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ANOTACE

Tato bakalafska prace se zabyva bakteriemi, které jsou povazovany za patogenni mikrofloru
parodontu. Zaméfuje se hlavné na bakterie Treponema denticola, Tannerella forsythia,
Porphyromonas  gingivalis  vyvolavajici chronickou parodontitidu a Actinomyces
actinomycetemcomitans, ktera je puvodcem agresivni parodontitidy. Prace je veénovana

charakteristice bakterii, faktorim virulence, diagnostice a 1écbé.
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TITLE

The Pathogenic Periodontal Microflora

ANNOTATION

This bachelor thesis deals with bacteria that are considered as pathogenic periodontal
microflora. It focuses mainly on the bacteria Treponema denticola, Tannerella forsythia,
Porphyromonas  gingivalis ~ causing  chronic  periodontitis and  Actinomyces
actinomycetemcomitans, which is the causative agent of aggressive periodontitis. The work

1s devoted to the characteristics of bacteria, virulence factors, diagnosis and treatment.
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Uvod

V Gstni dutiné ¢lovéka se nachazi velké mnozstvi mikroorganismll. Za normalnich
podminek tyto mikroorganismy neposkozuji tkané ¢loveka a koexistuji s nim. Ale s poruSenim
vnéjSich podminek, jako je stres, koufeni, Spatna ustni hygiena nebo systémové onemocnéni,
se to miize zménit. Parodontalni bakterie mohou zptisobit fadu onemocnéni Gstni dutiny, ztratu
zubt a vést ke znaénému nepohodli v kazdodennim zivoté ¢lovéka.

Tato prace je zaméfend na onemocnéni agresivni a chronické paradontitidy a bakterie,
které zplisobuji tyto choroby.

Chronické parodontitida je onemocnéni, které se vyviji dlouhou dobu a zptsobuje tézké
poskozeni parodontu u dospé€lych lidi. Hlavni pfi¢inou onemocnéni je nedostatecnd ustni
hygiena. Chronicka parodontitida je spojena s bakteriemi ¢erveného komplexu. Do ¢erveného
komplexu patii tyto bakterie: Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia a Treponema
denticola. V této praci jsou vySe zminéné bakterie charakterizovany vcetné jejich faktorh
virulence, coz je schopnost mikroorganismul zpisobovat onemocnéni hostitele.

Dalsi cast prace je vénovana pirezkoumdani agresivni parodontitidy a patogenni bakterie,
kterd vyvolava toto onemocnéni. Agresivni parodontitida je charakterizovana rychlym
poskozenim parodontalnich tkani. Na rozdil od chronické parodontitidy postihuje hlavné mladé
lidi, dospivajici a déti. Hlavnim ptivodcem onemocnéni je gramnegativni bakterie Actinomyces

actinomycetemcomitans.
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1 Onemocnéni parodontu zpiisobené patogennimi bakteriemi

1.1 Anatomie parodontu

Parodont (fec. para — u, pii; fec. odus, odontos —zub) je strukturni a funk¢ni skupina tkani,
které spole¢né usnadiuji ukotveni zubii v Celistech. Parodont se sklada ze zubniho cementu,
alveolarni kosti, dasn¢ (gingivy) a periodontia, ktery je tvoien spojovacim epitelem a souborem
vazivovych vlaken (Reed, 2015).

Dasné (gingiva) jsou soucasti sliznice, kryji alveolarni vybézky a ptimo sousedi se zuby.
Déasent je tvofena vicevrstevnym dlazdicovym nerohovéjicim epitelem. Zdrava dasein ma
svétlou barvu (rGzovo-bilou az riizovo-Cervenou), pevnou strukturu a nekrvaci po drazdéni
(Dostalova, 2010).

Alveolarni kost (alveolus dentis) je ¢ast kosti dolni a horni Celisti, ktera podporuje zuby.
Alveolarni kost se sklada z vnéjsi (ze strany tvare a pysku) a vnitini stény (ze strany jazyka),
které jsou uspotfadany ve forme obloukli podél okraju celisti (Barer, 2008).

Zubni cement (cementum) je tvrda tkan, kterd kryje povrch kofene zubu. Cement
neobsahuje krevni a lymfatické cévy, ale tvofti jej velké mnozstvi anorganickych latek (65 %).
Zubni cement dé€lime na: acelularni cement (primarni) — bezbuné€na hmota, rozviji se béhem
vyvoje a profezani zubu a celularni cement (sekundérni) vznika pozdéji nez primarni, je tvoien
bunkami zvané cementocyty (Balko, 2017).

Periodontium ptedstavuje soubor kolagenovych vazivovych vlidken, které se nachazi
v periodontdlni Stérbiné mezi cementem a alveoldrni kosti. Hlavni funkce periodontu je

ukotveni zubu do alveolarni kosti a zabranéni rotaci a oslabeni tlaku pfi zvykani (Sedy, 2009).

Periodontal
ligament

i
— i

Cemenium\i; .
b v

Obrazek 1 — Anatomie parodontu
Zdroj: wordpress.com (19.10.2021)
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1.2 Mikrobialni flora dutiny ustni

V ustni dutiné cClovéka se za normalnich podminek nachazi rozmanité skupiny
mikroorganisml jako jsou: bakterie, viry, kvasinky, protozoa, mezi nimi jsou nejpocetnéji
zastoupeny bakterie. Pii bakteriologickém vySetfeni zdravého ¢lovéka v ustni dutiné mizeme
nalézt kolem 400 druhti bakterii. Mikrobidlni ekosystém a organismus clovéka ziji v souladu
s oboustrannymi vyhodami, ale za zménénych podminek bakterie mohou vyvolat onemocnéni
zubi, sliznic a hlavné parodontu (Votava, 2007).

VétsSina mikroorganismi osidluje tstni dutinu v podobé biofilmu. Biofilm je definovan
jako strukturované mikrobidlni spoleCenstvi, které je ulozeno v mezibunééné hmoté a pevné
adheruje k inertnim 1 Zivym povrchiim. Na rozdil od planktonického vyskytu bakterie, které
existuji jenom v malém mnozstvi v Ustni dutin¢ jako izolované bunky, bakterie v podobé¢
biofilmu maji vyss$i odolnost k nepfiznivym podminkdm prostfedi a také vysSi rezistenci

k antibiotikiim (ATB) (Stepanova, 2016) .

1.3 Rozvoj zanétu parodontu

Hlavni pfi¢inou vzniku a rozvoje onemocnéni parodontu je zubni plak.

Béhem dne pocet bakterii v ustni dutiné roste a vytvaii se zubni plak, ktery je tvofen
v podobé biofilmu a pfitomen v lidském organismu za fyziologickych podminek (Ryskova,
2004). Zubni plak je bild aZ nazloutlda mé&kka vrstva, kterd se usazuje v chrupu na mistech
se snizenou schopnosti samocisténi (Dostalova, 2010). Ptfi Spatném nebo nedokonalém
odstranéni zubniho plaku zaciné rychly rist kolonii mikroorganismil. Za 4 hodiny mnozZstvi
mikroorganismii zubniho plaku se dostidva na hodnoty 104 bakterii na 1 mm? zubniho povrhu
(Barer, 2008). Za 24-48 hodin bakterie produkuji enzymy a kyseliny, které podporuji vznik
zubniho kazu a onemocnéni parodontu (Sedy, 2009).

Na vznik zubniho plaku se mohou podilet tyto faktory: konzistence jidla, zadrz jidla
v Ustni duting, dieta, poruseni ekosystému tstni dutiny, metabolismus mikroorganismi zubniho
plaku, zubni kamen, zubni nahrada, kouteni (Barer, 2008).

Lidska ustni dutina zahrnuje rlizna stanovist¢ pro mikroby, vcetné sliznice epitelu,
povrchu jazyka a tvrdych povrchll zubt, které se déli na supragingivalni povrch, tj. nad linii

dasni, a subgingivalni, tj. pod linii dasni (Valm, 2019).
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1.4 Klasifikace onemocnéni parodontu

Klasifikace onemocnéni parodonu (parodontopatii) se méni velmi dynamicky.

Mezinarodni klasifikace parodontopatii déli onemocnéni do 9 tfid:

A. Onemocnéni gingivy indukované plakem — pro vznik onemocnéni je nutna
pritomnost zubniho plaku

B. Onemocnéni gingivy neindukované plakem — onemocnéni vyvola bakteridlni,
virova nebo houbova infekce

C. Chronicka parodontitida — lokalizovana a generalizovana

D. Agresivni parodontitida — lokalizovana a generalizovana

E. Projev parodontitidy jako celkového onemocnéni — souvisi s hematologickymi
nebo genetickymi poruchami

F. Nekrotizujici onemocnéni parodontu — parodontitida a onemocnéni gingivy

G. Abscesy parodontu

H. Parodontitida spojend s endotonickymi 1ézemi

I. Vyvojové a ziskané poruseni a stavy

1.5 Onemocnéni gingivy — gingivitida

Gingivitida je oralni zanétlivé onemocnéni, postihuje jenom gingivu a nedochazi
k porusent jinych &asti parodontu. Nelédena gingivitida mize vést k paradontitidé (Sedy, 2009).
Mezi ptiznaky gingivitidy patii zervenalé, oteklé a lesklé dasné, které krvaceji po €isténi zubu
(Dostélova, 2010).

Onemocnéni gingivy miZeme rozdélit do dvou hlavnich skupin: indukované plakem

a neindukované plakem onemocnéni gingivy.

1.5.1 Onemocnéni gingivy indukované plakem

Toto onemocnéni je povazovdno za nejbeznéjSi formu onemocnéni parodontu
a je definovano jako zanétliva reakce gingivalnich tkani vyplyvajici z hromadéni plaku na
a pod okrajem désni. Podle rozsahu rozliSujeme lokalizovanou a generalizovanou formu.

Pocatecni patologické zmény casto nemaji klinické projevy. Mezi bé€zné klinické
pfiznaky gingivitidy indukované plakem patii erytém, edém, krvaceni, citlivost a zvétSeni

gingivy. Intenzita klinickych pfiznakl a symptomi se 1i§i mezi jedinci a mezi misty v chrupu.
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Gingivitida, kterd je indukovana plakem Casto mtize byt doprovdzena hormondlnimi
zménami a tkanové reakce v parodontu mohou byt modulovany androgeny, estrogeny
a progestiny v té ¢i oné dob¢ v zivoté Cloveéka. Puberta, menstruacni cyklus, t€hotenstvi nebo
peroralni antikoncepce samy o sob¢ nejsou povazovany za diagnozy, ale mohou byt spojeny

s gingivitidou (Murakami, 2018).

1.5.2 Onemocnéni gingivy neindukované plakem

Mezi pticiny onemocnéni dasn€ neindukované plakem patii bakterialni, virové a houbové
infekce, genetické poruchy a mukokutanni nemoci. Mlze byt také zplsobeno alergickymi
reakcemi, ranami nebo reakcemi na cizi télesa, jako jsou zubni protézy (Bascones-Martinez,

2011).

1.6 Parodontitida

Parodontitida je onemocnéni charakterizované zanétlivym procesem v parodontu
a postihuje nejen gingivu, ale i hlubsi struktury parodontu (Sedy, 2009). Rtizné formy
parodontitidy rozliSujeme na zékladé¢ bakteridlniho plivodu a dalSich systémovych

a genetickych faktord (Detienville, 2005).

1.6.1 Chronicka parodontitida

wevr

ustni dutiny (Majumder, 2019). Chronickd forma parodontitidy je infekéni onemocnéni
parodontu, kterd je vyvoldna zubnim plakem. Je charakterizovdna destrukci parodontalnich
vazeb, resorpci alveolarni kosti a n€kdy 1 ztratou zubtl. Prevalence chronické parodontitidy
se zvySuje s vékem a onemocnéni se obvykle stava klinicky vyznamnym pouze u dospélych
(Journal of Proteomics, 2020) .

Krom¢ mikrobidlniho postizeni existuje nékolik rizikovych faktord spojenych
s chronickou parodontitidou. Nachylnost zahrnuje zejména genetické faktory, faktory Zivotniho
stylu, jako napiiklad koufeni a onemocnéni jako obezita, diabetes mellitus, osteopordza
(Majumder, 2019).

Pro chronickou parodontitidu je typické vysoké mnozstvi mikrobidlnich depozit a tvorba
zubniho kamene. Mezi mikroorganismy, které cCasto prevladaji v subgingivalnim sulku
u pacientd s chronickou parodontitidou, patii hlavné gramnegativni anaerobni bakterie, které

spolupracuji na parodontdlnim nieni. Z nich byly jako cerveny komplex oznaceny
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Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia a Treponema denticola. Ale piitomnost
patogennich bakterii nemusi nutné vést k paradontitidé. K patogenezi periodontdlniho
onemocnéni prispivaji také aspekty jako je prostiedi a genetické faktory (Wang, 2019).
Klinicka diagnostika chronického onemocnéni parodontu je zalozena na vizualnim
a rentgenovém hodnoceni parodontalnich tkdni a na méfeni prostoru mezi zubem a désni.
Ale klinicka kritéria vSak nesta¢i pro ureni mist aktivnhiho onemocnéni, a proto je nutné

stanovit u¢inné markery indikujici progresi parodontitidy (Morozumi, 2016).

1.6.2 Agresivni parodontitida

Agresivni parodontitida se ¢asto vyskytuje u lidi mladSich 35 let, ale mize postihnout
1 star$i pacienty. Toto onemocnéni postupuje velmi rychle a vede k destrukci tkané parodontu.
Ustni hygiena u pacientil s agresivni periodontitidou je dostatena, s malym mnozstvim zubniho
plaku a neni umérna zavaznosti onemocnéni (Carvalho, 2018).

Agresivni parodontitida patfi do multifaktoridlnich onemocnéni a mize byt zptsobena
mnoha faktory. Mezi parodontdlni patogeny hlavné patii bakterie Actinomyces
actinomycetemcomitans. DalSimi faktory k vyskytu, zdvaznosti a progresi onemocnéni
prispivaji také genetické faktory, faktory zivotniho stylu a prostedi (Rusyanti, 2019).

Podle pribéhu onemocnéni rozliSujeme lokalizovanou a generalizovanou formu, které
se 1i8i klinickymi projevy. Lokalizovand forma agresivni parodontitidy postihuje vétSinou
trvaly chrup a obvykle zahrnuje stolicky a fezaky. Mezitim generalizovand forma agresivni
parodontitidy postihuje vSechny zuby (Neville, 2019).

Hlavnim kritériem pro diagnostiku agresivni parodontitidy je rychléa destrukce parodontu.

1.6.3 Projev parodontitidy jako celkového onemocnéni

Parodontitida jako projev  systémového onemocnéni mize byt spojena
s hematologickymi, genetickymi poruchami a nékterymi dal§imi onemocnénimi. Hlavnimi
hematologickymi stavy, které mohou mit periodontilni projevy jsou ziskand neutropenie
a leukémie. Do genetickych poruch, které maji vliv na onemocnéni parodontu jsou zarazeny
nemoci spojené s imunologickymi poruchami (napf. Syndrom Papillon-Lefévre), nemoci
postihujici Gstni sliznici a gingivalni tkan (napf. epidermolysis bullosa), nemoci postihujici
pojivové tkan¢ (napi. Ehlers-Danlosovy syndromy), metabolické a endokrinni poruchy

(napt. hypofosfatazie). Mezi dalsi systémové stavy, které jsou spojeny s parodontitidou,
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patii cukrovka, zanétlivd onemocnéni (napfi. zanétlivé onemocnéni stiev) a syndrom ziskaného

selhani imunity (HIV) (Jepsen, 2018).

1.7 Nekrotizujici onemocnéni parodontu — parodontitida a onemocnéni
gingivy

Nekrotizujici onemocnéni parodontu se projevuje nekrozou periodontdlnich tkani
a sestava se ze dvou hlavnich onemocnéni: nekrotizujici ulcerdézni gingivitida a nekrotizujici
ulcer6zni parodontitida. Nekrotizujici gingivitida je mikrobidlni infekce dasné, ktera se klinicky
projevuje nekrozou a krvacenim z dasni, bolesti a zdpachem z Gst. Nekrotizujici parodontitida
je urcena destrukci periodontélni tkan¢ a ubytkem kostni hmoty (Zia, 2015).

Existuje né¢kolik predisponujicich faktorti, které vedou k vyvoji nekrotizujicich
onemocnéni parodontu. Do nejvyznamnéjSich faktor patii psychicky stres, koufeni
a nedostatek vyzivy. Lécba nekrotizujici gingivitidy a parodontitidy spociva ve sniZeni

akutniho zanétu odstranénim nekrotické tkan€ a snizeni bakterialni zatéze (Siddiqui, 2020).

1.8 Abscesy parodontu

Parodontélni absces je lokalizovana infekce, kterd mtze byt zptisobena nahromadénim
bakterii zubniho plaku nebo cizim télesem v dasiiovém Zlabku. Parodontélni abscesy se mohou
vyskytovat na diive zdravych mistech, po chirurgické nebo nechirurgické parodontalni terapii,
a také se mohou vyskytnout v souvislosti s terapii zubnimi implantaty (Tomita, 2017).

Diagnostika parodontalniho abscesu se stanovuje na zakladé komplexniho hodnoceni
pacienta, v¢etné€ systémovych, periodontalnich, mikrobiologickych a rentgenovych vySetfeni.
Podle mikrobiologického vySetfeni u periodontalnich abscesit se uvadi, Ze pievladaji
gramnegativni ty¢inky. Také s abscesem je spojena cela fada klinickych ptiznakt, jako jsou
bolest, otok dasni a citlivost zubu na pohmat (Herrera, 2018).

Lécba parodontdlniho abscesu je zaloZena na sledovani akutniho stavu za ucelem
zmirnéni ptiznakl,, zastaveni destrukce tkané a zvladnuti jiz existujici 1éze u pacientil

s parodontitidou (Tomita, 2017).

1.9 Parodontitida spojena s endodontickymi 1ézemi

Existuje vztah mezi endodontickymi a periodontdlnimi strukturami, ktery podporuje
Sifeni infekce a vede k projevim 1ézi. Tato 1éze se klinicky projevuje akutnimi ptiznaky zanétu

a bolesti, ale ¢asto mohou ziistavat bez ptiznakli po dlouhou dobu. Endo-periové 1éze jsou
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charakterizovany jako zapojeni pulpy a parodontalniho onemocnéni do stejného zubu
(Oktawati, 2020).
komplexni terapii jak endodontickou, tak parodontalni, protoze infekce parodontalni tkané

muze ovlivnit vysledek endodontické 1é¢by (Tewari, 2018).

1.10 Vyvojové a ziskané porusSeni a stavy

Do vyvojovych a ziskanych deformit hlavné patfi mukogingivalni deformity, okluzni
trauma, lokalni faktory, v¢etn¢ zubnich protéz.

Mukogingivalni deformity jsou charakterizovany jako nedostatek zrohovatélé tkané
a recese dasni, které postihuji velky pocet pacientl starSiho véku. Recese désni je definovana
jako apikalni posun gingivalniho okraje, ktery je zptisoben riznymi podminkami a patologii
spojenou se ztratou upevnéni zubu (Cortellini, 2018).

Okluzni traumata jsou poranéni, ktera vedou ke zméndm v parodontu v diisledku okluzni
sily. Okluzni traumata se déli na primarni a sekundéarni. Primarni okluzni trauma je definovano
jako poranéni, které vede ke zménam ve zdravém parodontu. Sekundarni trauma vede
ke zménam tkané v disledku okluznich sil plsobicich na zub nebo zuby v patogennim

parodontu (Fan, 2018).
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2 Hlavni patogenni bakterie dutiny ustni

2.1 Treponema denticola

Treponema denticola je gramnegativni, pohybliva, anaerobni bakterie ve tvaru spirochety
(Chan et al. 1993). Patii do domény Bacteria, kmene Spirochaetes, ttidy Spirochaetes, fadu
Spirochaetales, celedi Treponemataceae, rodu Treponema, druhu Treponema denticola.
Treponema denticola je hlavnim patogenem u parodontalnich onemocnéni a je Casto izolovana
u pacientd s chronickou parodontitidou (Tanno-Nakanishi, 2018).

Vzorky bakterie rodu Treponema denticola jsou nejlépe pozorovatelné ve tmavém poli
nebo v mikroskopu s fazovym kontrastem. Buriky jsou gramnegativni, a proto se barvi cervene,
méti 0,1-0,4 um x 5-20 um a tvoii spirdlovou ty¢, kterd mize vypadat jako pravidelna nebo
nepravidelna. Bunky maji jeden nebo vice axidlnich bi¢ikli ulozenych do plazmatické
membrany. Vnéjsi membrana bunék je tvotena lipidy, coz jsou piedevsim fosfolipidy
a glykolipidy, proteiny a sacharidy. Buné¢na sténa obsahuje kyselinu muramovou, glukosamin

a ornithin. V klinickych vzorcich lze pozorovat velké, sttedni a malé spirochéty (Zhou, 2015).

Obrazek 2 — Vzorek plaku, buniky Treponema denticola
(Zhou, 2015)

Treponema denticola (TD) se kultivuje pfi 37°C za anaerobnich podminek
(Hz2: 10 %, CO2: 10 %, N2: 80 %) na TGVS (trypton — kvasinkovy extrakt — Zelatina — mastné
kyseliny — sérum) mediu (Asai, 2018). Vzorky TD se izoluji z dutiny tstni. 1zolace a kultivace

druhu probiha naro¢né. Vykazuji negativni katalazovy, oxidazovy a uredzovy test.
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2.2 Tannerella forsythia

Tannerella forsythia corrig. (Tanner et al. 1986, Sakamoto et al. 2002) je gramnegativni,
nepohyblivé, anaerobni bakterie, ktera patii k parodontalnim patogentim v duting istni a mize
zpusobit gingivitidu a vést k parodontalnimu onemocnéni. Pfitomnost 7. forsythia je spojena
se zvySenym rizikem parodontitidy (Malinowski, 2019). Tannerella forsythia patti do domény
Bakteria, kmene Bacteroidetes, ttidy Bacteroidia, fadu Bacteroidales, ¢eledi Tannerellaceae,
rodu Tannerella, druhu Tannerella forsythia.

Vzorky Tannerella forsythia se odebiraji z parodontalnich 1¢zi v dutin€ ustni, je naro¢na
na odbér a kultivaci. Bakterie se péstuje anaerobné (85 % N2, 5 % CO2 a 10 % Hz2) pii 37°C
na tryptonovém agaru v anaerobni komote (Jochebed, 2020).

Bunky Tannerella forsythia jsou nepohyblivé a maji vlaknity charakter. Kmeny
T.forsynia lze identifikovat na zakladé pozitivni aktivity a-glukosidazy, B-glukosidazy,
neutrominidazy, negativni aktivity indolu a katalazy. Také na zakladé morfologie kolonii
a morfologie barveni podle Grama obvykle z média krevniho agaru s deficitem MurNAc
(kyselina N-acetylmuramova), bakterie také hydrolyzuje esculin. Kone¢nymi produkty
fermentace jsou kyselina octova, kyselina maselnd, kyselina isovalerova, kyselina propionova
a kyselina fenyloctova; také mize byt tvoiena kyselina isomaselna a kyselina jantarova (Bloch,

2019). Kolonie bakterie jsou bledé skvrnité riZové a okrouhlé.

Obrdazek 3 — Kolonie Tannerella forsythia na krevnim agaru (Reimer, 2022)
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2.3 Porphyromonas gingivalis

Porphyromonas gingivalis (Coykendall et al. 1980 Shah and Collins 1988) je anaerobni,
gramnegativni, asacharolytickd, nepohybliva ty¢inka. Patii mezi hlavni parodontalni patogeny.
Tato bakterie byla nalezena v 85,75 % vzorkli subgingivalniho plaku u pacientl s chronickou
parodontitidou (How, 2016). Svou metabolickou energii bunky P.gingivalis ziskéavaji
fermentaci aminokyselin, coz je podminkou pro pieziti v hlubokych periodontalnich kapsach,
kde se cukry nachazeji jenom v malém mnozstvi. Porphyromonas gingivalis patii do domény
Bakterie, kmene Bacteroidetes, ttidy Bakteroidie, tadu Bacteroidales, cCeledi
Porphyromonadaceae, rodu Porfyromonas, druhu Porphyromonas gingivalis.

Vzorek této bakterie se odebird z periodontalnich kapes po odstranéni supragingivalniho
plaku ze zubli. Bakterie se péstuje na krevnim agaru za anaerobnich podminek pfi teploté 37°C
za pritomnost hemu a vitaminu K v zivném prostiedi. Porphyromonas gingivalis na krevnim
agaru vytvaii ¢ern¢ pigmentované, hladké a lesklé kolonie po 6 az 10 dnech, které¢ vykazuji
B-hemolyzu (Khalaf, 2017). Cerna pigmentace P.gingivalis je vysledkem akumulace pigmentu
obsahujiciho hem, vytvoteného proteolytickym $tépenim hemoglobinu.

Bunky P.gingivalis 1ze identifikovat na zakladé¢ Gramova barveni, negativnich vysledkt
na katalazovy, mannitolovy a uredzovy test a pozitivniho vysledku na indolovy test a alkalickou

fosfatazu.

Obrazek 4— Porphyromonas gingivalis na krevnim agaru s koviskou krvi
(How, 2016)
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2.4 Actinomyces actinomycetemcomitans

Actinomyces actinomycetemcomitans (Klinger, 1912, Topley and Wilson 1929) je
gramnegativni, fakultativné anaerobni kokobacil. Hlavnim mistem kolonizace tohoto druhu je
subgingivalni plak. Bakterie Actinomyces actinomycetemcomitans je detekovana u pacientll
s agresivni parodontitidou a je povazovana za dllezity patogen. Actinomyces
actinomycetemcomitans patii do domény Bakterie, kmene Proteobacteria, ttidy
Gammaproteobacteria, fadu Pasteurellales, Celedi Pasteurellaceae, rodu Aggregatibacter,
druhu Actinomycetemcomitans.

Actinomyces actinomycetemcomitans se kultivuje za teploty 37°C a dobie roste
v mikroaerofilnim prostfedi s obsahem 5-10 % COz2. Pro kultivace je vhodny krevni,
cokoladovy agar a BHI médium. Kultivace je ndrocnd a pomald. Malé kolonie se vytvaii az
po 7 dnech inkubace.

Actinomyces actinomycetemcomitans vykazuje pozitivni vysledky na kataldzovy
a oxidazovy test, nehydrolyzuje eskulin a neprodukuje H2S a indol. Buniky také fermentuji
fruktézu, glukozu, maltézu a mandzu a nefermentuji sachardzu, trehaldzu, laktozu, rafinézu

a arabinozu (Zhou, 2015).

Obrdazek 5 — Kolonie Actinomyces actinomycetemcomitans (krevni agar)
(Zhou, 2015)
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3 Faktory virulence

3.1 Faktory virulence Treponema denticola

Treponema denticola je silny parodontdlni patogen, ktery spolu s Porphyromonas
gingivalis a Tannerella forsythia tvoti Cerveny komplex a ma mnoho faktorti virulence.
Treponema denticola je pomalu rostouci a narocna vysoce invazivni obligatn¢ anaerobni
bakterie, coz ztézuje jeji kultivaci a manipulaci v laboratofi. Tento mikroorganismus kolonizuje
dasné ve $térbiné a mnozi se pomoci slozek gingivalni stérbinové tekutiny jako zdroje energie.
Potencialni faktory virulence tohoto mikroorganismu zahrnuji faktory adherence, motilitu,
unikové mechanismy obrany hostitele a cytotoxické faktory pro tkdné hostitele. Hlavni protein
vnéjsiho plasté T. denticola je oligomerni protein spojeny s vnéj$i membranou, ktery se vaze
na fibronektin a mé cytotoxickou aktivitu, tvofi pory a narusuje intracelularni regulacni drahy
(Godovikova, 2019).

Vnéjsi membrana 7. denticola nemd typicky lipopolysacharid, ale obsahuje
lipooligosacharidy. Lipooligosacharid 7. denticola aktivuje diferenciaci osteoklastl
prostfednictvim zmén v rovnovaze mezi aktivatorem receptoru nuklearniho faktoru kappaB
a osteoprotegerinem. ProtoZe se také uvadi, Ze tento mikroorganismus indukuje interleukin-1,
interleukin-6 a tumor nekrotizujici faktor-a, mohou tyto cytokiny pfispivat k resorpci kosti.

DalSimi faktory virulence jsou ortholog oligopeptidové transportni jednotky (OppA)
a vazebné proteiny a proteinu-1 podobné faktory H. Ortholog oligopeptidové transportni
jednotky jsou proteiny, které se vaZzou na fibronektin a plazminogen v subgingivalnim prostredi,
ale nevazi se na imobilizované substraty ani na epitelialni buiky, coZ naznacuje, Ze tento protein
se neucastni pfimé adherence k receptorim vazanym na bunky. Protein-1 podobny faktoru H
je odvozen z messengerové RNA faktoru H a podili se na regulaci produkce C3b smérem dold.
Adherence mikroorganismi k témto proteinim usnadiiuje Unik z alternativnich kaskad
komplementu a hraje roli v adherenci a invazi do hostitelské bunky (Pandit, 2016).

Také jednim z klicovych faktort virulence Treponema denticola je bunécna povrchové
vazana proteinaza znama také jako dentilisin, kterd ma celou fadu funkci. Dentilisin je hlavni
povrchova proteaza, ktera ma Sirokou substratovou specificitu a muze pfispivat k invazi
do tkani a lyze hostitelskych bun¢k. Mezi proteiny, které jsou degradovany dentilisinem, patii
IgA (imunoglobulin A), IgG (imunoglobulin G), fibrinogen, transferin, peptidy, inhibitor

al-proteindzy, sérovy albumin, kasein, fibronektin, laminin, kolagen typu IV a Zzelatina.
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Kolagen typu I neni enzymem degradovéan. Dentilisin byl lokalizovan na vnéj$i membrané
organismu pomoci imunogoldové elektronové mikroskopie a mulze fungovat pii invazi
spirochét do tkani. Treponema denticola ma nékolik cytopatickych u¢inka na epitelialni bunky
jako je ztrata bunécnych kontakt, degradace pericelularniho fibronektinu, cytoskeletalni
kolaps, tvorba povrchovych skvrn a intracelularnich vakuol a bunéc¢nd smrt. Ve vyse zminénych
déjich hraje také roli dentilisin. Treponema denticola je schopna uvoliiovat proteiny ve forme
membranovych vezikul, které pronikaji do epitelidlnich bunék. Povrchovy komplex
T. denticola obsahujici dentilisin je také schopen indukovat produkci tumor nekrotizujiciho
faktoru o, interleukin-1p, interleukin-6 a matrix metaloproteindzy-9 primarnimi lidskymi
monocyty z periferni krve (Uitto, 2013).

Pohyblivost a chemotaxe, jako je tvorba biofilmu a mezidruhova spolupréice, nejsou
povazovany za klasické faktory virulence bakterii, ale v ptipadé¢ 7. denticola a jeho role
v progresi onemocnéni jsou nezbytné pro virulenci bakterie. Pohyblivost 7. denticola je zavisla
na genech kddujicich periplazmatické biciky a chemotaxi. Bicikové vldkno 7. denticola je
tvofeno tfemi jadrovymi proteiny vldkna (FlaB1, FlaB2 a FlaB3) a tfemi proteiny vnéjsi vrstvy
vldkna (FlaA1, FlaA2 a FlaA3). Kazda bunika bézné ma Ctyti periplazmatické biciky, které jsou
zakotvené na kazdém konci bunky a piekryvaji se uprostted butiky. Schopnost 7. denticola
pohybovat se ve vysoce viskdznich prostfedich muze byt prospésnd i pro jeho pohyb
polymikrobidlnimi biofilmy. Spolu s pfitomnosti chemotaxniho systému, ktery umozZiuje
pohyb a reakci na podnéty prostredi, mize 7. denticola vytvatet pory v biofilmu, coz umoziuje

lepsi pronikani Zivin a odstraiiovani odpadu (Ng, 2019).

Periplasmic flagella

Outersheath

Dentilism

Obrazek 6 — Struktura bakterie Treponema denticola (Mohanty, 2019)
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Hlavni faktory virulence 7. denticola, které hraji dalezitou roli v rozvinuti chronické
parodontitidy jsou jeho motilita a chemotaxe. Tyto vlastnosti umoznuji rychlou kolonizaci
a pronikdni do parodontdlnich kapes a epitelidlnich vrstev. A taky schopnost bakterie
interagovat s jinymi parodontalnimi patogeny na n¢kolika urovnich a produkovat cytotoxické

metabolity.

3.2 Faktory virulence Tannerella forsythia

Prostfednictvim exprese faktor virulence jsou parodontilni patogeny schopny
kolonizovat, pietrvavat v hostiteli a podporovat destrukci tkani dasni. Tannerella forsythia ma
nékolik faktorl virulence, a to jsou S-vrstva bakterii, glykoprotein vnéj$i membrany BspA,
povrchové lipoproteiny, karilysin, proteiny podobné trypsinu a PrtH, sialidazy a NanH,
fukosidaza, glykosidazy, methylglyoxal a lipopolysacharid.

Tannerella forsythia je typicka gramnegativni bakterie, kterd méa bunéény obal sestavajici
z cytoplazmatické membrany, periplazmy a vnéj$i membrany, kterd obsahuje lipopolysacharid
hrubého typu. Kromé toho vnéj$i membrana bakterie je zcela pokryta unikatnim povrchem
S-vrstvy. S-vrstva obsahuje dva glykosylované proteiny TfsA a TfsB a je pfitomna jako
nejvzdalenéj$i bun&fnd obalova vrstva. S-vrstva poskytuje bakteriim ochranny povlak
s vlastnostmi molekuldrniho sita a obecné funguje pti udrzovani bakteridlni integrity, projevu
bakterialnich sloZek a interakci s hostitelskymi neimunitnimi a imunitnimi bunikami (Bloch,
2019).

Bacteroides surface protein A (BspA) je povrchovy protein, ktery obsahuje ve struktuie
aminokyselinu leucin. Tento protein zprosttedkovava adhezi a invazi 7. forsythia
do hostitelskych buné€k a také hraje roli ve vazbé bakterii na hostitelsky fibronektin a sraZzeci
faktor a také indukuje prozanétlivé cytokiny a chemokiny prostfednictvim Toll-like receptoru
2 (TLR2) (Mahalakshmi, 2018).

Bakteridlni povrchové lipoproteiny jsou zasadni pro rlst bakterii v hostitelském
organismu. Povrchové lipoproteiny 7. forsythia aktivuji hostitelské buiikky k uvoliovani
prozanétlivych cytokinl, indukuji bunéfnou apoptéozu a taky stimuluji lidské gingivalni
fibroblasty a monocytické buniky k uvoliiovani interleukinu-6 a faktoru nekrézy nadoru alfa.

Tannerella forsythia je asacharolyticka bakterie, a proto neni schopna Stépit sacharidy
na energii. K ristu a ziskavani energie potiebuje peptidy, které jsou Stépeny protedzami
podobnymi trypsinu a cysteinu PrtH. Protedaza podobna trypsinu se podili na degradaci menSich

peptida a nehraje velkou roli jako faktor virulence. PrtH proteaza ma schopnost $tépit veétsi
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proteinové substraty. PrtH ma cytopatickou aktivitu, ktera zastavuje bunky ve fazi G2.
Ovliviiuje snizenou adherenci parodontalnich bunc¢k a také ovliviiuje imunitni systém
a stimulaci zanétu. Také bakterie exprimuje fadu glykosidaz jako jsou sialidazy, a-glukosidazy,
b-glukosidazy, fukosidazy, arabinosidazy, glukosaminidazy, galaktosidazy a mannosidazy,
které jsou schopné zpracovavat koncové glykosidické vazby komplexnich oligosacharidi
a proteoglykanii parodontu. Tato degradace vytvari skupinu pfistupnych cukrii pro piijem
a vyzivu ustnich bakterii a ovliviiuje funk¢ni integritu parodontu (Sharma, 2010).

Dalsi znama proteaza T. forsythia je karilysin. Karilysin se zpracovava do kratSich forem,
coz vede k tvorbé zralého enzymu Kly18. Tato modifikace je doprovazena velkym zvySenim
proteolytické aktivity. Karilysin degraduje kasein, zelatinu, fibrinogen a fibronektin a vykazuje
Skodlivy G¢inek na imunitni odpovéd’ hostitele béhem bakteridlni infekce (Ksiazek, 2015).

T. forsythia je gramnegativni oralni patogen, pro ktery je kyselina sialova klicovym
rustovym faktorem, ktery mtze byt zdsadni pro jeho fyziologii in vivo. Pochopeni biologie
oralnich patogent a jejich faktori virulence je ptedpokladem pro udrzeni obecného i dentalniho
zdravi. Zejména faktory, které jsou spojeny s obalem bakteridlnich bun€k a jsou vystaveny
prosttedi, jsou hlavnimi kandidaty na zprosttedkovani virulence prostfednictvim jejich pfimého

zapojeni do interakci patogen-hostitel.

3.3 Faktory virulence Porphyromonas gingivalis

Indukce a progrese destrukce parodontalnich tkani jsou slozité procesy zahrnujici
akumulaci plakl,, uvoliovani bakteridlnich latek a zanétlivou reakci hostitele. Je znamo,
ze Porphyromonas gingivalis produkuje fadu faktort virulence, které by mohly proniknout
do dasni a zplsobit destrukci tkdné¢ a indukovat zanét. Schopnost organismu kolonizovat
a vyhybat se antibakterialnim obrannym mechanismiim hostitele, stejné jako schopnost
produkovat latky, které¢ by mohly zahgjit destrukci tkané, jsou nedilnou soucasti uspeSného
patogenu. Hlavni faktory virulence P.gingivalis jsou enzymy, kapsule, lipopolysacharid,
fimbrie, exopolysacharid, proteiny vné&j$i membrany, kolagenaza, proteaza podobna trypsinu,
zelatindza a aminopeptiddza. Pokud jsou tyto faktory virulence aktivni u vnimavého hostitele,
mohou mit za nésledek rychlou a vyznamnou destrukci periodontalnich tkani, resorpci kosti,
indukci odpovédi hostitele produkci cytokinli a inhibici ochrannych mechanisma hostitele
(How, 2016).

Lipopolysacharid P.gingivalis je klicovym faktorem pfi rozvoji parodontitidy. Gingivalni

fibroblasty, které jsou hlavnimi slozkami gingivalni pojivové tkan€, mohou pfimo interagovat
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s P.gingivalis a jeho bakteridlnimi produkty, v¢etné lipopolysacharidl v parodontalnich 1ézich.
Lipopolysacharid (LPS) je bakteridlni endotoxin slozeny z lipidu A, jadrového oligosacharidu
a O-specifického polysacharidu, ktery ma tadu biologickych aktivit a hraje silnou patogenni
roli v periodontalnich tkanich. Lipid A je zdkladem pro imunologickou aktivitu LPS.
Lipopolysacharid se uvoliiuje po lyze bakterii nebo jako volné vezikuly ven z vnéjSich
membran bakterii. Tyto vezikuly obsahujici LPS, které funguji jako ,,mikrokulicky* pfistavaji
na hostiteli, udrzuji invazivitu P.gingivalis a davaji ji schopnost niCit periodontalni tkané
a vyvolavat zanéty (Jia, 2019).

Aby se mikroorganismy usadily v ustni dutiné, musi nejprve pfilnout k zubim
a na povrchu sliznic. Adheze je nezbytna pro zajisténi odolnosti proti toku slin. Adherence je
obvykle zprostiedkovana adhesiny na povrchu bakterii. Adhesiny se mohou objevovat jako
soucast bunééné stény nebo byt spojeny s bunéénymi strukturami, jako jsou pouzdro nebo
fimbrie. Pouzdro zvySuje odolnosti proti fagocytdze, sérovou rezistenci a podili se na poruseni
gingivalnich epitelidlnich bunék. Také bylo zjisténo, ze pouzdro miize ptipadné interagovat
s povrchovym proteinem, aby usnadnil pfipojeni k hostitelskym bunikdm. Fimbrie jsou tenké,
bilkovinné povrchové Utvary o délce 3—25 pm, které vyc¢nivaji z vnéj$i membrany bakteridlni
bunky. Porphyromonas gingivalis ma na svém bunééném povrchu dvé odlisné fimbrie: jedna
se sklada z podjednotkového proteinu (FimA nebo fimbrillin) a je oznacena jako hlavni fimbrie,
druha se sklada z podjednotkového proteinu Mfa a oznacuje se jako kratka fimbrie. Tyto fimbrie
jsou antigenné odli$né a 1i8i se ve svém sloZeni aminokyselin. Zasadni roli fimbrii spoc¢iva
ve vazbé 1 invazi hostitelskych bun¢k a také v adherenci k Siroké Skale oralnich substrath
a molekul (Mysak, 2014).

Schopnost P. gingivalis vylucovat fadu hydrolytickych, proteolytickych a lipolytickych
enzymu spolu s toxickymi metabolity je jednou z charakteristik virulence, ktera umoziuje
témto bakteriim prospivat v ustni duting. Existuji dveé skupiny protedz produkovanych
P.gingivalis. Jednou z nich je cysteinova proteinaza také znama jako ,.trypsinu podobna“
a druha je serinova proteindza. Gingipainy patii do rodiny cysteinovych protedz a existuji
ve vnéjSich membranach, vezikuldch a extracelularnich strukturach, jsou dalezitymi faktory
virulence, které maji zdsadni funkci zprostfedkovani interakce mezi bakterii P.gingivalis
a hostitelem. Gingipainy lze rozdélit do dvou kategorii: gingipain zavisly na argininu R (Rgp)
a gingipain zavisly na lysinu K (Kgp). Aktivita gingipainové protedzy ovliviiuje sloZeni
multimikrobidlniho biofilmu kvantitativné i kvalitativné. Gingipainy také funguji jako ligandy

pfi  koagregaci P. gingivalis s 1. denticola a jinymi oralnimi bakteriemi.
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Na zaklad¢ proteolytického ptlisobeni gingipaint P.gingivalis $tépi nebo degraduje tadu
hostitelskych proteinti, aby unikly imunitni obrané, véetné¢ imunomodulacnich proteint,
regulacnich proteinii signalni drahy a adhezivnich molekul a také degraduje fibrinogen
a hostitelské hemové proteiny, které ptispivaji k inhibici srazeni krve a zvysuji krvaceni, ¢imz
zvysuji dostupnost heminu pro rast bakterii (Jia, 2019).

Porphyromonas gingivalis je hlavnim patogenem chronické parodontitidy. Bakterie mize
nicit periodontalni tkan¢ vylucovanim toxickych faktorti, jako je LPS, gingipainy a pili, a tyto
dalezit¢ faktory virulence mohou aktivovat Sirokou Skalu hostitelskych imunitnich bunék
v periodontalnich tkanich, coz vyvolava lokalni imunitni odpovéd’ a umozituje obrannym
bunkdm uvoliiovat zanétlivé mediatory a vedouci k sekundarnimu poskozeni parodontalni

tkang.
3.4 Faktory virulence Actinomyces actinomycetemcomitans

Actinomyces actinomycetemcomitans je jednou z hlavnich pfi¢in onemocnéni parodontu
u mladistvych a dospivajicich. Parodontopatogen Actinomyces actinomycetemcomitans je
gramnegativni bakterie, ktera kolonizuje dutinu Ustni a napada epitelialni tkdn¢ mechanismy
proapoptické virulence a stimuluje expresi prozanétlivych cytokind. Patologie a etiologie
parodontalniho onemocnéni prokazaly nékolik faktorti virulence, jako je lipopolysacharid
(LPS), fimbrie a enzymy, které mohou vyvolat zanét v tkanich parodontu (Benso, 2016).

Stejn¢ jako ostatni gramnegativni druhy je povrch A. actinomycetemcomitans pokryt
lipopolysacharidem (LSP). Lipopolysacharid zahrnuje skupinu strukturné pfibuznych molekul,
ve kterych nejvariabilnéjsi ¢asti je O-specificky polysacharidovy fetézec (O-antigen), tvofeny
oligosacharidovymi opakujicimi se jednotkami. O-antigen urcuje sérotyp kmene. Kmeny
A. actinomycetemcomitans lze rozdélit do sedmi sérotypti od a do g a nesérotypovatelné, kterym
chybi O-antigen. Struktury jadrového oligosacharidu a lipidu A v LPS maji niz§i stupen
strukturédlni volnosti nez O-antigenni polysacharidy.

Prvni buiiky, se kterymi se setkdva bakteridlni LPS v dutiné Ustni jsou epitelidlni buiiky.
Lidské epitelialni bunky reaguji na LPS expresi IL-15 (interleukin-15), coZz vede ke zvySené
produkci IFN-y (interferon-y), proliferaci T-bun€k a zplsobuje rozsifeni mezibunécnych
prostorti v primérnich tkanovych kulturdch. Kromé toho LPS ma piimy c¢inek na fibroblasty.
Kolagen je pfijiman a trdven gingivalnimi fibroblasty ve vyvazenych podminkach zdravé
dasné. Lipopolysacharid je schopen zvySovat fagocytdzu kolagenu fibroblasty, coz mize vést

k nerovnovaze v regeneraci ddsni. Kromé& zmén bunéénych funkci LPS stimuluje produkci

31



IL-6 (interleukin-6) a IL-8 (interleukin-8), tkanového aktivatoru plazminogenu (t-PA)
a inhibitoru aktivatoru plazminogenu 2 (PAI-2) lidskymi fibroblasty dasni (Belibasakis, 2019).

Leukotoxin (LtxA) je bilkovinny exotoxin, ktery je popsan jako ,klicovy* faktor
virulence diky svym imunosupresivnim aktivitam a uzkému spojeni s onemocnénim. Toxin
po uvolnéni interaguje se specifickymi hostitelskymi buiikami a vytvaii péry v membranach
téchto cilovych bunék ohromujici jejich schopnosti udrzovat osmotickou homeostazu, coz vede
k bunécné smrti. Leukotoxin aktivuje degranulaci neutrofilli, coz zplUsobuje masivni
uvoliiovani lysozomalnich enzymi, sitovych struktur a matrixovych metaloproteinaz (MMP)
a indukuje apoptozu v lymfocytech (Krueger, 2020).

Cytolethal distending toxin (CDT) je dalSim dulezitym faktorem virulence
A. actinomycetemcomitans. Patogenni ucinky CDT souvisi s jeho schopnosti zpisobit
poskozeni DNA, zastavit bunéény cyklus, a nakonec vyvolat apoptézu intoxikovanych buné¢k.
Tento toxin obsahuje tfi podjednotky: podjednotka B (cdtB) je aktivni toxicka podjednotka;
podjednotky cdtA a cdtC jsou vazebné podjednotky k cilovym bunkam; zatimco cdtC
podporuje dodani podjednotky B do bun&k. Skodlivé ti¢inky CDT na buiiky imunitniho systému
naznacuji naruSeni mistni imunity, které muze ohrozit schopnost parodontu rozpoznat
a eliminovat bakterialni vyzvu, at’ uz jde o 4. aktinomycetemcomitans nebo jiné mikrobidlni
slozky komunity biofilma (Gholizadeh, 2017).

Actinomyces actinomycetemcomitans je bakterie s fadou rlznych potencialnich
charakteristik virulence, v€etné mechanismii imunitniho uniku, z nichz kazda miize hrat
klicovou roli v rozvoji periodontalniho onemocnéni. Rozmanitost virulentnich vlastnosti této
bakterie ptispiva k patogenité tohoto druhu, zejména s ohledem na €asné a rychle progresivni

formy periodontalniho onemocnéni.
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4 Diagnostika

Parodontitida je mikrobidln¢ fizené pomalu progresivni a destruktivni onemocnéni
parodontu. Pti chronické parodotitidé v dutiné ustni se obvykle nachazi velké mnozstvi zubniho
plaku a kamene, které odpovida stupni destrukce tkani parodontu. Na druhé strané, agresivni
periodontitida se vyznacuje rychlou progresi onemocnéni a absenci jakéhokoli systémového
postiZeni.

Etiologie parodontitidy je polymikrobidlni povahy. Diagn6za parodontitidy je obvykle
zaloZena na klinickém hodnoceni, v¢etn¢ sondovani hloubky kapsy, krvaceni pii sondovani,
urovné klinického pfilnuti, periodontdlniho indexu a gingivalniho indexu a radiografickych
vySetieni. Tato metoda ma vSak omezeni v tom, ze nékteré¢ parametry odrazeji pouze minulé
dikazy zanétlivych zmén a neukazuji, Ze by tato zanétlivda zména v budoucnu progradovala
nebo ustoupila. ZhorSeni nebo zlepSeni stavu parodontu je doprovazeno posunem
v bakteridlnim slozeni subgingivalniho plaku, proto jako diagnostické markery se pouziva fada
predpokladanych bakterialnich patogenti.

Bylo provedeno mnoho studii s cilem vyhodnotit slozeni subgingivalniho biofilmu
a identifikovat klicové parodontalni patogeny jak kultiva¢nimi, tak molekuldrnimi metodami.
V dutin¢ ustni bylo identifikovano vice nez 700 riznych druht, ale z téchto druhii je pouze
maly pocet periodontalnich patogenti, jako je bakterie druhlt Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythia a Treponema denticola. Tato skupina bakterii, charakterizovana jako
»cerveny komplex®, je spojena s destrukci periodontalni tkdn€. Agresivni parodontitida je ¢asto
spojena s Actinomyces actinomycetemcomitans. Zejména lokalizovana agresivni parodontitida
je charakterizovana specifickou infekci A. actinomycetemcomitans, zatimco chronicka
parodontitida je spiSe smiSend bakterialni infekce, ktera neni spojena s Zddnym konkrétnim

mikroorganismem (Riep, 2009).
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Obrazek 7 — Diagram ukazujici vztah mezi subgingivalnimi druhy. Zakladna pyramidy se sklada z druhii, které
kolonizuji povrch zubit a mnozi se v rané fazi parodontitidy (Mohanty, 2019)

4.1 Diagnostika ¢erveného komplexu

Bakterie Treponema denticola, Porphyromonas gingivalis a Tannerella forsythia
vytvateji ,,Cerveny komplex®, ktery je spojen s progresi chronické parodontitidy. Bakterie
patiici do ¢ervené¢ho komplexu byly ve vysokém poctu nalezeny i v mistech s hlubsimi kapsami
nebo pokrocilejsimi 1ézemi. Ve 4 az 6 mm kapsach byla T. denticola detekovana na povrchové
vrstve plaku, bunky P. gingivalis byly detekovany ve vrstvé pod nim. V hlubsich kapsach tyto
druhy koexistovaly ve velkych poctech. Bylo prokézano, ze tato trojice produkuje proteolytické
enzymy. Ty se prokazuji pomoci enzymovych testll, coz je test ,BANA® a test peptidazy
SKO013. Pro detekci bakterii se také pouzivaji jiné metody jako jsou: kultivacni technika,
mikroskopické hodnoceni, imunologické metody a metody zaloZené na hybridizaci DNA.
Ale nckteré z vySe uvedenych metod jsou semikvantitativni, drahé a casové narocné.
V soucasné dobé€ je multiplexni polymerazova tetézovéa reakce (PCR) nejvice vyuzivana,
protoze méa schopnost detekovat nékolik cilovych sekvenci DNA soucasné a disponuje vysoce

vykonnou kvantifikaci s menSim mnozstvim vzorku a vstupniho materialu (Mohanty, 2019).

34



4.1.1 Kultivaéni technika

Vzorky subgingivalniho plaku pro mikrobiologické vySetieni se odebiraji pomoci
sterilnich papirovych Spicek. Pro kultivaci vzorkii se pouzivaji dal§i anaerobni kultivacni

media;:

1. Schaedlertiv agar se 100 mg/l kanamycinu, 7,5 mg/l vankomycinu a 5 % ov¢i krve

2. Columbia Colistin a nalidixova kyselina. Agar s 5 % ov¢i krve, 10 mg/1 kolistinu
a 10 mg/1 kyseliny nalidixové

3. Neselektivni médium pro anaeroby, vhodné také pro rust 7. forsythia. Toto
médium obsahuje krevni agar s heminem a vitaminem Ka je doplnén

kvasnicovym extraktem, pyruvatem sodnym a N-acetylmuramovou kyselinou.

Vzorky bakterii se nanads$i na kultivatni media a jsou inkubovany za anaerobnich
podminek pii 37 °C po dobu az 10 dnti. Po inkubaci jsou anaerobni bakterie identifikovany
na zaklad¢ indolového testu, Gramova barveni, popisu morfologie kolonii a testu na katalazu
(Kotsilkov, 2015).

Treponema denticola je anaerobni bakterie, kterou po kultivaci lze diagnostikovat
na zakladé morfologie jejich kolonii. Kolonie jsou bile, maji kulaty tvar a je viditelna hemolyza
na krevnim agaru. Déle se identifikuje pomoci pozitivniho indolového testu a negativniho testu
na kataldzu. T. denticola je gramnegativni bakterie, po provedeni Gramova barveni jsou
bakterie Cervené. Tannerella forsythia je anaerobni gramnegativni bakterie, kterd po kultivaci
ma bledé rizové kolonie, test na indol je negativni. Porphyromonas gingivalis identifikujeme
po kultivaci na zakladé¢ pozitivniho testu na indol a negativniho testu na katalazu.
Je to gramnegativni bakterie, proto po provedeni Gramova barveni mizeme pozorovat ¢ervené
zbarvené bakterie. Kolonie jsou ¢erné, hladké a lesklé, na krevnim agaru vykazuji f-hemolyzu.

Je dulezité fict, ze kultivace bakterii ¢erveného komplexu je velmi obtiZzna, Casové
naro¢nd, a ne vzdy U¢innd. V modernich diagnostickych metodach pro detekci bakterii

¢erveného komplexu se nejcastéji pouzivd metoda PCR.

4.1.2 Diagnostika pomoci PCR testu

NejcCastéji se pi1 diagnostice bakterii ¢erveného komplexu pouziva test PCR. Princip
polymerdzové ftetézcové reakce (PCR) je =zalozen na vyuziti DNA polymerazy.
DNA polymeraza replikuje urcité sekvence DNA in vitro. Replikovandi DNA muze byt

genomova DNA nebo komplementarni DNA, ktera je ziskana z extraktu messengerové RNA
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(mRNA). Metoda PCR umoznuje ziskat velké mnozstvi specifické sekvence DNA ze vzorku
DNA. Tato amplifikace je zaloZena na replikaci templatu dvouvlaknové DNA. Reakce PCR
je rozdélena do tfi fazi: denatura¢ni, hybridiza¢ni faze s primery a elongacni faze. Produkty
po kazdé fazi syntézy slouzi jako templat pro nasledujici faze. Tim postupem je dosazeno
exponencialni amplifikace vzorku. Pro provedeni PCR se pouzivé reak¢éni smés. Reakéni smés
obsahuje extrakt DNA (templatovd DNA), Tag polymerdzu, primery a Ctyfi
deoxyribonukleosidtrifosfaty (dANTP) v piebytku roztoku pufru. Zkumavky se vzorkem
a reakéni smési se umisti do termocykleru, kde se provadi tfi teplotni cykly, které
se opakuji a kazdy z nich probiha nékolik desitek sekund.

Denaturace je odd¢leni dvou fetézcti DNA a probiha za zvysené teploty kolem 94°C, ktera
se nazyva denaturacni teplota. Béhem této reakce je dvouvldknovd DNA denaturovéna
na jednovlaknovou DNA. Druha faze je hybridizace. Tato reakce probiha pfi teploté v rozmezi
kolem 40°C az 70°C. Hybridizace je charakterizovana obnovou vodikovych vazeb a vazbou
primeru na komplementarni oblasti DNA. Faze elongace probiha pfi teploté kolem 72°C a je
charakterizovana syntézou komplementarniho fetézce. Taq polymeraza se vaze na aktivni mista
jednofetézcové DNA. Reakce je katalyzovana pomoci dNTP, které jsou pfitomné v reakéni
smesi.

Oligonukleotidy je nezbytné pro amplifikaci DNA. Oligonukleotidy plni funkci primeru
a jsou nezbytné pro provedeni PCR. Primery se navazuje na konci amplifikované oblasti DNA.
Jsou syntetizované chemicky a délaji replikaci DNA selektivnéjsi. Jesté jedna nezbytnd véc
pro provedeni PCR je DNA polymeraza, ktera zajistuje replikaci. Pro reakce se pouziva DNA
polymeraza (Taq polymeraza), kterd je purifikovand nebo klonovana z bakterie Thermus
aquaticus (Kadri, 2020).

Odebirani vzorkd pro diagnostiku se provadi pomoci sterilnich papirovych Spic¢ek
z kofenovych kanalkd. Tyto vzorky pak musi byt umistény do zkumavek, které obsahuji pufr
Tris-EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctovd) a skladovany pro nasledujici PCR test nebo
vzorek by mél byt zpracovan okamzite.

Odecitani vysledki se provadi elektroforézou v 1 % agarézovém gelu. Produktem
je jeden nebo vice fragmenti DNA. Po elektroforetickém déleni probiha vizualizace vysledki

barvenim a ultrafialovym prosvicenim (280-320 nm) (Tiwari, 2020).
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4.1.3 Metoda dot-blot hybridizace

Dot-blot hybridizace je technika hybridizace nukleové kyseliny pifi které
se komplementarni jednovlaknové sekvence DNA nebo RNA hybridizuji s jednovlaknovymi
sekvencemi DNA nebo RNA testovanych vzorkli za vhodnych podminek teploty a koncentrace
soli. Metoda je zaloZena na shodnosti mezi fetézci nukleové kyseliny: DNA:DNA, DNA:RNA
nebo RNA:RNA. Princip testu spociva vtom, Ze sonda, kterou je DNA nebo RNA,
je ,oznacena*“ reportérovou molekulou. Oznacena sonda se pak hybridizuje s nukleovou
kyselinou, kterd je izolovana z testovaného vzorku. A nasledné vzniké dvoutetézcova hybridni
molekula. Vznikla molekula se poté detekuje pomoci vhodné metody, kterd zavisi na pouzité
reportérové molekuly. DNA sondy mohou byt znaCeny pomoci riznych metod, naptiklad
pomoci polymerazové fetézové reakce. RNA sondy jsou znaeny pomoci in vitro transkripce
(Bhat, 2020).

Pro provedeni dot-blot hybridizace pfipravené a denaturované vzorky s amplifikovanou
DNA se nanasi na nylonové membrany. Ptiprava vzorkl se provadi stejné jako pfi provedeni
PCR testu. Denaturovany produkt PCR se nanaSi na membrany a fixuje se UV zafenim.
Hybridizace se provadi za teploty 55 °C a pak nasleduje promyvani vzorkli pufrem, ktery

obsahuje 0,15 M NaCl a 0,015 M citratu sodného (Riep, 2009).
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Obrazek 8 — Identifikace DNA metodou dot-blotting
Zdroj: https://biologyreader.com/dot-blot-technique.html
(04.05.2022)
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4.1.4 Diagnostika pomoci testu BANA

Treponema denticola, Porphyromonas gingivalis a Tannerella forsythia jsou
gramnegativni anaerobni bakterie, které in vivo produkuji enzym schopny hydrolyzovat
synteticky trypsinovy substrat N-benzoyl-DL-arginin-2naftylamid (BANA). V testu BANA
se jako substrat pouziva chromofor, ktery se zbarvi modfe pii koncentraci alespori 10* bunék
T. denticola, P. gingivalis a/nebo T. forsythia.

Princip testu spociva v tom, Ze matrice obsahujici ¢inidla jsou nalepeny na plastové karty.
Spodni matrice je naimpregnovana BANA. Vzorky subgingivalniho plaku se aplikuji na spodni
matrice. Horni matrice je reagen¢ni a obsahuje chromogenni diazo ¢inidlo (fast black K).
Peptidaza, kterou obsahuji anaerobni bakterie cerveného komplexu, muize hydrolyzovat
peptidovy analog BANA. Horni reagen¢ni matrice, kterd reaguje s bakterialnim enzymem
BANA, reaguje s fast black K za vzniku modrého zbarveni vzorku. Modra barva pozitivni nebo
slabé pozitivni reakce se objevuje v horni matrici a je trvala. Krev a sliny nehydrolyzuji BANA
a nereaguji s testem, ale krev ve vzorku zabranuje vzniku modré barvy a ztézuje ¢teni vysledku

(Dhalla, 2015).

Obrazek 9 — BANA reagencni prouzek se vzorkem subgingivalniho plaku (Dhalla, 2015)
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Obrazek 11 — Cteni vysledki: pomoci diagramu (Dhalla, 2015)

4.2 Diagnostika bakterie Actinomyces actinomycetemcomitans

Agresivni parodontitida je rychle postupujici onemocnéni, které je uzce spjato s bakterii
Actinomyces actinomycetemcomitans a je typické pro mladé lidi a dospivajici na rozdil
od chronické parodontitidy. PocateCni stadium agresivni parodontitidy muze vznikat
v lokalizované formé, ale postupem casu neléena parodontitida mulze prechazet
do generalizovanych forem. Onemocnéni postihuje systémovée zdravé déti a dospivajici, které
casto maji nizké hladiny supragingivalniho plaku a zanétu, ale hluboké periodontalni kapsy
a tézkou ztratu kostni hmoty. Diagnostika agresivni parodontitidy se stanovuje na zakladé
anamnézy, klinického vySetieni a rentgenového vySetfeni. Nevyhodou téchto metod je, Ze tento
diagnosticky pfistup se zaméfuje jenom na historii nemoci a nemize zméfit stav onemocnéni
a presné¢ diagnostikovat budouci ztratu periodontalni tkané€. Urceni diagnozy je Casto t&€zké
a nevCasné, ale souCasné metody hodnoceni mohou detekovat onemocnéni rychleji

a spolehlivéji, kdyz je ztrata tkan€ jeSté minimalni a neviditelna (Albandar, 2014).

39



4.2.1 Kultivaéni technika

Vhodné mista pro odbér vzorku bakterie 4. actinomycetemcomitans jsou periodontalni
kapsy, sliznice a sliny. Odbér vzorkil z periodontalnich kapes se provadi pomoci sterilnich
papirovych $picek. Vzorek se odebira ze sliznic pomoci sterilnich vatovych tamponii, pro odbér
slin se pouzivaji zvykaci parafinové kousky. Pro pfepravu vzorkd, které jsou odebrané z kapes
se obvykle pouziva médium VMGAIIl (viability-maintaining microbiostatic medium,
anaerobically prepared). Vzorky odebrané pomoci vatovych tampént lze transportovat
ve fyziologickém roztoku nebo v TE-pufru (Tris/EDTA pufr). Sliny mohou byt transportovany
ve zkumavkach bez ptisad. Pokud vzorek neni zpracovan po odbéru, mize byt zmrazen nebo
skladovan pii pokojové teploté ve slinném konzervacnim pufru pro uchovani struktury DNA.

Pro kultivaci se obvykle pouziva selektivni médium TSBV (tryptic soy-serum-bacitracin-
vancomycin). Ale jenom kvalitativni analyza a detekce bakterie A. actinomycetemcomitans
v klinickych vzorcich poskytuje omezené informace o progresi onemocnéni a je nedostate¢nou
Celkovou koncentraci bakterii 1ze spocitat pfi pouZivani metody paralelni kultivace na 5 %
krevnich agarovych plotnach a vypocitat podil bakterie 4. actinomycetemcomitans ve vzorku.

Bakterie A. actinomycetemcomitans je mozné detekovat po jednom nebo dvou dnech,
kdyz se na selektivnim agaru objevi perzistentni kolonie s hrubou texturou. Bakterie vykazuje
pozitivni reakce na kataldzu a negativni na P-galaktosidazu. Také bakterie je snadno

identifikovana pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF (Nerskov-Lauritsen, 2019).

Obrdzek 12 — Kolonie s drsnou texturou kmene A. actinomycetemcomitans na cokoladovém agaru. Priumér
kolonii nedosdahl 2 mm po 3 dnech inkubace v 5 % COZ2 (Norskov-Lauritsen, 2019)
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4.2.2 MALDI-TOF

MALDI-TOF je analyticka metoda. Princip metody spo¢ivd vtom, Ze Castice jsou
ionizované a separované podle jejich poméru hmotnosti k ndboji. Pak tyto Castice jsou méfeny
stanovenim doby, kterou ionty pottebuji, aby dojit k detektoru. Tato technologie umoziuje
identifikaci grampozitivnich, gramnegativnich, aerobnich a anaerobnich bakterii. Metoda
je také presné€jsi nez tradicni metody pro identifikaci mikroorganisml. Vyjimkou jsou druhy
nezafazené do databaze a druhy, které jsou si dle své podstaty podobné. Testovani vzorka
je mozné provadet z primdrni kultury. Priprava vzorku je pomérné jednoducha. Tato technika
testovani bakterii poméha zkratit dobu identifikace u vétSiny bakterii alesponi o jeden den

(Feucherolles, 2019).

4.2.3 Diagnostika pomoci PCR testu

Pro identifikaci a charakterizaci bakterie A. actinomycetemcomitans v klinickych
vzorcich se Casto pouzivd metoda polymerazové fetézcové reakce (PCR) nebo kvantitativni
PCR (gqPCR). Pomoci real-time PCR neboli kvantitativni PCR (qPCR) pfistroj ukazuje
prahovou hodnotu cyklovani (Cycle Threshold CT), kterda pomaha spocitat koncentraci cilové
bakterie ve vzorku. Pro zjiSténi piiblizné hodnoty celkového poctu bakterii pomoci qPCR
se obvykle pouziva reakce, kterd je zamétend na gen 16S rRNA (Ramez, 2018).

Odebirani vzorku se provadi pomoci papirovych $piéek z periodontalnich kapes. Spicky
se umistény v kapsach na dobu kolem 60 s. PCR se provadi tak, Ze templatova DNA je pfidana
do PCR sm¢ési pro provedeni reakce. Tepelné zpracovani vzorku probiha nékolik cykld po
nasledujicich krocich: denaturace, hybridizace a elongace. Reakce se provadi v termocylkeru.
Pak amplifikované vzorky se podrobuje elektroforéze na 1,5 % agardézovém gelu po dobu
1 hodiny a vizualizuje se pod ultrafialovym svétlem. Kvantitativni PCR se provadi jako klasicka
PCR, ale pro tuto reakci se pouziva specidlni cykler. Princip reakce je =zalozen
na exponencidlnim zvySeni pocatecniho mnozstvi DNA béhem cykli amplifikace. Béhem
pribéhu reakce probihd monitorovani v redlném case pomoci fluorescenéniho substratu.
Fluorescen¢ni substrat se navazuje na DNA. Mnozstvi pivodni cilové sekvenci je mozné

kvantifikovat, kdyz fluorescen¢ni signal dosdhne prahové hodnoty (Kadri, 2020).
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Obradzek 13 — Elektroforéza na agarozovém gelu amplifikovanych produktii. Draha M je marker velikosti DNA.
Draha 1 je negativni kontrola. Draha 2 je negativni vzorek nevykazujici zadnou infekci. Draha 3 ukazuje 500 bp.
A. aktinomycetemcomitans (Ramez, 2018)
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S Terapie

Lécba parodontitidy ma za cil zabranéni dalsi progresi onemocnéni, snizeni rizika ztraty
zubl, minimalizovani pfiznak onemocnéni a pfipadné obnoveni ztracené parodontalni tkdné
a poskytovani pacientovi informace o udrzeni zdravého parodontu. Terapeutické 1écba zahrnuje
techniky Gpravy chovani nemocného, jako jsou: individualné piizpiisobené pokyny pro Ustni
hygienu, program odvykani koufeni, uprava vyzivy a vybér vhodné diety, odstraiiovani plaku
a zubniho kamene, lokalni a systémova farmakoterapie a rizné druhy chirurgickych zékrokd.
Vsechny vyse uvedené metody jsou u¢inné jenom v tandemu a prakticky vSechny mechanické

metody 1écby jsou vzdy doprovazeny antimikrobialni terapii a podani ATB (Graziani, 2017).

5.1 Terapie p¥i chronické parodontitidé

Chronickd parodontitida postihuje struktury zubd. Pokud parodontitida nebude
diagnostikovana a l1é¢ena vcas, muze vest ke ztraté zubti a zhorSeni celkového stavu pacienta,
protoZe je spojeno se systétmovymi onemocnénimi. Existuje nékolik rizikovych faktori, které
snizuji odolnost vi¢i onemocnéni. Tyto faktory zahrnuje Spatnou ustni hygienu, diabetes
mellitus a dalsi systémova onemocnéni spojené s imunologickou dysfunkei, koufenim tabaku,
veku, pohlavi, genetickou predispozice, socioekonomickym stavem, obezitou a stresem. Cilem
terarii je odstranéni zanétu potlacenim patogenni flory v parodontélnich tkanich a dodrZovani
ustni hygieny ze strany pacienta.

Klasické parodontologické terapie zahrnuje odstranéni zubniho kamene a leSténi kofenli
zublu. Tyto metody jsou efektivni pro pocatecni 1écbu chronické parodontitidy. Ale maji
omezeni, protoze nemohou uplné znicit subgingivalni patogeny a zastavit progresivni ztratu
zubl. A proto spolu s klasickou terapii se pouzivaji modern¢;jsi terapeutické ptistupy jako jsou
pouziti systémovych antibiotik a kompletni dezinfekce dutiny Ustni. Po ukonceni terapie
pacient musi dodrzovat podplrnou péci, kterd zahrnuje pravidelné planované kontrolni

navstévy u lékare a samostatnou pravidelnou hygienu (Osorio, 2012).

5.1.1 Mechanicka terapie

Hlavnimi ukoly parodontologické terapie jsou kontrola a odstranéni patogennich bakterii
spojenych s onemocnénim. Toho je mozné dosdhnout c¢éastecné nebo upln€ pomoci
nechirurgické parodontalni terapie. Zakladnim krokem terapie jsou klinické a radiografické

vySetieni. Poté se sestavuje diagram se zaznamem periodontalnich indexi, ktery posuzuje
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zavaznost a rozsah onemocnéni. Po vyhodnoceni stavu parodontu zacind nechirurgicka
parodontologicka 1é¢ba. Tato 1écba zahrnuje odstranéni zubniho kamene a lesténi kotfent,
predpis vhodné ustni vody, zubni pasty a lokalni podani 1¢kii v misté infekce. Pravidelna
kontrola béhem nechirurgické periodontélni terapie je velmi dalezita. Postizené oblasti, které

nereaguji na 1é¢bu musi byt osetfeny chirurgickou parodontologickou 1é€bou (Mehrotra, 2022).

Obrazek 14 — Dezinfekce ustni dutiny: odstranéni zubniho kamene a lesténi korenii (Osorio, 2012)

5.1.2 Podani antibiotika pri 1écbé chronické parodontitidy

Jenom nechirurgickd terapie pifi chronické parodontitidé je nedostatecnd, protoZe
patogenni bakterie je obtiZzné odstranit jenom mechanickymi metodami. Prvnim faktorem
obtiznosti odstranéni patogennich bakterii je schopnost pronikat do epitelu parodontalnich
kapes, coz chrani bakterie pted eliminaci. Druhym faktorem je neucinnost mechanickych metod
pfi odstraiiovani bakterii z hlubokych kapes, dentinovych tubultl, furkaci a dalSich oblasti, které
jsou obtizné piistupné. Tyto faktory jsou diivodem zatfazeni systémovych antibiotik do 1écby
parodontitidy.

K terapii se pouziva Siroka Skala systémovych antibiotik. Obecné se pouzivaji amoxicilin,
metronidazol, azithromycin, tetracyklin a doxycyklin. Tyto antibiotika jsou schopné ucinné
inhibovat parodontalni patogeny, pokud se vyskytuji jako solitérni. Je nutné mit na paméti,
Ze patogenni subgingivalni bakterie se vyskytuji v podobé& biofilmu. Proto antibiotika by méla
byt pouzivana pouze po naruseni biofilmu pomoci odstranéni zubniho kamene a lesténi kotend.

Farmakokinetické a antimikrobialni vlastnosti nejcastéji pouzivanych 1€k jsou uvedeny
v Tabulka 1. Informace o davkovani jsou uvedeny v Tabulka 2. Zkratkou CGF se oznacuje
gingivalni crevikularni tekutina. MICo je minimalni inhibi¢ni koncentrace antimikrobialni

latky, ktera je potfebna pro inhibici 90% bakterie daného druhu.
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Tabulka 1 Charakteristika antibiotik pouzivanych k lécbé chronické parodontitidy (Walters,
2015)

P. Urovert MICoo MICoo MICoo MICoo
rozp. Utinnost GCF (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
ATB v séru (ug/ml) P.gingival | T.forsythi | P.intermedi A.
(h) e is a a actinomycetemc
omitans
Metronidazol | 6-12 baktericidni 8-10 <0,016 0,005 0,032-0,25 64-94
) ) 40— | bakteriostaticky 0,094—
Azithromycin nebo 3-10 0,5-1 0,25-0,4 0,875-4
68 e 0,5
baktericidni
) ) ) 0,023—
Tetracyklin 6-8 | bakteriostaticky 5-10 0,19 2-4 0,2-1,5
0,025
. 1 2_ . .
Doxycylin - bakteriostaticky 2-8 0,047 0,38 0,05 1
Amoxicillin 1-2 baktericidni 3-4 <0,016 0,38 0,25-1,5 0,4-1

Poznémka: P. rozp. v séru — polocas rozpadu v séru

Tabulka 2 Reprezentativni antibioticka terapie pro pouziti v lécbé chronické parodontitidy

(Walters, 2015)

Piedpis Vedlejsi ucinek 1éku
ATB

Amoxicilin + 500 mg tiikrat denn€ po dobu 8 dnil Hypersenzitivita na  amoxicilin,
250 mg ttikrat denné po dobu 8 dnil nauzea, prijem, zvraceni, zménéné
chutové vjemy, antabusovy t¢inek
Metronidazol 500 mg ttikrat denné€ po dobu 7 dnil Nevolnost, zvraceni, zmenéné
chutové vjemy, antabusovy t¢inek
Azithromycin 500 mg jedenkrat denn€ po dobu 3 dni | Priijjem, nevolnost, zvraceni, bolesti
bficha, cholestaticka  zloutenka,
zvySené riziko

zavazné srdeCni arytmie, inhibice
baktericidnich ¢inidel, pokud se
pouzivaji v kombinaci

Doxycyklin pocatecni davka 200 mg, pak 100 mg | Fotosenzitivita, nevolnost, prijem,
jedenkrat denné po dobu 21 dntl zvraceni a bolesti bficha, inhibice
baktericidnich ¢inidel pfi pouziti v
kombinaci

Metronidazol
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Azithromycin a doxycyklin maji dlouhy polocas rozpadu, a proto se podavaji v jedné
denni davce. Azithromycin a tetracyklin jsou aktivné absorbovéany uvnitt epitelidlnich bunék
dutiny ustni. Amoxicilin a metronidazol pronikaji do bun¢k pasivni diftzi. Tyto schopnosti
ATB mohou byt uzitecné pro zniceni patogennich bakterii v parodontalnich kapsach (Walters,

2015).

5.1.3 Hygiena ustni dutiny

ze strany pacienta. Ustni hygiena hraje zasadni roli v dlouhodobém udrzeni zdravi parodontu.
Me¢la by byt provedena demonstrace technik ¢iSténi zubl. Tyto techniky se ukazuji jak
na modelech, tak i v Ustech pacienta s pouzitim mezizubniho kartd¢ku. VIiv na lécbu také
vykazuje program odvykani od kouteni.

Pacienti, ktefi dodrzuji vSechna hygienickd pravidla a pravidelné dochazi na kontrolni
navstévy u lékare, maji miru ztradty zubl dvakrat niz8i. Hodnoceni kvality ustni hygieny
a motivace se provadi pti kazdé navstéve. Interval mezi ndvstévami se stanovuje individualné

na zéklad¢ rizikovych faktorti, rychlosti progrese a zavaznosti onemocnéni (Shaddox, 2010).
5.2 Terapie pri agresivni parodontitidé

Nehledé¢ na to, Ze chronickd a agresivni parodontitida je etymologicky odlisné
onemocnéni, terapie je do zna¢né miry podobna. Cilem terapie je zachovani co nejvétSiho poctu
zubl na co nejdelsi dobu. Lécba se zafind mechanickymi manipulacemi v kombinaci
s antibiotiky. ATB hraji dilezitou roli v 1é¢bé a kontrole stavu agresivni parodontitidy.
Po dosazeni uspokojivého stavu jsou nutné ndsledné kontrolni navstévy a regulace chovani
pacienta, aby minimalizovaly rizikové faktory pro recidivu. Do rizikovych faktort, které
ovliviluji progresi onemocnéni jsou zafazeny nedostatek pravidelné ustni hygieny, koufeni

a krvaceni désné a stres (Teughels, 2014).

5.2.1 Mechanicka terapie

Cilem nechirurgické parodontologické 1écby je sniZzeni zdnétu a zmenSeni hloubky
parodontalnich kapes. V prvnim kroku se provadi odstranéni zubniho kamene a lesténi kotenil
manualnimi nebo ultrazvukovymi nastroji. Mechanickym oSetfenim se odstrafiuje vétsi
mnozstvi subgingivalniho plaku. Ale jenom mechanick4 manipulace je nedostatecna, protoze

patogenni bakterie se mohou nachdzet v obtizné ptistupnych mistech.
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Jednou z dal$ich moznosti je jednokrokova totalni peroralni dezinfekce, kterd zahrnuje
kompletni Gstni hygienu. Provadi se odstranéni zubniho kamene a lesténi kotfend, ¢isténi jazyka
1% roztokem chlorhexidinu po dobu 1 minuty, vyplach ast 0,2% roztokem chlorhexidinu
po dobu 2 minut a myti parodontalnich kapes 1% roztokem chlorhexidinu.

Uspéch parodontologické 168by zavisi na odstranéni plaku a patogentl, které se nachazi
v plaku. Podani ATB pifimo ovliviiuje UspéSnost 1écby. Lécba zahrnuje mechanické
1 chemoterapeutické pfistupy, aby byl zni¢en mikrobialni biofilm, ktery je hlavnim

etiologickym agens parodontalnich infekci (Roshna, 2012).

5.2.2 Antimikrobialni terapie

Mechanickd manipulace vzdy ptedchédzi antimikrobidlni 1€cbé agresivni parodontitidy,
aby bylo mozné odstranit vétSinu patogennich bakterii. Protoze nedostate¢nd koncentrace
antimikrobidlnich latek maze vest ke vzniku rezistence na ATB.

Skupina tetracyklinovych antimikrobiélnich latek je povazovéana za prvni volbu, protoze
je ucinnd pro eliminaci bakterie A. aktinomycetemcomitans. Doxycyklin patii do tetracyklinové
skupiny a je vhodny pro parodontologickou terapii. Podani se provadi v malych davkach
jedenkrat denné. Metronidazol se pouziva v kombinaci s amixicilinem tfikrat denné po dobu
7 dnti. Tato kombinace je velmi G€inn4 pfi potlacovani aktivity A. actinomycetemcomitans.

Lokalni aplikace antibiotik také miize byt pouZita po dokonceni zikladni terapie.
Pro lokalni aplikaci mohou byt pouzity dal§i ATB: metronidazol, chlorhexidin, minocyklin,
doxycyklin a tetracyklin. Aby l1é¢ivo bylo u¢inné musi spliovat dalsi kritéria: musi dosahnout
cilového mista u¢inku, zlstat v i¢inné koncentraci a pfetrvavat urcitou dobu (Lektemur Alpan,

2019).

5.2.3 Chirurgicka terapie

Chirurgicka 1é€ba miize byt vyuZita pro zbyvajici parodontalni kapsy po mechanické
a antimikrobidlni 1é¢b¢é agresivni parodontitidy. Chirurgickd metoda obnovy kosti
a poskozenych tkani zahrnuje kostni plastiku zaméfenou na regeneraci tkdni pomoci membran,

pouziti biologickych modifikéatori a také kombinaci téchto metod (Kamil, 2015).
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5.2.4 Podpiirna terapie

Agresivni parodontitida muze zptisobit recidivy. Proto po zakladni 1é¢bé by se méli
provadét pravidelné kontroly ustni dutiny pacienta.

Kontrola postizenych oblasti dutiny ustni musi obsahovat kontrolu mnozstvi plaku
a zubniho kamene, rentgenové snimky postizenych zubtli, mikrobidlni kontrola na pfitomnost
bakterie 4. actinomycetemcomitans a v nékterych ptipadech opakované podani lokalnich nebo

systémovych antibiotik (Lektemur Alpan, 2019).
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6 Zavér

Tato prace se zaméfuje na piehled hlavnich patogennich bakterii parodontu, které
vyvolaji chronickou a agresivni parodontitidu. Patogenni bakterie, které¢ se vyskytuji v ustni
dutin€ pacientl s chronickou parodontitidou, se nazyvaji bakterie ¢cerveného komplexu. Jsou
to bakterie Treponema denticola, Tannerella forsythia a Porphyromonas gingivalis. Jedna se
o gramnegativni, nepohyblivé, anaerobni bakterie, které¢ se kultivuji pomérné ndrocné
v laboratornich podminkach. V soucasné¢ dobé se k diagnostice téchto bakterii nejcastéji
pouziva metoda PCR. Umoznuje rychle rozpoznat patogenni bakterie v ustni duting, napomaha
stanovit pfesnou diagndzu a kontrolovat priibéh a uc¢innost 1écby.

Agresivni parodontitida je spojena s bakterii druhu Actinomyces actinomycetemcomitans.
Toto onemocnéni se vyznacuje rychlym vyvojem a je vice charakteristické pro mladé lidi.
Bakterie Actinomyces actinomycetemcomitans zpisobujici toto onemocnéni je gramnegativni,
anaerobni kokobacil. Pro diagnostiku onemocnéni a identifikaci bakterii se opét pouziva
metody PCR a kvantitativni PCR.

PCR je rychla diagnosticka metoda, ktera nevyzaduje kultivaci. V tom spociva jeji velka
vyhoda, protoze vSechny Ctyfi bakterie potiebuji specifické podminky pro optimélni rist
a kultivaci.

Pritbéh 1écby u chronické a agresivni parodontitidy je do jisté miry podobny. V obou
ptipadech mulze terapie probihat pouze v kombinaci metod: mechanické oSetfeni ustni dutiny,
antibioticka 1écba a uprava chovani pacienta. Antibioticka 1écba je v obou ptipadech predepsana
aZ po mechanickém oSetfeni dutiny Ustni z toho dliivodu, Ze bakterie v ustni dutin€ Ziji v podobé
biofilmu. Pfi nedokonalém mechanickém oSetfeni mize byt koncentrace antibiotik
nedostate¢na, aby mohla zniit patogenni bakterie, coz muze zpusobit rezistenci bakterii
k ATB.

Dulezitou slozkou pfi prevenci, 1é€beé a naslednému udrZeni Ustni dutiny ve zdravém

stavu je dodrzovani hygienickych pravidel a zdravého zivotniho stylu.
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