifické druhy mikrofléry jednotlivca pretrvavaju na jeden alebo viac rokov. Bakteridlne a
hubové spololenstvd na mazovych miestach boli najstabilnejSie. Mikrobidlne komunity noh boli
najmenej stabilné a DNA eukaryotické virusy sa menili naj¢astejsie. Relativna nestabilita
mikrobidlnych spolocenstiev moéze byt spdsobend prechodnou pritomnostou hib v prostredi.

Rozne miesta na kozi

Okrem Urovne druhov poskytuju metagenomické data dostatocné rozliSenie na preskimanie
rozmanitosti druhov dominantnych koznych baktérii. V porovnani s ¢revnou komunitou ma koza
nizku mikrobidlnu biomasu, ktord vedie k vysokym poctom sekvencii hostitela a nizkym
mikrobidlnym sekvencidm v metagenomickych vzorkach. Napriek nizkej Grovne citania je mozna
identifikdcia najrozsirenejsich druhov koze, pretoze existuju zbierky sekvenovanych referencnych
gendémov. V réznych miestach tela sa zistilo, Zze jedinci su kolonizovani réznymi multifyletickymi
spoloc¢enstvami kmenov baktérii Propionibacterium acnes a Staphylococcus epidermidis (obradzok
2). Okrem toho kmene baktérie S. epidermidis z komenzdlneho kmena demonstrovali Specifickost
miesta s tropizmom pre ludské nohy. Popisovanie spolocenstiev v rozliSeni na Urovni kmena su preto
délezité. Rozdiely v obsahu génov medzi druhmi a v rdmci druhu mozu urcit funkéné rozdiely medzi
zdravim a chorobou. Napriklad antibiotickd rezistencia a gény virulencie su variabilne pritomné v
kmenoch baktérii P. acnes a S. epidermidis. Analyza kmerniovych spoloc¢enstiev inych mikrobidlnych
druhov koze bude vyzadovat vytvorenie dalsich komplexnych referenc¢nych genémovych kniznic ale
aj vyvoj novych vypoctovych nastrojov, ktoré budu schopné klasifikovat kmene z metagenomickych
Udajov s nizkym pokrytim. V sicasnej dobe je rozliSenie na Urovni kmena bez mapovania na
referencné gendémy obmedzené na jedno-molekuldrne, dlho Citatelné metagenomické sekvencné
Studie. Buduce funk¢né studie umoznia vyskumnikom objasnit, ¢i niektoré kmene poskytuju odolnost
voci kolonizacii, voc¢i inym kmenom rovnakého alebo odliSného druhu ako délezity krok vo vyvoji
prebiotickych a probiotickych stratégii.

Ziviny pre mikroorganizmy

V porovnani s bohatsim prostredim naSich Criev, koza neobsahuje vela zivin nad ramec zakladnych
proteinov a lipidov. Ak chcd mikroorganizmy prezit v tomto chladnom, kyslom a suchom prostredi
(Box 1), domovskd mikrofléra nasej koze sa prispdsobila, aby vyuzivala zdroje, ktoré sd pritomné v
pote, maze a rohovine (tabulka 1). Napriklad fakultativny anaeréb P. acnes je schopny prosperovat
v anoxickej mazovej Zlaze a pomocou protedz uvolnuje arginin (aminokyselinu) z koZznych proteinov.
Lipazy pouziva na degradaciu triglyceridovych lipidov v maze, ¢im uvolfiuje volné mastné kyseliny,
ktoré podporuju prilnavost baktérii. U vzoriek z tvare sa preukazalo, ze hladiny mazu na lici pozitivne
koreluju s pocetnostou baktérii rodu Propionibacterium spp. Zaujimavé je, ze u cicavcov, ako su
mysSi, potkany a psy, ktoré produkuju mensie mnozstva mazu bohaté na triglyceridy, P. acnes rastie
slabsie, a preto sa vyskytuje pri nizsich poctoch.
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Lipidy mazu a odumreté bunky koze sU rovnako vyuzivané auxotrofickymi druhmi rodu
Malassezia a Corynebacterium, pretoze nie su schopné produkovat svoje vlastné
lipidy. Corynebacterium spp. vyuzivaju tieto lipidové zliceniny na vytvorenie korymylovych kyselin,
ktorymi obkolesuju svoj povrch buniek. V stulade s nedostatkom uhlovodikov v koznom prostredi
bohatom na lipidy, Malassezia spp. nesie geneticky kéd obsahujuci lipdzové gény a gény pre
enzymy vyuzivajuce sacharidy v porovnani s genetickym materidlom inych sekvenovanych hub je
minimalny. Takéto rozdiely mézu vysvetlovat, ako dokdzu druhy rodu Malassezia prevazivat na kozi
dospelych jedincov. Baktérie rodu Staphylococcus spp. si vyvinuli mnohé stratégie na prezitie na
kozi, vratane ich schopnosti byt halotolerantnymi (to znamenad, aby odolali vysokému obsahu soli v
pote) a dokazali vyuzit mocovinu, ktora je pritomnda v pote a vyuzivaju ju ako zdroj dusika. Aby sa
dalej podporila ich kolonizacia, r6zne druhy rodu Staphylococcus spp. produkujd adherény, ktoré
podporuju prichytenie k pokozke a protedzy, ktoré uvolnuju ziviny z odumretych buniek
koze. Celkovo nesie pokozka heterogénnu komunitu mikroorganizmov, z ktorych mé kazdy odliSné
prispOosobenie sa prostrediu, aby na kozi dokdzali prezit.

Ekolégia mikrobialneho spoloc¢enstva koze

U dospelich jedincov sa udrziava stabilné zloZzenie koznych mikrobidlnych spolo¢enstiev. Vyskumy
trvali najmenej 2 roky, avsak priCiny, ktoré formujd a udrziavaju takéto zlozité komunity
mikroorganizmov, zostavaju zatial nepochopené.

Pociatocna kolonizacia koze a jej zmeny

U novorodencov je pociato¢na kolonizécia koze zavisld od spdsobu porodu. Novorodenci narodeni
vaginalne ziskavaju baktérie, ktoré kolonizuju vaginu, zatial' ¢o novorodenci narodeni cisdrskym
rezom sU kolonizovany mikroorganizmami, ktoré sa s kozou spajaju u dospelych. DIhodobé uGcinky
tychto pociato¢nych sp6sobov kolonizadcie koze u novorodencov zostavaju nezndme a na rieSenie
tejto nedorieSenej otdzky je potrebné vykonat metagenomické sekvenovanie az na Grovni kmenov.

V ¢revnom trakte sa mikrobidlne spolo¢enstva stabilizuju v priebehu 3 rokov. Pred touto stabilizaciou
sl kmene mikroorganizmov pravdepodobne prendsané z tesnych kontaktov a ¢lenov rodiny.
Predpokladé sa, Ze nésledne sa udrziavaju po cely zZivot. Na rozdiel od tohto je relativna abundancia
koznych mikrobidlnych druhov restrukturalizovana podas puberty, v ¢ase, ked zvySené hladiny
horménov stimuluju mazové Zlazy a produkuju nadbyto¢né mnozstvd kozného mazu. Takze koza
postpubescentnych jedincov podporuje expanziu lipofilnych mikroorganizmov, ako s baktérie rodu
Propionibacterium spp., Corynebacterium spp. a huby rodu Malassezia spp. Naopak, predpubertdlne
deti maju na kozi vysSsi vyskyt baktérii Firmicutes (Streptococcaceae spp.), Bacteroidetes a
Proteobacteria (betaproteobaktérie a gammaproteobaktérie) a r6znorodejsiu komunitu hib. Zostava
vSak nejasné, ¢i sa pocas puberty ziskavaju nové kmene alebo ¢i sa meni iba relativha abundancia
existujucich kmenov. Celkovo su tieto zmeny v mikrobiéme koZe slvisiace s vekom zaujimavé, kedze
vela koznych poruch je spojenych prave s vekom. Napriklad pripady atopickej dermatitidy suvisiacej
s rodom Staphylococcus klesaju u valsiny deti pred pubertou, zatial ¢o Malassezia hubou asociovand
tinea versicolor je beznejsia u dospelych ako deti. AvSak, sU potrebné dalSie vyskumy aby sa
charakterizovali kozné mikrobidlne faktory u starSich jedincov ako aj fyziolégia a predispozicie na
kozné infekcie.

Interakcie medzi koznymi mikrobialnymi druhmi

Zhromazdovanie, stabilita a funkcia mikrobidlnej komunity sa riadi hostitelskymi faktormi, ako aj
interakciami medzi tymito mikroorganizmami. Mikroorganizmy mézu pésobit konkurencne, aby sa
navzajom vylucili alebo synergicky, aby sa vzajomne podporovali. Staphylococcus aureus ako Casta
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koznd baktéria sa stala centrom mnohych kolonizacnych studii. S. aureus kolonizuje nosné dutiny
minimalne jednej tretiny populécie a jej pritomnost je vyznamnym rizikovym faktorom pri
potencidlnych infekcidch. Pri klinickych testoch sa ukdzalo, Ze za infekcie krvného riecista zodpoveda
priblizne 80% izoldtovs. aureus, ktoré boli identifikované v nosnych dutindch jednotlivcov. Eradikacia
S. aureus z nosnych dutin pacientov podstatne znizuje ich nachylnost k invazivnym infekciam.

Staphylococci v suboji

Vzhladom na to, ze S. aureus si ¢asto vyvija rezistenciu vodi antibiotikdm a vyvoj vakcin vykazuje
obmedzend Gcinnost, je alternativnou stratégiou eradikdcie pouzitie komenzalnych
mikroorganizmov. Tento spdsob je vsak aktivnou oblastou vyskumu. Podobné konkurencné studie
skimali, ako mikroorganizmy v péde medzi sebou sutazia prostrednictvom produkcie antibiotik. Prvé
mikroorganizmy, o ktorych sa uvadza, ze inhibujd tvorbu biofilmu S. aureus, je podskupina kmena S.
epidermidis. Neskor sa zistilo, ze S. epidermidis a jeho kmene degraduju proteiny, ktoré su
rozhodujlce pre tvorbu biofilmu S. aureus a adhéziu na epitel hostitela. Ked sa protedzové aktivita
skombinovala s antimikrobidlnymi aktivitami B-defenzinu, vyslednd baktericidna aktivita bola
dostato¢nd na usmrtenie S. aureus v biofilmoch (obrdzok 3). Je zaujimavé, Ze drvivd vadcsina
sekvenovanych S. epidermidis izoldtov obsahuje gén esp (gseA), avsSak v doterajsich studidch iba
malé podskupina naozaj exprimovala gén gseA. Tento fakt je dblezitou pripomienkou, Ze vlastnictvo
génu este nezarucuje jeho funkénost a exprimovanie.
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Nature Reviews | Microbiology

Obrazok 3 Vztahy medzi mikroorganizmami, ich produktami a nasim imunitnym systémom (Byrd et al., 2018 - Nature
Reviews/Microbiology)

V najnovsSej studii Staphylococcus lugdunensis inhiboval rast S. aureus produkciou antibiotického
lugduninu, nového cyklického peptidu obsahujiceho tiazolidin (obrazok 3). Toto zistenie je dblezité
pre dlhodoby terapeuticky potencial, pretoze ani po niekolkych generaciach S. aureus si nikdy
nevyvinul rezistenciu voci antimikrobialnym ucinkom lugduninu. Nedostatok rezistencie je v ostrom
kontraste s tradi¢nymi antibiotikami, voci ktorym si organizmy vyvijajl rezistenciu, a zd6raznuje, ze
prirodzene odvodené latky moézu byt UcinnejSim prostriedkom pri potldc¢ani oportunistickych
patogénov.

V jednej zo studii sa preukazalo, Ze viaceré koagulaza negativne druhy rodu Staphylococcus spp., S.
epidermidis a S. hominis produkuju nové lantibiotikd, ktoré su schopné synergizovat s humannym
kateicidinovym antimikrobidlnym peptidom LL-37 a inhibovat rast S. aureus. Kmene produkujlce
tieto lantibiotikd sa nevyskytovali u jedincov s atopickou dermatitidou, ktori su Casto kolonizovani S.
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aureus. Okrem toho lokalna aplikacia tychto kmenov produkujlcich antimikrobidlne latky znizila
kolonizaciu S. aureus len u malého poctu jedincov s atopickou dermatitidou, ¢o dokazuje transla¢ny
potencial probiotickej stratégie.

Staphylococci vs. iné baktérie

Nie vSetky mikroorganizmy vSak inhibuju S. aureus. Skor sa zistilo, Zze niektoré druhy rodu
Propionibacterium by mohli indukovat agregéaciu S. aureus a tvorbu biofilmu spdsobom zavislym od
davky, rastovej fadzy a pH (obrazok 3). V samostatnej in vitro Stadii sa zistilo, ze S. aureus sa meni z
virulentného na komenzéla, ak je vystaveny komenzdlnemu druhu Corynebacterium striatum. Tato
schopnost zmenit spravanie S. aureus otvara terapeutickl moznost modulacie jeho spravania
namiesto zni¢enia samotného patogéna.

Iné druhy

Existuju tiez priklady interakcii medzi inymi koznymi mikroorganizmami. Corynebacterium
accolens modifikuje lokdlne prostredie koze a inhibuje tak rast oportunistického
patogéna Streptococcus pneumoniae. Tato odpoved bola zdvisld od C. accolen, ktory pouzitim
lipdzovej aktivity LipS1 uvolnuje antibakteridlne volné mastné kyseliny z triacylglycerolov na
povrchu koze. V inej Studii sa vykonali pdrové antagonistické testy s izolatmi zo zbierkovych kmenov
S. epidermidis a P. acnes. Jeden kmen P. acnes (I-2) vykazoval selektivne vySSiu antimikrobidlnu
aktivitu voci S. epidermidis ako iné P. acnes kmene. Pravdepodobne to bolo v dosledku tiopeptidu
konzervovaného naprie¢ kmenmi typu I-2. Naopak, vacsina testovanych kmenov S. epidermidis bola
schopnad inhibovat rast P. acnes v in vitro podmienkach. Autori tejto Studie vypocitali r6zne mobilné
genetické prvky, ktoré by mohli byt zodpovedné za tento fenotypovy prejav v roznych kmerioch.

Na rozdiel od mnohych interakcii medzi druhmi st vyskumy dynamiky medzi kmernmi v rdmci druhu
zriedkavejsie. Extrapolacie z metagenomickych Udajov odhalili dva spdsoby kolonizacie ludského
¢revného traktu. Pre niektoré druhy existuje jediny dominantny kmen, zatial' ¢o pre iné druhy
existuju viaceré kmene na podobnych Urovniach.

Na kozi, P. acnes a S. epidermidis existuju ako stabilné heterogénne komunity jednotlivych
kmenov. Stadie ukdzali, Ze vo vnutri ¢revného traktu spolo¢enstvo druhov rodu Clostridium moéze
posobit synergicky na zvysenie regulac¢nych odpovedi T buniek vo vac¢Som rozsahu, nez akykolvek
jednotlivy druh méze spoésobit samotne. Pri kozi si potrebné podobné Studie aby sa preukdzali
mozné funk¢né vyhody heterogénnych kmenovych spolocenstiev.

Kozny mikrobiém pri ochoreni

Interakcie medzi druhmi mikrofléry formuju rezidentnd mikrobidlnu komunitu a zabranuju kolonizacii
patogénnym baktériam v procese oznalovanom ako ,koloniza¢ny odpor” alebo “koloniza¢na
rezistencia”. AvSak v urcitych situaciach sa baktérie, ktoré su bezne prospesné pre ich hostitelov,
mozu stat patogénnymi. Vela beznych koZznych ochoreni je spojend so zmenami v mikroflére a
nazyva sa dysbiéza. Takato dysbidza je ¢asto spbsobend spolo¢nymi komenzalnymi druhmi. Ocakava
sa, Ze vzacne aj bezné kozné ochorenia maju svoju podstatu v jednotlivych druhoch ale aj v zmenéch
mikrobidlnej komunity. Dalsie longitudinalne klinické $tidie m6zu objasnit mechanické prepojenie
medzi druhmi hub a lupinami, infekciami n6h alebo medzi virusmi a bradavicami.

Mikroorganizmy spojené s beznym akné

Akné je prevlddajlca choroba u dospievajucich (acne vulgaris). Je to chronicky zapalovy stav koze,
ktory je spdjany s baktériouP. acnes, najhojnejSim mikroorganizsmom v mikrobiéme zdravych
dospelych jedincov. Na funkénej Urovni sU profily génovej expresieP. acnes odliSné medzi
jednotlivcami s akné a jednotlivcami bez akné. Pozorovanie, ze takmer vSetci dospeli su kolonizovanf
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sP. acnes ale len mensSina z nich ma akné zdbéraznuje vyznam Studia ochorenia v SirSom kontexte
hostitel'skej genetiky, imunitnych alebo bariérovych defektov, mikrobiému a Zivotného
prostredia. Napriklad, zvySena sekrécia kozného mazu je spojena s patofyzioldgiou akné, pretoze
miera sekrécie koreluje so zavaznostou klinickych priznakov. V stadii pouzivajicej fluorescenc¢nu
mikroskopiu na vizualizaciu P. acnes vo folikuloch vzoriek koznej biopsie bol vyvoj akné v podstate
spojeny s pritomnostou P. acnes vo folikuloch a tvorbou biofilmov.

Historicky je doplnok vitaminu B,, spojeny s akné. V poslednej dobe suvisi akné s doplnkovym
vitaminom B,,, ktory potlaca biosyntézu vitaminu B,, u P. acnes, ¢o néasledne vedie k zvySeniu
produkcie porfyrinov a tie mézu vyvolat zdpal pokozky a rozvoj akné. Zaujimavé je, ze akné
asociované kmenmi P. acnes produkuju podstatne vySSie hladiny porfyrinov.

Staphylococcus aureus a atopicka dermatitida

Atopickd dermatitida (tiez zndma ako ekzém) je chronické, recidivujuce zapalové ochorenie s
viacerymi faktormi, ktoré prispievaju k poskodeniu epidermalnej bariéry, aktivacii imunitnych buniek
a zmenam v spolocenstve suvisiacich mikroorganizmov koZze. Citlivost na atopickd dermatitidu bola
spojend s mutdciami vo viac ako 30 hostitel'skych génovych miestach vrdtane génu kédujlceho
protein koznej bariéry filagrin a génov spojenych s imunitnym systémom. OkremS. aureus , ktory sa
bezne vyskytuje na koZi jedincov s atopickou dermatitidou, existuju dalSie faktory, ktoré podporuju
hypotézu, ze mikrofléra mé vplyv na patogenézu chorbb. Atopickd dermatitida je klinicky liecena
zmakcovadlami, ktoré podporuju integritu bariéry a imunosupresivnymi liekmi, ako su steroidy. V
pripadoch, ked dbjde k infekcii alebo pretrvdvaniu ochorenia, m6zu sa pouzit antimikrobidlne
pristupy (napriklad antibiotikd a zriedené bieliace ¢inidla) a ich Uspech sa preukazal v suvislosti s
poklesom relativnej abundancie S. aureus. Ich celkova Ucinnost je vsak neista.

Abundancia Stapylococcus

V longitudindlnych sStudidch pediatrickych jedincov s atopickou dermatitidou 16S rRNA a
sekvenovanie celych gendédmov klinickych vzoriek ukéazalo, Ze relativna
abundancia Staphylococcus spp., najma S. aureus a S. epidermidis , vzrastla pri vypuknuti ochorenia
(epizodickd exacerbécia) oproti stavu po a ze relativna abundancia stafylokokov korelovala so
zavaznejsim stavom choroby pri vypuknuti ochorenia. Na Urovni kmena sa zistilo, ze jedinci s
atopickou dermatitidou su kolonizovani heterogénnejSimi spoloc¢enstvami S. epidermidis a ti s tazSim
ochorenim boli kolonizovani dominantne kmenmi S. aureus. Koreldcia S. aureus s atopickou
dermatitidou pocas aktivnej exacerbacie ochorenia je dobre zdokumentovanda. Avsak funkénd Uloha
stafylokokov pri zvlddani ochorenia atopickej dermatitidy je zle pochopend. Je potrebny pozdizny
odber vzoriek v Castejsich intervaloch eSte predtym, ako je potrebné zistit, ¢i zvysené hladiny
stafylokokov predchédzaju klinickym priznakom, ¢o by podporilo teédriu, ze stafylokoky v ddsledku
toho prispievaju k pociato¢nému néastupu zapalu, a nie k jeho rozvynutiu. To si vyzaduje dalsie
skimanie, kedze v predbeznych Studidch sa zistil vac¢si pocet Staphylococcus spp. v dvoch
mesiacoch u dojciat, u ktorych nedoslo k rozvoju atopickej dermatitidy o 1 rok, ako u tych, u ktorich
sa vyvinula atopickd dermatitida vo veku 1 roka. Expozicia Staphylococcus spp. v ranom veku je
uzito¢na pre spravne nasmerovanie imunitného systému.

pH a atopicka dermatitida

Dalsia $tadia zamerand na genémové sekvenovanie porovnavala kozu dospelych s atopickou
dermatitidou s kontrolnou kohortou a identifikovala zvysené pocty rodov
Streptococcus spp. a Gemella spp. a nizsie pocty rodu Dermacoccus spp. u jedincov nachylnych voci
atopickej dermatitide. Na funkcnej Urovni, stddie ukazali, ze mikrobidm tychto jedincov je
prispésobeny tak, aby generoval prebytok amoniaku. Ten vysvetluje vysoké hodnoty pH, ktoré sa
pozoruju pri atopickej dermatitide.
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Znizend rozmanitost kozného mikrobiému u jedincov s atopickou dermatitidou sdvisi so znizenim
biodiverzity zivotného prostredia v oblastiach okolo ich domovov. V jednej studii obsahovala koza
zdravych jedincov vacsiu rozmanitost gammaproteobaktérii, ktorych pritomnost korelovala s vyssou
expresiou IL-10 v krvi. Nasledne, Studia za pouzitia in vitro a in vivo experimentov na zvieratach
ukdzala, ze gammaproteobacteria rodu Acinetobacter by mohla vyvolat silna T-helper 1 (T 1) a
protizapalovld imunitnd odozvu. V stddii, ktord skdmala mikrobiém pokozky jedincov s ichty6zou
vulgaris a deficitom filaggrinu, dosSlo k nedostatolnej reprezentdcii grampozitivnhych anaerébnych
kokov v porovnani s ich pritomnostou v zdravych kontrolach, ¢o naznacuje, ze defektné odumreté
bunky koze s dostatoc¢né na zmenu kozného mikrobiému a moézu viest k dysbiéze, ktord je spojend
s ekzémom.

Toxiny S. aureus a imunita

Vzhladom na asociaciu S. aureus s atopickou dermatitidou a inymi koznymi ochoreniami a infekciami
krvného obehu sa mnohé sStddie zamerali na interakcie medzi S. aureus, jeho toxinmi a imunitnym
systémom. Napriklad S. aureus 6-toxin indukuje degranuldciu mastocytov (zZirnych buniek), ktord
podporuje vrodenuU aj adaptac¢nl imunitnl odpoved druhého typu. a-toxin S. aureus moze tiez
indukovat produkciu imunoglubulinov. Ak vystavili vedci bunkové komponenty S. aureus T bunkam,
tak ani neproliferovali ani nevyrabali cytokiny, ¢o naznacuje, ze produkty S. aureus mdzu aktivovat
imunitny systém a doc¢asne ho paralyzovat. Okrem zacielenia sa na imunitné bunky sa ukéazalo, ze S.
aureus spusta adipocyty tak, aby rychlo proliferovali a produkovali zvySené hladiny
antimikrobidlneho peptidu katelicidinu ako obranného mechanizmu hostitela. Tieto priklady
demonstruju mnohé spésoby, ako S. aureus iniciuje alebo exacerbuje kozné poruchy v SirSom
kontexte bariérovych defektov alebo zmenenej imunity. V skutocnosti sa preukazalo, ze v kontexte
bariérovych defektov S. aureus je schopny prestupovat epidermis do dermis, kde narazi na imunitné
bunky a spusta expresiu zdpalovych cytokinov IL-4, IL-13 a IL-22 a tymického stromalneho
lymfopoetinu. Schopnost S. aureus spustat koznd imunitnd odpoved mébze byt zavisld od kmena, ¢o
zdoraznuje vyznam hodnotenia fenotypu napriec izoldtmi druhu. Hoci mnohé z tychto experimentov
boli vykonané na mysSich modeloch, suU relevantné aj pre l'udi, pretoze mnohé z dréh, ktoré su
zékladom zapalu a imunity v mysacej kozi, sa javia ako dolezité pri infekcidch a chorobach aj u l'udi.

Experimenty u mysi

Aj ked bol preukdzany zapalovy potencial S. aureus a dysbidza je beznd u mnohych ochoreni koze,
stale nie je zname, Ci su tieto zmeny dosledkom chorobného stavu alebo ¢&i S. aureus prispieva k
vzniku tohto ochorenia. Experimenty s mysacimi modelmi, ktoré su geneticky a fyzicky postihnuté v
produkcii koznej bariéry alebo imunologickych defektov, sa pouzili na urcenie prinosu mikrofléry k
ochoreniu koze. Zmeny v koznych mikrobialnych spoloCenstvach, charakterizované nadmernym
rozmnozovanim Corynebacterium mastitidis , Corynebacterium bovis a S. aureus predchadzali
vyvojovym znakom atopickej dermatitidy. Cielené antibiotické lieCenie tychto zvierat bolo dostatocné
na zvratenie dysbidézy a eliminaciu zapalu koze, ¢o dokazuje pri¢innu suvislost medzi zmenami
bariéry koze, dermatitidou a mikrobiémom.

Kozny mikrobiém jedincov s primarnou imunodeficienciou

Zatial' ¢o sa niekol'ko studii zaoberalo témou, ako mikroorganizmy posilfiuju nas imunitny systém,
Stadium jedincov s primdarnou imunodeficienciou (PID) poskytuje prilezitost porozumiet Ulohe imunity
pri ur¢ovani Struktlry mikrobialnych spolocenstiev. Zakladom zd6vodnenia tychto vysSetreni su bezné
kozné prejavy jedincov s PID, najma ekzémom. Na tento Ucel boli odobraté vzorky koznych mikroflér
od jedincov so zriedkavymi monogénnymi PID, syndrdémom hyper IgG, Wiskott-Aldrichovym
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syndromom a dedikatorom syndrému cytokinézy 8. Napriek odliSnym zakladnym mutaciam su
vSetky choroby charakterizované ekzémom ako podobné kozné ochorenie, zniZzenie mnozstva T a B
buniek, premenliva eozinofilia a zvysené hladiny IgE. Aj ked' existuje celkovd podobnost druhov
baktérii, ktoré kolonizuju pokozku zdravych jedincov, koza jedincov s PID je ekologicky s menSou
Casovou stabilitou. Napriek tomu, Ze osoby s PID su kolonizované s oportUnistickymi hubami
(napriklad Candida spp., alebo Aspergillus spp.), baktériami (napriklad Serratia marcescens), ktoré
zvycCajne v kontroladch chybaju, tieto mikroorganizmy stale patria do skupiny, ktoré sa bezne
vyskytuju na kozi. To naznacuje, ze mikroorganizmy mimo tychto primarnych skupin nie su schopné
stabilne prezit v prostrediach s nedostatkom Zivin na kozi. V samostatnej studii jedincov s PID
spdsobenych mutaciami v signalovom prevodniku a aktivatorom transkripcie 1 (STAT1) alebo STAT3
bola koza kolonizovana viacerymi gramnegativnymi baktériami, najma rodom Acinetobacter spp.
Rovnako doSlo k znizeniu poctu baktérii rodu Corynebacterium spp. v porovnani s hladinami u
zdravych kontrol. Na identifikdciu moznych zmien vo virusovych spolocenstvach je potrebné vykonat
metagenomické sekvenovanie vzoriek u tychto jedincov, pretoze niektori pacienti s PID Casto trpia
virusovymi koznymi infekciami.

Mikroorganizmy pri chronickych infekciach ran

Okrem klasickych koznych ochoreni bolo tiez dokdzané, Ze mikroorganizmy, ktoré kolonizuju
pokozku, ovplyviiuju hojenie chronickych ran, ktoré prevazuju v populdcii vekovo starsej alebo maju
cukrovku alebo obezitu. Uloha mikroorganizmov bola dobre $tudovand v pripade diabetickych vredov
noh (DVN). Odhaduje sa, ze viac ako 50% DVN je infikovanych. DVN sU beznym vysledkom diabetes
indukovanej neuropatie a vyskytujli sa u 15 az 25% jedincov s diabetom, pricom 15,6% si vyzaduje
amputdciu. Z prieskumu 16S rRNA sa zistilo, Ze bakteridlne komunity, ktoré kolonizuji neuropatické
DVN, boli spojené s klinickymi priznakmi. Napriklad, plytké vredy s kratkym trvanim boli spojené s
vacsim poctom baktérii rodu Staphylococcus spp. Najma S. aureus, zatial ¢o hlbSie vredy s dlhSim
trvanim mali vacsiu mikrobidlnu rozmanitost a vyssiu relativnu abundanciu anaerébnych baktérii a
Gram-negativnych proteobaktérii. NavySe, slaba kontrola glukézy v krvi bola spojend s
vacsim poctom baktérii rodu Staphylococcus spp. a Streptococcus spp.

Protirecivé vysledky

V longitudinadlnom skriningu mikroorganizmov spojenych s DVN sa sekvenovanie 16S rRNA rany
ukdzalo ako nestabilita bakteridlnej komunity, ktord bola spojend s rychlejSim hojenim rédn a
pozitivnejsSimi klinickymi vysledkami. Toto pozorovanie je protirecivé, pretoze mnohé studie na inych
miestach tela odpozorovalo asociované choroby s nestabilitou bakteridlnej komunity. Avsak v
kontexte rany mo6ze mikrobidlna nestabilita viest k G¢innému odstraneniu baktérii z rany imunitnym
systémom. Okrem baktérii boli skimané huby s amplifikdciou sekvencie ITS1 regiénu. Huby boli
identifikované v 80% zo 100 analyzovanych DVN ako Cladosporium herbarum. Candida albicans
bola identifikovand ako najviac vyskytujlci sa druh. Pri chronickych ranach so slabymi klinickymi
prejavmi sa zvysila diverzita hdb a vacsinou sa nasli polymikrobialne biofilmy hub a baktérii spolu.

Zavery

Stru¢ne povedané, tieto zistenia poskytuju analyzu kozného mikrobiému v oblasti zdravia a choréb v
doposial nepreskimanom rozliSeni. Analyza na tejto Urovni bola mozna z dévodu technického
pokroku v metodikach extrakcie DNA a priprave sekvencnych kniznic, ktoré boli optimalizované pre
r6znorodu, ale mall biomasu vzoriek koze. NavySe vyvoj novych softvérovych pomocok, ktoré
vyuzivaju informécie do hibky, dispozicia metagenomickych sekvenénych dat, rozsirilo nase
chapanie ludského koZzného mikrobiédmu. Mnohé otazky ako: aku Ulohu maju mikroorganizmy v
pokoZke pri udrziavani zdravia alebo pri podpore chorobnych stavov? vsak zostavaju v slvislosti s
funkciou kozného mikrobiému nezopovedané.
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DNA sekvenovanie je uzitoCnym a nezaujatym nastrojom na odhalovanie mikroorganizmov vo
vzorkach, nie je vSak schopné rozlisit zivé kolonizujuce mikroorganizmy od mrtvych, prechodnych
organizmov. Hoci tradi¢né techniky zaloZzené na Zivych kultirach dokazu rozlisit medzi zivymi a
mrtvymi mikroorganizmami, vysledky suU skreslené pretoze vela zavisi od pouzitych podmienok
kultivdcie, a mnoho z nich je nekultivovatelnych. Sekvencie RNA moézu riesit tento problém
odhalenim funk¢nej aktivity mikrofléry, ale tento postup je technicky naro¢ny vzhladom na nizku
biomasu organizmov na kozi. Pri nepriamom merani tejto aktivity bola vyvinutd nova analyticka
metdda, ktord porovnava Citanie rozdeleni na zaciatku replikacie a tie, ktoré sa nachadzajd inde v
gendme, ako dbékaz aktivnej bakterialnej replikacie.

Analyza Udajov o sekvenciach mikroorganizmov u pacientov v porovnani so zdravymi kontrolami sa
moze pouzit na vytvorenie hypotéz o Udajnych choroboplodnych mikroorganizmoch. Zaujmové
organizmy sa potom méZzu izolovat z jedincov prostrednictvom cielenych metéd kultivéacie. Dalej
mozu tieto organizmy podstupit kompletné sekvenovanie gendmu na analyzu ich funkéného
potencidlu a mézu byt testované na zvieracich modeloch aby sa urcili ich potencidlne mechanické
funkcie v progresii ochorenia. Celkovo je cielom prelozit idaje o sekvencii mikroorganizmov do
funkénych studii, ktoré by mohli informovat o vyvoji terapeutickych modifikacii na zmiernenie
dysbidézy a boj proti patogénom.
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