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ANOTACE

V teoretické Casti se prace zabyva anatomickym popisem dutiny ustni, jeji mikrobidlni
kolonizaci a taxonomii bakterialniho rodu Capnocytophaga, zohlednéna je zde i patologie
Vv dutin¢ ustni, na které se tento rod podili. Dale jsou v této praci zahrnuty faktory virulence
a biochemické vlastnosti rodu Capnocytophaga. Zavér teoretické casti je zaméfen
na laboratorni diagnostiku. Praktickd c¢ast mapuje prikaz vybranych druhti rodu
Capnocytophaga prostiednictvim Kultivace a metodou polymerazové fetézové reakce, soucasti
praktické Casti je i dotaznikové Setieni, které se zabyva povédomim vetejnosti 0 patologiich

parodontu a hygien¢ dutiny Ustni.
KLICOVA SLOVA

gingivitida, parodontitida, Capnocytophaga, Capnocytophaga ochracea, Capnocytophaga
sputigena, Capnocytopahaga gingivalis, PCR

TITLE
Detection of selected species of the genus Capnocytophaga in dental plaque
ANNOTATION

The theoretical part of the thesis deals with the anatomical description of the oral cavity, its
microbial colonization and taxonomy of the bacterial genus Capnocytophaga, the pathology in
the oral cavity, in which this genus is involved, is also taken into account. Furthermore, its
virulence factors and biochemical properties are included in this work. A chapter focusing on
the methods by which this bacterium can be detected is also represented in this work. The
practical part maps the attempt to screen selected species of the genus Capnocytophaga by
culture and molecular biology methods, and the practical part includes a questionnaire survey

that addresses public awareness of periodontal pathologies and oral hygiene.
KEY WORDS

gingivitis, periodontitis, Capnocytophaga, Capnocytophaga ochracea, Capnocytophaga

sputigena, Capnophaga gingivalis, PCR
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK
ABI — aplikované biosystémy (Applied biosystems)

APC — antigen prezentujici bunky (antigen presenting cells)

BHI — Mozko-srdcovy bujon (brain heart infusion)

bp — pary bazi (base pair)

CCM - cCeska sbirka mikroorganismu

CHCA — a-kyano-4-hydroxyskoticova kyselina (a-cyano-4-hydroxycinnamic acid)
CO; — oxid uhli¢ity

DNA — deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic Acid)

FAA — agar pro rychle rostouci anaeroby (Fastidious Anaerobes Agar)

GAM — anaerobni médium Gifu, obecné kultiva¢ni médium pro kultivaci a izolaci anaerobnich

bakterii a k testovani jejich citlivosti na antibiotika (Gifu Anaerobic Medium)
IgAl — imunoglobulin Al
KA —krevni agar

MALDI-TOF - laserova desorpce/ionizace za UcCasti matrice s detektorem doby letu

(Matrix Assisted Laser Desorption/lonization with Time of Flight)
MUNI — Masarykova univerzita

NOD1 — protein 1 obsahujici oligomeriza¢ni doménu vazajici nukleotid (nucleotide-binding

oligomerization domain-containing protein 1)

NOD?2 — protein 2 obsahujici oligomeriza¢ni doménu vazajici nukleotid (nucleotide-binding

oligomerization domain-containing protein 2)
PAR — proteazou aktivované receptory (protease activated recptors)
PCR — polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

RFLP — polymorfismus délky restrikénich fragmentli (restriction fragment length

polymorphism)



rRNA — ribozomalni ribonukleova kyselina (ribosomal ribonucleic acid)
RTF — redukovana transportni tekutina, transportni médium (reduced transport fluid)
SMS — sekvenovani jedné molekuly (single-molecule segeuncing)

SMRT - sekvenovani vrealném case sjednou molekulou (single-molecule real-time

sequencing)

TBBP — médium obsahujici 4% tryptikazovy sojovy agar, 5 % ovéi krve, 0,1 % kvasinkového

extraktu, 50 ug/ml bacitracinu a 100 pg/ml polymyxinu B
TBE — pufr Tris-borat-EDTA

TLR —toll-like receptor

TOF — analyzator doby letu (Time of flight)

ZMW - vInovody s nulovym rezimem (zero-mode waveguide)



TERMINOLOGIE

Adherence — piilnavost

Agregace — seskupovani, shlukovani
Amplifikovat — zmnozit

Amplikon — produkt zmnozeni

Bukalni — ze strany tvare, tyka se tvare a sliznice

DNA polymerdaza — enzym ucastnici se zdvojeni DNA, vkladdanim novych nukleotidii

prodluzuje fetézec

Epiglottis — hrtanova ptiklopka

Exsudace — prunik tekutiny z cév pfi jejich vétsi propustnosti, zanétlivy vypotek
Foetor ex ore — zapach z ust

Fusiformni — vietenovity

Gramnegativni bakterie — bakterie s buné¢nou sténou tvorenou tenkou vrstvou peptidoglykanu

a vrstvou lipopolysacharidu

Hybridizace — metoda umoziujici lokalizaci a identifikaci specifické sekvence nukleotidd

v nukleové¢ kyseling

Chemiluminiscence — svétélkovani zptisobené energii, ktera se uvolnila pii chemické reakci
Imunokompromitovany — majici poskozeny ¢i oslabeny imunitni systém

Interproximalni — oblast mezi dvéma zuby

Kapnofilni — vyuzivajici pro sviij rast oxid uhli¢ity

Kariogenni — schopny vytvaret zubni kaz

Lamina propria — tenka vrstva pojiva vytvarejici ¢ast sliznice

Léze — poSkozena tkan

Mandibula — dolni ¢elist

Marginalni — hrani¢ni, okrajovy



Mikrobiota — mikroorganismy

Mitogeny — latka navozujici mitozu

Mukozitida — zanétlivé onemocnéni sliznice dutiny ustni

Mylohyoidalni sval — jazylkocelistni sval, zdviha jazylku a umozni pokles dolni Celisti
Nika — specifické prostiedi s Zivinami pro dany organismus

Orofarynx — ¢ast hltanu za dutinou ustni

Parodont — zavésny aparat zubu, tkan obklopujici a fixujici zub na svém misté
Parodontélni choboty — parodontalni kapsy zptisobené odtlacenim gingivy od zubu
Patogen — biologicky faktor, ktery mlize zapfi€init onemocnéni hostitele

PCR — polymerazova fetézova reakce, dochazi k rychlému zmnozeni tseku DNA
Polymorfonukledrni — mnohojaderny

Real-time PCR — PCR v realném case

Redundantni — nadbyte¢né mnoZstvi

Replikace DNA — proces tvorby kopii DNA

Sekvence — souhrnny termin pro metody umoznujici specifikovat pofadi nukleotidii v daném

useku DNA

Sublingvalni — podjazykova

Submandibularni — podcelistni

Sulkus/sulcus — zlabek

Templat — matrice, vzor pro tvorbu kopii novych nukleovych kyselin

Termocykler — ptistroj pro priubéh PCR reakce, méni teplotu v pozadovanych intervalech

Ulcerace — vznik viedu, zviedovaténi



UvVoD

Dutina ustni je osidlena velkym mnozstvim mikroorganismu, Které za ptirozeného stavu
kooperuji s hostitelem na principu komenzalismu. Znamena to tedy, ze jedna strana ma z této
vzajemné spoluprace uzitek a druha neni nikterak ovlivnéna. Ve chvili, kdy je vychylena
rovnovaha a nastava dysbioza, dochazi ke zménam v zastoupeni Ustni mikroflory, a to muze
mit negativni dopady na hostitele. Oportunni patogeny, kupiikladu bakterie rodu
Capnocytophaga, mohou ve chvili, kdy pro organismus neplati fyziologicky stav ¢i nefunguje
zcela spravné imunitni systém, tuto situaci vyuzit ve svij prospéch. S tim souvisi nejprve
lokalni obtize jako napf. zubni kaz ¢i parodontitida, posléze vSak mohou tyto bakterie
proniknout do krevniho fe€isté a zptisobit komplikace po operacnich vykonech, které neziidka
mohou kon¢it fatdln¢. Pro udrZeni zdravi nejen dutiny Ustni, ale 1 celého organismu, je nutné
pravidelné a spravné provadét oralni hygienu. Kvalitou a technikou ¢isténi ¢i vybérem
vhodnych pomiicek se v soucasné dobé zabyva obor dentalni hygiena, ktera v nasi populaci

postupné nabyva vyznamného postaveni.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Dutina dstni

Dutina Gstni, lat. cavitas oris, se anatomicky déli na predsin dutiny Gstni a vlastni dutinu
Gistni. Prostor piedsiné je z vngj§i strany ohraniGen rty a tvafemi (Cihak a Grim, 2013, s. 16)
a ze spodni ¢asti ji ohrani¢uje mylohyoidalni sval (Famuyide et al., 2022, s. 1). Z vnitini ¢asti
je dutina 0stni tvofena dasnémi a zuby. Za zubnimi oblouky se nachazi vlastni dutina ustni
obsahujici svalové dno, kde je ulozen jazyk, lat. lingua. Vrchni ¢ast dutiny Gstni je tvofena
tvrdym a mékkym patrem, lat. palatum durum a palatum molle, které od sebe déli dutinu Gstni
a dutinu nosni (Mazanek et al., 2018a, s. 28). Patrova mandle, ktera se nachazi v zadni ¢asti
dutiny tstni, lat. tonsilla palatina, je Gtvar okrouhlého tvaru a na zakladé své funkce se fadi
mezi sekundarni lymfatické organy. Dutinu ustni tvoii sliznice nasedajici na podslizniéni
vazivo, povrch sliznice tvoii vrstevnaty dlazdicovy epitel (Cihak a Grim, 2013, s. 16). Tento
epitel se sklada z bazélnich, polyedrickych a plochych povrchovych bunék. Pfevaznou cast
dutiny ustni tvoii zuby, jenz vyriastaji z dasni a jazyk upinajici se na jazylku. Jazylka je
podkovovita kost mezi bradou a hrtanem pojici se pomoci vazu s bazi lebe¢ni (Mazanek et al.,
20184, s. 28).

Jazyk je svalovy organ, ktery pokryva mnohovrstevny dlazdicovy epitel
obsahujici vybézky, tyto vybézky nazyvame papily (Vilimovsky, 2019, s. 1). Jeho primarni
funkci je tvorba feci, schopnost artikulace, polykani a zejména moznost vnimani chutovych
vjema (Famuyide et al., 2022, s. 2). Diky procesu vyvoje, zvanému evoluce, jsme jako lidé
schopni rozeznavat celkem 5 zakladnich chuti — sladka, slana, hotka, kysela a chut’ umami
(Kalinova, 2006, s. 2). Nejvice chutovych receptori se nachazi na jazyku, pfedev§im v ryhach
tzv. hrazenych papil a v postrannich st€nach papil listovitych a houbovitych. Chut'ové poharky,
diky nimz mtzeme vnimat chut’, se nachazi i ve sliznicich m¢kkého patra, na patrovych
obloucich, na zadni ¢asti hltanu, na epiglottis a dokonce i v hrtanu (Mazanek et al., 2018a, s.
56). Dutina Gstni zaroven oplyva velkym mnozstvim slinnych zlaz a zlazek ve slizni¢nim vazivu
mezi néz patii tfi parové hlavni slinné zlazy (pfiusni, submandibularni a sublingvalni)

(Famuyide et al., 2022, s. 1).
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1.2 Fyziologické mikrobialni osidleni dutiny tstni

Dutina tstni ¢lovéka je komplexni ekosystém (Handfield et al.., 2008, s. 1), ve kterém
se nachazi mnoho druhti mikroorganismu (Slezak et al., 1997, s. 17). Povrch zubu podporuje
vyvoj a zrani komplexniho biofilmu, Gstni mikrobiom obsahuje tedy vice nez 700 bakteridlnich

druht, dale viry, houby a minoritné prvoky (Santacroce et al.., 2023, s. 1288).

Oralni mikrobiota hraje dulezitou roli pro zdravi celého lidského téla. Jednotlivé
mikroorganismy interaguji navzajem mezi sebou a hostitelem, pokud je tato interakce
V rovnovaze, nazyvame ji tzv. eubioza. AvSak V pfipadé, Ze dojde jakymkoliv zptsobem
K jejimu naruSeni, jedna se o dysbiozu, ktera mize byt zpuisobena napf. stravou, $patnou ustni
hygienou, koufenim, 1éky, téhotenstvim ale i genetickou predispozici (Santacroce et al., 2023,
s. 1288). Z hlediska stravy prospésné pro oralni zdravi se doporucuje konzumovat potraviny
obsahujici vétsi mnozstvi vlakniny a mlééné vyrobky. Strava bohatd na cukr byva spojovana
se zvySenou piitomnosti Streptococcus mutans a Fusobacterium nucleatum. V piipadé koufeni
dochazi k osidleni dutiny Ustni i takovymi bakterialnimi druhy jako jsou Bacillus spp.
a Clostridium spp. Proces koufeni zahrnuje navic i negativni ovlivnéni chemické povahy slin,
konkrétné jejich okyseleni a tim dochézi ke snizeni obsahu kysliku v duting stni. Dsledkem

je tedy zvyseny rozvoj anaerobnich bakterii na tikor aerobnich (Santacroce et al., 2023, s. 1289).

Osidleni dutiny tstni bakteriemi je pfirozena soucast zivota. Nékteré druhy bakterii maji
V povaze se navzajem shlukovat a vytvafet biofilm, v pfipad€¢ dutiny ustni a zubl se jedna
0 tzv. zubni plak. Biofilmem je myslena skupina mikroorganismt vazana na ur€ity povrch.
V mikrobiologii se jedna o pfilnavou vrstvu mikrobi slozenou z zivych i mrtvych bakterii
a jejich produkti piekrytych extracelularni matrix. Matrix tvoii mikrobialni polysacharidy,
bilkoviny a anorganické slozky (Votava et al., 2007, s. 466, 474-475). Pravdépodobné
nejdikladnéji charakterizovanymi polymery biofilmové matrice v zubnim plaku jsou
glukanové a fruktanové polysacharidy, které jsou produkovany pilisobenim enzymu
extracelularni  glukosyltransferasy a fruktosyltransferasy na sacharézu. Pravé tyto
polysacharidy jsou povazovany za dilezité faktory virulence pii tvorbé zubniho kazu
(Jakubovics et al., 2021, s. 2). Postupem casu se bakterialni spektrum plaku méni a nartista jeho
sila, na povrchu plaku se nachazeji aecrobni bakterie, hloubéji pak bakterie anaerobni (Mazanek
atal., 2018a, s. 120). Pti nedostate¢ném a nepravidelném odstrafiovani tohoto biofilmu dochazi
Vv duting€ ustni K rozvoji patologii spojenych s vaznéjs$imi onemocnénimi parodontu, z nichz lze

jmenovat napt. gingivitidu ¢i parodontitidu (Votava et al., 2007, s. 466, 474—-475).
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Skladba zubniho plaku zavisi na misté vzniku, délce trvani a dalSich faktorech.
Na zaklad¢ doby setrvani plaku se v dutiné ustni zacinaji objevovat trvale se vyskytujici
mikroorganismy (rezidentni) a pfilezitostné se vyskytujici mikroorganismy (tranzientni)
(Votava et al., 2007, s. 466). V dutin¢ Gstni, resp. na bukalni sliznici lze nalézt zejména
fakultativné anaerobni Streptococcus mitis, Streptococcus sanguis, Streptococcus salivarius,
Haemophilus parainfluenzae a aerobni ustni neisserie (Slezak et al., 1997, s. 17-18). Toto
mikrobialni osidleni je na rozdil od jazyka ponékud skromné, je to dano pomérné rychlou
obménou povrchovych vrstev sliznice a epitelii. P¥isedlé mikroorganismy se postupné odlupuji
a odchazeji pry¢. Mezi jednotlivymi papilami jazyka mnohdy ztistavaji odloupané kusy epitelii
a v disledku toho se na jazyku nachazi mnohem vice mikrobtl neZ na bukalni sliznici. Kromé
Streptococcus sanguis, ktery se vyskytuje dominantng, jsou na jazyku pfitomny i Streptococcus
salivarius, Rothie mucilaginosa, Neisseria sp. (pfevazné u malych déti) a rody Haemophilus,
Actinomyces a Prevotella. Mezi papilami se rovnéZ nachazi idealni prostfedi pro anaerobni
mikroorganismy, a to vlivem nizkého redox potencialu (Votava et al., 2007, s. 466). Jako
ptiklad anaerobti Ize uvést hojné se vyskytujici rody Actinomyces, Arachnia, Bacteroides,

Fusobacterium, Peptococcus, Peptostreptococcus,a Veilonella (Slezak et al., 1997, s. 17-18).

Vyzkumy prokazaly, ze béhem prvnich mésict t€hotenstvi se v gingivalnim sulku plodu
vyskytuji ve zvySeném mnozstvi prevazné Porphyromonas gingivalis a Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, zatimco v poslednim trimestru pievlada spise rod Candida. Dale se
zde nachazeji Capnocytophaga sputigena, Eubacterium sabburreum, Fusobacterium
nucleatum, Parvimonas micra, Prevotella intermedia, Staphylococcus aureus, Streptococcus

sanguis a mnohé dalsi (Santacroce et al., 2023, s. 1289).

Mateiské mléko hraje rovnéz dilezitou roli pti formovani mikroflory dutiny ustni,
nebot’ kojenciim Se oralni mikrobidlni slozeni pravidelné¢ obménuje. Nejcastéj$imi zastupci
vdutiné ustni kojenct jsou rody  Staphylococcus,  Streptococcus,  Serratia,
Pseudomonas, Corynebacterium, Propionibacterium, Sphingomonas, Bradyrhizobiaceae

a Ralstonia (Sampaio-Maia et al., 2016, s. 5).

Mikroorganismy vyskytujici se vyhradné v dutiné Ustni, jsou oznacovany jako tzv.
mikroorganismy autochtonni. Mezi tyto mikroorganismy se fadi nékteré aktinomycety,

bakteroidy a piipadn¢ spirochety (Slezak et al.,, 1997, s. 17-18). Vzhledem k tomu,

0 spole¢ném vyvoji této autochtonni mikrobialni flory a hostitele a jejich vyvazeném zptisobu
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kooperace, ktery by byl prospésny pro hostitele i pro mikrobiotu. Tyto pfinosy nejsou dosud
v ramci dutiny Ustni zcela piesné definovany, na rozdil od gastrointestinalniho traktu, kde je
zdokumentovano mnoho piinosu pro hostitele. Jedna se tedy ku piikladu o tvorbu
zjednodusenych sacharidi, aminokyselin a vitaminii, prevence infekce patogeny piimou
kompetici 0 niky, stimulace vaskularizace a vyvoje stfevnich klkd a posileni normalniho

imunitniho systému (Handfield et al., 2008, s. 2).

Etiologie oralnich infek¢nich onemocnéni je ponc€kud slozitd a zahrnuje mnoho druht
bakterii pracujicich v jakési shod¢ s imunologickou citlivosti hostitele. Kolonizace
subgingivalni oblasti zavisi zpo€atku na rozsifeni biofilmu supragingivalniho plaku pod linii
dasng, tim se z n¢j stava tzv. subgingivalni plak. Tato oblast je méné¢ okysli¢end, coz je rovnéz
zpisobeno metabolickou aktivitou pocatecnich kolonizatort, streptokoku. Jejich metabolicka
aktivita snizuje mnozstvi kysliku a umoznuje tak pieziti anaerobu. Pfevladajicim anaerobnim
druhem v subgingivalnim plaku je Fusobacterium nucleatum, ktery se vyskytuje ve zralém
plaku dutiny Ustni zdravého 1 nemocného jedince. Jeho pfitomnost spolecné se Streptococcus
gordonii podporuje kolonizaci pozdéjsimu, vice patogennimu Porphyromonas gingivalis, ktery
hraje vyznamnou roli v iniciaci a progresi chronické parodontitidy (Handfield et al., 2008, s.
2).

1.3 Ochrana zdravi dutiny ustni

Obranny systém dutiny Gstni je v ochrané pted ptisobenim patogennich mikroorganismui
velmi specificky. Spociva ve viceurovitovém uspotfadani podobném imunitnimu systému kize
(Slezak et al., 1997, s. 21). Neporusena sliznice Gst se sklada ze 2 vrstev — vrstevnatého
dlazdicového epitelu, ktery brani pruniku patogennich mikroorganismi, a lamina propria
(Groeger a Meyle, 2019, s. 2). Sliznice dutiny ustni a dalSich ¢asti traviciho systému jsou kryty
mucinem. Jedna se o glykoprotein, ktery chrani epitel a zajist'uje spravnou kluzkost sliznice,
mucin zaroven umoznuje vazat a agregovat mikroorganismy, coz ma za nasledek inhibici jejich
adherence a kolonizace. Mezi dalsi obranné mechanismy podilejici se na ochrané dutiny stni
patii napf. obména epitelu rohovatéjicich i nerohovatéjicich oblasti dutiny tstni, sliny a jejich
produkce a slinné glykoproteiny (Lynge Pedersen a Belstrem, 2019, s. 3). Celkem rozeznavame
4 vrstvy zrohovatélé sliznice dutiny Ustni, jsou jimi Stratum basale, stratum spinosum, stratum
granulosum, a stratum corneum (Groeger a Meyle, 2019, s. 2). Imunitni systém ¢lovéka pracuje
na kooperaci specifickych a nespecifickych imunitnich reakci, které zajistuji mechanismy

bunécné a protilatkové imunity (Slezak et al., 1997, s. 21). V dutin¢ Gstni probihaji nespecifické
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obranné reakce napf. pomoci enzymu slin, konkrétné¢ se muze jednat o enzymy lysozym,
laktoferin (Slezak et al., 1997, s. 22), laktoperoxidaza (Magacz et al., 2019, s.
1), statherin a histatiny. Lysozym je enzym proteinové povahy pusobici G¢inné proti
grampozitivnim bakteriim. Enzym laktoferin je svoji povahou glykoprotein, ktery ma
schopnost vyvazovat volné ionty Zeleza, které jsou nutné pro rust bakterii (Slezék et al., 1997,
s. 22). Glykopeptid laktoperoxidaza je klicovy v boji S onemocnénim zvané parodontitida.
Laktoperoxidaza byva vyluCovana epitelovymi bunikami acinu v podcelistnich a piiusnich
slinnych Zlazach, princip mechanismu plsobeni spo¢iva v oxidaci thiokyanatovych ionta
(rovnéz jodidli a bromidi) na hypothiokyanitové ionty (hypojodidy a hypobromidy) za vyuziti
peroxidu vodiku. Hypothiokyanitové ionty maji schopnost oxidovat thiolové skupiny
aminokyselinovych zbytkili mikrobidlnich proteinti. Tato skutecnost vede k jejich zhorSené
funkci, a to ma za nasledek inhibici bunééného déleni ¢i smrt mikroorganismu (Magacz et al.,
2019, s. 1). Statherin je kysely slinny peptid S vysokym obsahem tyrosinu a byva vylu¢ovan
acinarnimi bunikami pfiusnich a submandibularnich slinnych zlaz (Pateel et al., 2022, s. 84-85).
Inhibuje precipitaci vapniku a fosfatu a tim reguluje remineralizaci skloviny (Abikova
a Urbanova, 2017, s. 36). Histatiny jsou kationtové peptidy, které se snadno absorbuji
na hydroxyapatit, ¢imz piispivaji k tvorbé ziskané pelikuly skloviny. To hraje vyznamnou roli
pfti bakterialni kolonizaci povrchu zubti. VSechny tfi hlavni lidské histatiny — histatin 1, histatin
3 a histatin 5 vykazuji antifungalni aktivitu vii¢i Candida albicans, histatin 5 byva oznacovan
za nejucinngjsi. Histatiny rovnéz vykazuji antibakterialni a antivirové vlastnosti (Lynge
Pedersen a Belstrem, 2019, s. 6). Murakami et al. ve své studii z roku 1990 uvedli, ze histatiny
inhibuji hemaglutinaci Porphyromonas gingivalis, to0 ma za nasledek potlaceni kolonizace

dutiny Gstni timto patogenem (Abikova a Urbanova, 2017, s. 36).

Bunécna slozka nespecifické imunity zahrnuje napt. fagocytéozu opsonizovanych
cizorodych antigeni pomoci polymorfonuklearnich leukocytt, tkanovych makrofagi
a Langerhansovych bunék. Tkanové makrofagy jsou kromé& toho i antigen-prezentujicimi
bunkami (APC) a ptedavaji T-lymfocytim potiebné informace pro pozdéjsi zahajeni
specifickych imunitnich déji. Na nespecifickych obrannych déjich se podileji také zirné bunky
(mastocyty), které obsahuji velké mnozstvi biologicky aktivnich latek (Slezak et al., 1997, s.
22). Imunitni odpovéd tkané¢ dutiny ustni umoziiuje rozpoznat mikrobialni infekci
prostfednictvim epitelidlnich bun¢k, které na svém povrchu vystavuji fadu receptorii
pro rozpoznavani nebezpecnych vzorl. Mezi tyto receptory miiZzeme pocitat napf. TLR, NOD1,

NOD2, PAR. Dale umoznuji vystavovat na svém povrchu fadu prozanétlivych cytokind
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a chemokint, které ptilakaji do mista infekce nejprve slozky nespecifické imunity a nasledné
i slozky specifické imunity (Groeger a Meyle, 2019, s. 15). Na obrang sliznice dutiny ustni se
podileji NK bunky, které maji za kol nicit cizorodé antigeny bez piedeSlého rozpoznani
imunitnim systémem. Bunécnou slozku specifické imunity zaujimaji intraepitelidlni

cytotoxické T-lymfocyty (Slezak et al., 1997, s. 23).

Epitelové buiiky jsou neustale ovliviiovany rezidentnimi Gistnimi bakteriemi, které maji
spole¢né s biofilmem, v zavislosti na jeho skladbé, vyrazny vliv na obranyschopnost hostitele.
Imunitni systém chrani hostitele proti patogennim bakteriim, v pfipadé ze mnozstvi téchto
bakterii prevysi kapacitu imunitniho systému, dojde nésledné¢ k priniku téchto patogent
do parodontu (Groeger a Meyle, 2019, s. 15). To je poté diavodem pro ptipadnou
medikamentozni 1é¢bu v podobé podani antibiotik nebo vyuziti lokalné ptisobicich antiseptik
(Slezak et al., 1997, s. 18).

1.4 Zubni plak a uchyceni patogenti

Zubnim plakem, jak bylo zminéno jiz vyse, je mys$lena pfilnava vrstva zivych a mrtvych
mikroorganismu. Na tvorbé zubniho plaku se rovnéz podili i produkty téchto mikroorganismi
a spole¢né dohromady tedy vytvaii tzv. mikrobialni film (Votava et al., 2007, s. 475). Jedna se
0 povlak naZloutlé barvy, pevné ulpivajici, strukturovany a vysoce organizovany (Weber, 2012,
S. 43). Zahrnuje piiblizné 500 bakterialnich druhu, které kolonizuji dutinu stni regulovanym
zptusobem. Adheze primarnich kolonizatorti na zubni sklovinu je doprovazena interbakterialni
adhezi sekundarnich  kolonizatort. Riznorodost molekularnich interakci je  umoznéna
adhezivnimi interakcemi zapojenymi do vyvoje plaku. Postupny vyvoj neodstranéného plaku
muze vést kK patologiim, jako jsou napt. zubni kaz (Gasmi Benahmed et al., 2021, s. 135),
gingivitida, parodontitida (Hong et al., 2016, s. 60) a dalsi jina parodontalni onemocnéni (Gasmi
Benahmed et al.,, 2021, s. 135). Dle mista vyskytu miZeme rozdélit zubni plak na
supragingivalni a subgingivalni, vzajemné se od sebe lisi stavbou a zastoupenim mikrobu

(Votava et al., 2007, s. 475).

Asma Gasmi Benahmed et al. ve svém ¢lanku z roku 2021 uvadéji existenci jesté dalSich
druhti zubnich plaki jako jsou plak molarni, incizalni a plak ziskany z lingvalnich, bukélnich
a interproximalnich povrchi. Uvadi, Ze se jedna o neustale se ménici ekologickou jednotku,
kterd je interpretovana na zadklad¢ pozorovani skupiny bakteridlniho biofilmu. Skupina
bakterialniho biofilmu se sklada z riiznych bakteridlnich druhti a je charakteristicka pfisedlym

rustem na biologicky aktivnich povrsich (Gasmi Benahmed et al., 2021, s. 135). Pro vznik
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a preziti bakterie v hostitelském prostiedi je v mnoha piipadech zasadni jeji adherence
k povrchu tkané. Parodontalni kapsa (parodontalni chobot) je jedine¢na tim, ze obsahuje 4 typy
koloniza¢nich povrchd: cement a dentin (mineralizované tkan¢), ordlni sulkularni epitel
(keratinizovany epitel) a rovnéZ také povrchy samotnych eubakterii. Do parodontalni kapsy
maji ptistup vSechny druhy, které pronikaji do ustni dutiny nebo ji pouze prochazeji. V tomto
prostiedi vSak prezivaji vyhradné ty eubakterie, které¢ jsou schopny vyse zminéné povrchy
uspésné kolonizovat. K adhezi na tyto povrchy obvykle, ale ne vzdy, dochazi interakci tenkych
povrchovych vybézki se specifickymi receptory hostitele, fimbrie a kapsuly. Invazivni bakterie
ma také ve své povrchové vrstvé vyvinuté komplexni makromolekuly, které hraji aktivni roli
v procesu infekce. Mezi tyto makromolekuly se tadi napft.: lipopolysacharidy, proteiny
asociované s vn&j§i membranou, enzymatické molekuly, toxiny a bakteriociny (Holt

a Bramanti, 1991, s. 177-179).

o
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= vazba prostfednictvim specifickych
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1.5 Patologie parodontu

Nejcastéji vyskytujicimi se infekénimi onemocnénimi parodontu, které trapi vysoké
procento populace i v mlad$im véku, jsou gingivitida a parodontitida. Americka asociace
pro dentdlni vyzkum ve svém FY2003 Fact Sheet uvedla, ze 48 % dospélych
ve vékovém rozmezi 35-44 let trpi zdnétem dasni (gingivitidou) a 22 % dospélych osob trpi
destruktivnim parodontadlnim onemocnénim, které je mimo jiné hlavni pfi€inou ztraty zub.
Nové vyzkumy dokazuji, Ze chronickd parodontalni onemocnéni jsou navzajem propojena
I S hlavnimi systémovymi onemocnénimi jako jsou kardiovaskularni ¢i plicni onemocnéni. Pro
rozvoj parodontitidy a gingivitidy je nutna sou¢innost jednotlivych druhii bakterii, nicméné¢ je
znamo ze nikoliv pouhé piisobeni bakterii vede k rozvoji tohoto onemocnéni, ale cely proces

stoji na jakési multifaktorialni etiologii (Nanci a Bosshardt, 2000, s. 23).

V knize Zachovna stomatologie a parodontologie od Hellwig et al. z roku 2003 uvadé;ji
nasledujici klasifikaci marginalnich parodontopatii dle Némecké parodontologické spolecnosti

Z roku 1988:

Tabulka 1 Klasifikace parodontopatii dle Némecké parodontologické spolecnosti

Zanétlivé formy

Gingivitida
a) Akutni gingivitida
b) Akutni nekrotizujici ulcerdzni gingivitida (ANUG)
c) Chronicka gingivitida

Marginalni parodontitida
d) Parodontitis marginalis superficialis
e) Parodontitis profunda
f) Lokalizovana juvenilni parodontitida (LJP)
g) Rychle progredujici parodontitida (RPP)
h) Pomalu progredujici parodontitida (AP)

Gingivo-parodontalni manifestace systémovych onemocnéni

Hyperplastické formy

Epulidy
Fibrozni hyperplazie gingivy
i) Idiopaticka fibrozni hyperplazie gingivy

J) Medikament6zné podminéna fibroza
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k) Hyperplazie gingivy

Traumatické formy

Poranéni gingivy

Desmodontalni trauma

Involuéni formy

Atrofie alveolu
Recesy gingivy
I) Singularni recesy (solitarni, izolované)

m) Generalizované recesy

Zdroj: vlastni zpracovani dle (Hellwig et al., 2003)

Toto rozdéleni bylo pozdé&ji pteklasifikovano v roce 1999 a v roce 2017 bylo vydano opét
nové klasifikaéni schéma shrnujici spravnou klasifikaci, diagnostiku a 1écbu pacientii

s parodontopatiemi.

Tabulka 2 Nové klasifikacni schéma parodontopatii z roku 2017

ONEMOCNENI A STAVY PARODONTU

Zdravy parodont a onemocnéni gingivy

Zdravy parodont
a) zdrava gingiva u neredukovaného parodontu
b) zdrava gingiva u redukovaného parodontu
- pacient se stabilni parodontitidou

- pacient bez parodontitidy

Plakem podminéna gingivitis

- asociovana pouze se zubnim plakem

- modifikovana systémovymi nebo lokéalnimi rizikovymi faktory

- zvétSeni dasni indukované 1éky (hyperplazie)

Onemocnéni gingivy neindukované plakem

- genetické/vyvojové poruchy

- specifické infekce
- zanétlivé nebo imunitni stavy a léze

- reaktivni procesy
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- novotvary
- endokrinni, nutri¢ni a metabolické choroby
- traumatické 1éze

- pigmentace dasni

Parodontitida

Nekrotizujici parodontalni onemocnéni
- nekrotizujici gingivitida
- nekrotizujici parodontitida

- nekrotizujici stomatitida

Parodontitida
a) Stadia: zalozena na urovni mezizubniho Giponu v misté s nejvétsi ztratou a na
hloubce sondaze, charakteru ubytku kosti, furkacni 1ézi, poc¢tu zbyvajicich zubt,

pohyblivost zubii, defektd hiebene a poruch zvykani

stadium I: inicidlni parodontitida (Casna)

stadium II: stfedné pokrocila parodontitida

stadium III: pokrocila parodontitida s rizikem dalsi ztraty zubu
- stadium IV: pokrocila parodontitida s rizikem ztraty chrupu
b) Rozsah a lokalizace: lokalizovana, generalizovana, molarovo-fezakova oblast
c) Stupné: dikaz ubytku kosti vzhledem k véku, kazuistiky, kufaci, diabetes
- Stupen A: pomala progrese
- zadny ubytek kosti ¢i ztrata attachmentu za 5 let
- nanosy plaku s malou destrukci
- % ubytek kosti/veék je méné nez 0,25
- Stupen B: sttedné rychlé progrese
- ubytek kosti Ci ztrata attachmentu je méné neZ 2 mm za 5 let
- destrukce imérnd mnoZzstvi plaku
- 9% ubytek kosti/vék je v rozmezi 0,25 — 1,0
- Stupen C: rychle progredujici

- Ubytek kosti ¢i ztrata attachmentu je vétsi nez 2 mm za 5 let

poskozeni tkadn¢€ prevysuje ocekavani pro dané mnozstvi plaku; postiZzena

je oblast molart a fezakt a slaba reakce na béZznou terapii

obdobi rychlé progrese
- % ubytek kosti/vek je vétsi nez 1,0
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Parodontitida jako projev systémovych onemocnéni (klasifikace tohoto stavu by mela byt
zalozena na primdrnim systémovéem onemocnéni dle kodi Mezinarodni klasifikace nemoci a

pridruzenych zdravotnich problémi)

Parodontalni projevy systémovych onemocnéni, vrozené a ziskané zmény parodontu

Systémové onemocnéni a jiné stavy ovlivitujici podplrné tkdn¢ parodontu

Parodontalni absces a pulpo-parodontélni 1éze

Parodontalni abscesy
- upacientt s parodontitidou (parodontalni choboty jiz pfitomny)

- akutni exacerbace
- neléCena parodontitida
- parodontitida nereagujici na 1écbu
- podpirna terapie parodontitidy

- po terapii
- po subgingivalnim oSetieni
- po lalokové operaci
- po medikaci — ATB celkové bez subgingivalniho oSetieni a dalsi

- u pacientd bez parodontitidy

- cizi t€leso — zubni nit, paratko, slupka potravin

- zlozvyky — okusovani predméti

- ortodontické faktory — ortodontické sily ¢i zktizeny skus

- hyperplazie gingivy

- poskozeni/zmény povrchu kotfene
- zavazné anatomické odchylky — invaginace, odontodysplazie
- mensi anatomické odchylky — sklovinné perly, ryhy
- iatrogenni defekty — perforace
- zavazna poSkozeni kofene — podélna fraktura kofene

- externi cervikalni resorpce

Mukogingivalni deformity a stavy
- fenotyp gingivy
- recese gingivy/mékkych tkani
- nedostatek gingivy
- meélké vestibulum

- tah slizni¢nich fas nebo upon svala
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- zbytnéni gingivy
- abnormalni barva

- odhaleny povrchu kotene zubu

Traumaticka artikulace
- primarni traumaticka artikulace
- sekundarni traumaticka artikulace

- ortodontické sily

Faktory spojené se zubem a zubni nahradou

- lokalizované faktory souvisejici se zubem

- lokalizované faktory souvisejici se zubni ndhradou

Zdroj: vlastni zpracovani dle (LKS — Recenzovany &asopis Ceské stomatologické komory,

2019)

1.5.1 Gingivitida

Gingivitida je zanétlivé onemocnéni dasni zplisobené nejcastéji bakterialni infekci.
Tento zanét se omezuje na mekké tkan¢ dasnového epitelu a pojivové tkané (Manu a Prachi,
2023, s. 1), netyka se vSak zubniho aparatu ¢i parodontalnich vaza (Erpenstein, 2002, s. 145).
Gingivitida byva uvadéna jako nejcastéj$i typ parodontalniho onemocnéni. Existuji rizné
formy tohoto zanétu, a to Vv zavislosti na klinickém vzhledu, trvani infekce, zavaznosti
a etiologii. Vznika ptisobenim mikrobialniho plaku umisténého v gingivalnim sulku (dasnovém
zlabku) ¢i v jeho bezprostiedni blizkosti (Manu a Prachi, 2023, s. 1). V piipadé€, ze tento
mikrobialni zubni plak neni dokonale odstranén, celkové mnozstvi mikrobu rychle roste
a pfevahu za¢nou mit agresivni kokovité a tyCinkovité bakterie, piipadné i dalsi druhy. Tyto
bakterie vylucuji toxické produkty latkové vymény, jenZ pronikaji skrze epitel ve zlabku
do tkéné. Toxické produkty latkové vymény nésledné organismus rozpoznava jako cizi
antigeny, a to vede k zanétlivé obranné reakci organismu. Tato reakce spociva ve vasodilataci,
ktera mize zptisobit otok dasni vlivem hlubsiho priniku toxickych latek (Slezakova et al., 2016,
s. 1078-1079).

Klinickym projevem tohoto onemocnéni jsou zarudlé a zdutelé dasné, pfipadné vyskyt
ulceraci. Objevuje se 1 zvySené mnozstvi sulkularni tekutiny (exsudace), krvaceni po sondazi
¢1 krvaceni zpiisobené mechanickym podnétem a piitomnost tzv. nepravych parodontdlnich
choboti. Nepravé parodontalni choboty jsou zvétsené gingivalni sulky se soucasné

neporusenym dentogingivalnim spojenim (Morozova, 2016, s. 60). Gingivitida nebyva pfilis
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bolestivou zalezitosti, a proto mnoho pacientti toto onemocnéni nerozpozna (Manu a Prachi,
2023, s. 1). V ptipadé vyskytu tohoto onemocnéni, nevyhledani Iékaiské pomoci a naslednému
patologie parodontu, a to v tzv. parodontitidu (Dostalova a Beznoskova Seydlova, 2008, s. 92).
Mezi mikroorganismy, které jsou silngji spojené se vznikem gingivitidy patii rody
Streptococcus, Fusobacterium,  Actimomyces, Veillonella a Treponema. Rody
Capnocytophaga, Bacteroides a Eikenella jsou rovnéZ potencialnimi patogeny podilejici se

na vzniku gingivitidy (Manu a Prachi, 2023, s. 3).

Z hlediska etiologie lze gingivitidu rozdé€lit na tyto druhy: gingivitida indukovana
plakem, gingivitida zptisobend hormondlnimi zménami, gingivitida zplsobend malnutrici
a léky indukovana gingivitida (kontraceptivy vyvolana gingivitida) (Manu a Prachi, 2023, s. 4).
Forma gingivitidy, ktera dominuje napfi¢ klasifikacemi, je plakem indukovana gingivitida.
Statistické tidaje dokladaji, ze az u 90 % obyvatel stiedni Evropy je mozné potvrdit vyskyt
chronické plakem indukované gingivitidy. Tuto formu lze zaroveil oznacCit za nejcastéji
vyskytujici se zanét lidského téla. Zanét ddsni zplsobeny jinou pficinou nez plakem, se
vyskytuje ztidka, jednim z piikladi je gingivitida vyvoland na zaklad¢ specifickych
bakterialnich, virovych ev. kvasinkovych infekci jako jsou syfilis, kapavka, HIV a herpes.
(Rosenbaum, 2015, s. 1).

Odstranénim zubniho plaku a dodrzovanim vhodnych hygienickych postupti, mize byt
gingivitida béhem nékolika dni potlacena, nebot se jedna o reverzibilni stav (Slezakova et al.,
2016, s. 1078-1079). Pokud v8ak zanét dasni ptejde v parodontitidu a dojde tak ke ztraté uponu
(attachementu) pojivové tkané, ptipadné destrukci kosti, mliZe to vést az ke ztraté zubu (Manu

a Prachi, 2023, s. 5).

1.5.2 Parodontitida

Parodontitida je chronické multifaktorialni zanétlivé onemocnéni spojené
s dysbiotickymi biofilmy plaku (Papapanou et al., 2018, s. 174). Parodontitida byva
charakterizovéna progresivnim a ireverzibilnim poskozenim vSech tkani parodontu (dasné,
zubniho cementu, alveolarni kosti a parodontalnich vazi) (PR, Johnson & Johnson, s. r. 0.,
2015, s. 27). Mezi jeji primarni rysy patfi ztrata podpory parodontalni tkang, ktera se projevuje
klinickou ztrdtou tponu (CAL) a radiograficky stanovenym ubytkem alveolarni kosti.
Mezi dal$i znaky patii pfitomnost parodontalnich kapes (chobotl) a krvaceni dasni (Papapanou

etal., 2018, s. 174). Za onemocnéni zaveésného aparatu zodpovidaji, tzv. parodontalni patogeny,
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které se v menSim mnozstvi vyskytuji i u zdravého jedince (PR, Johnson & Johnson, s. r. 0.,
2015, s. 27). Mezi pravdépodobné parodontalni patogeny se tadi Agregatibacter
actinomycetemcomitans, Bacteroides forsythus, Eikenella corrodens, Fusobacterium
nucleatum, Peptostreptococcus micros, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia,
Eubacterium sp., Selenomonas sp., Veillonella parvula, a spirochety jako napf. Treponema
denticola (Hellwig et al., 2003, s. 250). Parodontalni kapsa je nejvétsim zdrojem bakterii, jejich
virulentnich faktoru a toxinu (Straka, 2014, s. 15). Mimo vyse uvedené ptiznaky je mozno také
evidovat zvysenou pohyblivost zubi, foetor ex ore, hnisavé exsudace z chobotii a obnazovani
povrchu zubniho kotene. Tyto ptiznaky jsou spiSe minoritniho charakteru, dale zavisi na formé
a zadvaznosti onemocnéni, na ptitomnosti dalSich chorobnych stavii ¢i na koincidenci s riiznymi
systémovymi onemocnénimi (Dostalova a Beznoskova Seydlova, 2008, s. 92). Parodontitida je
jednim z nejcastéji se vyskytujicich onemocnéni, a to kvili své vysoké prevalenci (Papapanou
et al, 2018, s. 1), u dospélého clovéka dosahuje tato  prevalence
70-80 % (Votava, 2007, s. 486-487). Zmény V ramci tohoto onemocnéni za¢inaji postupnym
roz§ifovanim subgingivalniho plaku, ¢imZz dochazi k plynulému odtlacovani spojovaciho
epitelu za vzniku parodontalni kapsy (chobotu). V parodontalnich kapsach dochazi ke vzniku
zanétu vlivem zbytkil potravy a odpadnich latek, které se usazuji na jejich dné a mohou posléze
zahnivat. To byva doprovazeno nepiijemnym zapachem z st (Rosenbaum, 2015, s. 1).
Pod vystelkou téchto parodontdlnich kapes rovnéz probihd zanét, coz vede k nevratnému
naruseni parodontu a kostni tkan¢ zubniho lizka (Votava, 2007, s. 486-487). K zanétu jako
takovému dochazi po vzajemné interakci zubniho plaku a imunitniho systému ¢lovéka (Kinane
etal., 2017, s. 1). Je pozoruhodné, Ze parodontitida postihuje pfimo vybrané zuby, nikterak vSak
cely chrup. Mnohdy dochézi k situacim, kdy je postizen pouze jeden zub, ale sousedni, se
kterym sdili spole¢ny mezizubni prostor, postizen neni (Slots et al., 2017, s. 7). Parodontitida
je zavaznym problémem, ktery miize vést ve vétSin€ piipadi ke ztrat€ zubi, negativnimu
ovlivnéni zvykaci funkce i ke zhorSeni estetické stranky vzhledu (Papapanou et al., 2018, s. 1).
MiiZe mit ale 1 dalekosahlé disledky, a to v podob¢ potrati ¢i pred€asnych porodil novorozencti
s nizkou porodni vahou, cévni mozkové piihody, invalidity i revmatické artritidy (Straka, 2014,
s. 1).
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1.6 Vliv koufeni na stav dutiny ustni

Dutina Gstni je jednou z prvnich oblasti vystavenych cigaretovému koufi, ktery na ni
ma negativni G¢inky. Mezi projevy téchto ucinki se fadi okyseleni slin (Santacroce et al., 2023,
s. 1289), zhorSeni slizni¢ni imunity, zména ustniho mikrobiomu a aktivni podpora vzniku
karcinogeneze (Al Bataineh et al., 2020, s. 2). Koufeni rovnéz zvysuje riziko onemocnéni
dutiny 0stni, z téchto onemocnéni lze jmenovat napf. gingivitidu, parodontitidu, ale i méné
zavazny zubni kaz. Projevy téchto patologickych stavi lze spatfovat zejména v oblasti zubnich
kréka. Koufenim dochazi ke zménam podstaty imunitni reakce sliny a tkané¢ dutiny, to ma
za nasledek snizeni schopnosti fagocytézy. Disledkem toho dochéazi k vyssi predispozici
k mykotickym a virovym infekcim. Mezi dal$i negativni dopady koufeni se fadi snizend
vaskularizace sliznice a jeji nasledné vysuSovani zpisobené vyssi teplotou Vv dutiné ustni
(Zoulova, 2012, s. 49). Kouteni dale napomaha kolonizaci dutiny Gstni patogennimi bakteriemi,
které postupné vytlacuji komenzaly a podporuje tvorbu biofilmu, coz vede k vétsi adherenci
nékterych patogeni. Jedna se napf. o bakterialni druhy Streptococcus pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans (Al Bataineh et al., 2020, s. 2), ale i o rody
Bacillus a Clostridium (Santacroce et al., 2023, s. 1289). V prub&hu kouteni dochazi ke snizeni
tlaku a obsahu kysliku v dutin€ ustni a horni ¢asti traviciho traktu, disledkem toho je aktivné
podporovana perzistence mikroaerofilnich bakterii. Neé&které studie uvadéji pievahu
bakterialnich rodu Atopobium, Campylobacter a Prevotella nad béznymi bakteriemi ustni
mikroflory jako jsou rody Neisseria, Rothia, Streptococcus, Actinomyces a Bacteroides. Zména
ustniho mikrobiomu vede k celkové dysbidze organismu, coz ma velky vliv na lokalni

i systémové zdravi kazdého jedince (Al Bataineh et al., 2020, s. 2).

Jiz od poloviny 20. stoleti je znamo, ze koufeni i bezdymny tabdk maji spojitost
s onemocnénimi dutiny Ustni, kardiovaskularnimi onemocnénimi 1 dal§imi zavaznymi
onemocnénimi jako je ku piikladu rakovina. Studie od Robertson et al. z roku 1990 a Greer
a Poulson z roku 1983, uvadéji, ze pravidelni uzivatelé bezdymného tabaku disponuji vysokou
procentualni Cetnosti slizni¢nich 1ézi a posunem gingivalniho okraje smérem k junkci
(gingivalni recese). Oba tyto stavy lze nalézt v mist¢ kumulace tabaku. Koufenim dochazi
k naruseni fyziologické oralni mikrofléry vlivem oxida¢niho stresu, t0 ma za nasledek ztratu
funkce bungk i zivotaschopnosti nékterych mikroorganismi. V disledku fylogeneze si ¢lovek
a mikroorganismy vytvofili vzajemny symbioticky vztah, jenz ma klicové postaveni pfi rozvoji

riiznych patologickych stavil. Ustni mikrofléra je velmi ovlivnéna tim, co lovék konzumuje
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a zda uziva napt. antibiotika ¢i alkohol. Védecka skupina Van Winkelhoff et al. ve svém ¢lanku,
z roku 2001, analyzovala mikrobialni profil v subgingivalni oblasti a dosla k zavéru, ze kufaci
bez znamek parodontalniho onemocnéni maji mnohem vys§i vyskyt bakterie Prevotella
intermedia/nigrescens nez nekuiéaci s parodontitidou. Zaroven uvedli, ze kufaci, ktefi se 1é¢ili
s parodontitidou, maji ve svém ustnim mikrobiomu vys$i zastoupeni bakterii Bacteroides
forsythus, Peptostreptococcus micros a Campylobacter rectus ve srovnani s nekufaky
(Sun et al., 2016, s. 133). Je znamo, ze aktivni kufaci maji vyssi prevalenci parodontalnich
onemocnéni nez nekufaci a Koufeni je zaroven vyznamnym ukazatelem rizika ztraty zubd,
ztraty Gponu a vzniku zubniho kazu. Poruchy imunitniho systému hostitele mohou byt jednim
z faktord, které pfispivaji k vy$simu vyskytu a zdvaznosti parodontitidy u aktivnich uzivatel
tabakovych vyrobku. Studie prokéazaly, Ze latky obsazené v cigaretovém koufi snizuji funkce
polymorfonuklearnich leukocyti jako jsou chemotaxe, fagocytéza ¢i oxidacni vzplanuti.
Nicméné Vv ramci dalSich studii byla zaznamendna naopak nadmérna aktivace neutrofilti
ve slinach. Z n€kolika pozorovani je patrné, ze lidé, kteti aktivné koufi, mohou mit paradoxné
niz8i Groven zanétu dasni, a to z divodu slabsiho prokrveni gingivy v porovnani s nekufaky.
Nicméné toto men$i prokrveni muize vést ke snizené obranyschopnosti hostitele (Van
Winkelhoff et al., 2001, s. 666-667). Krvaceni dasni je, jak bylo jiz feceno, nizsi nez v piipadé
nekufdkll, a to vlivem vazokonstrikce cév. Tato vazokonstrikce je zplisobena nikotinem,
ktery tak ucinné skryva pocatecni priznaky gingivitidy. U parodontitidy dochazi k rozvoji
tohoto onemocnéni u kurdkil az dvakrat rychleji neZ u nekufdk. Kromé toho je dalSim
aspektem, ktery zhorSuje hojeni gingivitidy ¢i parodontitidy, trvald subgingivalni infekce
vyvolana bakteriemi Bacteroides forsythus a Porphyromonas gingivalis. V pribéhu koufeni
rovnéZ dochdzi ke zménam pH, zméndm chuti a Castym ptiznakem je 1 foetox ex ore. SloZeni
plaku u gingivitidy mezi kufaky a nekufaky se pfili§ zasadné nelisi, nicméné aktivni koufeni

podporuje rozvoj specifické skupiny patogent parodontu (Zoulova, 2012, s. 50-51).

Clanek z roku 2019 od skupiny Wu et al. uvadi, Ze nikotin, ktery je hlavni slozkou
tabakovych vyrobkil, mé velky vliv na sloZeni oralni flory tim, Ze potlacuje rist komenzalnich
mikroorganismil, a naopak napomaha ristu kariogennich bakterii. V dutin€ ustni bakterie
produkuji vlivem metabolizace fermentovanych sacharidi kyselinu, jez ma za nésledek
demineralizaci zubni tkané. Streptococcus mutans byva oznacovan jako kli¢ovy ucastnik, resp.
pivodce zubniho kazu. Nikotin aktivné napomaha tvorbé biofilmu a metabolismu bakterii

Streptococcus mutans, Candida albicans ¢i rodu Lactobacillus (Wu et al., 2019, s. 2-5).
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1.7 Kapnofilni bakterie

Kapnofilni bakterie, jejichZ nazev pochazi z feckého ,.kapnos“, neboli kout, vyzaduji
pro svuj rust specialni podminky. Konkrétné se jedna o vyssi obsah oxidu uhli¢itého (CO2)
v atmosféte obsahujici 5-10 % CO,. Karbonanhydrazy katalyzuji vzdjemnou pteménu CO2
a HCOs 7, ¢imz dochazi k tvorbé dostateéného mnozstvi HCO3 ~ z CO; bézné atmosféry.
Bakterie, kterym tento enzym chybi, jsou zavislé na vysokych koncentracich CO2 a neni je tedy
mozné kultivovat za standardnich atmosférickych podminek (Karahan et al., 2023, s. 1).
Kapnofilni bakterie jsou schopné vyuzivat CO2 i pro metabolické procesy jako je tvorba
acetyl-CoA, syntéza aminokyselin ¢i fermentace (Santillan etal., 2015, s. 2). V roce 1952 Tulttle
a Scherp prokazali, ze Neisseria meningitidis rostla u¢inné pti podminkach zahrnujicich 4 %
COz. V navaznosti na tuto skutec¢nost byla prokdzana zévislost mnoha patogenti na atmosféfe
s vysokym obsahem COg, proto také dostali nazev kapnofilni bakterie. Studie védecké skupiny
Diaz et al. z roku 2002 ku ptikladu prokazala, ze rist bakterie Porphyromonas gingivalis piimo
zavisi na CO vytvareném Fusobacterium nucleatum, jenz spolu navzajem koexistuji, ackoliv
Porphyromonas gingivalis se fadi mezi anaeroby. Postupem ¢asu dochazeli védci k nazoru,
ze n¢které mikroorganismy, které jsou zavislé na vysokych hladinach CO2 nemusely byt dosud
izolovany a rozpoznany (Ueda et al., 2008, s. 4535). Mezi kapnofilni bakterie mizeme fadit
ptislusniky rodu Capnocytophaga (Bilgrami et al., 1992, s. 1045), dale Haemophilus
aphrophilus (Ho et al., 1984, s. 159), Campylobacter lari (Morishita et al., 2012, s. 1), Eikenella
corrodens (Goldstein et al., 1979, s. 1), kapnofilni Escherichia coli (Sahuquillo-Arce et al.,
2017, s. 319), Streptococcus pneumoniae ¢i Haemophilus influenzae (Bolmstrom a Karlsson,
2002, s. 65).

1.8 Rod Capnocytophaga

Nazev Capnocytophaga pochazi z feckého ,,kapnos* (kouf), ,,cytos“ (bunka), ,,phagein*
(ist). Rod Capnocytophaga byl poprvé popsan vroce 1979 védeckou skupinou
Leadbetter et al. Na zaklad¢ pozorovani vlastnosti a schopnosti napadat polysacharidy byl tento
rod zatfazen do skupiny cytofagl. Z hlediska jejich rastu, ktery je zavisly na CO2 (kapnofilni),

byla tato skupina organismil pojmenovana jako Capnocytophaga (Leadbetter et al., 1979, s. 1).

Rod Capnocytophaga zahrnuje tenké, vlaknité, pomalu rostouci, fakultativné anaerobni
fusiformni gramnegativni tyCinky se ziZzenymi konci. Rlst téchto bakterii probihd nejcastéji
na plotnach krevniho agaru (KA) a trva zpravidla 48 h, v nékterych piipadech ov§em miize
kultivace trvat 24-72 h (Pushpa et al., 2016, s. 93). Capnocytophaga spp. jsou béZnou soucasti
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zvifeci 1 lidské mikroflory dutiny ustni (Renzi et al. 2018, s. 11). V piipadé
imunokompromitovanych pacienti mohou naopak zpusobovat bakteriémie a systémové
infekce (Jolivet-Gougeon a Vellend, © 2010-2017, s. 1). Infekce rodem Capnocytophaga je
nicméné v piipadé lidi pomérné vzacna, resp. zastupci tohoto rodu vétSinou nepisobi jako
hlavni vyvolavatelé infekce (Chesdachai et al., 2021, s. 1). Jednotlivé druhy Capnocytophaga
spp. kolonizujici lidsky orofarynx jsou spojovany s parodontitidou, septikémii u pacientd se
slezinnymi ¢i jaternimi dysfunkcemi (Murray a Cassese, 2016, s. 35), infekcemi Kkosti,
keratitidami, peritonitidami, hnisavymi lymfadenitidami, abscesy nebo napi. endokartididou
(Jolivet-Gougeon a Vellend, © 2010-2017, s. 1). Dle studii je nejCastéji se vyskytujicim
mikroorganismem, ktery zpisobuje onemocnéni a piipadné zdravotni obtize ¢i systémové

infekce Capnocytophaga canimorsus (Chesdachai et al., 2021, s. 3).

Bakteriémie se mohou vyskytovat ve spojitosti se zoonotickymi i humanné-oralnimi
druhy Capnocytophaga. Ve spojitosti s infekcemi Capnocytophaga canimorsus byly jiz diive
popsany klinické projevy jako horecka neznamého pivodu, meningitida, endokarditida,
mozkovy absces, infekce dychacich cest, mykotické aneurysma ¢i ortopedické infekce.
Na rozdil od Capnocytophaga canimorsus jsou klinické projevy infekce Capnocytophaga spp.
u ¢loveka jiné a hiife prozkoumané. Nékteré studie vSak poukazuji na souvislost oralnich druh
Capnocytophaga se vznikem nékterych onemocnéni — pleuralni empyém, chorioamnionitida

¢i novorozenecka sepse (Chesdachai et al., 2021, s. 1).
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1.8.1 Taxonomie

Bakterie rodu Capnocytophaga patii do kmene Bacteroidetes a ¢eledi Flavobacteriaceae,
v soucasné dob¢ je evidovano 15 druhd rodu Capnocytophaga, ale pouze 12 jich je uznano

a validovano. Taxonomické rozdéleni pochdzi z databazi LPSN a ITIS, viz tabulka ¢. 3 nize.

Tabulka 3 Taxonomie rodu Capnocytophaga

Taxonomie
Rise Bacteria
PodriSe Negibacteria

Kmen Bacteroidetes
Trida Flavobacteriia

Rad Flavobacteriales
Celed’ Flavobacteriaceae

Rod Capnocytophaga
Druh Capnocytophaga canimorsus

Capnocytophaga catalasegens
Capnocytophaga cynodegmi
Capnocytophaga canis
Capnocytophaga felis
Canocytophaga gingivalis
Capnocytophaga granulosa
Capnocytophaga haemolytica
Capnocytophaga leadbetteri
Capnocytophaga ochracea
Capnocytophaga periodontitidis
Capnocytophaga sputigena

Zdroj: Data z databaze LPSN a ITIS, 2012 a 2018

Klinické izolaty Capnocytophaga spp. jsou klasifikovany do 2 vétSich skupin, a to na
druhy nalezené v dutin€ Ustni ¢loveéka a druhy kolonizujici dutinu Ustni psti a kocek, vzacnéji

i kraliki. Mezi druhy nalezené v dutiné ustni ¢lovéka se tadi: C. gingivalis, C. granulosa,
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C. haemolytica, C. leadbetteri, C. ochracea a C. sputigena. Do dutiny ustni pst a koc¢ek spadaji
C. canimorsus a C. cynodegmi (Jolivet-Gaugeon a Vellend, © 2010-2017, s. 1).

1.8.2 Faktory virulence oralnich druhi Capnocytophaga

Nerovnomérné rozlozeni faktorti virulence mezi izoldty naznaCuje, Ze patogenni
potencial mtze byt spojovan vyhradné s né€kterymi druhy. Kupiikladu Capnocytophaga
gingivalis ma silngjsi proteolytickou aktivitu nez C. sputigena a C. ochracea. Dale
lipopolysacharidy druhu C. gingivalis maji hemaglutina¢ni aktivitu na rozdil od C. ochracea.
Driivgjsi studie od Shurin et al. zroku 1979 a Van Dyke et al. zroku 1982 poukazovaly
na jakousi imunosupresivni schopnost rodu Capnocytophaga, a to konkrétné
na polymorfonuklearni neutrofily, véetné potlaceni jejich chemotaxe. Dalsi studie Ochiai et al.
zroku 1998 potvrdila skuteCnost, ze sonické extrakty zrodu Capnocytophaga inhibuji
proliferaci lymfocytl v reakci na ptsobeni mitogend (Frandsen et al., 2008, s. 325). Ustni
Capnocytophaga produkuji fadu bunééné vazanych ¢i extracelularnich faktort, které mohou
podporovat progresi parodontitidy tim, Ze umoznuji rust bakterii v zubnim plaku
a subgingivalnich parodontalnich kapsach nebo tim, Ze se brani imunitnim reakcim hostitele.
Mezi tyto faktory virulence se napi. fadi IgAl protedza, fosfolipaza A2, aminopeptidazy

a chemotaxi fizena motilita (Janda, 2015, s. 1).

1.8.3 Biochemické testy a citlivost na antibakterialni latky
Biochemické testy je obtizné provadét kvuli pomalému rGstu mikroorganismu.
Capnocytophaga canimorsus je pozitivni na katalazu a oxidazu, ONPG a arginin dihydrolazu,
negativni na uredzu, nitraty, indol, DNazu, Zelatinu, lysin a ornitin. PfisluSnici rodu
Capnocytophaga mohou jako fementovatelné substraty a zdroj energie vyuZzivat rtzné
sacharidy jako napf. glukozu, dextran, glykogen, inulin ¢i $krob (Gaastra et al., 2010, s. 4-5).
Narozdil od C. canimorsus jsou C. ochracea, C. sputigena, C. gingivalis na ptitomnost katalazy

a oxidazy negativni (Forlenza, 1991, s. 2).
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Tabulka 4 Biochemické charakteristiky

Charakteristika C. ochracea C. sputigena C. gingivalis
Oxidaza - - -
Katalaza - - -

Amygdalin + ND ND
Celobioza + ND ND
Fruktéza + + ND
Galaktoza + ND ND
Glukéza + + ND
Laktoza + ND ND
Rafinoza + ND ND
Alkalicka fosfataza + + +
Kysela fosfataza + + +
Trypsin - - +
a-Galaktosidaza - - -

[-galaktosidaza + + -

B-Glukuroniddza - - -

a-Glukosidaza + + +

B-glukosidaza - - +
a-fukosidaza - - -
a-mannosidaza - - -
Zdroj: vlastni zpracovani dle (Antezack et al., 2021, upraveno)
Poznamka: ,,+“ — pozitivni vysledek, ,,-“ — negativni vysledek ,,ND* —idaje nejsou k dispozici

Bakterie rodu Capnocytophaga jsou citlivé na makrolidy, klindamycin, tetracyklin,
linezolid, chloramfenikol, imipenem a chinolony (Government of Canada, 2011, s. 1). Dale
jsou citlivé vuc¢i amoxicilinu, cefriaxonu, cefepimu, doxycyklinu, fluorochinolonu, kolistinu
a Kk betalaktamim SirS§iho spektra (Janda, 2015, s. 1).

k aminopenicilinim, cefalosporinim 1. generace, cefuroximu a nékterym peroralnim

Naopak rezistentni jsou napf.

cefalosporiniim 3. generace (Jolivet-Gaugeon a Vellend, © 2010-2017, s. 1).
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1.8.4 Capnocytophaga gingivalis
Capnocytophaga spp. jsou celosvétove distribuovany coby soucast normalni mikroflory
dutiny ustni napfi¢ vSemi v€kovymi skupinami. Nicméné za uréitych podminek mohou

zpusobit i zavazna parodontalni onemocnéni (Lawal a Baer, 2021, s. 1).

Leadbetter et al. pojmenovali v roce 1982 novy bakterialni druh rodu Capnocytophaga,
a to Capnocytophaga gingivalis, z lat. gingiva, tj. dasen (LPSN databaze, 2012). C. gingivalis
je pomalu rostouci, kapnofilni a fakultativné anaerobni gramnegativni tycCinka,
ktera nedosahuje takové invazivity jako ostatni druhy, nicméné infekce touto bakterii neni
vylouc¢ena (Lawal a Baer, 2021, s. 1). Na rozdil od ostatnich druhtt ma velmi silnou
proteolytickou aktivitu, kterou snadno vyuzije ve sviij prospéch (Frandsen et al., 2008, s. 325).
Z hlediska biochemického testovani C. gingivalis nehydrolyzuje $krob, dextran, galaktdzu,
trehaldzu, salicin, chitin, ribozu, eskulin a sorbitol. Negativné opét vychazi i testy na pritomnost

enzymu katalazy i oxidazy (London et al., 1985, s. 370).

Obrdazek 2 C. gingivalis na KA po 48 h kultivace, pirevzato z Microbe
Canvas, 2020, upraveno
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1.8.5 Capnocytophaga granulosa

Bakterie Capnocytophaga granulosa byla navrzena védeckou skupinou
Yamamoto et al. roku 1994 jako nazev pro novy bakteridlni druh spadajici do rodu
Capnocytophaga. C. granulosa byla poprvé vyizolovana ze supragingivalniho plaku pacienta
s chronickou parodontitidou. Nazev byl zvolen na zaklad¢ vyskytu jasnych intracelularnich
granularnich inkluzi, které bylo mozno pozorovat uprostied a na krajich obarvenych bun¢k dle
Grama. Tyto charakteristické inkluze 1ze spatfovat pii anaerobni kultivaci pti 37 °C na GAM
médiu 5—7 dni, snadno pozorovatelné jsou pii obarveni bazickym fuchsinem (Yamamoto et al.,
1994, s. 324). GAM (Gifu Anaerobic Medium) je tekuté médium urcené pro anaerobni bakterie,
a to diky svému slozeni, V némz je majoritné zastoupeno natravené sérum obsahujici hemin.
Hemin se vyuziva k Gspésné kultivaci anaerobnich mikroorganismi jako jsou streptokoky,
meningokoky a pneumokoky. Toto médium je rovnéz vhodné i pro kultivaci hemokultur
(HiMedia Laboratories Private Limited, © 2023).

Capnocytophaga granulosa jsou tenké gramnegativni ty¢inky. Kolonie, které tato
bakterie vytvaii jsou ploché a tenké s nerovnymi okraji, po 5—7 dnech kultivace na TBBP agaru
dosahuji priméru 1-2 mm. Vzhled kolonii na KA (krevni agar) i TBBP agaru je spisSe Sedé
az fialové barvy bez hemolyzy, zatimco na pud¢ obsahujici vEtsi zastoupeni soji, je zbarveni
Zluté aZ oranzové. Kultury rostou i za mikroaerofilnich podminek ¢i na KA inkubovaném
pii 37 °C v 5 % CO,. Bakterie C. granulosa je citliva na aktinomycin, dale vykazuje negativitu
na oxidazu, katalazu, redukci dusi¢nanti, produkci H2S a produkci indolu (YYamamoto et al.,
1994, s. 325).

Obrdazek 3 C. granulosa dle Gramova barveni, prevzato z GMBANK,
celkové zvetseni 1000x, upraveno
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Obrazek 4 Snimek granuli C. granulosa z elektronového mikroskopu, prevzato
od Yamamoto et al., 1994, upraveno

1.8.6 Capnocytophaga haemolytica

Bakterie Capnocytophaga haemolytica stejné jako Capnocytophaga granulosa byly
objeveny védeckou skupinou Yamammoto et al. v roce 1994. Nazev je odvozen z latinského
,haima“ (krev) a ,lyticus“ (rozpustit, uvolnit), tj. schopné rozpoustét krev, resp. vytvaiet
hemolyzu (Parte et al., 2011, s. 1). Tato bakterie jako jedina z rodu Capnocytophaga vykazuje
na TBBP agaru jasné znamky hemolyzy, konkrétné se jedna o B-hemolyzu. C. haemolytica je
gramnegativni bakterie, kterd ma tvar tenkych ty€inek. Kolonie jsou ploché tenké s primérem
1-2 mm, nartst je patrny po 5—7 dnech anaerobni kultivace pti 37 °C na TBBP agaru. Zbarveni
kolonii je u této bakterie dosti podobné jako u C. granulosa, tj. Sedé az fialové na TBBP a KA
a zluté ¢i oranZové na sojovém agaru Trypticase. Kultury rostou za mikroaerofilnich podminek
a mohou snadno rust na KA pii 37 °C inkubaci za pfitomnosti 5 % CO2 (Yamamoto et al., 1994,
S. 324).

Obrazek 5 Snimek C. haemolytica z elektonovéeho mikroskopu, prevzato
od Yamamoto et al., 1994, upraveno
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1.8.7 Capnocytophaga ochracea
Capnocytophaga ochracea je gramnegativni tyCinkovita bakterie, ktera pii kultivaci
na pevném médiu vykazuje klouzavy pohyb. Poprvé byla izolovana z lidskych 1ézi
parodontitidy, avSak pozd¢&jsi studie ukazaly, ze se ptirozené vyskytuje i v zubnim plaku osob
se zdravym parodontem. Capnocytophaga ochracea ma schopnost vytvafet spolecné
s Fusobacterium nucleatum biofilm, ktery podporuje rast C. ochracea, tvofi hlavni strategii
kolonizace povrchti timto bakterialnim druhem. Fusobacterium nucleatum piedstavuje jakysi

most mezi pivodnimi bakteriemi na povrchu zubu a pozdé¢j§imi patogennimi bakteriemi

(Kita et al., 2016, s. 1756).

Jednotlivé druhy rodu Capnocytophaga neni na prvni pohled jednoduché rozlisit,
proto je nutné provést minimaln¢ biochemickou analyzu, 16S rRNA sekvenovani
a v neposledni fadé MALDI-TOF analyzu (Ito et al., 2016, s. 2732). Ve studii z roku 2016
Ito et al. prokazali bakterialni druh C. ochracea v krevni kultufe pacienta, ktery byl dlouhodobé
hospitalizovany po srde¢nim selhani. Testy izolatd druhu C. ochracea prokazaly jasnou
negativitu na kataldzu a oxidazu. Biochemické testovani téchto izolatd bylo provedeno pomoci
APl 50 CH a vysledek ukézal, Zze produkce kyselin z xyldzy, trehaldzy, ribdzy, manitolu,
arabindzy, melibozy a sorbitolu vySla pro C. ochracea negativni. Dale tyto testy odhalily,
ze C. ochracea hydrolyzuje skrob a glykogen, fermentuje glukozu, maltdzu, fruktozu, laktdzu,

selektivné galaktozu, amygdalin, manézu a inulin (Ito et al., 2016, s. 2732).

C. ochracea je pro imunokompromitované jedince vyznaénym patogenem, nebot’ muze
zplsobit zdvazna onemocnéni. V piipadé takto oslabenych jedincli se imrtnost vlivem této
oportunitni bakterie uvadi v rozmezi 14-43 %. V ptipad€é naruSeni ustni slizni¢ni bariéry
zpusobené parodontitidou ¢i mukozitidou, dojde k priiniku této bakterie do krevniho feciste,

coz muze vést k sepsi, gangréné, endokarditidé ¢i purpuie fulminans (Desai et al., 2007, s. 107).

1.8.8 Capnocytophaga sputigena
Leadbetter et al. v roce 1982 pojmenovali dalsi druh rodu Capnocytophaga vyskytujici
se v dutiné ustni ¢loveéka, a to Capnocytophaga sputigena. Nazev pochazi z lat. ,,sputum*
neboli plivat (LPSN databaze, 2012). Capnocytophaga sputigena je pomalu rostouci, kapnofilni
a fakultativné anaerobni gramnegativni tyCinka, kterd se béZné vyskytuje v orofaryngedlni
mikroflote ¢lovéka. C. sputigena je typickym komenzalnim mikroorganismem s tendencemi
zpusobovat infekce u imunokompromitovanych jedinct. Zpiisobuje parodontalni onemocnéni

a orofaryngealni abscesy se sklonem k expanzi do ptilehlych dutin za vzniku sinusitid, ale mtize
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se podilet i na vzniku keratitid, edoftalmitid a osteomyelitid. Krom¢ téchto lokalnich infekci
muze zpusobit i systémové komplikace jako jsou bakteriémie, peritonitidy, ale i napf.
endokarditidy. Podle dfive dostupnych informaci nevytvatela C. sputigena na rozdil
od C. ochracea biofilm, v soucasnosti ale Fabre et al. v roce 2021 tuto schopnost potvrdili
na ptipadu, kdy C. sputigena vytvortila biofilm na centralnim zilnim katetru (Fabre et al., 2021,
s. 1).

Z hlediska biochemickych vlastnosti C. sputigena proménlivé fermentuje fruktozu
a dextran a hydrolyzuje eskulin. Stejn¢ jako oba ptedchozi druhy vykazuje jasnou negativitu

na katalazu a oxidazu (Parte et al., 2011, s. 1).

Obrazek 6 Capnocytophaga sputigena na KA po 48 h kultivace, prevzato 1
Microbe Canvas, 2020, upraveno

44



1.9 Deoxyribonukleotidova kyselina

Deoxyribonukleova kyselina neboli DNA, je nositelkou genetické informace a sklada se
ze dvou dlouhych polynukleotidovych fetézcl, které navzajem poji vodikova vazba. Diky této
vazb¢ drzi oba fetézce pii sobé (Alberts et al., 2002, s. 1). Zakladni kostrou této nukleové
kyseliny je struktura zvand nukleotid. Nukleotid je slozen z pentdézového cukru, dusikaté baze
a fosfatové skupiny (Ghannam et al., 2023, s. 1). V piipadé DNA se jednd o cukr zvany
2'- deoxyriboza, baze tvotrici DNA jsou puriny adenin (A) a guanin (G) a pyrimidiny cytosin
(C) a thymin (T). Tyto baze se mezi sebou na zakladé komplementarity poji, jiz vyse
zminovanymi, vodikovymi vazbami. Pocet vodikovych vazeb zavisi na chemické povaze
a struktufe bazi. Vzdy se vzajemné paruji A-T a C-G, mezi A-T vznika dvojita vodikova vazba
a mezi C-G vazba trojita. Vysledkem tohoto specifického parovéni je pomér pyrimidint
a purind v kterékoliv buiice pfiblizné 1:1, tato skutec¢nost je zndma pod pojmem Chargaffovo
pravidlo (Ghannam et al., 2023, s. 1). Komplementarnim parovanim bazi lze dosahnout
energeticky nejvyhodnéjsiho uspofadani uvniti dvojité Sroubovice. Pii takovémto usporadani
ma kazdy par bazi odpovidajici si §itku, coz umoziuje udrzovat komplex cukr-fostat ve shodné
vzdalenosti od sebe podél celé molekuly DNA. Struktura DNA vypada tak, ze cukry jsou
situovany na vnéjsi strané, zatimco baze smétuji dovnitf, dohromady vytvari celek zvany
cukr-fosfatova patet. Aby bylo dosazeno co mozna nejvyhodnéjsiho energetického stavu,
dochazi ke vzniku dvousroubovice s jednim plnym oto¢enim kazdych deset parti bazi. Oba
fetézce dvousSroubovice jsou k sobé navzijem komplementarni za pomoci nukleotidové
sekvence. Retézce museji do sebe navzajem zapadat, to se stane pouze ve chvili, kdy jsou k sobé
tzv. antiparalelni neboli opa¢né orientované (Alberts et al., 2002, s. 1). Tato skutecnost se
projevuje takovym zptisobem, kdy 5 konec jednoho vlakna je 3 konec druhého. Takovéto

vzajemné parovani vytvari tzv. sekundarni strukturu DNA (Ghannam et al., 2023, s. 1).

Terciarni strukturu DNA vytvari vySe zminéna pravotociva dvousroubovice. Baze jsou
pravidelné rozmisténé ve vzdalenostech 0,34 nm podél celé Sroubovice, jeji iplny obrat probiha
kazdych 3,4 nm. DNA ma rotaci 36 ° na par bazi (bp) a Sroubovicovy primeér ¢ini 1,9 nm.
V patefi Sroubovice existuji dva spiralové zlabky s rtiznou $itkou znamé tézZ jako maly a velky
zlabek. Maly zlabek vymezuje prostor mezi dvéma antiparalelnimi vlakny DNA, které probihaji
nejblize k sob¢, kdezto velky zlabek zaujima misto, kdy jsou od sebe vlakna nejdale. Tyto dva
morfologické prvky utvaii B-DNA formu, jez je hlavni formou DNA pfitomnou v bufice.

Kromé B formy DNA se vyskytuji vzacnéji jesté A a Z formy. A-DNA je rovnéz pravotociva
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dvousroubovice, ale vzdalenost mezi bazemi je o néco mensi, a to 0,256 nm, coz ma za nasledek
vice bazi na otocku, celkem 11. Z forma je naopak levotociva dvouSroubovice, kterd je
pfitomna v mistech, kde se stfidd mnoho purini a pyrimidint. Nej¢astéjsi formou DNA je tedy
forma B, nebot’ je nejstabilnéjsi terciarni strukturou z hlediska energie (Ghannam et al., 2023,
s. 1).

1.10 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova tetézova reakce neboli PCR je vykonna amplifika¢ni technika, ktera
vytvaii dostate¢né mnozstvi specifického segmentu DNA, tzv. amplikonu. K tomuto tkonu je
zapotiebi pouze malé mnozstvi vychoziho materidlu, templatu DNA ¢i cilové sekvence.
Prestoze se nejedna o pfili$ slozitou metodu, mnohdy dochéazi ke komplikacim, které nasledné
vedou Kk falesnym vysledkim. Mezi tyto vysledky mizeme zapocditat vznik nespecifickych
produkti o riznych velikostech ¢i nevytvofeni zadnych produkti (Lorenz, 2012, s. 1).
Templatovd DNA je znama cilova sekvence, kterou je nutné amplifikovat, velikostné se
pohybuje vrozmezi 100-1000 pari bazi (bp). Primery jsou kratké oligonukleotidy, tj.
jednofetézcové sekvence nukleové kyseliny, které specificky nasedaji na konkrétni mista
nukleové kyseliny. Pfi PCR se pouzivaji pary primerd — dopfedny (forward) a reverzni
(reverse), kazdy z nich ma délku ptiblizné 16—20 part bazi. Hlavni enzym, ktery replikuje DNA
a poji jednotlivé nukleotidy dohromady za vzniku PCR produktu se nazyva DNA polymeraza,

timto zptisobem dochazi ke zmnozeni cilovych sekvenci DNA (Maheaswari, 2016, s. 4).

1.10.1 Postup metody PCR

Nejprve dochazi k extrakci DNA ze vzorku prostfednictvim tepla, chemicky
¢1 enzymaticky. Po extrakci se cilova nukleova kyselina ptida do reak¢ni smési, kterd obsahuje
primery, DNA polymerdzu a aditiva. Tyto aditiva se vyuZivaji pro optimalizaci aktivity
polymerazy, jedna se zejména o pufr, kation MgCly, soli, enzymy a deoxynukleotidy. Nasledné
se tato reakéni smés s piidanou cilovou nukleovou kyselinou vlozi do termocykleru ve specidlni
zkumavce urc¢ené pro PCR. Proces PCR zahrnuje 3 kroky, které se v ramci obecného schématu
opakuji 30krat. Tyto kroky jsou: denaturace, annealing a elongace DNA (Maheaswari, 2016, s.
4). Pti denaturaci dochazi k separaci obou fetézci DNA na dva jednoduché, probiha pfi teploté
92-95 °C (Gupta, 2019, s. 3). Annealing, neboli nasednuti primerd, nastava pii teplotach
50-58 °C, par primert (dopiedny a reverzni) se smicha s denaturovanou cilovou DNA,
doptedny primer naseda na specifické misto jednoho konce vlakna a reverzni se navazuje na

specifické misto opacného konce komplementarniho vldkna. Elongace spociva v plisobeni
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enzymu DNA polymeraza, kdy za pomoci prodluzovani primerti vznikaji nova komplementarni
vlakna, tento proces probiha pfi teploté 72 °C (Maheaswari, 2016, s. 4). Po ukonceni PCR
dochazi vétSinou K identifikaci produktu, amplikonu. Nejcastéji se identifikace provadi
prostiednictvim gelové elektroforézy, nejcastéji na agaro6zovém ¢i polyakrylamidovém gelu,
vV nichz je pro vhodnou vizualizaci rozpustén ethidium bromid (Maheaswari, 2016, s. 5).
Ethidium bromid (EtBr) je kationtové barvivo, konkrétné ctyrkruhova aromatickd molekula,
ktera siln¢ a velmi specificky reaguje s dvouvladknovou DNA i1 RNA prostiednictvim
interkala¢niho mechanismu. Jedna se o jakési vmezefeni mezi sousedni pary bazi (Ge et al.,
2019, s. 1). Amplikony poté fluoreskuji pii osvétleni UV zatenim a vytvari v gelu jeden pruh
na zaklad¢ velikosti jednotlivych produkti (Maheaswari, 2016, s. 5).
nmmnnm$1mmnm:m DNA templat
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Obrazek 7 Schéma PCR reakce, prevzato od Green a Sambrook, 2019, upraveno

1.10.2 Detekce oralnich druhi Capnocytophaga metodou PCR

Odbér vzorki, kultivace, izolace DNA

V praci od Hayashi et al. z roku 2001 provadéli odbér vzorkid zubniho plaku ze zubnich
karta€kt pomoci vymyvani v 15 ml sterilni destilované vody. Poté byla tato suspenze
transportovana ihned do laboratofe a ulozena do —20 °C. V laboratofi tuto suspenzi
centrifugovali pii 1600x g 20 min. Supernatant zlikvidovali a bunécné pelety posléze skladovali

pfi teplot¢ —20 °C az do izolace DNA. Genomovou DNA ze vzorku plaku ziskali pomoci

47



Miniprep soupravy, genomovou DNA navic upravili pomoci RNazy. Vzorky genomové DNA

rozpustily ve 30 pl TE pufru a ulozili do —20 °C.
Metoda PCR

Dle protokolu Hayashi et al. (2001) se v ramci PCR pomnozila bakterialni DNA ze vzorku
Vv 50 ul reak¢éni smési obsahujici 100 ng vzorku DNA, 1x PCR pufr, ktery obsahoval 50 mM
KCI, 1,5 mM MgCl,, 10 mM Tris-HC1 a pH 9,0, dale 0,2 mM deoxyribonukleotidové smési, 5
pmol kazdého primeru a 2 jednotky Taq DNA polymerazy. Po zatfazeni pozitivni a negativni
kontroly ulozili namichanou smés do termocykleru, kde nastavili program na 36 cykla. Pted
zacatkem cykli se reakéni komponenty bez enzymu udrzovaly pfi teploté 95 °C po dobu 5 min,

a to z diivodu zlepSeni specifi¢nosti PCR, aby se zabranilo falesné hybridizaci.
Gelova elektroforéza

Po ukonceni PCR reakce pokracovali gelovou elektroforézou na 1,2% agarézovém gelu
s barvivem ethidium bromid. Nov¢ nasyntetizované fragmenty DNA vizualizovali pomoci UV
zafeni o vlinové délce 302 nm. Vysledek PCR odecetli na zdkladé rozboru produkti markerti

ke znacce 100 bp (Amersham Pharmacia Biotech, AB).
Vysledky

Hayashi et al. (2001) ve svém ¢lanku zkoumali vyskyt jednotlivych druhit C. ochracea,
C. sputigena a C. gingivalis v zubnim plaku déti ve véku 2—12 let vzdy v zavislosti na stavu
jejich dutiny ustni. Resp. zda doty¢né déti mély zdravé dasné nebo trpely prokazanou
gingivitidou ¢i parodontitidou. V této studii rozdélili déti na 2 vékové kategorie — primarni
a kombinovanou. Primarni kategorie zahrnovala déti ve véku od 2 let a 1 mésice do 6 let a 6
mesict a kombinovana kategorie zahrnovala déti ve véku od 5 let a 4 mésicti do 12 let a 3
meésict. Ve vysledcich uvedli, Ze z celkového poctu 122 odebranych vzorki se jako pozitivni
na C. ochracea prokazalo 107, tj. 87,7 % a na C. sputigena 46, tj. 37,7 %. Druh C. gingivalis
se potvrdil ve 105 ptipadech z celkového poctu 122 vzorkd, tj. z hlediska procentudlniho
zastoupeni se jednalo o pozitivitu v 86,1 %. V ramci rozdéleni do v€kovych kategorii a dle
stavu dutiny ustni uvedli, ze C. ochracea se v primarni vékové kategorii (2—6 let) vyskytovala
ve 100,0 % u déti se zdravymi dasnémi, v 90,0 % u déti s diagnostikovanou gingivitidou
a v50,0 % sdiagnostikovanou parodontitidou. Ve druhé kombinované vékové kategorii,
tj. u déti v rozmezi véku 5-12 let se C. ochracea vyskytovala ve 100,0 % u déti se zdravymi

dasnémi, v 89,2 % u déti s diagnostikovanou gingivitidou a v 50,0 % s diagnostikovanou

48



parodontitidou. Vyskyt C. sputigena u déti v primarni skupiné se potvrdil u 46,2 % osob se
zdravymi dasnémi, u 45,0 % s diagnostikovanou gingivitidou a v25,0 % u déti
s diagnostikovanou parodontitidou. Ve star$i vékové skupiné, kombinované, se C. sputigena
prokazala v 50,0 % u déti se zdravymi dasnémi, v 33,9 % u déti s diagnostikovanou
gingivitidou a v 25,0 % u déti s diagnostikovanou parodontitidou. Nejvyssiho procentualniho
zastoupeni v dutin€ Gstni dosahovala C. gingivalis, ktera se nachazela u déti v primarni skupiné
se zdravymi dasnémi v 92,3 %, s diagnostikovanou gingivitidou v 90,0 % a s diagnostikovanou
parodontitidou v 50,0 %. Ve vékové kategorii 5-12 let se C. gingivalis vyskytovala ve 100,0 %
u déti se zdravymi dasnémi, v 83,1 % s diagnostikovanou gingivitidou a v 87,5 %

s diagnostikovanou parodontitidou. Vysledky této studie ptehlednéji shrnuje tabulka €. 15 nize.

Tabulka 5 Shrnuti vysledki studie Hayashi et al. z roku 2001

C. ochracea
Vékové rozmezi

Zdravé dasné Gingivitida Parodontitida
2 roky 1 mésic - 6 let 6 mésici 100,0 % 90,0 % 50,0 %
5 let 4 mésice - 12 let 3 mésice 100,0 % 89,2 % 50,0 %
Celkovy vyskyt 87,7 %
Vékové rozmezi C. sputigena
Zdravé dasné Gingivitida Parodontitida
2 roky 1 mésic - 6 let 6 mésici 46,2 % 45,0 % 25,0 %
5 let 4 mésice - 12 let 3 mésice 50,0 % 33,9 % 25,0 %
Celkovy vyskyt 37,7 %
C. gingivalis

Veékové rozmezi

Zdravé dasné Gingivitida Parodontitida
2 roky 1 mésic - 6 let 6 mésici 92,3 % 90,0 % 50,0 %
5 let 4 mésice - 12 let 3 mésice 100,0 % 83,1 % 87,5%
Celkovy vyskyt 86,1 %

Poznamka: vlastni tabulka vytvoiena pro vétsi piehlednost vysledki
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1.10.3 Detekce oralnich druhi Capnocytophaga metodou real-time PCR

Odbér vzorki, kultivace, izolace DNA

V praci Shigeishi et al. z roku 2024 provadéli odbér vzorkt dentalnich plakd stiranim
z povrchu jazyka uzitim jednorazovych stérovych kartackt Ocellex® Brush, bezprostiedné po
stéru ponofili kartadek do lyza¢niho pufru S1- Lysis Buffer v 15 ml zkumavce. Uplnou izolaci
DNA zkartacku provedli pomoci purifikaéniho kitu PureLink ™ Microbiome DNA
Purification kit (Thermo Fisher Scientific).

Metoda PCR

Pro detekci DNA C. ochracea a C. sputigena vyzili smés THUNDERBIRD SYBR qPCR
mix (Toyobo Life Science) a specifické pary primert. V pii tomto pokusu provedli dvé
nezévisla testovani. Nejprve vyuzili univerzalni primer prol6S rRNA, ktery vyuzili jako
referencni, jeho sekvence byly: dopfedny 5'-CGCTAGTAATCGTGG ATCAGAATG-3'
a reverzni 5'-TGTGACGGGCGGTGT GTA-3'". Poté provedli PCR i se specifickymi primery
pro C. ochracea: dopiedny primer 5'-AGA GTTTGATCCTGGCTCAG-3 a reverzni primer
5-GATGCCGTC CCTATATACTATGGGG-3'. Pro C. sputigena vyuzili: doptedny primer
5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' a reverzni primer
5-GATGCCGCTCCTATATACCATTAGG-3'. Program PCR reakce provedli nasledovné:
pocatecni denaturace 95 °C 2 min, nasledovalo 40 cyklu pii 95 °C po dobu 30 s, nasedani
primert pfi teploté 58 °C 30 s, prodluZovani pti 72 °C 30 s a zav€recné prodluzovani pti 72 °C

2 min.
Vysledky

Shigeishi et al. (2024) ve sv¢ studii zkoumali prevalenci oralnich druhti Capnocytophaga
a jejich asociaci s kumulaci zubniho plaku a parodontalnich zanétd u osob stiedniho az vyssiho
véku. Metodou, kterou vyuzili pro testovani pfitomnosti danych druht bakterii, byla real-time
PCR. Touto technologii ur¢ili celkovy vyskyt oralnich C. ochracea v 67,6 % a C. sputigena
v 83,1 % ptipadt u 136 pacientii. Studie se Gcastnilo 43 muzi a 93 Zen ve véku 36-91 let.
C. ochracea vysla u muzi pozitivni v 39,1 % au zen v 60,9 %. Vyskyt C. sputigena prokazali
u 31,9 % muzi a 68,1 % zen. Jako vyznamnou uvedli asociaci vyskytu C. ochracea na pohlavi
a zaroven uvedli, Ze neni zadny spojitost vyskytu C. ochracea s klinickymi ptiznaky, vékem,
systétmovymi onemocnénimi, poctem zbyvajicich zubl ¢i pouzivanim zubnich ndhrad. Dale

uvedli, ze v piipadé vyskytu C. sputigena nebyla zjisténa zadna souvislost s klinickymi
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pfiznaky, ve€kem, pohlavim, systémovym onemocnénim, poctem zubl a pouzivanim zubnich
nahrad. Z hlediska kumulace zubniho plaku prokézali vyssi procento kumulace u pacientii
s pozitivnim prikazem C. ochracea (21,0 %), nez u pacienti s negativnim prukazem (14,0 %).
V piipadé C. sputigena vysel vysledek shodné, tj. vyS$i procento kumulace plaku bylo
u pacientti s pozitivnim prukazem C. sputigena (21,0 %) nez u pacientii s negativnim prikazem
(15,0 %). V této studii posléze prokazali, ze u pacientl s pozitivnim vyskytem C. ochracea byly
parodontalni kapsy hlubsi nez 4 mm a po jejich sondazi byla patrna krvacivost, nez u pacienti
s negativnim prukazem C. ochracea. Stejného vysledku dosahli i v pfipadé C. sputigena,

nicmén¢ oba tyto poznatky nepovazovali za vyznamné.

1.11 Agarézova gelova elektroforéza

Elektroforéza na agar6zovém gelu je nejucinngjSim zpisobem separace fragmenttit DNA
v rozmezi velikosti 100—25 000 bp. Agardza je polysacharid izolovany z motskych fas rodi
Gelidium a Gracilaria a sklada se z opakovanych jednotek agarobidzy (L- a D-galaktozy).
V procesu tvorby gelu se agar6zové polymery nekovalentné spojuji a tvofi sit’ svazki, jejichz
velikost pora urcuje vlastnosti gelu, slouzi jako tzv. molekularni sito. Dfive, nez se zacala
pouzivat tato technologie, vyuzivala se pro separaci DNA centrifugace v hustotnim gradientu
sachar6zy, avSak tento vysledek byl nepfesny a pouze orientacni (Lee et al., 2012, s. 1).
Molekula DNA je, jak jiz bylo zminéno vyse, tvofena dvéma dlouhymi polynukleotidovymi
fetézci, které jsou k sobé navzajem komplementarni (Alberts et al., 2002, s. 1). K rozdéleni
DNA dle velikosti za pomoci elektroforézy na agar6zovém gelu se nejprve pfisluSna DNA
nanese do predem odlitych jamek v gelu, poté se ptipoji elektroforetickd vana ke zdroji napéti.
Fosfatova skupina molekuly DNA (i RNA) je zaporné nabitd, po vloZeni vzorku obsahujiciho
danou nukleovou kyselinu do stejnosmérného elektrického pole, dojde k migraci této nukleové

kyseliny ke kladn¢ nabité anod¢ (Lee et al., 2012, s. 1).

1.11.1 Pribéh agarozové gelové elektroforézy
Na pftipravu agardézového gelu se vyuziva agardzovy prasek, ktery se nasledné zalije
ptislusnym mnozstvim vhodného pufru. Nejcastéji se jedna o TAE ¢i TBE pufr, zkratkou TAE
je myslen Tris-acetatovy pufr a TBE je Tris-boratovy pufr. Koncentrace gelu zavisi na velikosti
fragmenti DNA, vétSinou se pohybuje v rozmezi hodnot 0,5 % az 2 %. Suspenze agar6zového
prasku a pufru se posléze vklada do mikrovinné trouby ¢i jiného ohfivaciho zafizeni, aby se
tato smés postupné roztavila a agar6za se v pufru plné rozpustila. Po patficném ochlazeni se

do gelu aplikuje interkala¢ni fluorescenéni barvivo, nejcastéji se jednd o ethidium bromid,
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ale lze pouzit i mén¢ zdravotné¢ zadvadny SyberGreen. Avsak ethidium bromid se vyuziva
nejCastéji, a to kvuli lepsi dostupnosti a vétsi citlivosti. Alternativné lze obarvit gel

az po elektroforéze, nicméné tento postup je spiSe upozadén (Lee et al., 2012, s. 2).

Do elektroforetické vany se vklada vanicka na tvorbu gelu, do niz se z nddobky, ktera se
vkladala do mikrovinné trouby, naléva rozpusténa agaréza. Po odstranéni bublinek, které by
rusily prabéh elektroforézy, se do tohoto gelu vlozi hiebinek pro tvorbu jamek a neché ztuhnout
pii laboratorni teploté. Tuhnuti zavisi na hustoté¢ gelu, avSak doba tuhnuti gelu odpovida
pfiblizn€ 20 min. Po uplynuti této doby dojde k vyjmuti hiebinku a zaliti celé elektroforetické
vany vodivym pufrem az po vySku elektrod. Nutnosti je, aby vanicka s gelem byla pod hladinou
pufru a musi byt vyuzit stejny pufr jako pii ptipravé gelu, poté se do pfislusnych jamek pipetuji
konkrétni vzorky, marker, pozitivni a negativni kontrola. Na zavér je elektroforetickd vana
prekryta vikem, které nasedd na elektrody a pomoci vodivych kabelll se vana pfipoji
k napajecimu zdroji. Elektroda, u které se nachazi jamky se vzorky, se nazyva katoda a ma
negativni naboj, vlivem stejnosmérného elektrického pole dojde k pohybu vzorki ke kladné
anodé¢. Po ukonceni procesu elektroforézy se gel z vany vyjme a vlozi do transiluminétoru, kde
dochazi k jeho osvitu pomoci UV zafeni. Diky tomuto zafeni dojde ke vzniku fluorescence,
kterou lze za pomoci transiluminatoru a prislusného softwaru zaznamenat v podobé jasného

svételného prouzku v draze putujiciho vzorku (Lee et al., 2012, s. 2).

Obrazek 8 Priklad elektroforeogramu, prevzato od Vecilla et al., 2022, upraveno
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Obrdzek 9 Schéma aparatury pro agarézovou elektroforézu, prevzato z Lab
Guide, upraveno

1.12 Polymerazova retézova reakce s polymorfismem délky restrikénich

fragmentii

Polymerazova fetézova reakce s polymorfismem délky restrikénich fragmentt, zkracené
PCR-RFLP umoziuje charakterizovat amplikony PCR na principu specifického enzymatického
Stépeni — polymorfismu délky restrikénich fragmentd. PCR zaloZena na 16S rRNA, vyuziva
univerzalni primery, jenz se véazi na oblasti ulozené ve vSech bakteriich, napomaha
diagnostikovat rizné zavazné stavy jako napt. meningitidu, sepsi ¢i stavy, kdy organismy neni
mozné kultivovat kvuli podanému antibiotiku pted odbérem zkoumaného vzorku. Negativem
u této techniky je, Ze pomoci PCR si sice oveéfime piitomnost bakterie dle jeji DNA, ale neni
mozné identifikovat typ ¢i druh pfitomného organismu. Nicméné pomoci kombinace PCR
a RFLP lze dosahnout jiz konkrétngjsich informaci. V genu 16S rRNA se vyskytuji variabilni
oblasti, které se vyuZivaji pro rozliSeni bakteridlnich druhi pomoci RFLP a dostupnych

informaci o nukleotidovych sekvencich (Rohit et al., 2016, s. 73).
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1.12.1 Polymorfismus délky restrikénich fragmenti

Polymorfismus délky restrikénich fragmentti, ve zkratce RFLP, je technologie vytvotfena
v roce 1984 anglickym védcem Alecem Jeffreysem (Lee et al., 2013, s. 410) a vyuziva se
k analyze jedine¢nych vzorti ve fragmentech DNA. Ugelem této technologie je rozliseni
drobnych zmén v sekvenci nukleotidii v homolognich fragmentech DNA (Mittal et al., 2013, s.
190). Zaroven se tato technika vyuZziva k nepfimému sbéru dat o mutacich v restrik¢nich
oblastech (Marwal et al., 2014, s. 291). Principem této techniky je specifi¢nost restrikénich
endonukleaz, které stiihaji dvouretézcovou molekulu DNA v mistech, ktera spolehliveé
rozpoznaji. Timto krokem dochézi ke vzniku rizn¢ dlouhych homolognich molekul DNA, které
obsahuji urcité sekvencni odchylky, jinak zvané polymorfismy. Rozstépené fragmenty lze
posléze od sebe oddélit pomoci elektroforetickych technik. Postup je v obecné je takovy,
ze molekuly DNA, genomové, plazmidové ¢i produkt PCR jsou inkubovany s restrikénimi
enzymy a vznikly rozs§tépeny produkt se poté rozdeli na zaklad€ velikosti pomoci agar6zové

¢i polyakrylamidové elektroforézy (Mittal et al., 2013, s. 190).

Na zacatku analyzy je vSak nutné nejprve extrahovat DNA ze vzorku, nejcastéji se jedna
o krev, sliny, sperma ¢i jiny material biologického plivodu. Po extrakci nasleduje proces
purifikace (pfecisténi) a po ni se jiz vyextrahovana a purifikovana DNA inkubuje s restrik¢nimi
enzymy, které ji rozStipou na specifické Useky, fragmenty. Restrikéni fragmenty obsahuji
negativni ndboj a je mozné je posléze rozdélit pomoci gelové elektroforézy. V ramci separace
putuji restrikéni fragmenty smérem ke kladné elektrod¢, mensi fragmenty se v gelovém
prostiedi pohybuji rychleji a vétsi pomaleji. Vysledkem je vznik past, bandii, na zakladée
velikosti a pohyblivosti ve stejnosmérném elektrickém poli (Marwal et al., 2014, s. 292).
Rozdé¢lené produkty je mozné zviditelnit pomoci jakéhokoliv barviva, které ma schopnost
obarvit DNA, nejcastéji se vyuziva interkalacni ethidium bromid. Dal§imi moznostmi, jak Ize
zobrazit jednotlivé produkty, jsou fotografovani ¢i preneseni na nitrocelulézovou, ev.
nylonovou membranu pro Southern blotting, pfipadné extrakce z gelu a vyuziti pro dalsi
techniky (Mittal et al., 2013, s. 190). Po zobrazeni restrik¢énich fragmenti na gelu se na porézni
podlozku polozi nylonova membrana a plastovd maska. Gel se nasouva na masku a poté se
zapne vyveéva, aby doSlo k vytvofeni podtlaku. Nasledné se membrana piedhybridizuje
(inkubace pies noc v rota¢ni hybridizacni peci pti 65 °C). Po piedhybridizaci se pfistupuje
k samotné hybridizaci za pomoci oznacené sondy — chemiluminiscen¢né ¢i radioaktivnimi
latkami, vysledek je mozné poté zobrazit napt. pomoci luminiscenénich barviv (Marwal et al.,

2014, s. 292) a lze jej vystavit rentgenovému filmu (Marwal et al., 2014, s. 291; Yang et al.,
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2013, s. 2). Pfeneseni na nitrocelulézovou membranu RFLP je velice dilezitou technikou
pfi tzv. genetickém fingerprintingu, mapovani genomu, urovani rizika onemocnéni, pii testu
paternity (Mittal et al., 2013, s. 190), identifikaci vzorki odebranych na mist¢ cinu
a charakterizaci genetické diverzity ¢i vzorct reprodukce uréité populace zvirat (Marwal et al.,
2014, s. 291). Tuto techniku je rovnéz mozné vyuzit k odliseni dvou organismu ¢i druhti (Mittal

etal., 2013, s. 190).

1.12.2 Prikaz rodu Capnocytophaga metodou PCR-RFLP

Ciantar et al. (2005) ve svém clanku popisuje jak metodou PCR-RFLP dokazal
identifikovat rod Capnocytophaga a jeho druhy pomoci 16S rRNA. K tomuto experimentu
vyuzil sedm kmend rodu Capnocytophaga z American Type Culture Collection (ATCC).
Jednalo se konkrétné¢ o druhy C. gingivalis (ATCC 33624), C. ochracea (ATCC 27872),
C. sputigena (ATCC 33612), C. granulosa (ATCC 51502), C. haemolytica (ATCC 51501),
C. canimorsus (ATCC 35979) a C. cynodegmi (ATCC 49044). Klinické vzorky byly odebrany
pacienttim s diagnézou chronické parodontitidy. Proto, aby mohla byt stanovena tato diagnoza,
musely byt parodontdlni kapsy hlubsi nez 5 mm a radiograficky byl prokazan ubytek kosti.
Vzorky po odbéru byly umistény do zkumavky s tryptikdzovym sojovym bujonem,
transportovany do laboratofe, sériové nafedény a naockovdny na anaerobni agar (FAA).
Inkubace probihala za anaerobnich podminek po dobu 5 dni. Na zakladé morfologie kolonii
a negativniho Gramova barveni byly indentifikovany kolonie rodu Capnocytophaga.
Subkultivace kolonii probihala na FAA inkubovaném pii 37 °C v5 % CO2 po dobu 3 dnil

(Ciantar et al., 2005, s. 2).
Extrakce DNA

l

Stépeni DNA pomoci restrikénich enzymib

i

!

Detekce sond pomoci autoradiografie nebo uzitim systému bez radioaktivnich latek

Obrazek 10 Schéma PCR-RFLP reakce, prevzato od Marwal et al., 2014, upraveno
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Extrakci bakterialni DNA provedli Ciantar et al. (2005) varu, 2 min. Resuspendovali
nékolik bakteridlnich kolonii ve sterilni vodé€ bez nukledzy ve zkumavkach znacky Eppendorf,
po uzavieni a michani doslo k vateni po dobu 2 min. Ihned po 2 min byly zkumavky pfemistény
na led a provedeno fedéni 1:10 ve sterilni vodé bez nukleazy. Vyextrahovana DNA pak
poslouzila jako matrice pro PCR reakci. Po piidani komeréné dodavanych primert, Tag
polymerazy a master mixu, se provedla PCR amplifikace, celkem dvé reakce. Jedna byla
pouzita pro test 16S rRNA PCR-RFLP a druhé pro sekvenovani genu 16S rRNA. Jako pozitivni
kontrola byla pouzita Escherichia coli a negativni kontrola zahrnovala pouziti sterilni vody bez
nukledzy. PCR reakce probihala za podminek 95 °C 5 min, 29x 94 °C 1 min, 54 °C 1 min
a 72 °C 1 min. Nakonec probé¢hla doba prodlouzeni 72 °C 5 min. Pro vyhodnoceni vysledku se
provedla agardzova gelova elektroforéza, ktera probihala na 0,8% agar6zovém gelu s ethidium
bromid a vzdy bylo nanaseno 10 ul produktu. Pro odeéteni vysledku se vyuzil marker
molekulové hmotnosti velikosti 2000-50 bp. Elektroforéza probihala v prostiedi Tris-
acetatového EDTA pufru pii 70 V. Pro vizualizaci gelu se vyuzil UV transiluminator (Ciantar
etal., 2005, s. 2).

Po PCR se provedlo $tépeni za pomoci restrikénich endonuklaz (dodané ve smési)
Vv prostfedi pufru ve sterilnich zkumavkach typu Eppendorf. Po promichani, odstiedéni
a inkubaci smési restrikénich endonukleédz pii 37 °C se opét provedla vizualizace vyslednych
16S rRNA PCR-RFLP stépt na superjemném 2% agarézovém gelu s ethidium bromid.
Pro odecteni vysledku byl vyuzit tentyz marker molekulové hmotnosti a vizualizace fragmenttii

probéhla opét za pomoci UV transiluminatoru (Ciantar et al., 2005, s. 2).

Dalsi studie zabyvajici se vyskytem oralnich druhit Capnocytophaga spp. v zubnim plaku
pochazi od Idate et al. z roku 2020. V jejich piipadé rozdélili skupinu 300 pacientt, 150 mizu
a 150 Zen, na 3 podskupiny, a to na pacienty se zdravymi dasnémi, s gingivitidou
a parodontitidou. Idate et al. (2020) vysledky analyzy statisticky zhodnotili a uvedli,
ze z puvodnich testovanych 7 druhl byly prokazany pouze 3 — C. gingivalis, C. ochracea
a C. granulosa. C. gingivalis byla prokazana u 30 jedincd, procentualni zastoupeni tedy ¢inilo
10,0 %, C. ochracea byla identifikovana u 109 jedinct, procentualné se tedy jednalo 0 36,3 %
a C. granulosa u 98 jedinct, tj. 32,7 %. Druhy C. sputigena, C. haemolytica, C. genospecies
a C. leadbetteri prokazany nebyly. V ramci porovnani procentudlniho vyskytu z hlediska
oralniho zdravi se C. ochracea prokazala ve 40,0 % u pacienti se zdravymi dasnémi, ve 32,0 %

u pacientu s diagnostikovanou gingivitidou a ve 37,0 % s prokazanou parodontitidou. Vyskyt

56



C. gingivalis se prokazal u 8,0 % pacientii se zdravymi dasnémi, ve 12,0 % u pacientd
s gingivitidou a v 10,0 % u pacientt s parodontitidou. C. granulosa se prokazala u jedinct se

zdravymi dasnémi v 39,0 %, s gingivitidou v 33,0 % a s parodontitidou v 26,0 %.

Tabulka 6 Shrnuti vysledkii studie dle Idate et al., z roku 2020

C. ochracea

Zdravé dasné Gingivitida Parodontitida
40,0 % 32,0 % 37,0%
Celkovy vyskyt 36,3 %

C. gingivalis

Zdravé dasné Gingivitida Parodontitida
8,00 % 12,00 % 10,00 %
Celkovy vyskyt 10,0 %

C. granulosa

Zdravé dasné Gingivitida Parodontitida
39,0 % 33,0 % 26,0 %
Celkovy vyskyt 32,7 %

Poznamka: vlastni tabulka pro lepsi prehlednost vysledki

1.13 Laserova desorpce/ionizace za Gcasti matrice s analyzatorem doby

letu

Laserova desorpce/ionizace za G¢asti matrice s analyzatorem doby letu (MALDI-TOF) je
jednou z technik hmotnostni spektrometrie pro oblasti proteomiky a metabolomiky, ktera se
Vv posledni dob¢ zacina ve vétsi mife uplatiovat i v klinické praxi. MALDI-TOF je metodika
zalozend na principu hmotnostni spektrometrie (MS), kterd se v soucasnosti vyuziva zejména
ve dvou hlavnich oblastech, a to pii hledani novych diagnostickych biomarkerd pomoci
proteomickych analyz a pfi testovani v klinické mikrobiologii. Tato technologie se ukazala jako
velice schopna a spolehlivd pomoc pii diagnostice a 1é¢be infekénich onemocnéni, ktera
vyzaduji rychlého jednani. V roce 1988 Tanaka et al. ptedstavili technologii zaloZzenou
na mekké laserové desorpci, diky ¢emuz nedochazelo pii ionizaci k destrukci proteind.
V navaznosti na tento objev v roce 1994 Cain et al. provedli profilaci proteinu s MALDI-TOF

pomoci kyseliny a-kyano-4-hydroxyskoficové coby matrice, umoznilo to rychlou identifikaci
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a tato kyselina se tak stala zlatym standardem pfi analyzach a vySetienich (Tsuchida et al., 2020,
S. 2).

1.13.1 Priibéh identifikace bakterii uzitim MALDI-TOF

Izolovana kolonie vybrané bakterie z kultivacniho média sterilni ty¢inkou pienese
na vzorkovou desticku (Tsuchida et al., 2020, s. 2). Mikrobialni vzorky, které jsou nanesené
na destiCce jsou nejprve prekryty matrici, po zaschnuti vzajemné kokrystalizuji a poté se vlozi
do hmotnostniho spektrometru k analyze (Dingle a Butler-Wu, 2013, s. 1). Jak bylo jiz vyse
zminéno, jako matrice se nejcastéji vyuziva kyselina a-Kyano-4-hydroxyskoticova (CHCA).
Tato kyselina u¢inné absorbuje energii laseru, ¢imz brani rozkladu vzorku a podporuje ionizaci
vzorku poskytovanim protonti. Laserem se ostieluje desticka se vzorkem a matrici a dochézi
k ionizaci proteint, zejména ribosomalnich, ve vybraném misté (spotu). Po ionizaci nasleduje
meéfeni doby, za kterou tyto ionizované cCastice doleti k detektoru na konci priletového
analyzatoru. Diky tomu je moZné urcit pomér hmotnosti a ndboje (m/z) dané ¢astice. Vhodny
pocitaCovy software poté vynese pomér hmotnosti a ndboje jako odezvu méteni ve formé tzv.
piku. Po analyze vzorku dochazi k tvorbé celého spektra piki, které se nasledné porovnavaji se
spektrem v referencni databazi. Jednotlivé spektralni vzorky jsou pro organismus jedine¢né,
nicméné V ramci piislusnosti k uréitému bakteridlnimu druhu 1ze nalézt fadu pikd, které jsou
pro tyto organismy spolecné a mizeme je tak viceméné spolehlivé zatadit. MSP neboli hlavni
spektralni profily jsou schematicky uspotddané spektralni vzory velkého mnozstvi zndmych
kmeni, které je mozné nalézt v databazi a s témito spektry 1ze porovnavat spektrum vybrané
bakterialni kolonie. Na zakladé nejvyssi podobnosti 1ze bakterii identifikovat (Tsuchida et al.,
2020, s. 3).

Izolaty z kultury lze rovnéz identifikovat pomoci 16S ¢i sekvenaci celého genomu, to je
v§ak pomémé finanéné i Casov€é naro¢na zalezitost, proto se v praxi cast&ji vyuziva
MALDI-TOF. Mezi hlavni divody se fadi zejména uspora €asu, ktery je pfi urcitych situacich
rozhodujici. Nicméné rozliSeni a shoda z hlediska identifikace komenzalnich bakterii je horsi,
nebot’ stale mame omezené zaznamy dat v databazi (Asare et al., 2023, s. 1). Pomoci MALDI-
TOF lze svysokou presnosti urCit stfevni bakterie a dalSi gramnegativni tyCinky,
avSak identifikace grampozitivnich bakterii jako jsou stafylokoky, kvasinky ¢i enterokoky je

stale dosti omezena (Tsuchida et al., 2020, s. 3).
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1.13.2 Priikaz rodu Capnocytophaga technikou MALDI-TOF

V ¢lanku od Algahawi et al. (2024) shrnuji, jak byla provedena identifikace druht
Capnocytophaga technologii MALDI-TOF. Uvadi, Ze bylo vybrano celkem 27 klinickych
bakteridlnich kmenti, které byly plvodné izolovany ze vzorkd zubniho plaku populace
zdravych kavkazskych Zen. Za pomoci morfologie kolonii a biochemickych testi byly
oznaceny jak Capnocytophaga spp. Pro testy byly vSechny kmeny subkultivovany v dubletu
na neselektivnich brucelovych agarovych plotnach doplnénych heminem o koncentraci 5 pg/ml
a vitaminem K1 o koncentraci 10 pg/ml. Inkubace probihala v anaerobni komote s atmosférou
10 % H>, 5 % CO2 a 85 % N2 pii teploté 37 °C, vzhledem k pomalému ristu, byly tyto bakterie
inkubovany ve dvou sadach Vv riznych ¢asech — 48 a 96 h. Zaroven uvadéji, ze dle pokynti
vyrobce se kazda skupina musela v souladu s protokolem nanést v trojim opakovani
na nerezové desticky MALDI-TOF MS. Po 48 h inkubace nanesli 2-3 kolonie ve tfech
opakovanich na vyhrazena mista na 2 nerezové desticky. Jednu desticku vyuzili pro pifimou
extrakci a druhou pro extrakci kyselinou mravenc¢i. Nasledné byly kolonie kazdého kmene
odebréany a analyzovany pomoci dvou pfistrojit MALDI-TOF MS s opakovaci frekvenci laseru

60 Hz a 120 Hz.

Vysledek srovnani inkubacnich dob pro jednotlivé druhy prokazal, Ze identifikace
na urovni rodu byla prukaznéjsi po 48 h (96 %) nez po 96 h (92 %), ale z hlediska druhového
porovnani nebyl rozdil mezi obéma dobami ptilis velky, Ize fici srovnatelny (71,5 %). Nicméné
u druhu Capnocytophaga haemolytica neprobéhla identifikace po 48 h inkubace, tento druh
vyzadoval pro sviyj riist delSi dobu inkubace. Metoda piimého stanoveni a extrakce kyselinou
mravenéi pomohly identifikovat 97 % kment z hlediska rodi. Metoda, vyuZivajici
pro identifikaci kyselinu mravenc¢i, umoznila lepsi rozliseni Capnocytophaga haemolytica

od Capnocytophaga granulosa na trovni druhové (Algahawi et al., 2024, s. 7-10).

1.14  Sekvenovani

DNA sekvenovani je technika slouzici k ur¢eni nukleotidové sekvence DNA (Clarridge,
2004, s. 2). Proces sekvenovani mizeme rozd¢lit na 3 zakladni faze, a to na fazi ptipravy
vzorku, sekvenovani a opétovného sestaveni. Pti piipravé vzorku je nutné si rozdélit cilovy
genom na nékolik mensich fragmentd. Dle mnoZstvi vzorku mohou, ale 1 nemusi byt tyto
fragmenty amplifikovany. V pribéhu sekvenovani jako takového se jednotlivé baze identifikuji
Vv urcitém pofadi a toto potfadi definuje délku sekvence. V zavérecné fazi, tj. fazi opétovného

sestaveni, se pfistupuje k zarovnani piekryvajicich se sekvenci pomoci bioinformatickych
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softwarti (Schadt et al., 2010, s 228). Ve ¢lanku Schadt et al., z roku 2010 uvadi, ze existuji tii
generace sekvenovani. Sekvenovani prvni generace, sekvenovani druhé generace

a sekvenovani tfeti generace (Schadt et al., 2010, s 228).

Technologie sekvenace DNA jsou silnymi nastroji, které na zakladé Sangerova
sekvenovani (sekvenovani prvni generace) povysily molekularni védy na vyssi uroven
(Aly et al., 2015, s. 261). V roce 1977 vytvotil Frederick Sanger technologii dnes zvanou jako
Sangerovo sekvenovani, jehoz zakladem byla metoda terminace fetézce (Liu et al., 2012, s. 1).
Vroce 1977 Maxam a Gilbert posléze vyvinuli technologii sekvenovani, ktera spocivala
v chemické modifikaci DNA (Schadt et al., 2010, s 228), nasledném S§té€peni na specifickych
bazich (Liu et al., 2012, s. 2) a separaci gelovou elektroforézou (Pareek et al., 2011, s. 414).

Sangerovo sekvenovani bylo piijato jako hlavni sekvenac¢ni technologie v prvni generaci
sekvenacnich aplikaci, nebot’ bylo technicky jednodussi a 1épe se rozsirovalo (Schadt et al.,
2010, s 228). Nicméné sekvenovani bylo pomérné naro¢nou zalezitosti, a to z divodu vyuziti
radioaktivnich materidl. V horizontu par desitek let byla tato naro¢na technologie nahrazena
sekvenacnimi pfistroji s vyuzitim kapilarni elektroforézy, ktera zajistovala rychlejsi a presnéjsi
sekvenaci (Liu et al., 2012, s. 1). Sangerovo sekvenovani v dneSnim pojeti pracuje v pribéhu
ptipravy vzorki s riznou velikosti fragmentt, které zacinaji vZdy na stejném misté a konci bazi
dNTD (dideoxynukleotidem), ktera je znaCena jednou ze Ctyf fluorescenénich znadek,
jez odpovida dané bazi. Posléze jsou vSechny fragmenty rozdé€leny dle délky pomoci kapilarni
elektroforézy. Diky koncové bazi je poté mozné zpétné urcit celou sekvenci (Schadt et al., 2010,
5 228).

Sekvenovani druhé generace navazovalo na sekvenatory prvni generace, které
Jiz nedostacovaly pozadavkim. Na rozdil od prvni generace sekvenatory druhé generace mély
mnohem vys§i propustnost, a to diky paralelnimu sekvenovani velkého poctu molekul DNA.
Dalsi zménou oproti prvni generaci bylo znaceni vzniklych pyrofosfatt pomoci
dvouenzymového procesu za vyuziti luminiscence, nikoliv jiz radioaktivni ¢1 fluorescencni
znaceni dideoxynukleotidii. Priibéh syntézy pyrofosfati sestdval ze dvou krokia: pfemény
pyrofosfatu za katalyzy ATPsulfurylazy na ATP, ktery posléze slouZil jako substrat pro enzym
luciferaza. Za pomoci luciferazy vzniklo svétlo, které odpovidalo mnozstvi pyrofosfatu. Tento
vizualizani mechanismus poté pfispél k odvozeni sekvence méfenim produkce pyrofosfata.
Kazdy nukleotid se nasledné¢ promyval ptes templatovou DNA, ktera byla piipevnéna k pevné

fazi (Heather et al., 2016, s. 6). U sekvenatori druhé generace se rovnéz vyskytovala
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technologie wash-and-scan, kdy se vybrana vlakna DNA zaplavila zna¢enymi nukleotidy, které
se nasledn¢ zakomponovaly do téchto vlaken a piebytek nukleotidi se posléze vymyl. Na zavér
se zakomponované baze oskenovaly, zafixovaly a ptipravily se nové templaty pro dalsi cyklus.
Cyklus se opakoval tak dlouho, dokud bylo mozné reakci provadét. Cas potiebny pro dosaZzeni
pozadovaného vysledku U sekvenatori druhé generace byl delsi, nebot’ bylo zapotiebi velkého

poctu cyklu skenovani a prani (Schadt et al., 2010, s 228).

Po sekvenovani druhé generace nasledovalo sekvenovani tfeti generace. Dodnes se
vyskytuji dohady o tom, kde se piesné nachazi rozhrani mezi t€émito dvéma druhy sekvenovani,
nicméné urcujicimi znaky sekvenovani tieti generace by mélo byt sekvenovani jedné molekuly
(SMS), sekvenovani v redlném case a mély by se uréitym zplsobem liSit od piedchozich
technologii (Heather et al., 2016, s. 8). V ¢lanku od Heather et al. z roku 2016 zahrnuji
do technologii tieti generace ty, které jsou schopné sekvenovat jednotlivé molekuly, coz ve své
podstaté potira princip amplifikace DNA uvadény vSemi ptedchozimi technologiemi.
Technologie SMS pracovala na principu promyvani fluorescenéniho reverzibilniho terminatoru
dideoxynukleotidu za pomoci baze. Nasledné dochdzelo k vizualizaci a posléze ke Stépeni
a cyklovani dalsi baze, zatimco v prubehu celé reakce byl DNA templat pfipojeny k planarnimu
povrchu. Jednalo se tak o prvni technologii, ktera dokazala sekvenovat DNA, kterd nebyla
predem naamplifikovana. Sofistikovangjsi technologie sekvenovani v realném case s jednou
molekulou, se zkratkou SMRT, umoznovalo sledovat jednotlivé molekuly DNA polymerazy
pti syntéze DNA. Metoda SMRT probihala v polich mikrofabrikovanych nanostruktur —
vinovody s nulovym rezimem, zkratka ZMW. Tyto vinovody pusobily dojmem malych direk
V kovovém filmu umisténé na Cipu. Principem byl rozpad svétla a osvit samotného dna direk,
a to vlivem jejich malého priméru, coZ umoziovalo zobrazit jednotlivé molekuly fluoroforu
blizko ZMW (Heather et al., 2016, s. 9). Aby bylo dosazeno kyzenych vysledkt v realném
Case, bylo zapotiebi vytesit dva dilezit¢ problémy. Zaprvé zajistit dostatecné maly objem
k dosazeni idealniho poméru signalu a Sumu, aby bylo mozné piesné oznacit baze po jejich
nasednuti do matrice. Zadruhé oznacit ty nukleotidy, které by se mély ucastnit syntézy,
a to takovym zpusobem, Ze by se barevné znafeny linker po zaélenéni odstépil, aby vlakno
DNA mohlo dale pokracovat v syntéze a nedrzelo se v ném vice barviv najednou. V dasledku

toho by dochazelo k naruseni poméru signal/Sum (Schadt et al., 2010, s 231).
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1.15 16S rRNA

V 80. letech 20. stoleti védci objevili, Ze vzajemné vztahy jednotlivych bakterii z hlediska
vyvoje lze ur€it pomoci porovnani stabilnich ¢asti genetického kodu. Geny, které védci zahrnuli
do skupiny stabilnich ¢asti, kodovaly 5S, 16S a 23S rRNA. K témto Gsekiim dale jesté spadaly
oblasti mezi témito geny. Gen, ktery dosahl nejvyssiho uplatnéni, byl gen 16S rRNA, jenz se
vyuziva i v soucasnosti pro taxonomické zafazeni a rozdéleni bakterii. 16S rRNA lze vyuzivat
pro porovnavani nejen bakterii, ale dokonce i pro srovnani s archebakteriemi a s genem 18S
rRNA eukaryot (Clarridge, 2004, s. 840). Gen 16S rRNA je ponékud univerzalnim genem a je
vysoce konzervovany, to znamena, ze jej lze vyuzit pro stanoveni a ptesnou identifikaci

bakterialnich izolata (Ciantar et al., 2005, s. 1894).

Sekvence genu 16S rRNA je dlouha piiblizné 1550 bp a sklada se z variabilnich
a konzervovanych oblasti. RozliSeni druhti je mozné za pomoci identifikace interspecifickych
polymorfismi genu 16S rRNA. Primery, které lze oznadit za univerzalni, se voli
komplementarné ke konzervovanym oblastem na zacatku genu ¢i na jeho konci, tj. v okoli
hodnot 540 bp ¢i 1550 bp. Sekvence ve variabilni ¢asti se vyuziva v taxonomii ke srovnavani.
Kromé schopnosti rozlisit organismy na Urovni rodové, Ize rozdé€lit tyto rody i na druhy
a poddruhy. Mnohdy neni zapotiebi provadét sekvenaci celého useku 1500 bp, nebot’ vétsina
diferenciac¢nich znakt potiebnych pro odliseni druhi by se méla vyskytovat pravé v oblasti
okolo 500 bp. Nicmén¢ v pozd¢jsich testech se ukazalo, Ze vzajemné vztahy mezi druhy jsou
V podstaté stejné s jakoukoliv délkou, tudiz preference volby oblasti 500 bp pro sekvenaci je

spise z hlediska ekonomického (Clarridge, 2004, s. 842).

1.15.1 Pribéh sekvenace 16S rRNA

Proces sekvenovani 16S rRNA obecné zahrnuje tyto kroky: izolace bakterialni DNA
ze vzorku, amplifikace genu 16S rRNA pomoci PCR, sekvenovani amplifikovaného genu 16S
rRNA a porovnani sekvence s databazi znamych sekvenci za G€elem identifikace bakterie.
Genomova DNA bakterie se extrahuje z celych bun¢k pomoci standardnich metod ¢i pomoci
komerc¢nich systémi jako jsou PrepMan DNA extrakéni Cinidlo ¢i ABI. Vyextrahovana DNA
slouzi jako templat pro PCR reakci k amplifikaci tseku 500 ¢i 1500 bp sekvence genu 16S
rRNA (Clarridge, 2004, s. 844). Zmnozeni genu 16S rRNA pomoci PCR umozni vytvafet
vysoky pocet jeho kopii, které se vyuzivaji pro identifikaci bakterii (Ciantar et al., 2005,
s. 1894). Po amplifikaci dochazi k vyuziti univerzalnich primerd, které jsou komplementarni

ke konzervovanym oblastem, tudiz lze amplifikovat tuto oblast z libovolné bakterie.
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Po ukonceni amplifikace se amplikony purifikuji, a to z divodu odstranéni redundantnich
primertt a nukleotidi. Pro purifikaci se vétSinou vyuzivaji komercni kity. Po ukonceni
purifikace se pristupuje jiz k samotnému sekvenovani cykli. Toto sekvenovani vyuziva,
podobné jako v ptipadé PCR, DNA jako templat, konkrétné se jedna o purifikované amplikony
prvniho cyklu PCR reakce. Dopfedné i reverzni sekvence lze vyuzit jako templat
pii samostatnych reakcich. Sekvenace cykli se od PCR odlisuje povahou matrice a produktem.
V ramci matrice totiz plati, Ze se jedna a ta sama pouzije po celou dobu pfednastaveného
programu, vétsinou se jedna piiblizné o 25 cyklt. Dalsi odlisnost tkvi v délce produktu, protoze
vysledkem je smés DNA o rtiznych délkach, které se dosdhne pomoci znacenych bazi zvanych
terminatory. Tyto termindtory ukoncuji sekvenci a byvaji zaclenény do DNA nahodné.
Vysledek lze tedy zméfit pomoci fluorometru, nebot’ kazda ze ctyf bazi obsahuje jinou
fluorescenéni znacku, ktera absorbuje svétlo o jiné vinové délce (Clarridge, 2004, s. 4).
Pro odstranéni nezaclenénych terminatorti barviva se produkty purifikuji a jejich délky se
rozdeli pomoci kapilarni elektroforézy ¢i gelovou elektroforézou. Sekvenci jednotlivych bazi
jsme tedy schopni urcit tim, Ze vime koncovou bazi kazdého fragmentu a jejich délku. Obé
vlakna DNA jsou sekvenovana oddélené, coz ma za nasledek tvorbu piimé i zpétné sekvence

(Clarridge, 2004, s. 844).

1.15.2 Prukaz rodu Capnocytophaga sekvenaci 16S rRNA

Ciantar et al. (2005) ve svém c¢lanku z roku uvadéji moznost identifikace bakterie rodu
Capnocytophaga nejen za pomoci metody PCR-RFLP ale i za vyuziti sekvena¢nich metod.
Po provedeni jiz vySe popsané PCR reakce se amplikony purifikovaly sadou QIAGEN
a sekvenovaly za pomoci cyklické sekvenacni sady ABI Prism BigDye Terminator sequencing
kit a primeru 357f. Po osekvenovani probé&hla opét purifikace produktl, a to metodou sraZeni
za vyuziti ethanolu. Sekvenacni separace probchla v automatickém DNA sekvenatoru
a vysledek byl zobrazen pomoci softwaru Chromas. Vysledek se poté porovnaval s databazemi,
ale pouze sekvence o velikosti 300 bazi a vice byly srovnany s databdzemi geni 16S rRNA
v Ribosomal Database Project (RDP-II). Produkty byly rovnéz zpracovany zakladnim
nastrojem pro vyhledani lokalniho zarovnani (BLAST)(Ciantar et al., 2005, s. 1895).
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1.16 Kultivaé¢ni priikaz oralnich druhu Capnocytophaga

1. studie

Odbér vzorki, kultivace
Pushpa et al. (2016) odebrali vzorky zubniho plaku ze subgingivalnich oblasti spodiny

gingivalniho sulku ¢i parodontélni kapsy pomoci sterilnich kyret. Vzorek od kazdého jedince
okamzité po odebrani pfenesli do RTF transportniho média a odeslali do laboratote. Vzorky
zubniho plaku inokulovali na KA a TBBP agar, ktery je selektivnim médiem
pro Capnocytophaga. Kultivace probihala v 10 % CO2 po dobu 24-72 h. Po uplynuti doby
kultivace sledovali patrnou pohyblivost urcitych kolonii na KA, tato skute¢nost napomohla
identifikaci rodu Capnocytophaga stejn¢ jako barveni dle Grama, které jejich piitomnost

potvrdilo.
Vysledky

Ve studii od Pushpa et al. zroku 2016 vyuzivali pro kultivaci oralnich druhti rodu
Capnocytophaga KA a TBBP agar. TBBP je tryptikazovy sojovy agar s antibiotiky
bacitracinem a polymyxinem. Pushpa et al. (2016) ve svém ¢lanku rozdélili pacienty do tii
skupin, a to na pacienty se zdravym parodontem, s diagnostikovanou gingivitidou
a diagnostikovanou parodontitidou. Kritéria pro zafazeni do skupiny se zdravym parodontem
byly nepfitomnost jakychkoli klinickych ptiznakii zanétu dasni, hloubka sondy <3 mm a zadna
ztrata attachementu. Pro pacienty zafazené do kategorie s diagnostikovanou gingivitidou platil
vyskyt klinickych ptiznaka zanétu dasni, hloubka sondy < 3 mm a Zadna ztrata attachementu.
Pro skupinu s diagnostikovanou parodontitidou naopak platila tato kritéria jako pfitomnost
klinickych ptiznakt gingivalniho zanétu, hloubka sondéze > 5 mm a ztrata attachementu > 3
mm. V kazdé skupiné se nachazelo 40 pacientd. Bakterie Capnocytophaga spp. byla kultiva¢né
prokézéna u 11 pacientii ze 40 se zdravym parodontem, tj. 27,5 %, dale u 21 pacientd ze 40
s diagnostikovanou gingivitidou, tj. 52,5 % a u 12 pacientd ze 40 s diagnostikovanou
parodontitidou, tj. 30,0 %.

2. studie

Odbér vzorki, kultivace
V této studii od Idata et al. z roku 2018 provedli odbér vzorki subgingivalniho zubniho

plaku pomoci kyrety. Tento materidl ithned vloZzili do RTF a transportovali do laboratofe ke
zpracovani. V laboratofi se nejprve ziskany vzorek v RTF tekutin€ vortexovali, aby se ziskany

plak rozbil na malé ¢asteCky a bakterie se uvolnily do média. Nésledné provedli kultivaci na
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KA (Dentaid media) a TBBP agaru pti 5-10 % CO2 po dobu 72 h. Po uplynuti doby kultivace
pozorovali narGst bakterii a jejich charakteristickou pohyblivost na KA. Vzhled kolonii
odpovidal bézové az Zlutooranzové barvé s plochym profilem. Pro potvrzeni pifitomnosti

gramnegativnich fusiformnich ty¢inek provedli barveni dle Grama.
Biochemické testy

Pro fenotypovou identifikaci provedli rovnéz testy na ptitomnost katalazy, oxidazy,
fermentaci glukozy, laktozy, sachardzy, maltozy, mandzy, fruktézy, amygdalinu, celobidzy,
salicinu, manitolu, sorbitolu, melibidzy, inulinu a rafindézy. Na zavér provedli test redukce

dusi¢nanil a hydrolyzu eskulinu, mocoviny, skrobu a zelatiny.
Vysledky

Idate et al. (2018) ve své praci provadéli kultivaéné priikaz vybranych druhii rodu
Capnocytophaga Vv dutiné tstni skupiny 150 dobrovolniki. Tyto dobrovolniky rozdélili do 3
skupin, v tomto ptipadé po 50 osobach. Tyto skupiny byly rozliSeny rovnéz na zaklad¢ stavu
dutiny ustni dobrovolnikd. Prvni skupinu tvofili ti, jejichZ dutina Ustni nevykazovala zZadné
patologie, druhou skupinu tvofili lidé, kterym byla potvrzena diagndéza gingivitidy a treti
skupinu tvofili dobrovolnici, kteti trpéli parodontitidou. Podminky pro zatfazeni jedince
do kategorie se zdravym parodontem byly zZadné ptiznaky zanétu dasni, hloubka sondaze < 3
mm a rovnéZ Zadny ztrata attachementu. Pacienti s gingivitidou museli spliiovat nasledujici
kritéria pfitomnost klinickych pfiznakii zanétu ddsni, hloubka sondaZe < 3 mm a Zadna ztrata
attachementu. Pacienti spadajici do kategorie s diagnostikovanou parodontitidou museli
projevovat generalizované klinické ptiznaky zdnétu dasni, hloubka sondaze musela byt > 5 mm
a ztrata attachementu > 3 mm. Veékové rozmezi celkového poctu 150 dobrovolnikl bylo 22-55
let. Dal$i rozdéleni ucastnikii prob&hlo na zdkladé pohlavi. Kultivace vzorkli probihala
na agarech po dobu 72 h za podminek 5-10 % COz. Zhodnoceni vzhledu kolonii, charakteru
rustu na pudach, hemolyzy, motility, Gramova barveni a testy na kataldzu a oxidazu dopomohly
identifikaci jednotlivych druht rodu Capnocytophaga. Vysledky ukazaly, ze studie se ti¢astnilo
celkem 65 muzii a 85 zen, tj. 43,3 % zastoupeni muzi a 56,6 % zen. Bakterie Capnocytophaga
byla prokazana pouze ve 28 vzorcich ze 150, procenty to odpovida ptiblizné 18,7 %. Ze 7 druhi
bylo prokazano pouze 5, a to C. gingivalis, C. ochracea, C. granulosa, C. genospecies
a C. leadbetteri, avsak C. sputigena a C. haemolytica prokazany nebyly. U zdravych jedincti se
C. gingivalis, C. ochracea a C. granulosa vyskytovaly v 15 ptipadech, 30,0 %, v piipadé
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jedinct s diagnostikovanou gingivitidou se jednalo o 7 ptipadd, 14,0 % a zbylych 6 ptipady, tj.
12,0 %, piipadlo na jedince trpicich parodontitidou. Vyskyt C. gingivalis odpovidal 8 piipadim,
5,3 %, C. ochracea 10 ptipadim, 6,7 % a C. granulosa 7 ptipadtim, to odpovida 4,7 %.
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2 PRAKTICKA CAST

2.1 Cil prace

o~ w0 N PE

Vypracovat dotaznik urceny pro klienty poskytujici vzorek z dutiny tstni.

Zpracovat vzorky z dutiny ustni metodami kultivacnimi a molekularné biologickymi.
Vysledky zpracovat do ptehlednych tabulek.

Vyhodnotit ziskané vysledky a porovnat s publikovanymi udaji.

Diplomovou praci zpracovat v souladu se smérnici ¢. 7/2019 Univerzity Pardubice

”Pravidla pro odevzdani, zvetejiiovani a formalni upravu zavérecnych praci”
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2.2 Pristroje a vybaveni

Tabulka 7 Tabulka pristrojit a vybaveni

Ptistroj Typ a zemé pivodu

Analytické vahy Kern, Némecko

Autoklav PS 20 A, BMT, Ceska republika

Autoklav BMT STERILAB®, Ceska
republika

Autoklav BMT STERILAB® PLUS, Ceska
republika

Digitalni laboratorni vahy SCALTEC

Digitalni laboratorni vahy

440-43 Kern, Némecko

DNA/RNA UV-dekontamina¢ni box

UVC/T-AR, Biosan, Loty$sko

Horkovzdus$ny sterilizator

Sterimat 5104, Stigma, USA

Chladni¢ka

Guzzanti GZ 340 A Ttalie/Némecko

Chladni¢ka s mrazni¢kou

AEG Santo SCS71800CQ0,
Némecko

Chladni¢ka s mrazni¢kou

Gorenje, NRC6204SW4, Slovinsko

Chladnic¢ka s mraznic¢kou

BOSCH, Némecko

Chlazeny inkubétor

Q-Cell 240/40 basic, Polsko

Laminarni box

MSC12. Jouan, Francie

Laminarni box

MSC9. Jouan, Francie

Mikroskop

Nikon H600L, Japonsko

Mikrovlnna trouba

LG, Jizni Korea

Mini Gel systém B2 Owl Separation Systems, Spojené
staty americké

Mini Gel systém B1A Owl Separation Systems, Spojené
staty americké

Monitor Sony, SDM-S51, Japonsko

Napéjeci zdroj PowerPRO CleaverScientific LTD,
Spojené kralovstvi

Odstfedivka Sprout ® plus mini, Ceska republika
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Pocitac Dell OptiPlex 3020, Spojené staty
americké

Termoblok SBH200DC, Stuart®, UK

Termocykler TProfessional, Biometra, Némecko

UV transluminator Vilber Lourmat, Francie

Vortex MS 3 basic, Ika, Némecko

2.3 Laboratorni pomucky

Automatické pipety, kahan, mikrozkumavky typu Eppendorf 1,5 ml, mikrozkumavky typu
Eppendorf 0,2 ml, 1 ul o¢kovaci klicky, plastové $picky, 10 ml plastové zkumavky, kovové
stojany na zkumavky, stojany pro zkumavky typu Eppendorf 1,5 ml, stojany pro zkumavky
typu Eppendorf 0,2 ml, nizky, pinzety, sterilni vytérovy tampén s transportnim médiem Amies
s aktivnim uhlim, AnaeroGen™ Compact vyvije¢ plynu, Thermo Scientific™ Oxoid™
AnaeroJar™ 25 litru, alkoholovy dezinfekéni prostiedek Desam Spray, Petriho misky,
sklenény odmérny valec 100 ml, sklenény odmérny valec 500 ml, sklenény odmérny valec 900

ml, elektroforeticka vana, hiebinek, zdroj napé&ti

2.4 Kultiva¢ni média

Krevni agar HiMedia (modifikovany)

Tabulka 8 SloZeni modifikovaného krevniho agaru

Proteosovy pepton 15,0 g/l
Jatrovy extrakt 2,59/l
Kvasniény extrakt 5,049/l
Chlorid sodny 5,049/l
Agar 15,0 g/l

Konecné pH 7,4 £0,2 pti 25 °C
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Priprava: Ve 300 ml destilované vody se rozpusti 12,75 g dehydratovaného média Blood Agar
Base No. 2. Smés se sterilizuje v autoklavu pii 120 °C po dobu 20 minut, 215 kPa. Po zchladnuti
se ktéto kultivaéni padé piida 10 % (30 ml) defibrinované berani krve a antibiotikum
gentamicin. Médium se nasledn¢ rozléva do Petriho misek a po ztuhnuti a zaschnuti se uklidi
do lednice, kde se skladuje. Antibiotikum gentamicin se pfipravuje rozpusténim prasku
gentamicinu ve sterilni destilované vodé¢, piipravou zasobniho roztoku dosahneme koncentrace
100 mg/ml. Zasobni roztok antibiotika se posléze pridava ke krevnimu agaru, ¢imz je dosazeno

celkové koncentrace 20 ug/ml.

Brain Heart Infusion Broth

Tabulka 9 SloZeni Brain Heart Infusion Broth

Mozkova infuze v pevné formé 12,5 g/l

Hovézi srdcova infuze v pevné formé 5,00/

Proteosovy pepton 10,0 g/l

Glukoza 2,04/

Chlorid sodny 504

Fosfore¢nan sodny 2,50/l
Kone¢né pH 7,4 + 0,2 pti 25 °C

Piiprava: Ve 200 ml destilované vody se rozpusti 7,4 g dehydratovaného média. Smés se

nasledné sterilizuje v autoklavu pii 120 °C 20 minut, 215 kPa.

2.5 Reagencie a chemikalie

Agaroza (Sigma)
Ptiprava: pro vznik 1,5% gelu se navazi 1,2 g agarozy, ktera se rozpusti v 80 ml 1x TBE
Combi PPP Master mix (Top-Bio)

Dodava se 2x koncentrovany roztok: 150 mM Tris-HCI, pH 8,8 (25 °C), 40 mM
(NH4)2S04, 0,02% Tween 20, 5 mM MgClz, 400 uM dATP, 400 uM dCTP, 400 uM
dGTP, 400 uM dTTP, 100 U/ml Taq DNA polymerazy, monoklonalni protilatka anti-

Taq (38 nM), barvivo, stabilizatory a aditiva
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DNA marker 155-970 coloured (Top-Bio)

Koncentrace: 1 pg DNA/12 ul pufru (25 mM potassium acetate, 10mM Tris acetate
a25mM EDTA). Baleni obsahujici 25 ug restrikénich fragmentd ve 300 pl pufru. Jedno

baleni umozni ptipravu 30 analyz

DNA marker 100-500 coloured (Top-Bio)

Koncentrace: 12 ug DNA/ml pufru (10 mM Tris-HCI, 25 mM EDTA, aditiva). Baleni
1 zkumavka obsahujici 3,6 ng DNA fragment ve 300 ul pufru. Jedno baleni umozni

pripravu az 120 markert (2,5 pul markeru/vzorek).

Ethanol 96 % (Penta Chemicals)
Obsah: min. 95,4-96,8 %, hustota (20 °C) 0,8042-0,8098 g/cm?®
Ethidium bromid (Top-Bio)

Koncentrace: roztok ethidium bromidu (10 mg/ml) v PCR H20 v kvalit¢ vhodné

pro analyzu PCR produktii,1 ml ve Sroubovacich umélohmotnych zkumavkéch.

Karbolfuchsin

Slozeni: bazicky fuchsin 1 g, 96% ethanol 10 ml, 5% vodni roztok fenolu 100 ml
Piiprava: smichanim reagencii vznika suspenze, ktera se filtruje a nasledné fedi

destilovanou vodou v poméru 1:10
Krystalova violet’
Slozeni: Krystalova violet' 5 g 96% ethanol 220 ml 1% oxalacetat amonny
Ptiprava: smichanim reagencii vznika suspenze, ktera se posléze filtruje
Kyselina borita (Penta Chemicals)
Obsah: min. 99,5 %, pH (nasyceny roztok, 25 °C) 3,4-4,4
Lugoliiv roztok
Slozeni: jod 1 g, jodid draselny 2 g, destilovana voda 300 ml

Ptiprava: jod a jodid draselny Se rozpusti v destilované vodé
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PCR Ultra H20 (Top-Bio)

Slozenti:

diethylpyrokarbonatu (DEPC). V ptipravku PCR Ultra H20 se RNazy odstrani pouzitim

dvojité afinitni chromatografie na specialnim nosici.

Peroxid vodiku pro katalazu (Penta Chemicals)

Obsah: 29,0-32,0 %, hustota (20 °C) 1,11 g/cm?, ¢ira bezbarva kapalina

Primery: vS8echny primery mély po pfidani piislusného objemu PCR Ultra H,O koncentraci

0,1 mM

Tabulka 10 Seznam pouZitych primerii

specidlné upravend ultracista voda bez DNaz a RNaz bez vyuziti

Nazev Sekvence Literatura | Vyrobce
C-GOS-f | 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' Havashi
ayashi
C-OCH-r | 5- GATGCCGTCCCTATATACTATGGGG-3' tyl
etal.,
C-SPU-r | 5- GATGCCGCTCCTATATACCATTAGG-3' 2001 Generi
C-GIN-r | 5-GGACGCATGCCCATCTTTCACCACCGC-3' Biotech,
NCBI Ceska
C-GI2F 5-GAGACAGGGACCAGACTCCT Plus 3 )
BLAST republika
_ NCBI
C-GI2R 5-TCTTGCTAGAGTCCCCACCTT Minus 3'
BLAST

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (SERVA)

Obsah: min. 99 %, pH (5 % ve vodé¢) 10,0-11,5

Tris-Borat-EDTA pufr (TBE) 10x

Slozeni: Tris 108 g, Kyselina borita 55 g, EDTA 5,84 g, destilovana voda 1 1

Piprava: v destilované vodé¢ se rozpusti Tris, kyselina borita a EDTA, tento roztok se

nasledné misi aZ do uplného rozpusténi
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Tris-Borat-EDTA pufr 1x

Piiprava: tento roztok se pfipravuje z koncentrovaného Tris-Borat-EDTA pufr (TBE) 10x
tim, Ze se do odmérného valce odebere 100 ml a doplni 900 ml destilované vody,

aby vysledny objem ¢inil 1 litr.

2.6 Referencni kmeny rodu Capnocytophaga

V této diplomové praci byly vyuzity referencni kmeny bakterii rodu Capnocytophaga,
a to sice Capnocytophaga ochracea (CCM 3711), Capnocytophaga sputigena (CCM 3712)
a Capnocytophaga gingivalis (CCM 3710). Tyto druhy se vyuzivaly jako pozitivni kontroly pfi
molekularné-biologickych testech a zaroven jako vzor pii pokusech o izolaci a kultivaci

oralnich bakterii rodu Capnocytophaga ze zubniho plaku ¢lovéka.

Tabulka 11 VyuZité referencni kmeny

Oznaceni referencniho kmene Pivod
CCM 3710 Capnocytophaga gingivalis CCM MUNI
CCM 3711 Capnocytophaga ochracea CCM MUNI
CCM 3712 Capnocytophaga sputigena CCM MUNI

Poznamka: MUNI — Masarykova univerzita

2.7 Experimentalni ¢ast

Plvodni prace, ze které vychazi experimentalni ¢ast diplomové prace, pochazi z roku
2001 od Fumiko Hayashi et al., kde se pomoci PCR reakce a naslednych molekularné-
biologickych metod, snazili detekovat druhy C. gingivalis, C. ochracea a C. sputigena
v zubnim plaku déti ve véku od 2 do 12 let. V této diplomové praci $lo o prukaz téchto
vybranych druhti rodu Capnocytophaga u ruznych vékovych kategorii na zaklad¢é urcitych
oralnich symptomu. Soucésti diplomové prace byl 1 experiment pokousSejici se o soucasné
stanoveni v§ech zminénych druhd soucasné, vzorem pro tento pokus byla studie od Idate et al.
z roku 2020.

2.7.1 Otziveni referen¢nich kment
Referenéni kmeny bakterii rodu Capnocytophaga, konkrétné CCM 3710, CCM 3711
a CCM 3712, byly rozpecetény ze sklenénych ampuli, kde se nachazely ve formé lyofilizatu.
Po rozbiti ampuli se pienesl 1 ml BHI tekutého bujonu k lyofilizatu a diikladné promichal. Poté
se veskery objem pienesl z ampule do sterilni sklenéné zkumavky opatiené zatkou, kde byl

jiz napipetovan 1 ml BHI tekutého bujonu. Opét se obsah zkumavky peclivé promisil a ithned
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zazatkoval. Nasledn¢ se na modifikovany KA (KA-G) pieneslo 100 pl této suspenze
a inokulovalo technikou ¢arkovani. Po rozoc¢kovani se Petriho misky ulozily do anaerobnich
pytlika (sackt) s vyvije¢i plynu pro simulaci anaerobniho prostiedi a vlozily do inkubatoru

(37 °C, 48 h).

Po uloZeni misek do inkubatoru se zbyvajici bakterialni suspenze rozdé¢lila do zkumavek
Eppendorf a do kryozkumavek. Cast se napipetovala do 1,5 ml zkumavek typu Eppendorf
a ulozila do —20 °C a zbyvajici ¢ast se napipetovala do 1,5 ml kryozkumavek a ulozila
do —80 °C. Pro zamrazeni do —80 °C se k 1 ml bakterialni suspenze ptidavalo jeste¢ 500 pl

glycerolu, coby kryoprotektivniho média.

2.7.2 Odbér vzorku, kultivace, izolace DNA

Odbér vzorku se provadél odbérovou soupravou s Amies médiem pomoci vytérového
tamponu. Dobrovolnici odebrali rano ihned po probuzeni vzorky zubniho plaku z dasnovych
sulkii tfenovych zublli a stolicek vytérovym tamponem. Nasledné vlozili tampdn
do transportniho média Amies a odevzdali. Odbérové zkumavky byly v laboratofi oznaceny
a naoCkovany na dva typy pud: nemodifikovany krevni agar (KA) s5 % berani krve
a modifikovany krevni agar (KA-G) s 10 % berani krve a koncentraci gentamicinu 20 ug/ml.
Po naockovani na plotny Petriho misek se tampon vlozil do 10 ml plastové zkumavky s 2 ml
BHI tekutého bujonu pro pomnozeni oralni flory. Zkumavky se nasledné ulozily do inkubatoru
na 24 h. Po 24 h inkubace se pipetou odebral 1 ml bujonu s pomnozenou mikroflorou a pienesl
do 1,5 ml sterilni zkumavky Eppendorf. Po pteneseni pfislusného objemu se zkumavky typu
Eppendorf oznacily a vlozily do termobloku (95 °C, 10 min), aby doslo k lyze bakterialnich
bunék a uvolnéni DNA bakterii. Po této lyze se 1,5 ml zkumavky Eppendorf ulozily

do mraziciho zafizeni na —20 °C.

Po naockovani ploten krevniho agaru se KA ulozil do inkubatoru na 48 h, pfi teploté
37 °C. KA-G se po inokulaci ulozil do sacku s vyvijeci plynu pro vytvofeni anaerobniho
prostiedi a vlozil do inkubatoru rovnéz na 48 h pii teploté 37 °C. Po 48 h nasledoval odecet
nartistu na jednotlivych plotnach Petriho misek a pfeo¢kovani na nové misky se stejnymi

podminkami inkubace.

Kazdy dobrovolnik dostal kromé sterilni odbérové soupravy navic anonymni dotaznik
vztahujici se k danému vzorku oznacenému cislem, dotaznik viz pfiloha. Vysledky

experimentalni ¢asti se poté vztahuji k odpovédim z dotazniku.
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2.7.3 Metoda PCR

Po sterilizaci pracovnich prostor laminarniho boxu pomoci UV zéfeni a rozmrazeni
reagencii pii laboratorni teploté se pfipravila reakéni smés, jejiz piiprava pro rod
Capnocytophaga byla jiz optimalizovana v diplomové praci Martiny Lejskova z roku 2023
pro Capnocytophaga canimorsus. Na zakladé dosazenych vysledkd a oCekavani, které tento
program spliioval, bylo rozhodnuto aplikovat jej i na vzorky testujici lidské oralni

Capnocytophaga (viz tabulka ¢. 10).

Tabulka 12 Obecné schéma obsah a objem reagencii pro 1 vzorek (objem 25 ul)

Reagencie Objem (ul)
PCR voda 9,25
Primer r 0,125
Primer f 0,125
Master mix 12,5
+ 3 pl bunééného lyzatu

Dle mnozstvi vzorki se vzdy objem téchto reagencii vynasobil po¢tem vzorki.
Po pteneseni veskerého potfebného mnozstvi vzorkl a pripraveni smési pro PCR reakci se
zvolil program na termocykleru pievzaty z prace Suzuki et al. (2010). Program zahrnoval:
pocatecni denaturaci, denaturaci, naseddni primer (annealing), prodluZovani a zavérecné
prodluzovani (elongace), konkrétni hodnoty, viz tabulka ¢. 11. Doba trvani PCR reakce byla 2
hodiny.

Tabulka 13 Podminky programu PCR reakce dle Suzuki et al., 2010

Faze Podminky Opakovani
Pocatec¢ni denaturace 95 °C, 5 min
Denaturace 95°C, 30s
Nasedani primert (annealing) 58 °C, 1 min 35krat
Prodluzovani 72 °C,20s
Zaverecné prodluzovani (elongace) 72 °C, 7 min
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2.7.4 Gelova elektroforéza

Po probéhnuti PCR reakce se pfistoupilo k provedeni gelové elektroforézy, pii které se
odd¢lily produkty reakce dle molekulové hmotnosti a pohyblivosti
ve stejnosmérném elektrickém poli. Nejprve se pfipravil 1,5% agar6zovy gel navazenim 1,2 g
agarozy a zalitim 80 ml TBE pufru. Tato suspenze se posléze umistila do mikrovinné trouby
na 2 min, 500 W. Dokonale roztavena puvodni suspenze se poté zchladila proudem studené
vody piiblizné na 60 °C. Do ochlazeného gelu se napipetovaly 4 pl interkala¢niho barviva
ethidium bromid pro vizualizaci vysledku. Po ditkladném promichani se gel nalil do pfipravené
vanicky v elektroforetické van€. Po naliti se za pomoci $pi¢ky odstranily ptipadné bublinky,
které by mohly narusovat prab¢h elektroforézy, vlozil se hiebinek pro vytvoreni jamek a gel se
nechal ztuhnout po dobu cca 20 min. Za 20 min se hiebinek vytahl a pfilil se pufr, ve kterém
byl gel jiz pfipravovan tak, aby jeho mnoZstvi dosahovalo po rysku na elektroforetické vané.
Po preneseni dostatecného mnozstvi pufru do vany se poté napipetovaly vybrané vzorky z 0,2
ml Eppendorf zkumavek s PCR produktem. Pipetaz byla vzdy 10 pl vzorku a 5 pul DNA
markeru, nejcastéji se jednalo o marker 100—500 bp. Po ukonéeni pipetovani se elektroforeticka
vana piekryla vikem s vodivymi kabely, které se zapojily do zdroje napéti a nastavil se vhodny
program: 100 V, 400 mA, 150 W, 60 min. Po uplynuti 60 min se elektroforéza automaticky
ukoncila a gel z vany se pienesl do transiluminatoru pro vizualizaci vysledku pomoci UV zéateni

a pfislusného softwaru IC Measure.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Izolace ¢isté kultury a kultivace Capnocytophaga spp.

Cilem této diplomové prace bylo zpracovat odebrané vzorky zubniho plaku
od dobrovolnikt kultiva¢nimi a molekularné-biologickymi metodami a v navaznosti na ziskané
vysledky a odpovédi z dotazniku vyhodnotit a porovnat ziskané tidaje s dalsimi publikacemi.
Kultivace jednotlivych vzorkli probihaly na KA-G s10 % berani krve a koncentraci
gentamicinu 20 pg/ml za anaerobnich podminek po dobu 48 h pii teploté 37 °C. Petriho misky
bez obsahu gentamicinu byly velmi pierostlé riiznorodou ordlni mikroflérou, z tohoto diivodu
jsem od dalsiho oc¢kovani na nemodifikovany KA upustila a o¢kovala jiz pouze na KA-G.
Nicméné i pies veskerou snahu a dodrzovani aseptickych postupti, se izolace Cisté kultury
nezdafila. Vykultivovat se podafilo pouze referencni kmeny, které byly vyuzity jako vzor
pro rozpoznani bakterii rodu Capnocytophaga na KA-G ze smésné kultury a posléze také jako

vzor pro pozorovani preparatli v mikroskopu pomoci techniky barveni dle Grama.

Obrazek 11 Fotografie naockovanych referencnich kmenii na KA-G,
nahore C. sputigena, vlievo C. ochracea, vpravo C. gingivalis, Z
archivu autora

Podminky kultivace: anaerobni prostredi, 48 h, 37 °C
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Obrazek 12 Fotografie ref. kmenu C. gingivalis, barveno dle
Grama, celkové zvétseni 1000x, snimek z archivu autora

Obrazek 12 Fotografie ref. kmenu C. ochracea, barveno dle
Grama, celkové zvétseni 1000x, snimek z archivu autora
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Obrazek 13 Fotografie ref. kmenu C. sputigena, barveno dle
Grama, celkové zvétseni 1000x, snimek z archivu autora

Vzhled kolonii referen¢nich kment na KA-G: profil plochy, barva kolonii $edobila
s perletovym leskem (v pfipadé druhu C. gingivalis), tvar kolonii byl ve vét$iné ptipada
okrouhly, avSak u C. ochracea se vyskytovaly kolonie se zvinénymi az vlaknitymi okraji,

nartst téchto druhl nevykazoval Zadné znamky hemolyzy. Priikaz na katalazu vySel negativni.

Martina Lejskova ve své diplomové praci zroku 2023 izolovala &istou kulturu
C. canimorsus z vytéru dutiny Ustni psid. Izolace a kultivace téchto vzorkl probihala na KA-G
se 40 pg/ml gentamicinu 4-5 dni pii 37 °C za podminek 5 % COz. Po provedeni biochemickych
testl na pfitomnost cytochromoxiddzy a katalazy a Gramova barveni byly tyto kolonie
identifikovany jako C. canimorsus. V mém pfiipad¢ jsem se snazila pouZzit stejny princip
piipravy kultivacni pliidy s vyjimkou niZs§i koncentrace gentamicinu a zménou kultivacnich
podminek na 48-72 h pii teploté¢ 37 °C v anaerobnim prostfedi. AvSak na rozdil od vySe
zminéné prace, se izolace ¢isté kultury humannich oralnich druhtit Capnocytophaga nezdafila.
Nicmén¢ patrny vyskyt bakterie Capnocytophaga spp. byl u vzorku ¢. 51 (VZ €. 51) se smésnou
kulturou. Pozdé&jsi molekularné-biologické metody potvrdily ptitomnost druhi C. sputigena

a C. gingivalis.
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Obrazek 14 KA-G se VZ ¢. 51 (vpravo) a 55 (vlevo), u VZ ¢. 51
patrny ndrust kolonii s vldknitymi okraji, snimek z archivu autora

Obrazek 15 Mikroskopicky pritkaz pritomnosti Capnocytophaga
pomoci Gramova barveni, jednd se o vyskyt G- tycinek, celkové
zveétSeni 1000x, snimek z archivu autora
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3.2 Identifikace vybranych druhi Capnocytophaga spp.

Identifikace jednotlivych druhi Capnocytophaga probihala molekularné-biologickymi
metodami. VSech 76 vzorka odebraného zubniho plaku jsem analyzovala pomoci PCR reakce
s prislusnymi druhové specifickymi primery a nasledné detekovala pomoci plosné gelové
elektroforézy. Primery, které se vyuzily pro detekci vybranych druhti rodu Capnocytophaga,
byly stejné jako v publikaci od Hayashi et al. z roku 2001. Sekvence dopiedného primeru pro
druh C. ochracea byla tedy 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' a revezniho primeru
5- GATGCCGTCCCTATATACTATGGGG-3'. Pro druh C. sputigena byl vyuzit dopfedny
primer 5 -AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'a reverzni primer
5-GATGCCGCTCCTATATACCATTAGG-3.  Velikosti  produkti ~ PCR  reakce
pro C. ochracea a C. sputigena odpovidaly 185 bp. V ptipadé C. gingivalis vSak doslo
k vyraznym zméndm, nebot plivodni sekvence primert uzit¢ v  Clanku
Hayashi et al. (2001) — dopiedny primer 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' a reverzni
primer 5- GGACGCATGCCCATCTTTCACCACCGC-3' nebyly specifické pro dany druh,
velikost produktti odpovidala 227 bp. V disledku jejich nespecifi¢nosti doslo ke zméné a byly
navrzeny nové specifické sekvence pomoci programu Primer-BLAST od National Library
of Medicine. Primery byly nasledujici — doptedny primer 5 GAGACAGGGACCAGACTCCT
Plus 3" a reverzni primer 5 TCTTGCTAGAGTCCCCACCTT Minus 3!, predpokladana
velikost produkti byla 822 bp. Ve vsech testovanych vzorcich byl prokazan druh C. gingivalis
(100 %). To se shoduje s vysledky publikovanymi ve studii Hayashi et al. (2001) ktefi prokazali
C. gingivalis ve vSech vzorcich z dutiny ustni zdravych déti. V piipadé druhd C. ochracea
a C. sputigena byly vysledky jiz odlisné. Pozitivita druhu C. ochracea v zubnim plaku
dobrovolnikil vysla v 45 ptipadech z celkového poctu 76 vzorki, tj. v 59,2 %. V piipadé druhu
C. sputigena byl pozitivni prikaz u 57 vzorki z celkového poctu 76 otestovanych, z hlediska
procentudlniho zastoupeni se jedna o 75,0 %. Zvysledku je patrné, ze vyskyt druhu

C. sputigena byl vyssi nez C. ochracea.

Tabulka 14 Vyskyt vybranych druhii rodu Capnocytophaga

Vzorky 1-76 C. ochracea | C. sputigena | C. gingivalis
Absolutni pocet pozitivnich vzorka 45 57 76
Procentualni zastoupeni pozitivnich vzorkt 59,2 % 75,0 % 100,0 %
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C. ochracea

MNZ 45, 46 4] e:61- 62 . 73 .-PK NK

Obrazek 17 Snimek z gelové elektroforézy na pritkaz pritomnosti C. ochracea, z
archivu autora, upraveno

M — DNA marker o velikosti 100-500 bp, VZ 45-73 — ¢isla testovanych vzorkaii,
PK — pozitivni kontrola, zde byl vyuzit ref. Kmen C. ochracea, NK — negativni
kontrola

Pti porovnani vysledkl analyzy z diplomové prace s vysledky studie od Hayashi et al.
(2001) je patrné, ze vyskyt C. sputigena vici C. ochracea je procentualné vyssi nez v piipadé
déti z Japonska. C. sputigena je v této diplomové praci zastoupena ze 75,0 % a C. ochracea
59,2 %. V piipadé déti z Japonska vychazi procentualni zastoupeni C. ochracea na 87,7 %
a C. sputigena 37,7 %. S ohledem na C. gingivalis studie uvadi, Zze se vyskytovala celkem
v 86,1 % piipadi, avsak v ramci této diplomové prace, vychazela ¢etnost tohoto druhu na celych
100,0 %. Vzhledem k tomu, zZe se druh C. gingivalis nachazel ve vSech vySetienych vzorcich,
nestal se predmétem statistického zhodnoceni vyskytu jednotlivych druhi v zavislosti na véku,
pohlavi a pfiznacich parodontopatii v dutiné ustni. Shigeishi et al. (2024) ve své studii
zabyvajici se prevalenci a asociaci oralnich druhti Capnocytophaga s kumulaci zubniho plaku
a souvislosti s parodontalnimi zanéty u lidi sttedniho a vys$siho v€ku uvedli, Ze celkovy vyskyt
C. ochracea vysel v 67,6 % piipadu a C. sputigena v 83,1 % ptipadd. V porovnani s vysledky
diplomové prace je ziejmée, ze se V této studii stejné jako v mé diplomové préci prokazala vyssi

prevalence C. sputigena nez C. ochracea.

Idate et al. (2018) ve své studii uvadi, ze vyskyt C. gingivalis, C. ochracea a C. granulosa
byl vyssi u jedinct se zdravym parodontem, nez u jedinct s gingivitidou a parodontitidou.

V ptipadé jedinct se zdravym parodontem se vyse zminéné bakterie vyskytovaly ve 30,0 %
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ptipadd, zatimco u pacientl s diagnézou gingivitidy se vyskytovaly ve 14,0 % a u pacientl
s parodontitidou ve 12,0 %. Druh C. gingivalis se vyskytoval v 5,3 % ptipadt, C. ochracea
v 6,7 % aC. granulosa v 4,7 %. Z téchto udaju je patrné, Ze vyskyt druhu C. ochracea byl v této
studii nejvyssi, zatimco v porovnani S vysledky diplomové prace dosahla nejvys$siho
procentualniho zastoupeni C. sputigena, a to 75,0 % na rozdil od C. ochracea, ktera se
vyskytovala v 59,2 %. Ve druhé studii od Idate et al. (2020) vyslo, ze procentudlni zastoupeni
C. ochracea bylo nizsi nez v piipadé mych vysledkd, tj. v diplomové praci vysel vyskyt
C. ochracea 59,2 % a ve studii od Idate el al. (2020) ¢inil vyskyt C. ochracea 36,3 %. Piestoze
V tomto piipadé byla skupina zkoumanych pacienti mnohem vyssi, celkem se jednalo o 300
jedinct, tak v pfepoctu na pocet otestovanych vzorkl v diplomové praci (76), vychazi toto

procentualni zastoupeni ve studii Idate et al. (2020) nizsi.

V protokolu od Pushpa et al. (2016) vysel kultivaéné prokazany vyskyt bakterii rodu
Capnocytophaga vyssi u pacientll s diagndézou parodontopatii nez u jedinci se zdravym
parodontem. V piipad¢ gingivitidy se jednalo o pozitivitu v 52,5 % a u pacientl
s diagnostikovanou parodontitidou v 30,0 %, zatimco v ptipadé zdravého parodontu se jednalo

o vyskyt ve 27,5 % piipadu.

3.3 Vysledky studie

Na zakladé odpovédi z dotaznikového Setfeni a vysledkl analyzy jednotlivych vzorki
bylo vytvofeno statistické zhodnoceni vyskytu vybranych druhi rodu Capnocytophaga
v zubnim plaku dobrovolnikt. Vysledky analyz vzorkl byly vztazeny k véku a pohlavi
jednotlivych respondenti a jejich klinickym piiznakim parodontopatii, v zavislosti
na ziskanych datech bylo provedeno statistické vyhodnoceni. Soucasti studie byly také otazky
zamé&fené na oralni hygienu kazdého dotazovaného a jejich prostiedky pro udrzeni Cistoty
dutiny ustni, zda jsou aktivnimi kuféky ¢i nikoliv, pravidelnosti navstévy dentalnich hygieny
a Vv neposledni fadé k jejich povédomi o parodontélnich onemocnénich a zda s nimi maji ¢i meli
dotazovani osobni zkuSenost. Odpovédi na tyto otazky byly shrnuty formou absolutni a relativni

detnosti do tabulek.

Pocet otestovanych vzorkli se shodoval s poctem dotazniki, tj. 76. Odpovédi
pro statistické zhodnoceni byly shromazd’ovany pomoci programu Microsoft Forms. Dotaznik
obsahoval celkem 17 otazek, na které existovala pouze jedna sprdvna odpovéd’, avSak u 2

otazek bylo mozné vybrat jako odpovéd” moznost Jiné, kde dotazovany vypsal svoji
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preferovanou odpovéd’. Vysledky statistického zhodnoceni byly nésledné zpracovany pomoci

programu MATLAB a tvorba tabulek probihala pomoci programu Microsoft Excel 365.

3.3.1 Otazka ¢. 1 — Do jaké vékové kategorie se radite?

Otazka ¢. 1 se zaméfovala na zafazeni dotazovaného respondenta do ur€ité vékové
skupiny. Na vybér méli dotazovani kategorie — mén¢é nez 18, 18-30, 31-40, 41-50 a 51
a vice. Z hlediska relativni ¢etnosti mély jednotlivé skupiny zastoupeni — 7,9 %, 55,3 %,
3,9%, 15,8% a 17,1 %. K této otazce se rovnéz vztahovalo statistické zhodnoceni zavislosti
pozitivniho vyskytu druht C. ochracea a C. sputigena na jednotlivych v€kovych kategoriich.
Cisla u jednotlivych sloupct graft vyjadiuji relativni etnost vyskytu (%) pro kazdou
z kategorii, které respektuje nestejné velké skupiny respondenti (graf 1). Relativni ¢etnost

pozitivniho vyskytu C. ochracea je vzdy vztazena k celkovému poctu respondentd.

Ve 2,6 % pripadu pozitivniho vyskytu C. ochracea z celku byli respondenti mladsi 18
let, 32,9 % zaujimali jedinci z vékové kategorie 18—30 let, 1,3 % piipadd zaujimala vékova
skupina 31-40 let, 13,2 % piipadi odpovidalo vékové kategorii 41-50 let a 9,2 % ptipada

pozitivniho vyskytu C. ochracea z celku odpovidalo kategorii 51 a vice let.

Tabulka 15 Vékové kategorie — vysledky pro Capnocytophaga ochracea

Relativni Relativni ¢etnost Relativni Cetnost
Absolutni
Vékova setnost cetnost pozitivniho vyskytu | negativniho vyskytu
cetnos
kategorie odpovédiv | C. ochracea v % C. ochracea v %
odpoveédi
% z celku z celku
Méné nez 18 6 79 2,6 53
18-30 42 55,3 32,9 22,4
31-40 3 3,9 1,3 2,6
41-50 12 15,8 13,2 2,6
51 a vice 13 17,1 9,2 7,9
Celkem 76 100,0 100,0
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Graf 1 Graf zavislosti vyskytu Capnocytophaga ochracea na vékovych kategoriich

V piipad¢ C. sputigena vysla zavislost pozitivniho vyskytu z celku na jednotlivych
vékovych kategoriich takto — 7,9 % pro méné nez 18, 42,1 % pro 18-30 let, 2,6 %

pro 31-40 let, 14,5 % pro 41-50 let a 7,9 % pro kategorii 51 a vice let.

Tabulka 16 Véekoveé kategorie — vysledky pro Capnocytophaga sputigena

Relativni Relativni Cetnost Relativni ¢etnost
Absolutni
Vekova etnost Cetnost | pozitivniho vyskytu | negativniho vyskytu
cetnos
kategorie odpovedi | C. sputigenav % z C. sputigena v %
odpovedi
vV % celku z celku
Méné nez 18 6 79 79 0,0
18-30 42 55,3 42,1 13,2
31-40 3 3,9 2,6 1,3
41-50 12 15,8 14,5 1,3
51 a vice 13 17,1 7,9 9,2
Celkem 76 100,0 100,0
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3.3.2 Otazka ¢. 2 — Jaké je VaSe pohlavi?

Hlavni myslenkou otazky ¢. 2 bylo rozdéleni jednotlivych respondentt dle jejich
pohlavi na muze a Zeny. Na zaklad¢ této otazky bylo mozno statisticky zhodnotit, zda je
vyskyt vybranych druhi rodu Capnocytophaga ovlivnén pohlavim daného jedince
¢1 nikoliv. Dle ziskanych odpovédi se prizkumu ucastnilo 23 muzl a 53 Zen. K této otdzce
se taktéz vztahovalo statistické zhodnoceni zavislosti pozitivniho vyskytu druhti C. ochracea
a C. sputigena na pohlavi. Cisla u jednotlivych sloupcti graft vyjadiuji relativni Eetnost (%)

vyskytu pro ob& pohlavi. Zavislost pozitivniho vyskytu C. ochracea z celku na pohlavi

vychézela — 18,4 % pro muze a 40,9 % pro Zeny.

Tabulka 17 Pohlavi — vysledky pro Capnocytophaga ochracea

Relativni Relativni cetnost Relativni Cetnost
Absolutni .
Cetnost | pozitivniho vyskytu | negativniho vyskytu
Pohlavi cetnost
odpovédi | C. ochracea v % C. ochracea v %
odpovedi
v % z celku z celku
Muz 23 30,3 18,4 11,8
Zena 53 69,7 40,9 28,9
Celkem 76 100,00 100,00
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Graf 3 Graf zavislosti vyskytu Capnocytophaga ochracea na pohlavi

V piipad¢ C. sputigena vychazela zavislost pozitivniho vyskytu z celku na pohlavi —

22,4 % pro muze a 52,6 % pro Zeny.

Tabulka 18 Pohlavi — vysledky pro Capnocytophaga sputigena

Relativni | Relativni ¢etnost Relativni Cetnost
Absolutni . _
cetnost | pozitivniho vyskytu | negativniho vyskytu
Pohlavi cetnost ) )
odpovédi | C. sputigena v % C. sputigena v %
odpovedi
vV % z celku z celku
Muz 23 30,3 22,4 7,9
Zena 53 69,7 52,6 17,1
Celkem 76 100,0 100,00
- Capnocytophaga sputigena
S
f‘w I e gativni
§ I P ozitvni

Muzi

Zeny

Pohlavi

Graf 4 Graf zavislosti vyskytu Capnocytophaga sputigena na pohlavi
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3.3.3 Otazka €. 3 — Jak Casto provadite hygienu dutiny astni?

V otazce ¢. 3 odpovidali jednotlivi respondenti na to, s jakou ¢etnosti provadéji oralni
hygienu. Majoritni vétSina oznacila moznost 2x denné kazdy den s €etnosti 92,1 %. Ptiblizné
8 % poté odpovédelo, ze si Cisti dutinu Gstni pouze 1x denné. Dal$i moznosti jako 3x denné

kazdy den, po kazdém jidle a neprovadim, nezvolil nikdo.

Tabulka 19 Pravidelnost ordlni hygieny

Jak asto provédite hygienu dutiny ustni? | Absolutni Cetnost | Relativni Cetnost v %
3x denné kazdy den 0 0,0
2x denn¢ kazdy den 70 92,1
1x denné 6 79
Po kazdém jidle 0 0,0
Neprovadim 0 0,0
Celkem 76 100,0

3.3.4 Otazka ¢. 4 — Jaké pomiucky vyuzZivate pro udrZeni Cistoty dutiny tstni?
Je mozno vicero odpovédi. Pokud zvolite moznost Jiné, uved’te:

Otazka ¢. 4 se zabyvala tim, jaké pomucky vyuzivaji dotazovani pro udrzovani zdravi
jejich dutiny tstni. Vice nez 31,6 % respondentii odpovédelo, ze pro hygienu dutiny ustni
vyuzivaji pouze zubni kartdcek. 30,3 % uvedlo, ze kromé klasického zubniho kartacku
pouzivaji také mezizubni kartaek/kartacky, 22,4 % oznacilo, ze kromé klasického kartacku,
mezizubnich kartacku/kartackt vyuzivaji navic jesté jednosvazkovy kartacek. Celkem 5,3 %
dotazovanych vyuzivd pro udrzeni Cistoty dutiny ustni jest¢ kromé& vySe zminénych také
dentalni nit. 1,3 % uvedlo, ze kromé béznych prostfedki pro udrZeni spravné hygieny dutiny
ustni, uziva navic 1 Gstni sprchu. 9,2 % dotazovanych zvolilo moznosti Jiné, kde vypsali své
preferované odpovédi. Jednalo se napt. pouze o uziti zubniho kartacku a ustni vody, dale
zubniho kartacku s obCasnym uZitim mezizubniho kartacku ¢i vyuziti zubniho kartacku,

mezizubniho kartac¢ku/kartacki, jednosvazkového kartacku a ustni sprchy.
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Tabulka 20 Uzivané prostiedky pro udrZeni cistoty dutiny ustni

Jaké pomicky vyuzivate pro udrzeni Absolutni ¢etnost | Relativni ¢etnost v %
Cistoty dutiny ustni?
Pouze zubni kartacek 24 31,6
Zubni kartacek a mezizubni
kartaCek/kartacky 23 303
Zubni kartacek, mezizubni
kartacek/kartaCky a jednosvazkovy 17 22,4
kartacek
Zubni kartacek a mezizubni 4 53
kartacek/kartacky, dentdlni nit ’
Zubni kartacek a mezizubni
kartaCek/kartacky, dentalni nit, ustni 1 1,3
sprchu
Pouze ustni sprchu 0 0,0
Jiné 7 9,2
Celkem 76 100,0

3.3.5 Otazka ¢. 5 — Zamérujete se pri oralni hygiené také na dukladné vyc¢isténi
dasnovych zlabki?

Otazka ¢. 5 zkoumala, zda se jednotlivi respondenti zaméfuji kromé Cisténi celych ploch
zubu také na dasnové zlabky. Procentualni zastoupeni odpovédi na tyto otazky vyslo shodné,
nebot’ 50,0 % odpovédélo kladné, tj. ze se doty¢ni zamétuji pii hygiené dutiny ustni
1 na dukladné ciSténi dasnovych zlabkl a 50,0 % oznacilo, Ze se dikladnym ocisténim
dasnovych zlabku pfili§ nezabyva.

Tabulka 21 Cisténi dasriovych Zlabkii

Zamg¢tujete se pii oralni hygien¢ také na

diikladné vy&isténi distovych HAbk? Absolutni ¢etnost | Relativni ¢etnost v %

Ano 38 50,0
Ne 38 50,0
Celkem 76 100,0
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3.3.6 Otazka & 6 — Radite se mezi aktivni kuFaky/kuiacky?

Otazka €. 6 se zamé&fovala na to, zda dotazovani jsou ¢i nejsou aktivnimi kufdky. AvSak
tim, ze tato otdzka byla do dotaznikl pfiddna pozdéji, nebyla zahrnuta do statistického
zhodnoceni zavislosti koufeni na vyskytu daného druhu bakterie. Z 52 osob se za aktivniho
kutaka/kutacku oznacil pouze 1 dotazovany, tj. z celkového poctu tvofil 1,9 %. 51 osob se

za aktivniho kufaka/kufacku nepovazuje, tj. 98,1 %.

Tabulka 22 Kurdak/kuracka

Radite se mezi aktivni kufaky/kutacky? | Absolutni Getnost | Relativni Getnost v %
Ano 1 1,9
Ne 51 98,1
Celkem 52 100,0

3.3.7 Otazka ¢. 7 a 8 — Setkali jste se jiz nékdy s pojmem gingivitida? Setkali
jste se jiz nékdy s pojmem parodontitida, resp. parodontéza?
Otazky ¢. 7 a 8 se zabyvaly povédomim respondentl o nejznaméjsich parodontopatiich
a sice gingivitidé a parodontitidé. V ptipadé gingivitidy odpovédelo kladné necelych 20 %,
konkrétn¢ 19,7 %. Zapornou odpovéd’ zvolilo 80,3 %. Pojem parodontitida, resp.
parodontoza, znalo jiz vétsi procento dotazovanych, piesnéji 59,2 %. Naopak nesetkalo se
s nim 40,8 %.

Tabulka 23 Pojem gingivitida

Setkali jste se jiz nckdy s pojmem Absolutni ¢etnost | Relativni ¢etnost v %

gingivitida?
Ano 15 19,7
Ne 61 80,3
Celkem 76 100,0
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Tabulka 24 Pojem parodontitida, resp. parodontéza

Setkali jste se jiz nékdy s pojmem
parodontitida, resp. parodontdza?

Absolutni ¢etnost

Relativni ¢etnost v %

Ano 45 59,2
Ne 31 40,8
Celkem 76 100,0

3.3.8 Otazka €. 9 — Védéli byste, jaky je mezi nimi rozdil? Pokud ano, uved’te
Otazka ¢. 9 se zajimala o to, zda dotazovani védi, jaky je rozdil mezi vySe zminénymi
parodontopatiemi. Odpovéd” ANO zvolilo 13,2 %, odpovéd’ NE zvolilo 51,3 % a 35,5 %
odpovédélo, Ze si nejsou piesné jisti, jaky je mezi nimi rozdil. Nicméné pouze 3 z nich
dokazali uvést, jak presné se od sebe tato dvé onemocnéni lisi, a jaky je mezi nimi
vyznamovy rozdil. Tj. gingivitida je zanétlivé onemocnéni dasné, kdezto parodontitida je

zanétlivé onemocnéni zavésného aparatu zubu.

Tabulka 25 Rozdil mezi gingivitidou a parodontitidou

RTTY —— — e
Védeli byste, Jalfy je mezi nimi rozdil? Absolutni ¢etnost | Relativni éetnost v %
Pokud ano, uvedte
Ano 10 13,2
Ne 39 51;3
Nejsem si uplné .]ISty/J‘l,Sta, CO presne 27 35,5
znamenaji
Celkem 76 100,0

91



3.3.9 Otazka ¢. 10 — Méli jste nékdy s témito onemocnénimi problémy?
V piipadé, Ze jste v prechozich otizkdach ¢ 7, 8 a 9 odpovédéli NE,
neodpovidite

Tato otazka se zabyvala tim, zda dotazovani méli jiz n€kdy problémy s témito druhy
onemocnéni. Podminkou této otazky vSak bylo, ze v pfipadé Ze o nich nikdy neslyseli,
neodpovidali. 18,4 % z celkového poctu odpovédi 50, byla ta skupina, ktera oznacila,
ze se jiz nékdy v minulosti s témito onemocnénimi potykala. 81,6 % dotazovanych uvedlo,
ze stémito onemocnénimi dosud problémy neméli. Nicméné pocty odpovédi zcela
neodpovidaji skute¢nosti, nebot’ respondenti na tuto otazku reagovali, i kdyz teoreticky

neméli.

Tabulka 26 Problémy s onemocnénimi

Me¢li jste nékdy s t€émito onemocnénimi
problémy? V pripade, Ze  jste
V predchozich otdzkach ¢. 7, 8§ a 9
odpoveédeéli NE, neodpovidate

Absolutni ¢etnost | Relativni ¢etnost v %

Ano 9 18,4
Ne 40 81,6
Celkem 49 100,0

Otéazky €. 11-15 se zamétovaly na vyskyt subjektivnich obtizi u kazdého jednotlivého
dotazovaného respondenta. Tykaly se zejména stavu jejich dasni, pocity suchosti v tstech,
vyskytem halitozy ¢i zvySenou citlivosti zubll. Tyto otazky tykajici se piiznakl
parodontopatii jsou rovnéz zahrnuty ve statistickém zhodnoceni vyskytu C. ochracea

a C. sputigena.
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3.3.10 Otazka €. 11 — Vyskytuji se u Vas v souc¢asné dobé zdurelé a cervené
zbarvené dasné

Ohledné vyskytu zdufelych a Cervenych dasni odpovédélo kladné v otazce €. 11 pouze
6,6 % a 93,4 % naopak oznacilo, Ze se u nich v soucasné dobé takového pfiznaky
nevyskytuji. Jak bylo jiz zminéno vySe soucésti této otdzky rovnéz bylo statistické
zhodnoceni zavislosti pozitivniho vyskytu druhti C. ochracea a C. sputigena na piiznacich.
Zavislost pozitivniho vyskytu C. ochracea z celku na zduielych a Cervenych dasnich
vychazela 3,9 %. V piipad€, ze nebyly ptfitomny tyto vnéjsi projevy na désnich, vysel

pozitivni vyskyt C. ochracea u 55,3 %.

Tabulka 27 Vyskyt zdurelych a cervenych dasni — vysledky pro Capnocytophaga ochracea

Relativni Relativni Cetnost Relativni Cetnost
Zdufielé a Absolutni . )
Cetnost | pozitivniho vyskytu | negativniho vyskytu
cervené cetnost
odpovédi | C. ochracea v % C. ochracea v %
dasné odpovédi
v % z celku z celku
Ano 5 6,6 3,9 2,6
Ne 71 93,4 55,3 38,2
Celkem 76 100,0 100,0
» Capnocytophaga ochracea
60 553 T
£ I 38.2 | | I Negativni
E. 4 I P ozitivni
®
20

Ano Ne
Oteklé a zarudlé dasné

Graf 5 Graf zavislosti vyskytu Capnocytophaga ochracea na vizudlnim stavu ddsni

93



Zavislost pozitivniho vyskytu C. sputigena z celku na zduielych a ¢ervenych dasnich

vychazela 5,3 %. V ptipad¢€, ze nebyly pfitomny tyto vnéjsi vizudlni projevy na dasnich,

vySel pozitivni vyskyt C. sputigena u 69,7 %.

Tabulka 28 Vyskyt zdurelych a cervenych dasni — vysledky pro Capnocytophaga sputigena

Relativni Relativni ¢etnost Relativni ¢etnost
Zdufelé a Absolutni - ;
Cetnost | pozitivniho vyskytu | negativniho vyskytu
cervené cetnost ) )
odpovédi | C. sputigena v % C. sputigena v %
dasné odpoveédi
v % z celku z celku
Ano 5 6,6 5,3 1,3
Ne 71 93,4 69,7 23,7
Celkem 76 100,0 100,0
i Capnocytophaga sputigena
69.7
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0 Negativni
E 40 I Pozitivni
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Oteklé a zarudlé dasné

Graf 6 Graf zavislosti vyskytu Capnocytophaga sputigena na vizudlnim stavu dasni
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3.3.11 Otazka ¢. 12 — Dochazi u Vas k ¢astému krvaceni dasni? Plivete pri CiSténi
zubi krev?

Otézka €. 12 zaméfena na krvaceni dasni uvazovala vyskyt castého krvaceni, obcasného
krvaceni a také nekrvaceni dasni. Castym krvacenim dasni trpi 18,4 % dotazovanych,
obcasné krvaceni se vyskytuje u 25,0 % a 56,6 % zadnym krvacenim dasni v posledni dobé
netrpi. Zavislost pozitivniho vyskytu C. ochracea z celku na krvacejicich dasnich vychazela
10,5 %. U obcasného krvaceni vychazela zavislost pozitivniho vyskytu C. ochracea
z celkul5,8 % a v ptipad¢, ze nebylo pfitomno zadné krvaceni vysel pozitivni vyskyt
C. ochracea v 32,9 %.

Tabulka 29 Krvdceni dasni — vysledky pro Capnocytophaga ochracea

Relativni Relativni ¢etnost Relativni ¢etnost
Absolutni . _
Krvaceni setnost Cetnost | pozitivniho vyskytu | negativniho vyskytu
Cetnos
dasni odpovédi | C. ochracea v % C. ochracea v %
odpovédi
v % z celku z celku
Ano 14 18,4 10,5 9,2
Ne 43 56,6 32,9 23,7
Nékdy ano 19 25,0 15,8 7,9
Celkem 76 100,0 100,0
& Capnocytophaga ochracea
329
s
g I e gativni
2 I Pozitivni

Ano Ne
Krvaceni dasni

Nékdy ano

Graf 7 Graf zavislosti vyskytu Capnocytophaga ochracea na krvaceni ddasni
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Zavislost pozitivniho vyskytu C. sputigena z celku na krvacejicich dasnich vychazela
v 14,5 % ptipadi. U obcasného krvaceni vychazela zavislost pozitivniho vyskytu
C. sputigena z celku v 19,7 % a v ptipad¢, Ze nebylo pfitomno zadné krvaceni vySel pozitivni

vyskyt C. sputigena u 40,8 %.

Tabulka 30 Krvdceni dasni — vysledky pro Capnocytophaga sputigena

Relativni Relativni Cetnost Relativni Cetnost
Absolutni .
Krvaceni nost cetnost | pozitivniho vyskytu | negativniho vyskytu
¢etnos
dasni odpovédi | C. sputigena v % C. sputigena v %
odpovedi
vV % z celku z celku
Ano 14 18,4 14,5 5,3
Ne 43 56,6 40,8 15,8
Nékdy ano 19 25,0 19,7 3,9
Celkem 76 100,0 100,0
- Capnocytophaga sputigena
408
40+ -
s 20t 1
f“n 0 -Negativni
% { 197 | |EEEEEPoztivni
s 2 145 158

Ano Ne
Krvaceni dasni

Nékdy ano

Graf 8 Graf zavislosti vyskytu Capnocytophaga sputigena na krvaceni dasni
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3.3.12 Otazka €. 13 — Pocit’ujete u sebe ¢asty vyskyt zapachu z ast?

Otéazka €. 13 se zabyvala tim, zda dotazovani respondenti u sebe pozoruji Casty vyskyt
zapachu zust (halitdézy). Halitoza je jednim z mnoha piiznaki patologickych stavi
parodontu. Castym zapachem z st trpi piiblizné 10 % respondentt, konkrétné 10,5 %
a celkem 89,5 % si tohoto piiznaku neni védomo. Zavislost pozitivniho vyskytu C. ochracea
z celku na pocitu ¢astého zapachu z st vychazela 6,6 %. V piipadé, ze k témto pocitim

nedochazelo, vySel pozitivni vyskyt C. ochracea z celku v 52,6 %.

Tabulka 31 Zdpach z ust, halitéza — vysledky pro Capnocytophaga ochracea

Ano

Ne

Zapach z ust

Relativni Relativni Cetnost Relativni Cetnost
Absolutni » ‘
Cetnost | pozitivniho vyskytu | negativniho vyskytu
Zapach z ust cetnost
odpovédi | C. ochracea v % C. ochracea v %
odpovedi
v % z celku z celku
Ano 8 10,5 6,6 3,9
Ne 68 89,5 52,6 36,8
Celkem 76 100,0 100,0
-~ Capnocytophaga ochracea
3
ffs [ e gativni
\% I Pozitivni

Graf 9 Graf zavislosti vyskytu Capnocytophaga ochracea na pocitu zapachu z ust
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Zavislost pozitivniho vyskytu C. sputigena z celku na pocitu ¢astého zapachu z ust

vychazela 7,9 %. Za ptredpokladu, ze k t€émto pocitim nedochdzelo, vysel pozitivni prukaz

C. sputigena z celku v 67,1 %.

Tabulka 32 Zdpach z ust, halitéza — vysledky pro Capnocytophaga sputigena

Relativni Relativni Cetnost Relativni Cetnost
Absolutni . _
cetnost | pozitivniho vyskytu | negativniho vyskytu
Zapach z ust cetnost ) ;
odpovédi | C. sputigena v % C. sputigena v %
odpoveédi
v % z celku z celku
Ano 8 10,5 7,9 2,6
Ne 68 89,5 67,1 22,4
Celkem 76 100,0 100,0
- Capnocytophaga sputigena
€,
< [ e gativni
5 [ P ozitivni
X

Ano

Ne

Zapach z ust

Graf 10 Graf zavislosti vyskytu Capnocytophaga sputigena na pocitu zdapachu z st
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3.3.13 Otazka ¢. 14 — Vyskytuji se u Vas ob¢asné pocity suchosti v astech?
Vyskytem obc¢asné suchosti v ustech (xerostomii) se u odpovidajicich zabyvala otazka
¢. 14. To, ze se tento nepfijemny stav u dotazovanych vyskytuje Castéji oznacilo 34,2 %
a 65,8 % odpovédélo zaporng, tj. Ze ¢asté pocity suchosti v Gstech se u nich nevyskytuji.
Zavislost pozitivniho vyskytu C. ochracea z celku na Castych pocitech suchosti v ustech
vychazela 19,7 %. V ptipadé, ze k témto pocitim nedochdzelo, vySel pozitivni vyskyt

C. ochracea z celku v 39,5 %.

Tabulka 33 Pocity suchosti v ustech, xerostomie — vysledky pro Capnocytophaga ochracea

) Relativni | Relativni ¢etnost Relativni ¢etnost
Pocity Absolutni » '
) Cetnost | pozitivniho vyskytu | negativniho vyskytu
suchosti v cetnost
odpovédi | C. ochracea v % C. ochracea v %
ustech odpovedi
v % z celku z celku
Ano 26 34,2 19,7 14,5
Ne 50 65,8 39,5 26,3
Celkem 76 100,0 100,0
& Capnocytophaga ochracea
m 39.5
_? [ e gativni
s [ Pozitivni
X

Ano Ne
Suchost v ustech

Graf 11 Graf zavislosti vyskytu Capnocytophaga ochracea na pocitech suchosti v uistech
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V piipadé zavislosti pozitivniho vyskytu C. sputigena z celku na castych pocitech
suchosti v ustech vychazela tato zavislost 26,3 %. Pokud K témto pocitim nedochazelo,

vysel pozitivni vyskyt C. sputigena z celku v 48,7 %.

Tabulka 34 Pocity suchosti v iistech, xerostomie — vysledky pro Capnocytophaga sputigena

) Relativni | Relativni ¢etnost Relativni cetnost
Pocity Absolutni .
) cetnost | pozitivniho vyskytu | negativniho vyskytu
suchosti v cetnost ) )
odpovédi | C. sputigena v % C. sputigena v %
ustech odpovédi
v % z celku z celku
Ano 26 34,2 26,3 7,9
Ne 50 65,8 48,7 17,1
Celkem 76 100,0 100,0

i Capnocytophaga sputigena

48.7

I e gativni
[ P ozitivni

Ano Ne
Suchost v ustech

Graf 12 Graf zavislosti vyskytu Capnocytophaga sputigena na pocitech suchosti v ustech
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3.3.14 Otazka €. 15 — Pozorujete u sebe zvySenou citlivost zubti?

Posledni otazkou zamétenou na subjektivni obtize byla otazka ¢. 15, kterd se zabyvala

vyskytem zvysené citlivosti zubi u jednotlivych respondenti. 22,1 % u sebe v posledni dobé

zpozorovalo zvysenou citlivost zubi, nicméné nadpolovicni vétSina, tj. 77,6 % oznacila,

ze sl zvySené citlivosti viibec nevSimla. Zavislost pozitivniho vyskytu C. ochracea z celku

na pocitech zvySené citlivosti zubli vychazela 11,8 %. Jestlize vSak k témto pocitim

nedochazelo, vySel pozitivni vyskyt C. ochracea z celku v 47,4 %.

Tabulka 35 Zvysend citlivost zubii — vysledek pro Capnocytophaga ochracea

Relativni Relativni ¢etnost Relativni ¢etnost
. Absolutni . _
Citlivost setnost cetnost | pozitivniho vyskytu | negativniho vyskytu
Cetnos
zubll odpovédi | C. ochraceav % C. ochracea v %
odpoveédi
v % z celku z celku
Ano 17 22,4 11,8 10,5
Ne 59 77,6 47,4 30,3
Celkem 76 100,0 100,0
- Capnocytophaga ochracea
60 5
< 474
Vs a0k || I Negativni
® 303 I Poitivni
e 105 11.8 |

Ano

Ne

Citlivost zubl
Graf 13 Graf zavislosti vyskytu Capnocytophaga ochracea na citlivosti zubii
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Pozitivni vyskyt C. sputigena z celku v zavislosti na pocitech zvysené citlivosti zubt
vychazel 11,8 %. V piipad¢, ze vSak k témto pocitim nedochazelo, vychazel pozitivni

vyskyt C. sputigena z celku v 63,2 %.

Tabulka 36 Zvysenda citlivost zubii — vysledek pro Capnocytophaga sputigena

Relativni Relativni ¢etnost Relativni Cetnost
. Absolutni . _
Citlivost etnost Cetnost | pozitivniho vyskytu | negativniho vyskytu
cetnos
zubl odpovédi | C. ochracea v % C. ochracea v %
odpoveédi
vV % z celku z celku
Ano 17 22,4 11,8 10,5
Ne 59 77,6 63,2 14,5
Celkem 76 100,0 100,0

& Capnocytophaga sputigena

63.2

[ e gativni
I Pozitivni

% wyskyt

Ano Ne
Citlivost zubu

Graf 14 Graf zavislosti vyskytu Capnocytophaga sputigena na citlivosti zubii

Otazky ¢. 16 a 17 se jiz nezabyvaly obtizemi a problémy, ale zaméfovaly na oblast dentalni

hygieny.
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3.3.15 Otazka €. 16 — NavsStivil/NavStivila jste jiz nékdy dentalni hygienu?
V ramci tohoto dotazu odpovédélo vice nez 50 % respondentt, piesnéji 53,9 % kladné,
tj. Zze dentdlni hygienu jiz n¢kdy v prub&hu Zivota navstivili. Nicméné téméf polovina,

konkrétn¢ 46,1 %, dentalni hygienu dosud nenavstivila.

Tabulka 37 Navstéva dentdlni hygieny

AT NS A IS A7 St Absolutni Cetnost | Relativni Cetnost v %

hygienu?
Ano 41 53,9
Ne 35 46,1
Celkem 76 100,0

3.3.16 Otazka ¢. 12 — S jakou Cetnosti ji navStévujete?

Posledni otdzka dotaznikového Setieni se zabyvala Cetnosti navstév dentalni hygieny.
Dotazovani mé&li na vybér ze tii odpoveédi — 1X za rok, 2x za rok a moznost Nenavstévuji.
Celkem 39,5 % oznacilo, ze dentalni hygienu navs§tévuji pravidelné 1x za rok, 11,8 %
oznacilo, Ze dentalni hygienu navstévuji dokonce 2x ro¢né a skoro polovina, tj. 48,7 %,

odpovédéla, Ze dentalni hygienu nenavstévuje vibec.

Tabulka 38 Cetnost navstév

S jakou ¢etnosti ji navstévujete? Absolutni cetnost | Relativni ¢etnost v %
1x za rok 30 39,5
2x za rok 9 11,8
Nenavstévuji 37 48,7
Celkem 76 100,0
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Soucasti oddilu vysledkii a diskuze v praktické ¢asti je i porovnani dotaznikového Setieni
s moji bakalafskou praci ze tetiho ro¢niku. V bakalaiské praci (2022) jsem se vénovala
mikroflofe dutiny ustni a jejim patologiim. Soucasti prace byl také dotaznik, ktery se zabyval
kvalitou hygieny dutiny tGstni populace a jeji znalosti o vybranych onemocnénich. Dotazovani
byli rozdéleni do riznych vékovych skupin, dle pohlavi, dale jak ¢asto provadéli ordlni hygienu,
jaké prosttedky pro to vyuzivali, zda navstivili dentalni hygienu a s jakou ¢etnosti. Na zaveér
dotaznikového Setfeni jsem se jeSté zajimala o znalost pojml gingivitida a parodontitida
jednotlivych dotazovanych. V této diplomové praci jsem provedla rovnéz dotaznikové Setfeni,
které se zabyvalo nejen hygienou dotazovanych a jejich povédomim o pojmech gingivitida
a parodontitida ¢i navstévou dentalni hygieny, ale také jejich aktualnim stavem dutiny ustni.
V ramci odmitnuti vzajemné spoluprace zubnim lékafem, nebylo mozné sestavit skupiny
dobrovolniki/pacienti  se  zdravymi  dasnémi, s diagnostikovanou  gingivitidou
a diagnostikovanou parodontitidou, jak tomu bylo v piedchozich studiich, tj. Hayashi et al.
(2001) ¢i Idate et al. (2020). Soucasti dotaznikového Setfeni se tedy staly otazky tykajici se
aktualniho stavu dutiny ustni jednotlivych dotazovanych. To znamena, zda se u nich v souc¢asné
dobé vyskytuji oteklé a cervené zbarvené dasné, krvaceni dasni, Casty vyskyt zapachu z Ust
a suchosti v ustech, ale také zda u sebe pozoruji zvySenou citlivost zubti. Na zakladé téchto
doprovodnych znak bylo tedy mozné vytvorit alespon statistické zhodnoceni vyskytu
vybraného druhu bakterie na konkrétnich pfiznacich. Procentudlni vysledky statistické
zavislosti pozitivniho vyskytu vybraného druhu Capnocytophaga na véku, pohlavi a klinickych

pfiznacich dutiny Ustni byly vZdy vztazeny k celkovému poctu dotazovanych.

Pfedmétem otazky ¢. 1 v diplomové praci bylo rozdéleni viech dotazovanych, tj. 76 0sob,
do 5 vékovych kategorii a sice: méné nez 18, 18-30, 31-40, 41-50 a 51 a vice. Do kategorie
méné nez 18 se tadilo 7,9 % dotazovanych (6 osob), do kategorie 18-30 se tadilo 55,3 %
dotazovanych (42 osob), do kategorie 31-40 spadalo 3,9 % osob (3 osoby), do kategorie
41-50 15,8 % dotazovanych (12 osob) a do posledni skupiny 51 a vice let se fadilo 17,1 % osob
(13 osob). Zavislost pozitivniho pritkazu C. ochracea na vékovych kategoriich byla nasledujici:
pro osoby mladsi 18 let vySlo zastoupeni C. ochracea 2,6 %, pro kategorii 18-30 let 32,9 %,
31-40 let 1,3 %, 41-50 let 13,2 % a pro kategorii 51 a vice let 9,2 %. V ptipadé C. sputigena
vysla zavislost pozitivniho prikazu na vékovych kategoriich nasledovné: pro osoby mladsi
nez 18 let vyslo zastoupeni C. sputigena 7,90 %, pro kategorii 18-30 let 42,1 %, pro 31-40 let
2,6 %, pro 41-50 let 14,5 % a pro kategorii 51 a vice let 7,9 %. Na rozdil od bakaléaiské prace

jsem zde uvedla jesté¢ kategorii méné nez 18, kam spadaly osoby spiSe pubertadlniho veku,
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vzorky od déti mladSich 10 let nebyly predmétem zkoumani. Z vysledkt je patrné, Ze nejvice
zastoupenou skupinou byla kategorie 18-30, v porovnani s vysledky z bakalaiské prace,
kde byla zastoupena spise stfedni vékova vrstva, je ziejmé zastoupeni mladsi vékové skupiny.
Je to zplisobeno zejména tim, ze vzorky zubniho plaku poskytovali nejcastéji studenti,
zaméstnanci univerzity a ¢lenové jejich domacnosti, nebot’ pii delSim setrvani bakterii zubniho
plaku v transportnim médiu, by pfedmétné bakterie v prubéhu delsiho transportu do laboratoie
nemusely prezit. V otdzce ¢. 2 probéhlo rozdéleni dotazovanych na zakladé jejich pohlavi,
dotaznikového Setfeni se tedy ucastnilo 30,3 % muzt (23 osob) a 69,7 % Zen (53 osob).
V piipad¢ zavislosti pozitivniho vyskytu C. ochracea na pohlavi vyslo 18,4 % pro muze
a 40,9 % pro zeny. C. sputigena se vyskytovala u 22,4 % muzi a 52,6 % zen. Ve studii
Idate et al. (2020) sice neuvedli pfesna procenta vyskytu C. gingivalis, C. granulosa
a C. ochracea pro kazdé pohlavi, ale zavérem zhodnotili, ze prevalence téchto druhti byla vyssi
u muzd se zdravym parodontem (42 %) a s diagnostikovanou gingivitidou (49 %), zatimco
Vv piipadé Zen se spiSe vyskytovaly u pacientek s diagnostikovanou parodontitidou (40 %).
Ve studii Shigeishi et al. (2024) prokazali spojitost vyskytu C. ochracea na pohlavi, u muzu se
C. ochracea vyskytovala v 39,1 % (36 0sob) a u zen v 60,9 % (56 osob). Dalsi aspekty jako
veék a systematickd onemocnéni nehraly ve vyskytu dané bakterie roli. V ptipadé C. sputigena
uvedli, Ze jeji vyskyt nebyl ovlivnén vékem, pohlavim a systematickymi onemocnénimi,
nicméné z hlediska vyskytu tohoto druhu u pohlavi se u muzt potvrdil v 31,9 % (36 osob)
auzenv 68,1 % (77 osob). Z téchto vysledkii usuzuji, ze navzdory prohlaseni védecké skupiny
Shigeishi et al. (2024) je mozZné pozorovat pfeci jen urcitou spojitost mezi vyskytem

C. sputigena a pohlavim.

Priizkum v bakalaiské praci ukazal, Ze se Setfeni ucastnilo celkem 125 osob, které byly
rozdeleny do 4 vékovych kategorii. Jednalo se o kategorie 18-30, 31-50, 51-60 a 61 a vice.
Kategorie 18-30 byla zastoupena 36,0 % (45 osob), kategorie 31-50 48,0 % (60 osob),
kategorie 51-60 12,8 % (16 osob) a posledni skupinu 61 a vice let zastupovalo pouze 3,20 %
dotazovanych (4 osoby). Z hlediska pohlavi se prizkumu tcastnilo 34,4 % muzt (43 osob)
a 65,6 % zen (82 o0sob). Na pocatku praktické ¢asti jsem si stanovila hypotézy, na jejichz
podkladé jsem poté vyhodnocovala vysledky dotaznikového Setfeni. Jednou z hypotéz bylo,
ze z odpovidajicich respondentii bude vétsi procento Zen nez muzl, pri¢emz podle vysledkl
bylo zjevné, Ze se tato hypotéza potvrdila. Stejného vysledku dosahlo i zhodnoceni odpovédi

z diplomové prace, tj. Ze se studie zUcastni vice Zen neZ muzi.
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Otazky ¢. 3, 4 a 5 vdiplomové praci se zabyvaly kvalitou hygieny dutiny ustni
jednotlivych respondentti a prosttedky, které k této Cinnosti vyuzivaji. Otdzka ¢. 3 se
zamétovala na pravidelnost Cisténi dutiny ustni, na vybér méli dotazovani z moznosti 3x denné
kazdy den, 2x denn¢ kazdy den, 1x denné, po kazdém jidle a moznost neprovadim. Moznost 3x
denn¢ kazdy den neoznacil nikdo z dotazovanych, tj. 0,0 % (0 osob), 2x denn¢ kazdy den
zvolilo 92,1 % (70 osob), 1x denn¢ oznacilo 7,9 % (6 0sob). Zbyvajici moznosti, tj. po kazdém
jidle a neprovadim, neoznacil nikdo z dotazovanych. Otazka ¢. 4 se zabyvala pomuckami
pro udrzeni Cistoty dutiny ustni, 31,6 % (24 osob) oznacilo, Ze vyuZivaji pouze zubni kartacek,
30,3 % (23 osob) zvolilo moznost zubni kartacek a mezizubni kartacek/kartacky, 22,4 % (17
osob) oznacilo moznost zubni kartacek, mezizubni kartacek/kartacky a jednosvazkovy
kartacek. Celkem 5,3 % (4 osoby) zvolilo zubni kartaek, mezizubni kartacek/kartacky,
dentdlni nit a 1,3 % (1 osoba) oznacilo moznost zubni kartacek, mezizubni kartacek/kartacky,
dentalni nit, Gstni sprcha. V ramci této otazky byla na vybér jesté jedna moznost, a to odpoveéd’
Jiné, u niz mohli dotazovani vypsat svoji preferovanou odpovéd’. Tuto moznost vyuzilo 9,2 %
(7 osob), avsak jednalo se spiSe o rtizné kombinace piedchozich variant. Posledni otazka
z tohoto useku, otazka €. 5, se dotazovala, zda se respondenti zamé&tuji beéhem c¢isténi dutiny
ustni také na dasnové zlabky. Kladné odpovédélo 50,0 % (38 osob) a moznost ze se na ¢isténi
zlabkd nezamé&fuji zvolilo 50,0 % dotazovanych (38 0sob). Tato ¢isla mé velice piekvapila,
nebot’ jsem ocekavala, Zze v soucasné dob¢, kdy existuje mnoho zdroji informaci o oralnim
zdravi a klade se velky diiraz na vzhled dutiny Gstni, budou procenta kladné odpovédi o néco
vysSi.

V bakalaiské praci v ramci otdzky, jak Casto provadi dotazovani ordlni hygienu
odpovédelo 13,6 % ze 125 Gcastnikll (17 osob), ze hygienu dutiny Gstni provadi 1x denné,
84,0 % (105 osob) 2x denné a moznost po kazdém jidle zvolilo 2,4 % (3 osoby). V otazce
na prostiedky pro udrzeni Cistoty dutiny Ustni méli dotazovani na vybér moznosti: zubni
kartaCek, mezizubni kartacky, ustni voda, ddle moznost pouze zubni kartacek, moznost pouze
ustni vodu a na zavér odpoved’ Jiné, kde mohli dotazovani vypsat své preferované odpoveédi.
Prvni moznost, tj. zubni kartacek, mezizubni kartacky, astni voda zvolilo 72,0 % dotazovanych
(90 osob), moznost pouze zubni kartacek zvolilo 16,8 % (21 0sob), pouze tstni vodu neoznacil
zadny dotazovany, tj. 0,0 % a moZnost Jiné oznacilo 11,2 % dotazanych (14 osob). Tato
moznost zahrnovala odpovédi jako jednosvazkovy kartacek, dentdlni paratka, dentdlni nit

a zubni sprcha. Pfi porovnani téchto vysledki s vysledky odpovédi v diplomové praci je mozné
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fici, ze v soucasné dobé je postupné vyuzivani ustni sprchy jako bézné soucasti oralni hygieny

na vzestupu, toto tvrzeni plati i o kvalité ¢isténi.

Otazka €. 6 se v diplomové praci zabyvala tim, zda jsou dotazovani respondenti aktivnimi
kutaky ¢i nikoliv. Bohuzel tato otazka byl ptidana do dotazniku az pozdé&ji a nestala se tak
predmétem statistického vyhodnoceni zavislosti vyskytu C. ochracea a C. sputigena
na koufeni. V ramci této otazky odpovédélo ze vSech 52 zbyvajicich dotazovanych kladné
pouze 1,9 % (1 osoba), zbytek tj. 98,1 % (51 osob) se za aktivniho kutfdka nepovazovalo.
Pfestoze na tuto otazku nemohli odpoveédét vSichni, velmi mé tato ¢isla prekvapila. Vyskyt
aktivnich kurdka jsem ocekavala mnohem vyssi. Otazky €. 7, 8 a 9 se zabyvaly povédomim
vefejnosti 0 onemocnénich gingivitida a parodontitida. 19,7 % respondentd (15 o0sob)
odpovédeélo, Ze se s pojmem gingivitida jiz n€kdy v minulosti setkalo, zatimco 80,3 % (61 0sob)
zvolilo negativni odpovéd’. Takovy vysledek jsem upiimné ptredpokladala, nebot pojem
gingivitida neni nikde pfili§ uvadén a pokud se nejedna o ¢loveka, ktery je vice zainteresovany
do oblasti zubniho 1ékafstvi ¢i dentalni hygieny, pifipadné nemél-li s timto onemocnénim osobni
zkuSenost, tak si takovéhoto pojmu nemuize byt védom. V ramci dotazu na parodontitidu byla
jiz Cetnost pozitivnich odpovédi vyssi, a to 59,2 % (45 osob), zatimco s pojmem parodontitida
se dosud nesetkalo 40,8 % dotazovanych (31 osob). Nicmén¢ v tomto piipadé jsem ocekavala
vysledek vyrazné lepSi. Pojem parodontitida, resp. parodontdza, je pomérné rozsifeny
at’ uz ve spojitosti S reklamnimi produkty, medializaci pfistupli pro spravnou péci o zdravi
dutiny ustni ¢i v ptipadé propagacénich letaki v ¢ekarnach zubnich 1ékait, ev. dentalni hygieny.
Proto m¢ velmi udivilo, Ze o tomto onemocnéni slySelo tak nizké procento lidi. Otazka ¢. 9 se
zabyvala tim, zda by respondenti védéli, jaky je mezi vy$e zminénymi onemocnénimi rozdil
a aby uvedli spravnou odpovéd’. Kladné odpovédélo 13,2 % (10 osob), 51,3 % (39 osob) zvolilo
striktné zapornou odpoveéd a 35,5 % (27 osob) odpovédelo, ze si nejsou prilis jisti, co piesné
tyto pojmy znamenaji. BohuZel pouze 3 osoby dokdzaly spravné uvést, jaky je mezi témito
onemocnénimi rozdil. V otdzce ¢. 10 byli dotazovani tazéni, zda méli jiz nékdy s témito
onemocnénimi problémy, nicméné podminkou bylo, Ze v pfipadé€, Zze na ptedchozi tfi otazky
odpovédeli zaporné, nebudou tedy odpovidat ani nyni. 18,4 % (9 osob) zvolilo, Ze s témito
onemocnénimi jiz nékdy v minulosti méli uréité problémy, avsak 81,6 % (40 osob) odpovédélo,
ze se s témito onemocnénimi dosud nepotykalo. Problémem vSak u této otazky byla nejspise
hor$i formulace ¢i nepozornost odpovidajicich, nebot’ celkovy pocet odpoveédi dosahoval

hodnoty 49.
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Vysledky této ¢asti studie je mozné porovnat s vysledky bakalaiské prace, kde jsem se
rovnéz zabyvala povédomim vefejnosti o onemocnénich gingivitida a parodontitida.
V bakalarské praci se v ramci otazky ohledné znalosti pojmu gingivitidy vyslovilo kladné
39,2 % dotazovanych (49 osob) a 60,8 % (76 osob) zvolilo mozZnost, Ze 0 ném nikdy neslySeli.
V piipadé otdzky na onemocnéni parodontitida, byly vysledky jiz lepsi, nebot’ o tomto
onemocnéni slySelo celkem 98,4 % (123 osob) a zaporn¢ odpovédélo pouze 1,6 %
dotazovanych (2 osoby). Podminka hypotézy tykajici se znalosti pojmu gingivitida, tj. Zze 50 %
vSech dotazovanych alespoii slySelo o pojmu gingivitida, se nepotvrdila. Hypotéza tykajici se
onemocnéni parodontitida se sice potvrdila, avSak pouze z ¢asti, nebot’ se zabyvala nejen
povédomim o existenci tohoto pojmu jako takovém, ale také znalosti tohoto onemocnéni. Celé
znéni hypotézy tedy bylo, Ze alespont 60 % dotazovanych slySelo o pojmu parodontitida, resp.
parodontdza a védélo, o jaké onemocnéni se jedna. Jak bylo uvedeno vyse, o tomto pojmu
slySelo 98,4 %, nicmén¢ spravnou odpovéd’ tykajici se toho, o jaké onemocnéni se jedna,
zvolilo pouze 44,8 % (56 0sob). Z téchto vysledk je tedy mozné fici, Ze znalost pojmu z oblasti
parodontologie byla mnohonasobné vétsi u respondenttt v bakalaiské praci nez v piipadé
diplomové prace. Tento vysledek je pravdépodobné zplisoben tim, ze vétsi skupinu respondentit
Z hlediska v€ku zaujimali mladsi jedinci, tj. v€kova kategorie 18-30 let, kdezto v piipade
bakalafské prace se jednalo spiSe o jedince ve stfednim véku, u nichz byla jiz vétsi

pravdépodobnost osobni zkuSenosti s témito onemocnénimi.

Otéazky ¢. 11-15 v diplomové praci se u jednotlivych dotazovanych zabyvaly aktualnimi
pfiznaky parodontopatii, mezi néZ se tfadily kuptikladu oteklé a Cervené zbarvené dasné,
krvaceni dasni, zapach z Ust, pocity suchosti v stech a zvySena citlivost zubli. Tyto ptiznaky
byvaji Casto uvadény jako doprovodné znaky zanétu dasni (gingivitidy) a posléze zanétu
zavésného aparatu zubu (parodontitidy). Ohledné vyskytu zdutelych a Cervené zbarvenych
dasni se kladné vyjadiilo 6,6 % dotazovanych (5 osob), zatimco 93,4 % (71 osob) si téchto
znakll nebylo védomo. Zavislosti pozitivniho vyskytu C. ochracea a C. sputigena na zduielych
a ¢ervenych dasnich dosahovaly pouhych 3,9 % u C. ochracea a 5,3 % u C. sputigena. V tomto
ptipadé tedy neni mozné zcela fici, zda je u oteklych dasni néjaka souvislost s vyskytem téchto
bakterii. V otazce ¢. 12 zabyvajici se krvacenim dasni, odpovéd€lo kladn¢ 18,4 %
(14 osob), 25,0 % (19 osob) odpovédélo, Ze u nich dochazi k obéasnému krvaceni a 56,6 %
(43 osob) v soucasné dob¢ krvacenim netrpi. Zavislosti pozitivniho vyskytu C. ochracea
a C. sputigena u krvacejicich dasni vychazely pro C. ochracea 10,5 %, pro C. sputigena 14,5 %.

V piipadé zavislosti pozitivniho vyskytu téchto bakterii na ob¢asném krvaceni dosahovaly
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pro C. ochracea 15,8 % a C. sputigena 19,7 %. Z téchto vysledkii je mozné usuzovat,
ze zavislosti pozitivniho prikazu obou druhii bakterii na krvaceni, nabyvaji na vyznamu
a objevuje se urcita spojitost mezi vyskytem bakterie a krvacenim. Otazka ¢. 13 se zabyvala
tim, zda dotazovani u sebe pocit'uji Casty vyskyt zapachu z ast. Moznost ano zvolilo 10,5 %
0sob (8 osob) a moznost ne oznacilo 89,5 % (68 0sob). Zavislost pozitivniho prukazu bakterii
C. ochracea a C. sputigena na pocitech zapachu z st vychazely pro C. ochracea 6,6 % a pro
C. sputigena 7,9 %. Vysledky téchto zavislosti je mozné shrnout jako v piipadé oteklych dasni
a to tak, ze neni mozné zcela fici, zda se mezi vyskytem bakterii a halitozou vyskytuje n¢jaka
souvislost. Otazka ¢. 14 se zabyvala tim, zda dotazovani mivaji Casté pocity suchosti v ustech,
34,2 % (26 osob) odpoveédélo ano a 65,8 % (50 0sob) zvolilo moznost ne. Zavislost pozitivniho
prukazu C. ochracea na pocitu suchosti v ustech vysla 19,7 % a pro C. sputigena 26,3 %.
Z téchto vysledkll 1ze usuzovat, ze obCasné pocity suchosti mohou mit urcity vliv na vyskyt
obou bakterii. Posledni otazka tykajici se priznakt, otazka ¢. 15, se zajimala o to, zda u sebe
dotazovani v soucasné dob¢ pocit'uji zvysenou citlivost zubt. 22,4 % dotazovanych (17 0sob)
zvolilo kladnou odpoveéd a 77,6 % (59 osob) odpovédélo negativné. Vysledky zavislosti
vyskytu C. ochracea a C. sputigena na citlivosti zubi vysly totozné, a to 11,8 %. V ramci této
zavislosti pozitivniho vyskytu obou bakterii na pocitech zvySené citlivosti zubi, je mozné
konstatovat, Ze zde také nebude vyraznéd spojitost jako tomu bylo v ptipadé oteklych dasni
a pocitech zapachu zust. K podobnému zavéru dospéla rovnéz 1 védecka skupina
Shigeishi et al. (2024). Nicmén¢ uvedli vzhledem ke stavu parodontu, Zze C. ochracea pozitivni
jedinci méli hlubSi parodontalni kapsy (= 4 mm) doprovazené krvacenim po sondazi,
nez C. ochracea negativni jedinci. Stejné¢ tomu bylo i v pfipadé C. sputigena. Nicméné
procentudlni rozdily nebyly velké a toto hodnoceni nenabyvalo nikterak velkého vyznamu.
Mezi dalsi aspekty, které oznacili za nevyznamné pro statistické zhodnoceni, spadaly i klinické

pfiznaky oralnich patologii.

Posledni dveé otazky studie v této diplomové praci, tj. otazky ¢. 16 a 17, se vénovaly
navstévnosti dentalni hygieny. V otdazce ¢. 16 byli jednotlivi respondenti dotazovani,
zda jiz n€ékdy navstivili dentalni hygienu a otazka ¢. 17 se zabyvala tim, s jakou Cetnosti ji
navs§tévuji ¢i nenavstévuji. Dentalni hygienu dosud navstivilo 53,9 % dotazovanych (41 osob)
a 46,1 % (35 osob) dentalni hygienu doposud nenavstivilo. Z hlediska pravidelnosti navstévy
odpovédélo 39,5 % (30 osob), Ze dentalni hygienu navstévuji 1x za rok, 2x za rok ji navstévuje
11,8 % (9 osob) a moznost nenavstévuji zvolilo celkem 48,7 % dotazanych (37 osob). Navzdory

Jjiz vySe zminénému néazoru ohledné narokii soucasné spoleCnosti na vzhled, jsem opét
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ptekvapena nizkou navstévnosti dentdlni hygieny. Pravé v soucasné dobé¢, kdy je tento obor
pomérné na vrcholu, bych ptedpokladala, ze navstéva a pravidelnost navstév dentalni hygieny

bude vyrazn¢ vyssi.

Soucésti bakalatské prace byla rovnéz otdzka ohledné navstévnosti dentalni hygieny.
V otédzce, zda respondenti jiz nékdy navstivili specialistu ¢i specialistku na dentalni hygienu
odpovédélo kladné 72,8 % o0sob (91 osob) a zaporné 27,8 % (34 osob). Na otazku, s jakou
¢etnosti jej/ji navstévuji zvolilo 32,8 % dotazanych (41 0sob) moznost 1x za rok, 26,4 % (33
0sob) zvolilo moznost 2x za rok, 12,8 % (16 osob) odpovédélo, Ze specialistu/specialistku
navstévuji 1x za 2 roky a 28,0 % (35 0sob) odpovédelo, ze dentalni hygienu nenavstévuji vibec.
Hypotéza, kterou jsem si vV ramci své prace stanovila byla, ze alesponi 30 % z celkového poctu
dotazovanych navstévuje/navstivilo dentalni hygienu vice nez 1x. Na zdklad¢ odpovédi bylo
tedy mozné prohlasit, Ze se tato hypotéza potvrdila. Z porovnani odpovédi v bakalaiské praci
s odpovéd’'mi diplomové prace je mozné fici, ze v pripad¢ bakalaiské prace byla navstévnost

dentalni hygieny a pravidelnost navstév vyrazné vyssi nez v ptipad¢ diplomové prace.
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4 ZAVER

Nedostatecnd ¢i nesprdvna hygiena dutiny ustni je hlavnim pfedpokladem
pro piemnozeni patogennich i oportunné patogennich mikroorganismd, které maji vliv
na rozvoj raznych patologickych stavi. Tyto stavy se vSak striktné nemuseji tykat pouze dutiny
ustni, ale mohou se skrze systém krevniho fecisté dostat do celého téla a zptsobit tak vazné
zdravotni komplikace. Jednim zmnoha oportunitnich patogenti je i bakteridlni rod
Capnocytophaga, ktery je soucasti bézné mikrobialni flory dutiny ustni ¢lovéka i zvitat.
Humanngé-oralni druhy vSak nepatii u potencialné zdravého jedince mezi hlavni vyvolavatele
infekci. Nicméné v ptipadé imunokompromitovanych 0sob mohou rizné druhu tohoto rodu

zpisobovat bakteriémie, systémové infekce a ohrozovat tak imunitné slabého jedince na Zivotg.

V tivodu teoretické Casti jsem se zabyvala anatomickou stavbou dutiny Ustni, jejim
fyziologickym mikrobidlnim osidlenim a jeji obranou. Nésledn¢ jsem se vice veénovala
kapitolam zamétujicim Se na vznik zubniho plaku, popisu a klasifikaci vybranych patologii
parodontu, zejména gingivitidé a parodontitidé a vlivu koufeni na stav dutiny ustni. V dalsi
¢asti prace jsem se vénovala kapnofilnim bakteriim a rodu Capnocytophaga, jeho Kklasifikaci,
vlastnostem a vybranym druhtim. V zavéru teoretické ¢asti jsem jesté zminila rizné moznosti

laboratorni diagnostiky této bakterie.

V praktické casti diplomové prace jsem se zabyvala priikazem bakterie rodu
Capnocytophaga pomoci kultivaénich a molekularné biologickych metod. Soucasti praktické
Casti takeé byl dotaznik, ktery se zabyval povédomim laické vefejnosti o vybranych patologiich
dutiny uUstni, prostiedky pro udrzeni jejiho zdravi a jejich aktualnimi klinickymi ptiznaky.
V nédvaznosti na ziskané odpovédi bylo vytvoreno statistické zhodnoceni zavislosti vyskytu
druhi  Capnocytophaga ochracea a Capnocytophaga sputigena na véku, pohlavi

a symptomech.

V ramci této prace bylo zkouméno celkem 76 vzorkl stérti zubniho plaku dutiny Gstni
¢loveka, u nichz probehl pokus o izolaci ¢isté kultury Capnocytophaga spp. na modifikovaném
krevnim agaru s 10 % sterilni berani krve a gentamicinem a prikaz vybranych druhti pomoci
molekularné biologickych metod. Jako referen¢ni kmeny byly vyuzity Capnocytophaga
gingivalis CCM 3710, Capnocytophaga ochracea CCM 3711, Capnocytophaga sputigena
CCM 3712. U odebranych vzorkt zubniho plaku se ddle pomoci PCR metody a nasledné gelové
elektroforézy potvrzovala ptitomnost druhti C. gingivalis, C. ochracea a C. sputigena.
Pro identifikaci jednotlivych druhti byl vyuzit protokol od Fumiko Hayashi et al. z roku 2001
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a diplomova prace zroku 2023, ktera se odkazovala na postupy z publikace
od Michio Suzuki et al. z roku 2010.

Izolace ¢isté kultury se na modifikovaném krevnim agaru sice nezdafila, nicméné
kultivace tohoto bakterialniho rodu se v pfipad€ vzorku ¢. 51 Gspé$né zdatila. Touto cestou bylo
tedy ovéfeno, ze zminény modifikovany krevni agar neni zcela vhodny pro izolaci a kultivaci
bakterie Capnocytophaga spp., jenz vyzaduje pro svij rust dosti naro¢né kultiva¢ni podminky
a specialn¢ upravena média. Z tohoto diivodu nelze mnohdy na kultivaénich miskach odhalit

jeho kolonie, nebot’ jsou vlivem ptitomnosti dalSich bakterii prekryty.

V navaznosti na tuto skuteCnost byla pro detekci a identifikaci vyuzivdna
jiz optimalizovana metoda PCR s vyuZzitim gelové elektroforézy. Celkem bylo tedy otestovano
vSech 76 realnych vzorkt na ptitomnost C. gingivalis, C. ochracea a C. sputigena. 59,21 %
vykazovalo pozitivitu na C. ochracea a 75,00 % na C. sputigena. Avsak v ptipadé¢ C. gingivalis

dosahovala pozitivita i po vyméné primert 100,00 %.

Z vysledkli dotaznikového Setieni pro prikaz zavislosti jednotlivych druhii
Capnocytophaga na veéku, pohlavi a pfiznacich vyplynulo, Ze se stoupajicim vékem ma
prevalence vyskytu obou druht spiSe sestupny charakter. Nicméné zavislost pozitivniho
prikazu jednotlivych druhti na pohlavi neni mozné piili§ porovnavat, nebot’ se jednalo
o nestejné velké skupiny s velkou pocetni ptevahou zen. V piipad€é symptomil byla rovnéz
patrnd urcita souvislost mezi pozitivnim prikazem obou druhi a krvacejicimi dasnémi.
K tomuto zavéru se doslo i v pfipadé zévislosti vyskytu obou druhdi na obfasném pocitu

suchosti v ustech.

Ziskané vysledky tedy dokazuji, Ze za pomoci tradi¢nich kultiva¢nich metod neni mozné
provést dostate¢nou identifikaci rodu Capnocytophaga a je nutné vyuzivat jiz pokrocilejsi
metody zabyvajici se molekularni podstatou této bakterie. Vysoké procentualni zastoupeni
jednotlivych druht poukazuje na to, Zze se skutecné jedna o pfirozenou soucast oralni
mikroflory, nicméné pii nespravné ¢i nedostateCné hygiené¢ miize dochazet ke vzniku zanétd,
které mohou nabyvat lokalniho az systémového charakteru. Na zavér bych chtéla fici,
ze prestoze se nékteré mé piedpoklady a ocekavani nepotvrdily, informovanost laické
vetejnosti je dostacujici @ ma jisté povédomi o vzniku parodontalnich onemocnéni. Z hlediska
kvality hygieny, je mozné sledovat, Ze velka ¢ast populace vyuziva pro udrzeni zdravi dutiny

ustni velké mnozstvi riznych prostredkd, a to se odrazi na jeji vysoké trovni. Prostfednictvim
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takovychto postuptl je tedy mozné zamezit vzniku zavaznych zdravotnich komplikaci, které by

mohly mit i fatalni nasledky.
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7  PRILOHA

Ptiloha A Dotaznik pro pruzkum poveédomi verejnosti o oralnim zdravi
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Piiloha A — Dotaznik

Dobry den,

jmenuji se Lucie Horka a jsem studentkou oboru Bioanalytickd laboratorni diagnostika ve
zdravotnictvi. Timto bych Vas chtéla poprosit o vyplnéni tohoto kratkého dotazniku, ktery
poslouzi jako podklad pro vypracovani mé diplomové prace. Pfedem Vam dékuji za Vas cas.
S pozdravem,

Lucie Horka

1) Do jaké vekové kategorie se fadite?
[l Méné nez 18

71 18-30

11 31-40

71 41-50

1] 51 avice

2) Jaké je Vase pohlavi?
[l Muz
[] Zena

3) Jak casto provadite hygienu dutiny ustni?
'] 3x denn¢ kazdy den
71 2x denné kazdy den
71 1x denn¢
'] Po kazdém jidle
"1 Neprovadim

4) Jaké vyuzivate pomucky pro udrZeni ¢istoty dutiny Gstni? Je mozno vicero odpovédi.
Pokud zvolite mozZnost Jiné, uvedte:

Pouze zubni kartacek

Zubni kartacek a mezizubni kartacek/kartacky

Zubni kartacek, mezizubni kartacek/kartacky, jednosvazkovy kartacek

Zubni kartacek, mezizubni kartacek/kartacky, dentélni nit

Zubni kartacek, mezizubni kartacek/kartacky, dentalni nit, astni sprchu

Pouze ustni sprchu

Jiné:

0 O R Y O O O

5) Zaméiujete se pii oralni hygiené také na duikladné vyc¢isténi dasnovych zlabku?
*1 Ano
1 Ne
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6) Radite se mezi aktivni kutdky/kufacky?
0 Ano
] Ne

7) Setkali jste se jiz nékdy s pojmem gingivitida?
= Ano
1 Ne

8) Setkali jste se jiz nékdy s pojmem parodontitida, resp. parodontoza?
-1 Ano
1 Ne

9) Veédéli byste, jaky je mezi nimi rozdil? Pokud ano, uvedte
.l Ano
1 Ne

"1 Nejsem si uplné jisty/jista, co ptesné znamenaji

10) Méli jste n€ékdy s témito onemocnénimi problémy? V pripade, Ze jste v predchozich
otazkach ¢. 7, 8 a9 opovedeli NE, neodpovidate
1 Ano
1 Ne

11) Vyskytuji se u Vas v soucasné dob¢ zdutelé a cervené zbarvené dasné?
-1 Ano
1 Ne

12) Dochazi u Vas k ¢astému krvaceni dasni? Plivete pfi ¢isténi zubl krev?
-1 Ano
1 Ne
"1 Nekdy ano

13) Pocitujete u sebe Casty vyskyt zapachu z ust?
1 Ano
1 Ne

14) Vyskytuji se u Vas obcasné pocity suchosti v tistech?
1 Ano
1 Ne

15) Pozorujete u sebe zvysenou citlivost zubu?

[1 Ano
[0 Ne
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16) Navstivil/Navstivila jste jiz nékdy dentalni hygienu?
-1 Ano
"1 Ne

17) S jakou Cetnosti ji navstévujete?
1 1x zarok
1 2x zarok
'] Nenavstévuji
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