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Souhrn:

Tato prace zkouma vliv houby Pythium oligandrum na patogenni rychle rostouci
plisné a kvasinky, konkrétnéji Candida albicans, Candida glabrata, Aspergillus fumigatus
a Mucor species. Mezi cile této prace patii vykultivovat Pythium oligandrum z volné pro-
dejnych piipravku, zjistit, pti jaké teploté roste Pythium oligandrum nejlépe a jaky ko-
mer¢né dostupny piipravek ma vyssi u¢innost na patogenni plisné a kvasinky. Cile prace se

nezdafily kviili absenci spor Pythium oligandrum ve volné prodejnych ptipravcich.



Abstract
Surname and name: Beata Szaboova
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Title of thesis: Effects of Pythium oligandrum on some other species of micromycetes
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Summary:

This thesis examines effect of the fungus Pythium oligandrum on pathogenic fast-growing
fungi and yeast, more specifically Candida albicans, Candida glabrata, Aspergillus fumi-
gatus and Mucor species. One of the aims of this thesis is to cultivate Pythium oligandrum
from over-the-counter preparations, than to find out at which temperature Pythium oligan-
drum grows best and which commercially available preparation has a higher efficiency
against pathogenic fungi and yeasts. The aims of the thesis failed, due to the absence of

Pythium oligandrum spores in over-the-counter products.



Predmluva

Tato prace byla napsana, kviili pfibyvajicimu poctu patogentl, ktefi si vytvaii rezis-
tenci na léky. Myslim si, ze by bylo dobré hledat nové zptsoby, jak s témito patogeny bo-
jovat, jednak vice ekologickou cestou a také bez nejriiznéjSich vedlejSich efektt, které tra-
dicni 1€ky zplsobuji. Cilem prace je prokazat, ze houba Pythium oligandrum je schopna
rozpoznat a zabit patogenni rychle rostouci pliseni nebo kvasinku. To by mohlo vést
k dalSim vyzkumim a postupné k vytvareni novych 1ékd, které budou napodobovat me-
chanismy této houby. Nov¢ vyrobené Iéky by mohly mit potencial byt stejné ucinné jako

farmaceuticky vyrabéné ptipravky, ale bez nezadoucich vedlejsich efekta.
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SARS-CoV-2 - Severe acute respiratory syndrome-related coronavirus
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UvVoD

Cilem prace je zjistit, jaké uc¢inky ma takzvana ,,chytra houba* Pythium oligandrum
na dal$i druhy patogennich mikromycet. Dosud se P. oligandrum ve vétSiné ptipada pou-
zivalo v zemédé@lstvi na rostliny, jako jsou naptiklad raj¢ata, obili nebo picniny. Nicméné
v poslednich letech, kdy vzristd zdjem o alternativni 1é¢bu, se tato houba zacala pouzivat i

ve farmaceutickém primyslu.

Doposud probéhly studie, které se zamétovaly predevsim na zemédé€lskou ¢innost,
nicméne¢ jsou i takové, které prob¢hly na lidskych patogenech. Jedna z nejznaméjsSich je od
Aleny Gabrielové et al., kdy se zkoumal vliv P. oligandrum na dermatofyty. Tento vyzkum
m¢él znaény Uspéch a prokazal, ze P. oligandrum zacalo po aplikaci na dermatofyty rozpo-
znavat a zabijet tyto patogeny. Mezi dalsi piiklady patii vyzkum vedeny MUDr. Karlem
Menclem, kdy se zkoumal vliv této takzvané ,,chytré houby* na zlepSeni 1écby bércovych

viedu.

Prozatim neexistuji studie vlivu P. oligandrum na rychle rostouci plisné a na kva-
sinky jako na lidské patogeny a proto bych se timto tématem chtéla zabyvat v mé bakalat-
ské préci. PfestoZe existuje fada tradi¢nich 1€k, které proti témto patogennim organismiim
ucinné funguji, je potfeba vymyslet alternativni feSeni, a to zejména kvli rostouci rezis-
tenci a fadé méné ¢i vice zavaznych vedlejsSich efektl, které tyto Iéky zpiisobuji. Jedno z
alternativnich feSeni by mohla poskytnout pravé 1écba pomoci P. oligandrum. Myslime si,
ze je to idedlni feSeni, protoze zatim nejsou zndmy zadné negativni vedlejsi ucinky souvi-

sejict s jejim ristem.

V tomto vyzkumu se proto zamétime v teoretické ¢asti na klasifikaci mikromycet,
popis jednotlivych zkoumanych druhli patogenti, popis tradi¢ni 1écby a hlavné na samo-

statné Pythium oligandrum, jeho mechanismy ucinku a historii.

V praktické Casti se zaméfime na komercné prodavané pripravky, at’ uz se jedna o
preparéaty uréené pro rostlinolékaistvi nebo o p¥ipravky uréené v huméanni medicing. Ude-
lem je zjistit, jak reaguje P. oligandrum na kvasinky a rychle rostouci plisné. Zda a po jaké
dobé zacne tato houba zabijet lidské patogeny, jako jsou Candida albicans, Candida
glabrata, Aspergillus fumigatus a Mucor species. Dale také pti jaké teploté roste P. oligan-
drum nejlépe a také se pokusime zjistit, jaky volné prodejny piipravek je k témto uceliim
nejlepsi a zda obsahuje dostatecné mnozstvi ucinné latky (spor P. oligandrum) potiebné
k eliminaci kvasinek a rychle rostoucich plisni. K porovnani jsme vybrali dva nejprodava-
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né&jsi produkty dostupné na volném trhu, které dle informaci ziskanych z ptibalovych leta-

kit obsahuji lyofilizované spory P. oligandrum.

Predpokladame, ze by P. oligandrum mélo zacit rast v fadu n€kolika dnti na petriho
miskéach spolecné se zkoumanymi patogeny. Déle by mélo dojit k rozpoznani patogenu a
nasledné by se P. oligandrum mélo zacit zivit jeho myceliem (v ptipad¢ kvasinek jeho ko-
loniemi). Mélo by dojit k tomu, Ze patogen za¢ne slabnout a ubyvat az do té miry, kdy vy-
mizi tplné cely. Poté, co cely patogen poslouzi jako zivina pro P. oligandrum, by mélo
dojit i1 ke slabnuti a odumirdni této houby, protoze by jiz nadale neméla zadné ziviny pro

sv¢ preziti.

To by do budoucna mohlo znamenat, Zze kdyz se u¢inky houby P. oligandrum po-
tvrdi, mohly by se zacit vytvaret nova antimykotika, kterd by byla bez negativnich vedlej-

Sich ucinkt a ispésné by bojovala s plisiovymi a kvasinkovymi onemocnénimi.
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TEORETICKA CAST

1 MIKROMYCETY

Mikromycety (mikroskopické vlaknité houby, plisn€) jsou vicebunécné, eukaryont-
ni mikroorganismy. Jsou heterotrofni, saprofytické nebo parazitické. Nékteré druhy mi-
kromycet jsou rozsifeny po celém svété. Spolu s kvasinkami a kvasinkovitymi mikroorga-
nismy tvofi skupinu mikroskopickych hub. Jejich stafi se odhaduje na 300 miliond let

(Weitzman, 1996).

Mikromycety jsou velice morfologicky rozmanité a jsou schopny adaptovat se na
nejruznéjsi ekologické podminky, coz znamena, ze jsou pritomny vSude tam, kde existuje
organicka hmota. V zivotnim prostiedi jsou pfitomny v ovzdusi, ptid¢, vodé, na povrchu

zivych a odumftelych organismil, na potravinach (Charmette, 2008).

Neékteré druhy hub jsou toxinogenni (vytvaii toxiny) nebo patogenni a zplsobuji
onemocnéni kiize nebo podkozi (dermatomykoézy) nebo dokonce systémova onemocnéni.

V soucasné dob¢ je znamo pies 290 mykotoxinil (Charmette, 2008).

Mikromycety
o Vl1aknité mikroorganismy

= Pomalu rostouci (dermatofyty)

= Rychle rostouci (4scomycota, Zygomycota)
o Kvasinkovité mikroorganismy

(Ostry, 1998)

1.1  Vlaknité mikroorganismy — pomalu rostouci (dermatofyty)

Patfi sem tada ptibuznych hub, které zpiisobuji dermatofytdézy. Dermatofytozy se
projevuji nejcastéji infekci mezi prsty nohou nebo na nehtech, ale mohou se objevit i na
jinych castech téla. Mezi dermatofyty patfi naptiklad Microsporum canis, Trichophyton

rubrum, Trychophyton mentagrophytesa, Epidermophyton floccosum a dal$i (Schindler,
2010).

1.1.1 Microsporum canis
Microsporum canis patii do skupiny dermatofyty, coz jsou blizce ptibuzné orga-

nismy, které maji schopnost napadat stratum corneum (vrchni ¢ast epidermis) a z n¢ho
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odvozené keratinizované tkan€, jako jsou nehty, vlasy lidi a chlupy zvitat. Tyto houby zpt-
sobuji infekci zvanou dermatofytdza. Microsporum canis je nejcastéjSim dermatofytem u
kocek a psii, ale tento organismus byl pozorovan i u jinych domacich a divokych zvitat.
M. canis se rozmnozuje hlavné nepohlavné mitotickym procesem. Béhem invaze do vlast
(Supin, chlupt,...) jsou hyfy fragmentovany a vytvaieji masy malych arthroconidii, které

predstavuji infekéni ¢asti houby (Pasquetti, 2017).
Morfologie

Primér kolonie se pohybuje od 3 do 9 cm (po sedmidenni inkubaci pti teploté 25°C
na dextr6zovém agaru). Textura houby je vinénd az bavinénd, barva bild nebo svétle Zluta

z vrchu a zluté az oranzova zespodu (Pasquetti, 2017).

Obrazek 1 Microsporum canis — kultura

Obrazek 2 Microsporum canis — mikroskopicky vzhled

& \ __ ‘ Y \ f'l

Zdroj: https://mycology.adelaide.edu.au/descriptions/ dermatophytes/microspofum/

1.1.2 Trichophyton rubrum

Trichophyton rubrum je keratinofylni vlaknitd houba, ktera infikuje klizi, nehty a
vlasové folikuly. Je celosvétove nejbéznéjsim plivodcem dermatofytodzy. Zptsobuje veétsi-
nou onemocnéni tinea pedis (pliseii nohou) a onychomykozu (plisen napadajici kizi, vlasy
a nehty). Pfenos z ¢lovéka na clovéka byl podpoten predevsim ptjéovani bot. Bylo doka-
zéno, ze T. rubrum se vyvinulo teprve neddvno a rozsitilo se z ddlného vychodu pomoci

vojaki béhem prvni svétové valky (Arenas, 1995; Gréser, 1999)
Morfolofie

Kolonie byvaji bilé, chmyfité s obasnym vyskytem nartzovélého prstynku po
okrajich. Na spodni stran¢ kolonii mizeme pozorovat Cervenohnédy az vinové Cerveny
pigment. V preparatu pod mikroskopem muizeme vidét méné se vyskytujici mikrokonidie,
které jsou hruskovitého tvaru a nasedaji na strany hyf. Dale také makrokonidie, které maji

doutnikovity tvar (Skotepova, 2008).
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Obrazek 4 Trychpython rubrum — kultura

Obrazek 3 Trychophyton rubrum — mikroskopicky vzhled

Zdroj: https://mycology.adelaide.edu.au/descriptions/dermatophytes/trichophyton/

1.1.3 Trychophyton mentagrophytes

Trychophyton mentagrophytes patii rovnéz mezi dermatofyty. Je schopnd infikovat
keratinové tkané u lidi a zvitat. Objevuje se celosvétoveé. U lidi zptisobuje naptiklad one-
mocnéni tinea corporis (pliseii na téle) a tinea barbae (pliseni ve vlasech) (Knudtson, 1980;

Jedlickova, 2008).
Morfologie

Na prvni pohled mizeme pozorovat nizké bilé¢ az krémové kolonie. Spodina se nej-
prve zbarvi do Spinavé zluté barvy, kterd se pozdéji postupné méni az do barvy cerve-
nohnédé. Primokultury byvaji zrnité, v subkulturdch dochazi ke zmén€ na chmytovitou.
V mikroskopu mizeme vidét mikrokonidie, které byvaji zprvu hruskovité a poté prechazeji
do kulovitého tvaru. Mikrokonidie jsou casto rozestavené do tvaru hroznti. Pozorujeme
také doutnikovité makrokonidie. Charakteristickym znakem byvaji vldkna, kterda mohou

pfipominat iponky révy (Skotepova, 2008).

Obrazek 5 Trychophyton mentagrophytes — kultura

| AL SO Bl
Zdroj: https://mycology.adelaide.edu.au/descriptions/dermatophytes/trichophyton
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1.1.4 Epidermophytom floccosum

Epidermophyton floccosum bylo povazovano na pocatku 20. stoleti za nejvice vy-
skytujiciho se antropofilniho dermatofyty na tizemi Ceské republiky, nyni je to Trichophy-
ton rubrum. Je puvodcem onemocnéni tinea cruris (plisen v tfislech), tinea pedum (plisen
nohou) a onychomykdézy (plisen nehtll). V soucasnosti se vyskytuje jen ziidka, ale dokéaze
zpisobit mensi epidemii v uzaviené skupiné lidi, ktefi pouzivaji stejnd hygienicka zatizeni

(Jedlickova, 2008).
Morfologie

Makroskopicky mtzeme vidét ploché, jemné zrnité kolonie s okrovym okrajem,
ktery se paprscité rozbiha do stran. Spodina je zbarvena do Zlutozelena nebo miize byt na-
rezlé barvy. V mikroskopickém preparatu mikrokonidie nenalezneme. MiZeme vSak vidét
kyjovité makrokonidie, které rostou obdobné jako banany v trsech. Dale také chlamyd-
ospory, které pozorujeme v rizném mnozstvi. Tyto utvary pfevladaji nad makrokonidiemi

ve starych preparatech (Skotepova, 2008).

Obrazek 7 Epidermophyton floccosum - Kultura

Obrazek 8 Epidermonhvton floccosum — mikroskonickv vzhled

sl
Zdroj: http://thunderhouse4-yuri.blogspot.com/2015/09/epidermophyton-floccosum.html

1.2 VIaknité mikroorganismy — rychle rostouci (Ascomycota,

Zygomycota)

1.3 Ascomycota

Jsou skupina hub vieckovytrusnych, které jsou makroskopické i mikroskopické a
Casto vytvareji plodnice. Jsou schopné rozmnozovat se pohlavné i nepohlavné. Ascomycota
jsou jedna z nejrozsifenéjSich a nejpocetnéjSich skupin hub. Patii sem pfiblizné¢ 40 tadu,

jako jsou Eurotiales (do tohoto tadu patii napt. Penicillium a Aspergillus), Erysiphales
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(jeho zastupci jsou Erysiphe — rizné rody padli) a Pleosporales (rody Alternaria - Cerii)

(Sedlarova, 2007).

1.3.1 Aspergillus
Do rodu Aspergillus patii saprofytické vlaknité houby, které se vyskytuji bézné po

celém svéte. Tento rod zahrnuje vice nez 250 druht (Goldman, 2007).

Mezi nejznaméjsi zastupce patii Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Asper-
gillus niger, Aspergillus terreus, Aspergillus ochraceus a Aspergillus versicolor. Tyto dru-

hy zptisobuji infekce u clovéka (Afzal, 2013).

Obrazek 10 Aspergillus fumigatus — Kultura

Obrazek 9 Aspergillusfumigatus — mikroskopicky vzhled

Zdroj: http://fungi.myspecies.info/file/941
Zdroj: http://thunderhouse4-yuri.blogspot.com/2012/01/aspergillus-fumigatus.html

Aspergily nejlépe rostou pii teploté 37 °C, ale dokazou zvladat teplotu od 12-48 °C.
S rostouci teplotou patogenita u clovéka roste. Zastupci tohoto rodu se nejcastéji vyskytuji
v tropickych oblastech a v mirném pasu, ale nékteré druhy jsou schopné obyvat az polarni

oblasti (Hedayati, 2007; Galimberti, 2012).

Plisn¢ Aspergillus miizeme nejsnadnéji najit ve zkazeném ovoci a v pudé (ve které
se rozklada organickd hmota). Tyto plisné nejcasteji napadaji pSenici, jeCmen, kukufici,
slunecnici, fepku olejnou, koteni a ofechy. Pokud ¢lovek pozie kontaminovanou plodinu,

muze dojit k zavaznému onemocnéni a v krajnim ptipad¢ 1 smrti (Reddy, 2011).

Tyto plisné¢ mohou také déale zplisobovat velmi nebezpecné infekce u lidi, ktefi maji

oslabeny imunitni systém (pacienti s AIDS, leukémii, po transplantaci). Infekce se také
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vyskytuji u pacienti, kteti se dlouho 1é¢i kortikosteroidy ve vysokych davkach (Dagenais,

2009).

Jednim z nejvéaznéjsich onemocnéni zptisobené houbami rodu Aspergillus je asper-
giloza. Ta postihuje plice, pohrudnici, srdce a miize se rozsitit az do centralni nervové sou-
stavy. Clovek se nakazi, pokud vdechuje spory, které se mu poté ulozi v praduskach a plic-

nich sklipcich (Wattier, 2016; Dagenais, 2009)

Klinické ptiznaky jsou horecka, respiracni problémy (kasel, dusnost, bolesti na
hrudi), nechutenstvi a tnava. Aspergiloza se také mize projevit koznimi pfiznaky, jako
jsou puchyte, viidky a krevni vyrony. Toto onemocnéni Casto kon¢i smrti, v piipade respi-
racnich problémt z 25-50 %, pti zasazeni centrdlni nervové soustavy az z 90 % (Patterson,

2014; Wattier, 2016; Dagenais, 2009).

1.3.1.1 Aspergillus fumigatus

Aspergillus fumigatus se vyskytuje po celém svété a ve vzduchu mizeme za béz-
nych podminek nalézt az 100 spor na m>. Proto jsou zcela b&Zné inhalovany lidmi, vétsi-
nou bez jakychkoliv nepfiznivych ucinkd. Tyto G€inky jsou bézné eliminovany vrozenymi
obrannymi mechanismy, nicméné¢ mohou zptsobovat aspergilézu u imunosuprimovanych
pacientli. Vzhledem k rostoucimu poctu téchto pacientl v poslednich letech predstavuje 4.

fumigatus jednoho z nejrozsifenéjSich plisnovych patogent (Latgé, 1999).
Morfologie

Kolonie jsou rychle rostouci pfti teploté 25°C — 37 °C. Vypéstovana kultura ma ze-
leno modrou az zeleno Sedou barvu a po okraji bily prouzek. Na mikroskopickém prepara-
tu mizeme pozorovat konidiofory s nazelenalou stopkou a kyjovitym méchytkem. Konidie

jsou kulovité a jsou uspotadany do sloupcii (Kubatova 2021Db).

14 Zygomycota

Skupina Zygomycota (houby spajivé) jsou ve vétsing pripadi saprofyté a daji se
nalézt v pidéach, organickych materidlech, na tlejicim ovoci, na trusu nebo na Spatné
uskladnénych potravinach. Mezi nejznaméjsi zastupce oddéleni Zygomycota patii tiidy

Rhizopus a Mucor (Rosypal, 2003; Jablonsky, 2006).
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Obrazek 12 Zygomycota — kultura na ovoci

Obrazek 11 Zygomycota — mikroskopicky vzhled
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Zdroj: https://www.dreamstime.com/photos-images/zygomycota.html
Zdroj: Content Providers: CDC/Dr. Lucille K. Georg

Tyto houby zpusobuji onemocnéni zvané zygomykoza. Jsou zpiisobeny fady
Mucorales a Entomophthorales. Onemocnéni je zptisobeno inhalaci spor, proniknutim spor
skrz ktizi, nebo pozitim spor. Lidskéd zygomykoéza se objevuje predevsim u imunokompro-
mitovanych jedinct. K rizikovym faktorim patii diabetes mellitus, dlouh4d imunosupresiv-
ni 1é¢ba, uzivani Sirokospektralnich antibiotik nebo naruSeni kozni bariéry (popaleniny,
chirurgické rany). U zdravych imunokompetentnich pacientii se vyskytuje jen ziidka. Nej-
Castéj$i projevy nemoci jsou plicni onemocnéni a kozni 1éze. Zygomykoza také miize vést
k tromboze, infarktu a destrukci tkdn€. Pokud ma byt 1é¢ba G¢inna, musi se zahgjit vcas.
K 1écbé se pouzivaji antifungdlni 1éky v kombinaci s chirurgickym zékrokem (Ribes,

2000).

1.4.1 Mucor mucedo
Neboli plisent hlavickova je jedna z nejrozsifenéjSich plisni. Roste ve vlhku na or-

ganickych latkach, na hnoji a hnijicich potravinach. Siti se vzduchem (Cihéak, 2021).

1.4.2 Rhizopus nigricans
Houba vyskytujici se celosvétove, hlavné v tropickych oblastech. Roste na potravi-
nach a krmivech a zptisobuje hnilobu ovoce. Kolonie rostou rychle, béhem 3-4 dnt pii

teploté 25 °C (Kubéatova, 2021a).

1.5 Kbvasinkovité mikroorganismy

Infekce zplisobena kandidami se nazyva kandidéza. Kandida je houba, které je ne-
postradatelnou soucasti lidského organismu. U zdravého ¢lovéka je v rovnovaze a symbi-
0ze s ostatnimi mikroorganismy na kuazi, v Gstni dutin€, hornich dychacich cestach, ve va-

gin¢, mocové trubici i v gastrointestinalnim traktu (Pankova, 2013).
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Kandidoza je nejcastéj$i mykozou s fadou rozmanitych klinickych obrazl rGzné

v

klinické zavaznosti. Pocetné nejvyznamnéjsi jsou povrchové infekce sliznic a ktize. Kli-

wewvr

dokarditid¢ a meningitidé (Pankova, 2013).

Klinicky prabéh je vétSinou chronicky, ale mohou byt 1 predzvésti kandidoz se za-
vaznym zivot ohrozujicim prubéhem. VétSina kandidovych infekei (vice nez 90 %) je zpt-
sobena péti nejcastéji se vyskytujicimi druhy — Candida albicans, Candida parapsilosis,

Candida tropicalis, Candida glabrata a Candida krusei (Pankova, 2013).

1.5.1 Candida albicans

Neékteré druhy kandid jsou neSkodné, vyskytuji se bézné v gastrointestinalnim a
urogenitadlnim traktu. Jiné mohou byt ale patogeny, které zptsobuji fadu onemocnéni, na-
priklad bolestivé povrchové infekce, jako je vaginitida a povrchové infekce ust a jicnu. U
nékterych imunokompromitovanych pacientii (pacientd s HIV, po chemoterapii aj.) mize

zpusobovat zivot ohrozujici infekce krevniho fec¢isté (Sudbery, 2004; Sudbery, 2011).

Obrazek 13 Candida albicans - kultura

Obrazek 14 Candida albicans - mikroskopicky vzhled

R

Zdroj: https://Www.shiftfrequency.com/michae;l—edwards—cadla-albica—th;:founan—éf-illness/

Zdroj: https://www.sciencesource.com/archive/Image/Candida-albicans-culture-SS2441056.html

1.5.2 Candida glabrata

Dftive byla C. glabrata povazovana za nepatogenniho saprofyta, ktery se bézné vy-
skytuje v pfirozené mikrofléie zdravych jedinct a nezplisobuje zadné zavaznéjsi onemoc-
néni. Nicméné po roz$ifeni imunosupresivni 1écby a pouzivani Sirokospektralnich antimy-
kotik zacaly infekéni onemocnéni zptisobené C. glabrata znacn¢€ nariistat. V soucasnosti je
(po C. albicans) druhym nejCastéjsim plivodcem kandidozy jak systémové, tak sliznic¢ni

(Haley, 1961; Hitchcock, 1993; Geiger, 1995).
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Morfologie

C. glabrata tvoti na agaru hladké, krémové zbarvené kolonie, které jsou k neroze-

znani od jinych druhti kandid (Whelan, 1984).

1.5.3 Candida parapsilosis

C. parapsilosis je jeden zhlavnich lidskych patogenli a jeho prevalence
v poslednich letech vzrostla tak, ze C. parapsilosis je nyni jednou z hlavnich pfi¢in inva-
zivnich kandidalnich onemocnéni. Mezi jedince s rizikem zévazné infekce patii novoro-

zenci a pacienti na jednotkéach intenzivni péce (Trofa, 2008).

Obrazek 15 Candida parapsilosis - Kultura

Obrazek 16 Candida parapsilosis — mikroskopicky vzhled
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Zdroj: https://microbenotes.com/candida-iaarapsilosis/“
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2 VYSETRENI A IDENTIFIKACE

2.1 Mykologické vySetreni klinického materialu
K prokazani ptitomnosti mikromycet v klinickém materidlu je stézejni kultivace.
Ke kultivaci dochdzi ptfedevSim na pevnych ptdach, kam patii Sabouraudiv glukoézovy

agar (SAB) nebo chromogenni selektivni ptida (Janouskovcova, 2019).

Pro v€asné zahdjeni 1écby je nutné ziskat vysledky co nejdiive, proto se nejcastéji
pouziva chromogenni selektivni ptida, diky niz mizeme u kvasinkové infekce snadno roz-

lisit jednotlivé druhy patogenu (Janouskovcova, 2019).

2.1.1 Pristroje a pomicky
Laboratorni informac¢ni systém, laminarni box, chladnicka, biologicky termostat,

plynovy kahan, ockovaci kli¢ky, sterilni pinzeta, sterilni skalpel (JanouSkovcova, 2019).

2.1.2 Reagencie
Kultiva¢ni pidy SAB, SAB + chloramfenikol + gentamicin a chromogenni selek-

tivni medium
Reagenice k barveni dle Grama (Janouskovcova, 2019).

2.1.3 Postup

Odebrany material se zasle do mikrobiologické laboratofe s pozadavkem na myko-
logické vysetieni. Povéteny laboratorni pracovnik ho zaeviduje do Laboratorniho infor-
macniho systému. Pokud piijde 1 pozadavek na bakteriologické vySetieni, tak se vzorek
odesle do bakteriologické laboratofe, kde prob&hne jak mykologické tak bakteriologické

vySetfeni (Janouskovcova, 2019).

Princip kultivace spoc¢iva v naockovani materialu na mykologické kultivaéni ptdy.
Materidl mize byt jak tekuty (naptiklad moc, likvor, sputum, hnis), tak muaze jit o rtizné
stéry ¢i tkdn€. Materidl se aplikuje na kultivacni piidu (Sabouraudiv glukézovy roztok ne-
bo chromogenni selektivni pidy) a umisti se do termostatu pfi teploté 35+/- 2 °C. Zde se
necha 48 hodin, kdyz se jedné o vytéry krku, nosu, larynxu, jazyka; anebo 72 hodin v pfi-

pad¢ hnisu, punktatu, zlu¢i (Janouskovcova, 2019).

V ptipad¢€ pozitivni kultivace miizeme poté stanovit, o jaky patogen se presné jed-

nd, jeho kvantitu a jeho citlivost na urcita antimykotika (Janouskovcova, 2019).
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Vysledky kultivace hodnoti 1ékat nebo vysokoskolsky vzdélany odborny pracovnik

a zaznamenavaji se do Laboratorniho informacniho systému (Janouskovcova, 2019).

2.2 Identifikace kvasinek a vlaknitych mikromycet
Kvasinkovité 1 vlaknité mikroorganismy jsou nedilnou soucasti naseho zivotniho
prostiedi a podileji se na fad¢ zdvaznych onemocnéni. Proto po kultivaci nastava proces,

kdy se musi tyto organismy identifikovat a tim diagnostikujeme onemocnéni (Janouskov-

cova, 2016).

Identifikace kvasinek probihd pomoci komeréné vyrabénych identifikacnich setli na
zaklad¢ jejich vlastnosti jako je asimilace a fermentace. Dale probiha identifikace pomoci
MALDI-TOF, kteréd slouzi k identifikaci kvasinek i mikromycet (na zakladé hmotnostni
spektrometrie) a v neposledni fadé pomoci mikroskopie a identifika¢nich kli¢h (na SAB

nebo na Czapek Dox agaru) (Janouskovcova, 2016).

2.2.1 Pristroje a pomiicky
Laminarni box, laboratorni informac¢ni systém, chladnicka, termostat, oCkovaci

klicka, sterilni pinzeta, korkovrt (Janouskovcova, 2016).

2.2.2 Reagencie
SAB, ryZzovy nebo bramborovy agar, komercné¢ vyrabéné sety: Candidaset 21, API
20 AUX (Janouskovcova, 2016).

2.2.3 Identifikace kvasinek
Identifikace kvasinek je zaloZzena na jejich biochemickych vlastnostech, jako je
schopnost asimilace zdroju uhliku a dusiku, fermentace sacharidii a také tvorba charakte-

ristické mikromorfologie (JanouSkovcova, 2016)..

Napiiklad diagnostika Candida albicans se da spolehlivé urcit pomoci selektivni

chromogenni pudy, kde tvoii fialové kolonie (JanouSkovcova, 2016).

Déle ji mazeme identifikovat pomoci GT testu (germ tubes), kde se C. albicans
kultivuje 2 hodiny v termostatu pii 33-37°C a zde zacne vytvaret klicici hyty, které jsou

jednim z faktord patogenity (JanouSkovcova, 2016).

Provadi se také kultivace na ryzovém agaru, kdy C. albicans zacne vytvaret pseu-
domycelium s chlamydosporami (coz je dalsi znamka patogenity). Kultivace probiha pfi

pokojové teploté 48 hodin (JanouSkovcova, 2016).
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Pokud chceme identifikovat kvasinky z non-albicans kmenti, pouzijeme komeréné
vyrabéné sety Candidatest 21 (Erba Lechma) nebo API 20 AUX (bioMérieux). Tyto sety
jsou vybaveny navodem a identifika¢nim kli¢em, podle kterého mizeme urcit, o ktery pa-
togen se jedna. Toto vySetfeni se nékdy doplituje kultivaci na ryzovém c¢i bramborovém
agaru a naslednym mikroskopickym vySetenim, které odhali tvorbu typického pseudomy-

celia (Janouskovcova, 2016).

Nejcastéji se ovSem vyuziva identifikace pomoci MALDI-TOF, coz je automaticky
systém zaloZeny na hmotnostni spektrometrii, ktery ptfesné urci, o jaky kmen kvasinky se
jedna. Pokud jsou vysledky z MALDI-TOF nepiesvéd¢ivé (kmen neni v databazi, vyjdou

prilis nizké hodnoty), vyuzije se jeden z komercnich sett (Janouskovcova, 2016).

2.2.4 Identifikace vlaknitych mikromycet
Vl1dknité mikromycety jsou schopné vyrast jak na SAB tak na selektivnim chromo-
gennim médiu. Petriho misky s narostlymi koloniemi vléknitych mikromycet se predaji do

mykologické laboratoie, kde probé¢hne mikroskopie kultury (Janouskovcova, 2016).

Je-li kmen dostatecné narostly, udélame laktofenolovy preparat. Na podlozni sklic¢-
ko kapneme laktofenol a do ného pomoci klicky umistime kousek kultury a piekryjeme

krycim sklickem. Poté je mozno mikroskopovat (Janouskovcova, 2016).

Z mikroskopického preparatu je mozno zjistit, jestli se jedna o rod Zygomycetes,

Aspergillus nebo jiné (Janouskovcova, 2016).

Pokud nejde stanovit rod (druh) mikromycety, vytvofime mikrokulturu. Do Petriho
misky umistime 3 blocky SAB vytvotené korkovrtem, do nich se laboratorni kli¢kou nao¢-
kuje kmen a blocky se ptekryji krycimi sklicky. Petriho miska s izolovanym kmenem se
vlozi do plastového sacku a inkubuje se pti 33-37°C. Identifikuje se pomoci identifikac-
nich kli¢t. Identifikace probiha v laminarnim boxu, protoze je zde vysoka pravdépodob-

nost kontaminace (Janouskovcova, 2016).

K identifikaci se rovnéz poziva MALDI-TOF. Hmotnostni spektrometrie MALDI
je metoda, kterd stanovuje hmotnosti molekul a atomi tim, Ze je pfevede na ionty v pro-
sttedi vakua. Kazdy mikroorganismus pfi analyze hmotnostnim spektrometrem uvolni ze
své bunécné stény urcité spektrum vysokomolekularnich latek (proteiny, glykoproteiny,
polysacharidy). Toto spektrum je nésledné porovnano se spektry v databdzi a podle toho se

urci, o jaky druh mikroorganismu se jedna (Janouskovcova, 2016).
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3  DALSI ONEMOCNENI ZPUSOBENE HOUBAMI
Nékteré druhy hub zpiisobujici alergickd onemocnéni napf. alergickd ryma, faryngi-

tida, laryngitida a asthma (Zukiewicz-Sobczak, 2013).

Tyto nemoci mohou byt zplisobeny nebo zhorSeny pomoci bioaerosolu. Hlavni
slozkou bioaerosolu jsou houby nebo jejich metabolity, které jsou v zivotnim prostiedi

bézné. Vyskytuji se také ve vnitinich prostorech (Zukiewicz-Sobczak, 2013).

Odhaduje se, Ze alergii na houby trpi ve vyspélych zemich ptiblizné 2-6 % popula-
ce. Vétsinou je citlivost detekovana na rody Alternaria, Cladosporium, Aspergillus, Peni-
cillium a Fusarium. Alergie na houby se objevuje jako okamzita hypersensitivita zpiisobe-
na IgM protilatkami. V ptipad¢ atopické senzibilizace se miize projevit jako astma, ryma,
zanét spojivek, kopfivka nebo dermatitida. Astma je alergicka reakce ¢asného typu, ve kte-
ré jsou zapojeny IgE protilatky. Charakteristické symptomy pro astma zahrnuje broncho-
konstrikce a astmaticky zachvat, ktery se objevuje u pacienta v klidu. Pacientli s astmatem
piibyva, a proto se ¢im dal vice studii zamétuje na ptic¢iny jeho vzniku (geneticky i1 envi-

romentalni) (Van Dyken, 2011).

Ptitomnost bioaerosolu miize u alergiki zptisobovat naptiklad bronchospasmus
(zuzeni prudusek) a afonii (ztratu hlasu). Tyto pfiznaky byly pozorovany po inhalovani
spor hub rodu Penicillium. U lidi s imunodeficienci (pacienti s rakovinou nebo AIDS) se
mohou objevit po inhalaci aerosolii t¢zké plicni choroby. U lidi se zdravou imunitou se

objevuji ptiznaky jako bolest hlavy a nevolnost (Zukiewicz-Sobczak, 2012).
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4 LECBA

4.1 Lécba dermatofytoz
Pti diagnostice dermatofytdz by mély byt klinické ptiznaky v idealnim ptipad¢€ po-

tvrzeny pomoci kultivace, ktera potvrdi nebo vyvrati ptitomnost houby (Gupta, 2006).

Infekce se daji 1é¢it bud’ lokaln€, nebo systémove. Zvolena 1écba zavisi na typu in-
fekce, zavaznosti infekce a na preferenci pacienta. Napiiklad u tinea capitis a u n¢kterych
pfipadii onychomykoz se vyzaduje systémova antimykotickd 1écba, protoze jde o stfedné

tézka az t€zka onemocnéni a lokalni 1é¢ba by neméla adekvatni odpovéd’ (Gupta, 2006).

Zakladni 1écba veétsiny povrchovych infekei tinea je pomoci antimykotik. Nejcasteji

se pouzivaji slouceniny jako amfotericin B a ketokonazol (Shizmu, 2007).

4.1.1 Amfotericin B
Jedna se o fungistaticky a pfilezitostné fungicidni ptipravek, v zavislosti na koncen-

traci v séru a zranitelnosti patogenti. Podava se obvykle intraven6zné (Friedrich, 1996).

Polyenovy antimykoticky amfotericin B se jiz nékolik desetileti pouZziva jako stan-
dartni lécba systémovych mykéz. Nicméné mira odezvy na neékteré oportunni infekce neni
dostate¢na. Pouziti amfotericinu B bylo navic omezeno kvili jeho neptfiznivym vedlejsSim

ucinkiim jako nefrotoxicita (Barriere, 1990).

4.1.2 Ketokonazol
Ketokonazol je peroralné absorbovatelny antimykoticky 1¢k. Je G¢inny proti tinea

infekcim. Vedlejsi ucinky podavani ketokonazolu mohou byt hepatotoxicita a rizné 1¢kové

interakce (Como, 1994).

4.1.3 Flucytosin
Je systémové antimykotické 1éCivo, které se snadno vstiebava z gastrointestindlniho
traktu. Nejlepsi t€inek ma na kandid6ézy a chromomykoézy. U tohoto piipravku vznika bé-

hem 1écby rezistence, a proto se podava spolu s amfotericinem B (Bennet, 1977).
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4.2 Lécéba kandidoz

Stanoveni diagndzy by melo byt zaloZeno na zhodnoceni anamnézy, klinickém na-

lezu, nativni mikroskopii a kultivacnim vysledku (Pankova, 2013).

Lokalni 1é¢ba povrchovych kandidéz zahrnuje imidazoly, triazoly, allylaminy a
nystatin. Granulomat6zni a invazivni formy kandidéz 1é¢ime lokalné i celkové triazoly,
allylaminy (Terbinafin), echinocandiny (Caspofungin) a amfotericinem B. Soucasti 1écby
je eliminace ptidruzenych faktort, které podporuji rozvoj infekce. Pro ptipady rezistence
by méla byt zajiSt€éna moznost stanoveni citlivosti kvasinek na antimykotika (Pankova,

2013).

Lécba kandidoz v soucasnosti nékdy selhava, i kdyz jsou vyrabéna i¢innd nova an-
timykotika. Pfi¢inou je nartstajici rezistence kvasinek. Pfi¢inné souvislosti byvaji v ne-
spravném davkovani antimykotik, nedodrzeni dislednych lé¢ebnych postupti a absenci
edukace pacientt. Citlivost kvasinek na antimykotika by méla byt stanovena pied 1écbou

kandidozy (Pankova, 2013).

4.2.1 Fluconazol

U pacientl s orofaryngealni nebo jicnovou kandidézou zpusobuje flukonazol rych-
lou ulevu a likviduje kvasinky u 50-90 % pacientl. Pisobi i u Zen s akutni vagindlni kan-
didézou. Klinické zkuSenosti s timto 1€ékem nejsou moc velké, a proto neni zndma optimal-

ni davka (Grant, 1990).

4.3 Alternativni 1écba
Infekce zptisobené houbami jsou rozsitené po celém svété a predstavuji znacny
problém. Proti nim se vétSinou pouzivaji syntetické antifungdlni Iéky, nicméné z diivodi

znacnych vedlejSich uinkl je pouzivani syntetickych 1ékii omezené. Proto v poslednich

wvewr

vvvvvv

antifungalnich sloucenin. Mezi témito latkami jsou naptiklad esencidlni oleje, taniny a bio-

control agents (Pandey, 2003).

4.3.1 Taniny
Taniny jsou ve vodé rozpustné polyfenolové slouceniny, které jsou syntetizovany
v mnoha rostlindch jako sekundarni metabolity. Vyskytuji se u mnoha druhti rostlin a mo-

hou byt pfitomny v kiife, listi, dfevé a kofenech (Haslam, 1996).
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Taniny jsou zndmé pro své antimikrobidlni a antimykotické ucinky. Plsobi jako
ristové inhibitory proti mnoha mikroorganismim jako jsou bakterie, kvasinky a plisné

(Aguilera-Carbo, 2008).

Pozorovani v transmisnim elektronovém mikroskopu ukézalo, ze po aplikaci tanina
doslo k modifikacim hyf, jako je zvinéni, krouceni, kolaps a také k dramatickym zménam
cytoplasmy a organel. Tyto zmény mohou byt diisledkem narusSeni propustnosti bunééné
stény, coz ma za nasledek nerovnovahu vnitiniho osmotického tlaku a zanik buiky (Plod-

pai, 2013).

4.3.2 Esencialni oleje

Jako zastupce esencidlnich olej lIze pouzit naptiklad olej ziskany z M. arvensis a
C. flexuosus (mata rolni a citronova trava). Oleje byly testovany na nékteré houby, jako
jsou T. mentagrophytes a F. oxysporum a na nékteré kvasinky (Candida albicans). Bylo
prokéazano, ze jiz v malém mnozstvi byly tyto oleje uc¢innéjsi nez porovnavany €k (keto-

konazol) (Pandey, 2003).

Esencialnich olejti s antimykotickym t¢inkem je mnoho. Mezi dalsi patii napiiklad
tea tree olej, olej z vonatky matrinovi, blahovi¢niku kulatoplodého a skoticovniku cejlon-

ského (Oliva, 2003; Bansod, 2008).

4.3.3 Biocontrol agents (BCAs)

BCAs vyuzivaji rGznych mechanismil k inhibici nebo k pfekonéani rastu patogen-
nich mikroorganismil jako je antibiéza (vylucovani sloucenin jako antibiotika, toxiny);
piimy parasitismus (piimé napadeni parazitického organismu) a také soutézi o Ziviny a

prostor (Sharma, 2009; Sui, 2015).

Mezi potencialni biokontrolni mikroorganismy u lidi patii naptiklad Exophiala

dermatitidis, Aureobasidium melanogenu nebo Pythium oligandrum (Zajc, 2019).
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5 PYTHIUM OLIGANDRUM

5.1 Taxonomie

Rise: Straminipila (Chromista)
Kmen: Heterokonta
Podkmen: Peronosporomycotina
Ttida: Peronosporomycetes (Oomycetes)
Podttida: Peronosporomycetidae
Rad: Pythiales
Celed’: Pythiaceae
Rod: Pythium
Druh: Pythium oligandrum
(Dick, 2000)

5.2  Historie

Jako prvni popsal Pythium oligandrum americky mykolog Charles Drechsler
(1892-1986) ve tricatych letech minulého stoleti. 1zoloval ho z kofene hrachu setého (Pi-
sum sativum) spole¢né s dal§imi fytopatogeny rodu Pythium. Nejdiive ho povazoval rov-
néz za fytopatogen, a az v roce 1943 zjistil, Ze je ve skuteCnosti vyhranény predator, ktery
napadd jiné plisné, takze se vlastn¢ jednd o mykoparazita (Drechsler, 1930; Drechsler,

1946).

V roce 1965 izoloval houbu Cesky védec doc. Dasa Vesely, DrSc. a zjistil, ze P.
oligandrum je mykoparazit, ktery parazituje na buiitkach n¢kterych dalSich hub. Po tomto
zjisténi si doc. Vesely uvédomil, Ze by se tato houba dala vyuzit k biologické obran¢ rost-
lin. Po né€kolika letech vyzkumu se mu podafilo ziskat spory P. oligandrum, urychlit mno-
zeni v laboratornich podminkach a zavést postupy, diky nimz je mozné ziskat velky objem
spor v relativné kratkém case. A to umoznilo vznik pfipravku Polyversum, ktery se vyuzi-
va jako biologicky fungicid na ochranu rostlin. Polyversum je univerzalni piipravek, ktery
je mozno pouzit na Siroké spektrum plodin jako je fepka olejna, pSenice, jeCmen a jiné.

Prodava se ve form¢ ve vod¢ rozpustného prasku, ze kterého se da pripravit postiik nebo
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zalivka. Piipravek vyrabi spole¢nost Biopreparaty, spol. s 1. o., kterd vznikla v roce 1997

(BIOPREPARATY: POLYVERSUM, 2006).

V roce 1992 byla poprvé tato houba pouzita na 1écbu koznich mykéz u clovéka.
Podle toxikologickych studii z dalSich let bylo prokazano, ze Pythium oligandrum nema
zadné negativni vedlejsi ucinky na lidsky organismus. Také se jim nelze pfedavkovat, ne-
vznikéd na né¢j rezistence, je vhodné pro vSechny vékové kategorie a i pro lidi se snizenou

imunitou (Mencl, 2001; BARD, 2006).

V roce 2006 byla zalozena firma BARD s. r. 0. - Bio Agens Research and Develo-
pment za ucelem vyzkumu, vyvoje a vyrobé mikrobidlnich ptipravka s fungicidnim u¢in-
kem. Firma tak navazala na vyzkumny program firmy Biopreparaty s. r. o. Firma BARD
s. 1. 0. patii k pfednim vyrobctim piipravka, které jsou zalozené na 1¢¢bé pomoci mikroor-
ganismi. Pfipravky maji vyuziti jak v oblasti humanni, tak i veterinarni mediciny. Potlacu-
ji obtize, které jsou zplsobeny bakteridlni, kvasinkovou a plisiovou infekci (BARD,

2006).

5.3 Charakteristika

Vétsina vyzkumt s Pythium oligandrum se provadi na rostlindch, proto uvadim
charakteristiku souvisejici s rostlinami. Z dostupné literatury vyplyva, ze se vyzkumem
houbového organismu P. oligandrum zabyvaji védci zejména s ohledem ve vztahu k padée
a k rostlinam, a Ze poznatkli o Gc¢incich na lidsky organismus a jejich patogeny je zatim
nedostatek. Prave proto je nasledujici charakteristika tohoto organismu zamétena spise ke

vztahu k rostlindm a jejich patogentim (Pisarcik, 2020; Gabrielova, 2018).

Pythium oligandrum je houbovy, eukaryotni, mikroskopicky organismus. Jedna se
o nepatogenni pudni organismus, ktery dokaze fungovat v mykoriznim stavu s rostlinami a
zaroven parazitovat ostatni houby ze stejného i jinych rodt. V 1 g plidy mizeme nalézt 4 —
20 zivotaschopnych zarodkt. Dnes je ve svété zkoumano nékolik kmenti tohoto organismu

(Klaban, 2011; Drechsler, 1946; Mencl, 2001; Vallance, 2009).

Mykoparazitarnich schopnosti se vyuziva jak v biologické ochrané rostlin, v pru-
myslu, tak v poslednich letech i v 1¢karstvi k 1é¢bé mykdz. Na ¢eském trhu P. oligandrum

nejcastéji nalezneme pod nazvem ,,chytrd houba* (Kryzlova, 2014).
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Krétce po kontaktu P. oligandrum s myceliem parazitované houby dochézi ke ztraté
a kolapsu turgoru. Snimky z elektronového mikroskopu naznacuji, ze dochazi k totalni
dezintegraci bunécné cytoplasmy a ztraté cytoplasmatické membrany. Béhem této doby
zustava bunécna sténa z chitinu zcela zachovala a hyfy pronikaji do patogenniho organis-
mu. V této dobé uz mycelium patogenu déle neroste, avSak bilé mycelium Pythium oligan-

drum ano (Benhamou, 1977; Brozova, 2002)

Rozlisuji se 3 typy reakci P. oligandrum na rostlinné patogeny:

1. Rychla lyza: je charakteristicka tim, ze hyfa patogenu piestava ihned rist a
P. oligandrum penetruje bunécnou sténu. Nakonec dochazi k 1yze buiky patogenu. Tento
ptiklad se tyka vétSiny druh houbovych patogent az na Pythium sp. a Rhizoctonia solani

(Lewis, 1989).

2. Rychla granulace: je typickd dezintegraci a granulaci obsahu buiiky pato-
genu, vyjimecné lyzou buiiky. To nasledné vede k zastaveni rstu a zprithlednéni hyf. Je-

dinym dosud zndmym patogenem s touto interakci je R. solani (Lewis, 1989).

3. Pomala granulace, bez lyzy: Tato interakce je typicka pro vSechny druhy
Pythium sp. Je zalozena pouze na granulovani a zesvétleni obsahu bunék patogenu

v ¢asovém horizontu 1-8 minut po kontaktu s hyfou P. oligandrum (Lewis, 1989).

Rovnéz bylo zjisténo, ze Pythium oligandrum pomaha rostling vytvofit indukova-
nou rezistenci proti patogentim. Indukovana rezistence spociva ve vytvareni urcitych pro-
teinlt v membrané¢ bunécnych stén (cell-wall protein-CWP) organismem Pythium oligan-
drum, které nemaji pfimy fungicidni ucinek proti patogenim. Pomahaji ale rostlinam dale
vyrabét rizné latky, jako napfiklad fenolické slouceniny, chitindzu (rozklada bunécnou
sténu hub z chitinu), anebo fenylalanin amonium lyazu, které jiz ptimy fungicidni u¢inek
maji. Tyto latky se nazyvaji elicitory. Uvadéji se dveé latky, které byly extrahovany z bu-
nécné stény P. oligandrum a které dokazi fungovat jako elicitory. Prvni slouCeninou je
oligandrin, jehoz pfitomnost v rostlinich napadenych patogeny je v tzké korelaci s pfi-
tomnosti velké fady antifungalnich latek. Druhou slouc¢eninou je chitosan, pro jehoz pfi-
tomnost je charakteristické utvareni strukturalnich bariér v misté, kde se patogeny pokou-

Seji penetrovat (Benhamou, 1977; Takenaka, 2003).
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Ohledné¢ ptezivani P. oligandrum v pletivech rostlin stale panuji dohady. Oproti ji-
nym BCAs dokdze pronikat hloubé&ji do rostlinného pletiva, coz by mohlo vést k vyssi
ucinnosti oproti napi. Trichoderma sp. Dale se uvadi, ze P. oligandrum nenaruSuje kote-
novou mikrofloru rostlin. Samostatny organismus P. oligandrum produkuje latky oligan-
drin (glykoproteinovy elicitor) a tryptamin (latka ze skupiny auxinil), coz jsou molekuly,
zajist'ujici vyssi vzrist rostlin. Zaroven se podaftilo prokazat, ze kolonizace kotfent (v tom-
to ptipad¢ rajcat) organismem Pythium oligandrum probihd bez zjevného poruseni bunék.
Hyfy P. oligandrum na svych koncich v rostlinném pletivu vytvareji prazdné bunky. V
téchto bunkach vznikaji nové oospory, které pak v prostiedi pretrvavaji a pii spravnych
podminkéch opét klici a kolonizuji stanovisté. Jednotlivé kmeny P. oligandrum maji rtz-

nou schopnost vytvaret oospory (Gerbore, 2014; Le Floch, 2007; Vallance, 2009).

Obrazek 17 Mykoparasitismus patogennich hub (Fusarium graminearum) pomoci P. oligandrum

Obrazek 18 Mykoparasitismus patogennich hub (Fusarium graminearum) pomoci P. oligandrum zblizka

Zdroj: https://biopreparaty.eu/
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Obrazek 19 Mykoparasitismus patogennich hub pomoci P. oligandrum + spory

Oospora Fusarium gramineaurum Pythium oligandrum

Zdroj: https://biopreparaty.eu/

Pythium oligandrum je znamo pro svou schopnost mykoparasitismu proti vice nez
50 houbam. Jeho schopnost potlacovat a zabijet piivodce dermatofytdz a kandidoz je vSak
potieba jesté prostudovat. Nekteré vyzkumy (napt. vyzkum Aleny Gabrielové — Pythium
oligandrum miize potlacit a zabit ptivodce dermatofytdz) uvadi biocidni ucinek P. oligan-
drum naptiklad na Microsporum canis. Vyzkum ukézal, Ze dermatofyty jsou u€inné potla-
¢eny nebo usmrceny v laboratornich podminkach mezi 48 a 72 hodinami od prvniho kon-

taktu (Brozova, 2002; Gabrielova, 2018).

Vyzkum dale prokézal, Zze z 69 pacientii zahrnutych do studie byly klinické ptizna-
ky zcela potlaceny u 83 % pacientl. Vyzkum poskytuje dikaz, Ze P. oligandrum je schop-
né rozpoznat a zabit dermatofyty pomoci podobného mechanismu rozpoznavani jako u

rostlin (Gabrielova, 2018).
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PRAKTICKA CAST

6 CIiL A UKOLY PRACE

6.1 Hlavni cil

Prokazat Gi¢innost volné prodejnych substrati (Polyversum BioGarden a Biodeur od
spolecnosti BARD), které obsahuji spory Pythium oligandrum proti nékterym druhtim mi-
kromycet ziskanych z FN Plzen, jako jsou Candida albicans, Candida glabrata, Asper-

gillus fumigatus a Mucor species.

6.2 Diléi cile

1. Zvladnout laboratorni diagnostiku a taxonomii mikromycet

2 Vykultivovat Pythium oligandrum z volné dostupnych preparati

3. Urcit pti jakych teplotach roste P. oligandrum 1épe

4 Porovnat ucinnost piipravku Polyversum BioGarden (Biopreparaty spol.

s 1.0.) a Biodeur (BARD) na n¢které mikromycety
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VYZKUMNE PROBLEMY/OTAZKY

Lze vypéstovat komer¢ni preparat na rutinné pouzivanych kultivacnich pi-

dach?
Roste Pythium oligandrum 1épe pfti teploté 27°C nebo 37°C?

Bude preparat u¢inny i na mikromycety (patogenni i nepatogenni) diagnos-

tikované v laboratoti FN v Plzni?
Bude vyssi ti¢innost na kvasinky nebo na plisn€?

Zavisi ucinnost na teplote?
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8 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBO-
RU

Byly testovany dva riizné volné€ prodejné preparaty. Jeden z nich je Polyversum Bi-
oGarden od spolecnosti Biopreparaty, spol. s r.o. Jednd se o prasek, ktery ma obsahovat
lyofilizované spory ,,chytré houby* Pythium oligandrum, které se aktivuji rozmichanim ve
vodé. Tento ptipravek slouzi na ochranu rostlin proti plisnim. Druhy pfipravek je Biodeur
od spolecnosti BARD, ktery kromé& mikroorganismu P. oligandrum obsahuje také kyselinu
citronovou, hydrogenuhli¢itan sodny, sorbitol, oxid kiemicity, extrakt z prosa set¢ho, PEG
150 a uhli¢itan sodny. Tento ptipravek se pouzivd v huménni mediciné proti plisnim na

nohou a nehtech.

Byly testovany uc¢inky téchto dvou preparatii na rizné druhy kvasinek a plisni zis-
kanych od pacientli z riznych oddéleni a klinik FN Plzeii. Konkrétné se jednalo o mikro-

organismy Candida albicans, Candida glabrata, Aspergillus fumigatus a Mucor species.
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9 METODIKA PRACE

9.1 Priprava pokusu

Dle navodu byl pfipraven roztok spor houby Pythium oligandrum a destilované vo-
dy. Na pfipravu roztokl byly pouzity dva razné, volné prodejné pitipravky, které podle
ptibalovych letakli maji obsahovat spory chytré houby. Prvni z nich byl BioGarden Poly-
versum a druhy Biodeur prevent od spolecnosti BARD. Pokazdé se ptipravek smichal
s potfebnym mnozstvim destilované vody dle navodii a vysledny roztok se nechal zaktivo-
vat v pokojové teploté 30 minut. K aktivaci by mélo dochazet po 20 minutach a zaroven

roztok nesmi byt stars$i nez 10 hodin.

Cast roztokll se nanesla na Petriho misky se sabouraudovym agarem. Misky se
umistily do termostatu, jednou pii 27°C a jednou pii 37°C, od kazdého ptipravku jedna.
Tato Cast pokusu slouzi k tomu, aby se zjistilo, ktery pfipravek a pii jaké teploté poroste

rychleji.

Druhou ¢asti roztokii se nechaly napustit sterilni disky z filtraéniho papiru o prime-

ru 7mm.

Z kvasinek Candida albicans a Candida glabrata a plisni Aspergillus fumigatus a
Mucor species byla pomoci fyziologického roztoku vytvofena suspenze o zakalu 0,5
McFarlanda. Tato suspenze byla inokulovana pomoci ockovaci klicky na Petriho misky se
sabouraudovym agarem. Poté se na tyto misky polozily sterilni disky nasaknuté houbou

Pythium oligandrum.

Vsechny plotny byly poté inkubovany v termostatu nékolik dni. Jedna sada pfi tep-
loté 27°C a druhé sada pfi teploté 37°C. Byl sledovan pribézny rlst inokulovanych kvasi-
nek, plisni a hlavné rist zkoumané houby P. oligandrum, ktera by méla vyrast z napuste-

nych disktli a ovlivnit riist patogennich kvasinek a plisni.
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10 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

10.1 Rist mikromycet pri 27 °C
10.1.1 C. albicans

Obrazek 20 C. albicans vykultivovana pii 27 °C + disky s P. oligandrum

Zdroj: vlastni

Na obrazku je patrné, ze C. albicans po sedmi dnech porostla celou plotnu, kdezto

z napusténych diskti P. oligandrum rust nezacalo.

10.1.2 C. glabrata

Obrazek 21 C. glabrata vykultivovana p¥i 27 °C + suspenze P. oligandrum

Zdroj: vlastni

Prvni pokus s C. glabrata dopadl stejné jako s C. albicans a P. oligandrum vibec
nenarostlo. Tak se pteslo k tomu, Ze na vypéstovanou kvasinku byl roztok s P. oligandrem
nanesen piimo. Nicméné nedoSlo k zddnému ristu chytré houby a tudiz ani k potlaceni

rastu kvasinek.
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10.1.3 Mucor species

Obrazek 22 Mucor species vykultivovany pii 27 °C + disky s P. oligandrum

Zdroj: vlastni

Na této plotné opét vyrostla pouze houba Mucor species a z napusténych diskl P.

oligandrum rist nezacalo.

10.1.4 Aspergillus fumigatus

Nelze vyfotit. Nicméné k narustu P. oligandrum nedoslo.

10.1.5 Pythium oligandrum

Obrazek 23 Pythium oligandrum na SAB

Zdroj: vlastni

Na petriho misku se nakapala suspenze spor a destilované vody z obou ptipravki.

K nartistu samostatného P. oligandrum pti 27°C nedoslo ani u jednoho z ptipravki.
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10.2 Rist mikromycet pri 37 °C

10.2.1 C. albicans

Obrazek 24 C. albicans vykultivovana pii 37 °C + disky s P. oligandrum

Zdroj: vlastni

Pti 37°C opét doSlo pouze k nartstu C. albicans, ale z napuSténych diski P. oli-

gandrum nenarostlo.

10.2.2 C. glabrata

Obrazek 25 C. glabrata vykultivovana pii 37 °C + suspenze s P. oligandrum

Zdroj: vlastni

C. glabrata pti 37°C narostla, ale P. oligandrum nenarostlo ani z napusténych dis-

k1, ani pfi druhém testu, kdyZ se na kvasinku nanesla suspenze spor.
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10.2.3 Mucor species

Obrazek 26 Mucor species vykultivovana pii 37 °C + disky s P. oligandrum

Zdroj: vlastni

Pti 37°C narostla pouze houba Mucor species, ale P. oligandrum z diskl opét ne.

10.2.4 Aspergillus fumigatus

A. fumigatus neslo vyfotit. Patogenni houba vyrostla, ale P. oligandrum opét ne.

10.2.5 Pythium oligandrum

Obrazek 27 P. oligandrum na SAB

Zdroj: vlastni

Na petriho misku se nakapala suspenze spor a destilované vody z obou piipravkii.

Ani z jednoho piipravku houba nevyrostla.

10.3 Priciny nepovedeného experimentu

V z4dném vzorku pozadovand chytra houba nenarostla. Vzhledem k tomu, ze by P.
oligandrum mélo byt nenarocné a melo by byt mozné ho vypéstovat do nékolika dni na
jakékoliv puade, byly podrobné&ji provéieny testované preparaty. Na ptibalovych letacich u
obou preparatl je uvedeno, Ze piipravky obsahuji jako hlavni u¢innou slozku spory P. oli-

gandrum, které se aktivuji ve vod¢ a zacnou rast. Spory P. oligandrum jsou snadno roze-
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znatelné, diky jejich kulovitému tvaru s ostny kolem dokola (viz. obrazek 28). Proto se
obsah zakoupenych ptipravkli umistil pod mikroskop, aby se ovéfila pfitomnost spor P.

oligandrum v ptipravcich.

Obrazek 28 Spory P. oligandrum

Zdroj: https://cs.wikipedia.org/wiki/Pythium_oligandrum#/media/Soubor:Pythium_oligandrum.jpg

Mikroskopicky preparat pripravku BioGarden Polyversum:

Obrazek 30 BioGarden piipravek zvétSeni 200x Obrazek 29 BioGarden pripravek zvétSeni 100x

Zdroj: vlastni Zdroj: vlastni

Pravy obrazek (Obrazek 30) ukazuje ptipravek BioGarden od spolecnosti Biopre-
paraty spol. s r.0. pod mikroskopem se zvétsenim 100x, levy obrazek (Obrazek 29) totéz

jen s vétSim zvétSenim a to 200x. Kdyz oba obrazky prozkouméme blize, miizeme si v§im-
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nout, ze ptipravek neobsahuje zadné Castice, které¢ maji kulovity tvar s ostny, tudiz Zadna

znamka spor P. oligandrum.

Mikroskopicky preparat pripravku Biodeur BARD:

Obrazek 32 Biodeur pripravek zvétSeni 200x Obriazek 31 Biodeur pripravek zvétSeni 100x

Zroj: vlastni Zdroj: vlastni

Obrazky ukazuji ptipravek Biodeur od spole¢nosti BARD pod mikroskopem, obra-
zek vpravo (Obrazek 31) se zvétSenim pod mikroskopem 100x, obrazek vlevo (Obrazek
32) se zvétsenim 200x. Jsou zde patrné pouze neurcité fragmenty, ale zadné spory P. oli-

gandrum nejsou pritomné.
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DISKUZE

Svym vyzkumem jsem ptivodné¢ chtéla navazat na vyzkum Aleny Gabrielové et al.
The oomycetese Pythium oligandrum can supress and kill the causative angents of derma-
tophytes, ktera zkoumala ucinky P. oligandrum na nékteré druhy dermatofyt a prokazala,
ze P. oligandrum je schopné rozpoznéavat a zabijet dermatofyty na zakladé specialnich roz-
poznavacich mechanismi podobné jako u rostlin. Proto jsem se rozhodla ¢astecné napodo-
bit jeji vyzkum jen s vyjimkou toho, ze bych nezkoumala u¢inky na dermatofyty, ale na
kvasinky a rychle rostouci plisn€. Spory pro jejich vyzkum ziskali Alena Gabrielova et al.
od spolecnosti Biopreparaty spol. s r. 0., a proto jsem i ja jako jeden ze zkoumanych vzor-
ka zakoupila stejny pfipravek, aby vysledky byly snaze porovnatelné. Dalsi ze zkouma-

nych ptipravki byl od spole¢nosti BARD, ktery je piimo urcen pro pouziti na lidech.

Cilem mého vyzkumu bylo prokézat u¢innost volné prodejnych piipravka na lidské
patogeny, jako jsou Candida albicans, Candida glabrata, Aspergillus fumigatus a Mucor
species. 1 dnes totiz predstavuji tyto patogeny znacny problém, kdy sice existuje fada fun-
gicidnich a antimykotickych 1ékti a masti, ale tyto Iéky maji pfi dlouhodobém pouZzivéani
Casté vedlejsi tcinky a neziidka na né€ vznika rezistence. Proto by bylo vhodné najit ptipra-
vek, ktery by ucinné pomohl v boji proti t€émto patogeniim bez vedlejSich efekt a zaroven
by fungoval jako preventivni opatieni proti onemocnénim, které jsou zptisobovany témito

patogeny.

Chtéla jsem prokdzat nejen U€inky P. oligandrum na lidské patogeny, ale také zjis-
tit, zda se tento mikroorganismus vyskytuje ve volné prodejnych ptipraveich dostupnych
Siroké vefejnosti v dostateném mnozstvi. Proto jsem se rozhodla vykultivovat P. oligan-
drum na Sabouraudové agaru z komeréné prodavanych piipravki a chtéla jsem urcit,
v jaké teploté roste nejlépe. Nicméné ani po nékolika tydnech v termostatu, i kdyz kulti-
vacni ¢as u P. oligandrum je bézné v fadu dnii, nedoslo na petriho miskach k zddnému

rustu mycelia ani pfi teploté 27°C ani pfi teplote 37°C.

V dalsi fazi pokusu se na petriho miskach vypéstoval vzdy jeden patogen, Candida
albicans, Candida glabrata, Aspergillus fumigatus a Mucor species a posléze se k nému
vsadil disk z filtra¢niho papiru napustény ptipravkem, ktery mél obsahovat P. oligandrum.
V kazdém termostatu byla jedna sada pertiho misek. V idealnim piipad¢ mélo dojit k ristu
mycelia P. oligandrum zaroven s naristem patogenni houby a mélo se sledovat, za jak

dlouho zac¢ne P. oligandrum napadat patogenni pliseni, a kdy zacne dochazet k jejimu
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ubytku a zmenSovani az do doby jejiho Uplného vymizeni. V tomto momenté by mélo dojit
1 k umirani P. oligandrum, protoze by uz nadale neméla zadné potiebné Ziviny, diky kte-
rym by mohla zlstat nazivu. Nicméné pii mém pokusu doslo pouze k nartistu patogenni

houby a nikoliv k riistu obou mikromycet soucasng¢.

Proto se pfistoupilo k opakovani Casti pokusu, kdy se rozmichaly nové roztoky pfi-
pravkil a ty se nakapaly na jiz vyrostlé plotny s C. glabrata, aby se zjistilo, jestli nebudou
1épe plisobit piimo ve formé roztoku, nez ve formé napusténych filtracnich diskii. Bohuzel

ani v tomto ptipadé P. oligandrum rist nezacalo.

Naésledovala kontrola obou pouzitych ptipravkii pod mikroskopem, aby se zjistilo,
jestli spory nejsou néjakym zptisobem poskozené nebo jsou v ptipravceich obsazené pouze
v nedostatecném mnozstvi. Pii této kontrole se ukézalo, Ze ani Polyversum od BioGarden
ani pfipravek Biodeur neobsahuji zZadné lyofilizované spory P. oligandrum, ale Ze se jedna

jen o neurcity bily prasek.

Na zaklad¢€ vySe uvedeného jsem nemohla provést dalsi z mych dil¢ich cill a zjistit,
pii jakych teplotach roste P. oligandrum 1épe a porovnat ucinnost ptipravku Polyversum

BioGarden (Biopreparaty spol. s r. 0.) a Biodeur (BARD) na nékteré mikromycety.

My pokus o vypéstovani houby Pythium oligandrum se nezdafil, protoze Slo prav-
dépodobné o chybnou $arzi vyrobkd. Cetné vyzkumy prokazaly, Ze piipravek od spoleé-
nosti Biopreparaty méa antimykoticky ucinek na péstovani rostlin. Mezi nejznadméjsi patii
napiiklad Pisarc¢ik et al., ktery svym vyzkumem z roku v roce 2020 spolehlivé prokazal
ucinky této houby na jetelu. V oblasti zdravotnictvi stejny ptipravek pouzil MUDr. Karel
Mencl z Pardubické krajské nemocnice, kdy ve svém vyzkumu zkoumal uc¢inky P. oligan-
drum na bércové viedy. Pacienti s bércovymi viedy trpi timto onemocnénim relativné
dlouhou dobu a 1é¢ba byva casto komplikovana a zdlouhava. MUDr. Mencl dokazal, ze P.
oligandrum sice nevyléci bércové viedy, ale pomoci néj se v ran¢ udrzuje Cisté prostiedi a

to znacné zlepsuje 1écbu.

Vyzkum sice nevysel podle planu, ale myslim si, Ze do budoucna ma tato houba
veliky potencial. Zijeme v dobg, kdy se vice a vice lidi snaZi Zit v souladu s piirodou a mis-
to uméle vyrabénych 1€kii uzivat alternativni pfirodni preparaty. Tato metoda by mohla byt
pro tyto lidi pfinosem, at’ uz by se jednalo o 1écbu jejich zdravotnich potizi, nebo o pésto-
vani plodin bez nutnosti chemického postiiku. Mnoho vyzkumt také dokazuje snizujici se

ucinnost antifungalnich a antimykotickych I¢kti (jeden z mnoha napiiklad Alexander,
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1997), nehledé na Siroké spektrum jejich vedlejSich uc¢inkt. Proto je dilezité hledat alterna-
tivy zaloZené na piirodni bazi. Ptikladem pro tento postup je prave Pythium oligandrum,
které¢ by mélo byt schopné zlikvidovat patogenni piivodce chorob bez neptiznivych neza-
doucich efektii. Existuje fada vyzkumt, které dokazaly vysokou ucinnost této houby, ale
vétsina z nich probihala v interakei s rostlinami nebo rostlinnymi patogeny. Proto je potie-

ba vyzkumy v humanni a veterinarni medicing jesté rozsifit.
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ZAVER

V teoretické ¢asti se mi podaftilo klasifikovat mikromycety a popsat nejcastéjsi pa-
togenni rychle rostouci houby, kvasinky a dermatofyty. Také jsem zde uvedla jednotlivé
Iéky uzivané k 1é€be onemocnéni zplisobené témito patogeny. Popsala jsem mykologické
vySetieni klinického materidlu a zplisob, jakym se identifikuji kvasinky a vlaknité mikro-
mycety. Dale jsem popsala samotné Pythium oligandrum, jeho klasifikaci, historii objevu a

jeho charakteristiku.

Prakticka ¢ast se mi nevydafila, kviili chybé&jicim lyofilizovanym sporam ve volné
zakoupenych piipravcich, tudiz mlj vyzkum nedokézal prokazat, v jakych teplotach roste
P. oligandrum nejlépe, ani po jakém Case je schopno vyhledat a znicit patogenni rychle

rostouci plisné a kvasinky.

Myslim si ovSem, ze koncepce mého vyzkumu Spatnd nebyla, a zZe kdybych méla
funkéni ptipravky, vysledky by potvrdily mé hypotézy a P. oligandrum by bylo schopné

zabit patogenni mikromycety.

Miij vyzkum se odehraval na Ustavu mikrobiologie ve FN Plzen, ktery je momen-
taln¢ zahlceny praci zptisobenou epidemii virem SARS-CoV-2. Proto nebyl ¢as vyzkum

opakovat s novymi funkénimi ptipravky obsahujici spory P. oligandrum.
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